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RESUMO

O Brasil € considerado o maior representante em Biodiversidade do mundo. Entre as
espécies botanicas encontradas no pais, muitas sdo compostas por metabdélicos com
propriedades bioativas comumente utilizadas na medicina popular, para tratamento
ou cura de algumas doengas. Nota-se que nos ultimos anos houve um aumento
significativo no interesse de industrias farmacéuticas na producdo de novos farmacos,
a partir de pesquisas com plantas medicinais que apresentam resultados promissores
no campo da Saude Humana. Entre as espécies que vem sendo utilizadas, Morinda
citrifolia Linn. conhecida popularmente como “noni”, embora seja uma planta nativa do
Sudeste da Asia, é bastante adaptada ao territorio brasileiro, distribuida em diversas
partes do pais, principalmente na regido Nordeste. Utilizada para tratamento de
algumas doencas como diabetes, hipertensdo, artrite, antimicrobiano, anti-
inflamatorio, antioxidante, entre outros. O presente estudo investigou o efeito
hepatotoxico do extrato etandlico de Morinda citrifolia em camundongos Swiss, com o
objetivo de contribuir com investigacdes futuras que busquem o potencial biolégico da
referida espécie botanica. Para os ensaios, os frutos frescos foram coletados no
municipio de Limoeiro — PE. Ap0s a coleta foram lavados, descascados, fatiados e
triturados junto as sementes para a obtencdo do extrato etandlico bruto de Morinda
citrifolia. O perfil Fitoquimico foi realizado a partir da Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), onde foram encontrados como metabdlicos, alcaloides,
antraquinonas, derivados Antracénicos, mono, sesqui e diterpenos. Posteriormente foi
realizado a citotoxicidade do extrato utilizando Artemia salina, onde foi comprovado
gue o extrato nas concentracfes de 1500, 750, 500, 250 e 125 ug/ mL, teve uma ClLso
> que 1085,6 pug/ mL, na avaliacédo da citotoxicidade em linhagem celular RAW 264.7,
foi comprovado que o extrato etandlico teve uma CC50 > 200 pg/ mL, na avaliacédo da
toxicidade realizado através de Biomphalaria glabrata, o extrato etandlico do “noni”
nao foi toxico em nenhuma das concentracfes testadas. A Toxicidade Aguda seguiu
a OECD 423, o teste foi realizado com camundongos Swiss, 0s animais foram
observados durante 14 dias, com peso, agua e racao controlada, no 15° dia os animais
foram anestesiados e realizado a punc¢éo cardiaca para os parametros hematolégico
e bioquimicos. O teste de Hepatotoxicidade foi realizado com camundongos Swiss,

teve duragdo de 10 dias, onde foram administrados salina, paracetamol e extrato



etanodlico de M. citrifolia durante 8 dias, no 10° dia os animais foram anestesiados,
realizado puncdo cardiaca para avaliacdo dos parametros hematolégicos e
bioquimicos, eutanasiados e realizado a retirado dos Orgdos para analise
histopatoldgica. Os resultados encontrados a partir dos experimentos realizados
demonstraram que o extrato etandlico de M. citrifolia ndo apresentou toxicidade

estatisticamente significativa nas doses e concentragdes testadas.

Palavras-chave: Noni. Plantas medicinais. Toxicidade.



ABSTRACT

Brazil is considered the largest representative in biodiversity in the world. Among the
botanical species found in the country, many are composed of metabolic with bioactive
properties commonly used in folk medicine to treat or cure some diseases. It is noted
that in recent years there has been a significant increase in the interest of
pharmaceutical industries in the production of new drugs, from research with medicinal
plants that show promising results in the field of Human Health. Among the species
being used, Morinda citrifolia Linn. Known popularly as “noni”, although it is a native
plant of Southeast Asia, it is quite adapted to the Brazilian territory, distributed in
several parts of the country, mainly in the Northeast region. Used to treat some
diseases such as diabetes, hypertension, arthritis, antimicrobial, anti-inflammatory,
antioxidant, among others. The present study investigated the hepatotoxic effect of the
ethanolic extract of Morinda citrifolia in Swiss mice, with the purpose of contributing to
future investigations that seek the biological potential of this botanical species. For the
trials, fresh fruits were collected in the city of Limoeiro - PE. After collection they were
washed, peeled, sliced and ground together to obtain the crude ethanolic extract of
Morinda citrifolia. The phytochemical profile was performed from the Thin Layer
Chromatography (CCD), where they were found as metabolic, alkaloids,
anthraquinones, anthracenic derivatives, mono, sesqui and diterpenes. Subsequently,
the cytotoxicity of the extract was performed using Artemia salina, where it was proven
that the extract at concentrations of 1500, 750, 500, 250 and 125 pg/ mL, had a LC50>
1085.6 pg / mL, in the evaluation of cytotoxicity in In the RAW 264.7 cell line, the
ethanolic extract was found to have a CC50> 200 pg / mL. In the toxicity assessment
performed by Biomphalaria glabrata, the noni ethanolic extract was non-toxic at any of
the concentrations tested. Acute Toxicity followed OECD 423, the test was performed
with Swiss mice, the animals were observed for 14 days, with weight, water and
controlled ration. On the 15th day the animals were anesthetized and cardiac puncture
for hematological and biochemical parameters. The Hepatotoxicity test was performed
with Swiss mice, lasted 10 days, where saline, paracetamol and ethanolic extract of
M. citrifolia were administered for 8 days. biochemical, euthanized and organ

withdrawal for histopathological analysis. The results from the experiments showed



that the ethanolic extract of M. citrifolia did not present statistically significant toxicity

at the tested doses and concentrations.

Keywords: Noni. Medicinal plants. Toxicity
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1 INTRODUCAO

Uma das principais doencas relacionadas ao figado é a cirrose, que pode ser
causada devido a uma série de fatores, entre eles o uso abusivo do alcool, hepatites,
doenca de Wilson e alguns medicamentos como o lIsoniazida, Nitrofurantoina,
amiodarona, diclofenaco e o Metotrexato quando utilizados a longo prazo ou de forma
inadequada (CHAGAS et al., 2018). A maioria desses farmacos podem afetar
diretamente o funcionamento do figado, aumentando os niveis de enzimas hepaticas,
podendo levar ao aparecimento de lesdes inclusive assintométicas (CORNEJO, et al.,
2013).

A quantidade de efeitos colaterais relacionados ao uso desses farmacos tem
levado a um aumento consideravel no interesse de estudos com plantas medicinais.
Sabe-se que no Brasil esse uso estd fortemente ligado as influéncias culturais,
principalmente a indigena, embora 0s avan¢os em pesquisas sejam notaveis ainda ha
muito a ser estudado, principalmente pelo pais ser detentor da maior biodiversidade
do mundo (BRITO et al.,, 2009). Contudo vale salientar a importancia dos testes
toxicolégicos em pesquisas com plantas, tendo em vista que algumas podem
apresentar toxidade, causando efeitos nocivos no funcionamento do organismo
(VEIGA-JUNIOR & MELLO, 2008).

O Brasil, devido a seu amplo territério e sua rica biodiversidade
apresenta um vasto potencial medicinal a ser explorado. Em destaque, a regiao
Nordeste possui uma forte cultura popular de utilizacdo de plantas medicinais.
Entretanto, apesar do vasto conhecimento sobre essas espécies, apenas um pequeno
percentual tem sido estudadas (SALTOS et al., 2016).

Rubiaceae, € considerada a quarta maior familia dentre as angiospermas,
compreende cerca de 611 géneros e 13.143 espécies (DAVIS et al. 2009). A familia é
caracterizada por apresentar habito arbustivo, com distribuicdo cosmopolita (JARDIM
E DELPRETE 2012). O género Morinda compreende cerca de 40 espécies,
distribuidas  principalmente na regido pantropical (KESONBUAA E
CHANTARANOBHAI, 2013).

Uma espécie da familia Rubiaceae que vem despertando o interesse de
pesquisadores € a Morinda citrifolia Linn. na qual ja foram identificados mais de cem

metabdlitos (CORREIA et al. 2011). Seus efeitos estédo relacionados a atividade
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antibacteriana, antioxidante, antiviral, antifingica, antitumoral, anti-helmintica,
analgésica, antiinflamatéria, hipotensora e imunoestimulante (PAWLUS; KINGHORN,
2007).

M. citrifolia € encontrada no Nordeste do Brasil, principalmente nos estados de
Sergipe, Ceard e Pernambuco, além de outros estados como Acre, Sdo Paulo e Minas
Gerais, embora tenha cultivo difundido, h& poucos trabalhos de toxicidade realizados
com a planta no pais (CORREIA et al., 2011).

Embora estudos etnobotanicos tenham sido realizados a respeito das
propriedades bioldgicas relacionadas ao uso popular da espécie, até o momento nao
se tem estudos cientificos que atestem a seguranca do uso, principalmente dos frutos.
A partir disso o presente estudo visa identificar os constituintes quimicos e avaliar uma
possivel hepatotoxicidade do extrato etandlico do fruto de M. citrifolia em modelos

experimentais in vivo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos tdxicos e hepatotoxico do extrato etandlico dos frutos de

Morinda citrifolia em camundongos Swiss.

1.1.2 Objetivos Especificos

v' Realizar a prospeccao fitoquimica do extrato etanélico do fruto de Morinda
citrifolia Linn;

v Avaliar a CLso frente a nauplios de Artemia salina e Células de RAW;

\

Analisar a toxicidade frente a Biomphalaria glabrata;

v Avaliar a toxicidade aguda por via oral (v. 0.) e determinar a DLso com 0
extrato etanélico de Morinda citrifolia em camundongos Swiss;

v" Investigar a hepatotoxicidade do extrato etandlico de Morinda citrifolia sobre
camundongos Swiss;

v Avaliar os parametros hematoldgicos e bioquimicos com a administracdo do

extrato etanélico de Morinda citrifolia Linn.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.2 METABOLISMO DO FIGADO

O figado é o segundo maior 6rgdo do corpo, no qual os nutrientes absorvidos
no trato digestivo sédo processados e armazenados para a utilizacdo de outros érgaos.
A posicao do figado no sistema circulatério € ideal para captar, transformar e acumular
metabolitos, para a neutralizacdo e eliminacdo de substancias toxicas e sintese de
proteinas plasmaticas (GONCALVES et al., 2010; JESUS et al., 2014). No tecido
hepético tem-se a presenca de enzimas que, ao serem dosadas na circulacédo
periférica, sdo considerados marcadores de funcdo e auxilia no diagndstico e
identificacdo de risco de ocorréncia de doencas. Enzimas como: aminotransferases,
fosfatase alcalina, gamaglutamiltranspeptidase, desidrogenase latica podem ser
utilizadas como triagem basica de disfuncéo hepética (JESUS et al., 2014).

O 6rgao possui cor vermelho acastanhado e é recoberto por uma fina e forte
capsula de tecido conjuntivo. No corpo humano, pesa em torno de 1500 g e situa-se
no lado direito do corpo, com sua superficie superior convexa adaptada a 24 superficie
inferior do diafragma em forma de cupula (CORMACK, 1994). O figado possui
diversas funcdes metabdlicas e bioquimicas essenciais como: metabolismos de
carboidratos, lipidios, proteinas, fatores de coagulacéo, excrecdo de medicamentos,
toxinas e metabdlitos; formacdo e eliminacdo da bile, € um 6rgdo com grande
capacidade de regeneracao (CALAMARI, 2011).

Como os diversos 6rgaos, o figado é composto por parénquima e estroma.
Onde o parénquima é formado por células epiteliais de origem endodérmica,
denominadas células hepaticas chamadas de hepatdcitos que se agrupam em placas
interconectadas, conhecidas por l6bulos hepaticos. Em regides nas periferias dos
I6bulos existe tecido conjuntivo, vasos linfaticos, ductos biliares, nervos e vasos
sanguineos, denominado de espaco porta. A veia porta contém sangue proveniente
do trato digestivo, pancreas e baco. Os espacgos entre os cordfes de hepatécitos
contem capilares, chamados de sinusoides hepaticos. Na periferia desses sinusoides,
encontram-se macroéfagos fixos do figado, conhecidos por células de Kupffer. Essas
células séo fagocitarias e possuem fungbes especificas de metabolizar eritrécitos
envelhecidos, digerir hemoglobina e secretar proteinas (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008; CORMACK, 1994). Os hepatocitos frequentemente podem armazenar glicose
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e lipideos na forma de glicogénio e triglicerideos, em quantidades que variam de
acordo com o ritmo circadiano e estado nutricional do organismo. Logo, o figado
contribui para manutencdo da glicemia sanguinea e, consequentemente, da
homeostasia do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

2.3 FARMACOTERAPIA DE MORINDA CITRIFOLIA

A grande utilizagdo do consumo de M. citrifolia vem sendo relacionada a sua
eficacia na prevencdo de doencas como diabetes, hipertensédo, arteriosclerose,
atividades  antioxidante,  anti-inflamatéria,  analgésica, imunoglobuladora,
antibacteriana, antitumoral, antivirais, antifingicos, hipotensor, entre outros
(KRISHNAIAH et al., 2013; MANDUKHAIL; AZIZ e GILANI, 2010; POTTERAT e
HAMBURGER, 2007; MOMPIE et al., 2014; FERRADAS; ABANTO e REYES, 2014;
PANDY et al., 2014; SONG; FENGJUAN e WANG, 2015). Existe uma diversidade de
pesquisas in vivo e in vitro, de extratos e de substancias isoladas relacionando as
atividades biologicas deste vegetal. Algumas pesquisas ja vem confirmando
propriedades pertencentes a planta de acordo com a medicina popular (PAWLUS;
KINGHORN, 2007).

Estudos realizado por Brett e colaboradores (2012) com cepas de bactérias
Gram positivas e Gram negativas apresentaram sensibilidade frente ao isolado do
fruto. O extrato etandlico do fruto promoveu hepatoprotecdo em experimentos de
toxicidade aguda (MIAN-YING et al., 2008; NAYAK et al., 2011).

Em relacdo a atividade antifingica, estudo realizado por Goun et al. (2003),
mostrou inibicdo no crescimento de Candida albicans, o qual foi utilizado o extrato
etandlico do fruto de M. citrifolia nas concentragdes de 30 mg/mL e 40 mg/mL. Outros
estudos foram realizados para comprovar sua importancia farmacolégica como mostra

atabela 1.

Tabela 1- Atividade farmacol6gica de Morinda citrifolia.

Parte Modelo Concentracbe
da Extrato Experimental s e Doses Resultados Referénci
Planta as
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Folhas Extrato Edema da | 10 pyl em cada | Os resultados | ALVAREZ
Frescas | Aquoso orelha, em ratos | orelha. mostraram uma | et al.,
albinos machos. reducdo  significativa | 2014.
do edema sendo eficaz
como atividade anti-
inflamatoria.
Folhas Extrato Células de | Dose de 750 | Asecrecdode TNF-ae | SARAPH
Frescas | Aquoso macréfagos raw | ug/mL. IL-1B do camundongo | ANCHOTI
264.7. em culturas de células | WITTHAY
de macréfagos RAW | A e
264.7 tratadas com | SRIPALA
extrato de M. Citrifolia | KIT, 2015.
mostrou uma inibicdo
significativa a secre¢éo
de TNF-a a partir de
macréfagos induzidos
por LPS, sendo eficaz
contra doencas
inflamatdrias.
Folhas Extrato Células e virus | 20,6 pg/mL. Os extratos | RATNOG
Secas Metandlico | Huh7.5; Células apresentaram LIK et al.,
e plasmideo pfl- resultados  positivos | 2014.
j6/ jfh1. contra o virus da
hepatite c.
Folhas Extrato Células do dente 0,025%, . BOONAN
Frescas | Aquoso pré-molar, com 0,625%, Foi obser~vado uma - ANTANA
pacientes  de | 1,25%, 2,5%, | '€9eneracdo de 0sso gapN e
idades entre 17 e 5%). € tecido periodontal. al., 2014.
a 25 anos.
Folhas Extrato Fungos metarhi | 500 mg/mL. A planta e os fungos | KOVEND
Secas Etandlico zium anisopliae sao promissores | AN et al.,
contra o vetor agentes larvicidas e | 2014.
da pupicidal contra vetor
maléria, anophel da maléria.
es stephensi.
Folhas e | Extrato Cepas de | 100mg/mL Todos o0s extratos | MOMPIE
Sement | Hidroetandl | Escherichia coli de M. Citrifolia (noni) | et al.,
es ico e | (atcc 113-3) tiveram atividade | 2014.
fracdes de | Estaphylococcu antimicrobiana contra
hexano, S aureus as cepas estudadas.
cloroférmio | (atcc29737) e 3
e acetato | cepas selvagens
de etila. de

Staphylococcus
aureus,
escherichia coli
e candida sp..
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Frutos Extrato Candida 1000 pg, 500 | Efeito dose | BARANI
Maduro | Aquoso albicans. Mg, 250 ug e | dependente et al.,
100 ug. para candida albicans. | 2014.
Fruto Extrato Estresse 10 mL/ kg por | O mecanismo de acdo | PACHAU
etandlico oxidativo 1h. de M. citrifolia contra a | Rl et al.,
acetilcolinestera perda de memdéria se | 2012
se (ache) no deu pela sua acédo no
modelo de fluxo sanguineo central
amnésia e na na atvidade
induzida por acetilcolinesterase
escopolamina frete aos modelos de
em ratos albino amnésia induzida por
wistar. escopolamina.
Fruto Extrato Ratos albino | 200 e 400 mg/ | Aumento significativo | MURALID
Metandlico | wistar. kg. na memoria de curto | HARN et
prazo e memoria de | al., 2010.
longo, aumento nos
niveis de serotonina e
dopamina.
Fruto Extrato Cepas 1000 pg/ mL M. Citrifolia tem um | KUMARA
Aquoso streptococcus efeito inibitério sobre | SAMY et
mutans MTCC estreptococos orais. al., 2014.
497,
streptococcus
mitis MTCC
2696.
Fruto Extrato Ensaio Dose 200 ml | O extrato aquoso | NIMA et
Aquoso experimental para humanos | apresentou uma | al., 2012.
nao e 0,5 g/kg para | atividade contra acidez
randomizado - | animais. estomacal e um
homens, e aumento na absorcdo
mulheres de 18 da ranitidina.
a 45 anos; ratos
wistar.
Fruto Extrato Camundongos 500 g e 750 | O extrato apresentou | SHIRWAI
Metandlico | albinos Swiss mg/kg uma acao | KAR et
antiosteoporose. al., 2011.
Fruto Extrato Células de | Na atividade | O extrato etandlico dos | CANDIDA
Etandlico melanoma b16- | antitumoral foi | frutos de M. citrifolia, | et al.,
f10, cepas | utilizado doses | diminuiu a atividade | 2014.

de staphylococc
us

aureus e escheri
chia coli.

de 10mg / mL,
para atividade
antimicrobiana
com

staphylococcu
s aureus doses
de 1 mg/mL, e
10 mg / ml

celular e inibiu 45% da
taxa da proliferacdo de
células de melanoma
b16-f10, foi eficaz na

atividade
antimicrobiana ao inibir
0s dois
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para escherich
ia coli.

microorganismos
estudados.

Raiz Extrato Meoh, buoh (3 g | Edemade pata | O extrato da raiz do | OKUSAD
metanolico/ | / kg), | com ratos. noni indicou uma acdo | A et al,
Butandlico | damnacantal antinociceptiva e anti- | 2011.

(10-100 mg/kg inflamatéria, sendo o

foi misturado e isolado do extrato

administrado). (Damnacanthal) 0
possivel o principio
ativo.

Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2019.

2.4 TOXICIDADE DE MORINDA CITRIFOLIA

Apesar da literatura cientifica sobre essa espécie vegetal ser ampla,
especialmente quando se trata dos possiveis efeitos farmacoldgicos e usos
terapéuticos, a quantidade de publicagbes que avaliaram sua seguranca € limitada
(WEST et al., 2009). Em 2007 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
liberou um informe, que posteriormente, em 2008 passou por sua ultima atualizacéo,
intitulado: Esclarecimentos sobre a comercializacdo do suco de fruta Noni (M.

citrifolia), que adverte:

“Com o intuito de proteger e promover a saude da popula¢do, os produtos
contendo Noni ndo devem ser comercializados no Brasil como alimento até
que os requisitos legais que exigem a comprovacao de sua seguranca de

uso e registro sejam atendidos (ANVISA, 2008)".

Para a publicacdo do decreto, a ANVISA teve como base artigos com relatos
de casos de pacientes hospitalizados com algum grau de problemas hepaticos, os
quais foram associados ao consumo do suco de Noni ou das populares garrafadas,
nas quais duas ou mais ervas sao combinadas e consumidas de forma indiscriminada.
Os pacientes eram apontados com quadros de hepatite idiossincréatica (ocasionada
pelo consumo de droga ou composto toxico). A ANVISA tomou como embasamento
tedrico seis trabalhos, onde dois consumiram apenas o “noni” (MILLONING,
STADLMANN e VOGEL, 2005; YU et al., 2011).

Nos demais estudos apresentados pela ANVISA, os pacientes com problemas

no figado tiveram alteracdes hepaticas devido ao alto consumo de paracetamol, uso



de fludarabina, consumo de

(STADLBAUER et al., 2005; YUCE et al. 2006, MRZLJAK et al., 2013).
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Interferon beta (IFN-B) e uso de fenobarbital

Os autores corroboram que os efeitos hepatotéxicos encontrados podem ser

associados ao consumo do “noni’, porém, advertem que existe uma grande

possibilidade de que os efeitos possam ser ocasionados por um sinergismo entre a

presenca de doencas ou consumo de drogas alopéticas. Apesar do grande potencial

econdmico de M. citrifolia e de seus extratos serem alvos de especulagbes por

apresentarem propriedades biologicamente ativas, ndo ha uma intensa pesquisa

acerca do assunto quanto a sua toxicidade (Tabela 2).

Tabela 2- Estudos da agédo toxicoldgica de Morinda citrifolia.

Extrato Dose/ Modelo Resultados Referéncias
Concentracéo
Fruto triturado | 1500 pg/ml por 24 h | Linhagens de células | O extrato do noni ndo | West et al.,
com sementes | 10ml/kg de rato hepéticas humanas e em | apresentou atividade | 2009a.
ratos. téxica para a linhagen
HEP G2.
Fruto triturado | 150 pg/ml, por via | Linhagens de células | O noni ndo exibiu | West et al.,
com sementes | oral. HEPG2 em ratos. toxicidade nas células 2009b.
HEPG2.
Infusdo  dos | Dose 1 g/250 ml de | DNA de E. coli em ratos | O teste oral demonstrou | West et
frutos H20 deionizada | fémeas/machos. que a infusdo das folhas | al.,2011.
durante 10 min. néao foi toxico.
Extrato aquoso | Dose de 2,5% do Producéo e atividade da | A atividade enzimdtica | Boonanantan
das folhas Extrato. Fosfatase alcalina nao foi prejudicada nem | netal., 2014.

diminuida, mas foi
potencializada de 3-4

vezes.

Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2019.

2.4 TOXICIDADE DE MEDICAMENTOS

e Paracetamol
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Diversas sdo as formas de intoxicacdo existentes, sejam por agrotoxicos,
plantas, animais pegonhentos, mas entretanto, as intoxicagdes por medicamentos
ocupam o topo desta lista, sendo principalmente por criancas e adolescentes entre 0
a 15 anos. Isso ocorre devido a facilidade de acesso aos medicamentos e ao uso
irracional. O paracetamol esta na classe dos medicamentos anti-inflamatérios ndo
esteroidais (AINE’s) que pertencem a uma classe que esta presente em casos de
intoxicacdo, destacando-se como o0 mais relevante, devido suas caracteristicas
hepatotoxicas por ser um metabdlito instavel (WITTER et al., 2016; FELDKIRCHER,
2014; JUNIOR, 2011).

O paracetamol, também reconhecido como acetominofeno, € utilizado para
fins anestésicos e antitérmicos, é um derivado do N-acetil-P-aminofenol e foi
desenvolvido em 1852. E um dos medicamentos mais utilizados, com ou sem
prescricdo médica, tendo acdo analgésica, alta acado contra febre e baixa acao anti-
inflamatéria quando comparado com os demais AINES (MUHLBAUER, 2016;
TERRES, 2015). E o principal medicamento responsavel pela faléncia hepatica e ao
alto indice de mortes nos ultimos anos e, mesmo assim é vendido sem prescricao
médica. Quando tomado de forma correta, seguindo as indica¢gbes da bula e do
médico, torna-se um medicamento seguro e eficaz, mas que precisa de maiores
cuidados quanto a dose a ser administrada (ALMEIDA, 2011; MEIRA et al., 2013).

A dosagem téxica do Paracetamol sédo de duas a trés vezes a mais da sua dose
terapéutica maxima que é de 3 g por dia. O ndo saber da populacéo sobre este fato,
tem aumentado significativamente o nimero de intoxicacdes por altas doses dessa
droga, j& que ndo h&a grande diferenca entre a dose terapéutica e a dose tdxica
(JUNIOR, 2011). No Brasil existe normas a serem seguidas sobre o setor toxicologico,
mas ndo ha um sistema de registro de agravos relacionados aos medicamentos, que
contribua com o cumprimento de vigilancia, portanto, é de extrema importancia que
haja uma atencéo profissional especializada, que possa conscientizar o consumidor
sobre os verdadeiros riscos do medicamento (GANDOLFI, ANDRADE, 2006).

e Nimesulida

Diariamente mais de 30 milhGes de pessoas fazem uso de anti-inflamatorios néo
esteroidais, (AINES) sem nenhum tipo de prescricdo médica dentre eles: ibuprofeno,
diclofenaco, meloxicam, e nimesulida (SILVA e LOURENCO 2014). Dentre esses



25

citados 0 mais comum e o mais utilizado entre as pessoas que se automedicam € 0
nimesulida. De acordo com Silva e Lourenco (2014) medicamentos como estes Sao
facilmente adquiridos e estdo a venda nas prateleiras das farmacias.

A nimesulida é um farmaco utilizado como anti-inflamatorio que atua no combate
a problemas de inflamagbes agudas ou crOnicas e nos tratamentos de processos
inflamatorios pos-cirargicos. Estudos realizados por Araudjo (2012) mostrou que esse
medicamento apresenta uma alta toxicidade quando usado de maneira
indiscriminada, causando toxicidade hepética, problemas gastrointestinais e

toxicidade renal.

2.5 USO DE PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais representa um importante recurso para tratamento,
cura e prevencdo de doencas, muitas vezes € orientado pelo conjunto de
conhecimentos acumulados, trazidos da relagdo direta dos individuos com o meio
ambiente (CEOLIN et al., 2011).

O Brasil possui uma vasta diversidade genética de espécies vegetais e 0
conhecimento empirico passado entre geracdes, colaborou para que o homem
aprendesse a cultivar e usar essas plantas, e a partir desse conhecimento € possivel
desenvolver pesquisas cientificas capazes de comprovar suas propriedades
medicinais garantindo seu uso seguro (LOPES et al., 2013; CARNEIRO et al., 2014;
CAVALCANTE; SILVA, 2014).

As plantas medicinais sdo utilizadas para tratamentos ou prevencao de
algumas enfermidades, sdo consideradas uma das formas mais antigas e mais
praticas ja utilizadas na medicina popular (OLIVEIRA e MENINI NETO, 2012; ALVES
e POVH, 2013), tém sido a principal base para a formulacdo de novos medicamentos
em todo o mundo, em consequéncia, 0s produtos naturais representam mais de 50%
de todos os medicamentos em uso clinico no mundo (KRISHNAIAH et al., 2011;
FAKIM, 2006). Mesmo com os avancos da medicina moderna e das drogas
sintéticas, o consumo de plantas medicinais ainda é frequente (SILVA et al., 2015).

Nas comunidades tradicionais a indicacdo do uso de plantas com potencial
terapéutico é bastante difundida, mesmo nao tendo o conhecimento necessario para
0 uso dessas plantas, ainda assim, se torna menos toxica quando comparado com 0s
medicamentos alopaticos (BAPTISTEL et al., 2014; MARTINS; ARLET, 2016).
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O papel comprovado pelas plantas medicinais sobre a saude, estimula as
industrias farmacéuticas a investirem em mais pesquisas em busca de novos
farmacos, principalmente os de fontes naturais. Os medicamentos sintéticos ainda é
0 recurso terapéutico mais utilizado quando comparado as plantas medicinais, mas a
procura por terapias alternativas vem tendo um acréscimo significativo (VENCATO et
al., 2016).

Os medicamentos a base de produtos naturais vem apresentando uma melhor
relacdo custo/beneficio em comparacdo aos medicamentos sintéticos, ressalvando
alguns aspectos, como, uma baixa toxicidade, menor custo de producao e obtencao
de um produto mais acessivel (ASSIS et al., 2015; REBOCHO, 2015). Segundo Duarte
e Pasa (2016), os estudos etnobotanicos € a base para descobertas de novos

medicamentos naturais, transformando o saber popular em cientifico.

2.6 TOXICIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais e os fitoterapicos sao alternativas na medicina
tradicional. Segundo dados do Ministério da Saude, divulgados no Portal Brasil, houve
um aumento na busca de tratamentos a base de plantas medicinais ou fitoterapicos
no Sistema Unico de Satde (SUS). No ano de 2013, aproximadamente 6 mil pessoas
procuravam farmécias ou atenc¢ao basica buscando este tipo de tratamento, em 2015
esse numero ultrapassou as expectativas onde cerca de 16 mil pessoas faziam uso
dessa medida terapéutica (BRASIL, 2016).

A toxicologia nos informa que toda substancia pode ser considerada um veneno
e que nem tudo que é natural é seguro, 0s principais problemas ocasionados ao uso
de plantas medicinais é a dose, € a ideia do “que vem da natureza nao faz mal”,
excluindo a possibilidade de uma planta causar reacao adversa ou até mesmo efeitos
toxicos (RATES, 2014). Varios fatores estédo relacionados como, as condi¢des de
exposicdo, como via de administracdo (oral, respiratéria, dérmica, parenteral),
moduladores de absorcdo (presenca de alimentos, por exemplo) e frequéncia de
exposicdo (dose Unica ou doses repetidas), podem influenciar na toxicidade de uma
substancia em um determinado organismo, conhecer a seguranca do uso de
substancias quimicas e naturais, atraves de avaliacdo da toxicidade é fundamental
para salde humana e ambiental (BARROS E DAVINO, 2008).
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Conhecimento terapéutico e analise farmacoldgica sucedidos de plantas
medicinais, na forma de extratos ou fragbes, muitas vezes tem como base a
etnoboténica e a etnofarmacologia, onde buscam entender as rela¢cées do homem
com as plantas (ROCHA et al., 2015). Logo, da mesma forma que a partir do uso
tradicional sdo pensados estudos para comprovacdo da eficiéncia terapéutica, €
indispensavel a realizacéo de estudos de avaliacdo de seguranca de uso dos extratos
oriundos de plantas. Embora o consenso popular acredite que por provir da natureza
estes produtos possam ser seguros, existe a possibilidade de reacdes adversas que
pode ser provocadas por substancias quimicas sintetizadas pela planta medicinal,
quanto pela presenca de contaminantes utilizados nas preparacdes fitoterapicas
(TUROLLA E NASCIMENTO, 2006).

Os efeitos adversos que pode acontecer através das plantas medicinais sédo
intrinsecos ou extrinsecos. Quando o efeito adverso ocorre em decorréncia da espécie
utilizada como, superdosagem ou interacdes com outras substancias, este € chamado
efeito adverso intrinseco. Quando ocorre erros de identificacdo botanica da espécie
em uso, contaminacdo (agrotéxicos, metais pesados), falta de padronizacdo no
preparo da amostra, sdo fatores que podem ocasionar os efeitos adversos extrinsecos
(SOUZA, 2017).

A realizacdo da avaliagdo toxicolégica de uma planta, tanto na forma de extrato
ou fracdes, tem como objetivo de determinar a capacidade dos mesmos em causar
menos injurias ao organismo, por meio da administracdo de forma aguda ou repetida
da amostra. Essas injurias podem ser comprovadas através de avaliacédo
comportamental, analise de consumo de agua e racao, alteracdo do peso corporal
durante o experimento, avaliagdes dos 6rgaos internos, assim como determinacfées
bioquimicas e hematoldgicas. Através desses parametros é possivel diagnosticar a
influéncia da amostra nos testes realizados, além de permitir o prognéstico de
possiveis efeitos toOxicos em outros organismos (OECD, 2018).

Segundo Rang e colaboradores (2016), afirma que tantos as plantas medicinais
como produtos naturais, sao ricas fontes de insumos renovaveis para
desenvolvimento de farmacos e toda essa gama de possibilidades de eficacia
farmacoldgica precisa passar por uma avaliagdo do seu potencial toxico, antes de

introduzir-se na medicina terapéutica de humanos e animais.
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2.7 MORINDA CITRIFOLIA

Morinda citrifolia € uma planta exdtica vinda da Asia, podendo medir de 3 a 10
metros de comprimento (Figura 1) e pertence a familia Rubiaceae (NELSON, 2001,
NUNES, 2009). Seu género deriva de duas palavras em latim, morus (amora) e indicus
(india), devido & semelhanca do seu fruto com a amora verdadeira (Morus alba).
Historicamente, o “noni” vem sendo utilizado pelos Polinésios a quase 2.000 anos
(CORREIA et al., 2011). Segundo Pimentel et al. (2016), M. citrifolia ganha destaque
por ser uma planta medicinal importante pelo seu uso popular como antineoplasico,
antibacteriana, antiviral, antifangica, antitumoral, antihelmintica, analgésica,
antiinflamataéria, hipotensora e imunoestimulante.

Estudos realizados, indicam que a planta foi catalogada pelo pesquisador
Linnaeus, mas a mesma foi mantida em sigilo por cerca de 200 anos. No ano de 2005,
a divulgacao sobre M. citrifolia atingiu propor¢des globais, passando a ser conhecida
em todo o mundo (NELSON e ELEVITCH, 2006). Todas as partes da planta, sdo
utilizadas por possuir propriedades medicinais, as sementes séo utilizadas como
laxante (CORREIA, 2010), as folhas séo utilizadas para o tratamento de inflamagdes
externas e para aliviar a dor. A casca é usada como adstringentes, bem como parte
do tratamento da malaria. A raiz possui propriedades hipotensoras. As esséncias
florais séo utilizadas para aliviar as inflamacdes dos olhos. O fruto com suas inimeras
especulacdes de acbes farmacéuticas, € a parte mais valiosa da planta utilizado como
antiulcerogenico, hipertensédo, reumatismo, estimulante, infecgbes intestinais,
tuberculose e tumores do tipo sarcoma (SILVA et al., 2014).

Sendo identificado cerca cem compostos fitoquimicos, variando a composicao
guimica de acordo com a parte da planta analisada, foram encontrados principalmente
compostos fendlicos e alcaloides (YANG et al.,, 2010). Entre os componentes
fendlicos, os mais importantes sdo as antraquinonas que constituem o grupo das
guinonas naturais, que sao substancias fendlicas derivadas da dicetona e antraceno,
apresentando significativamente as atividades biolégicas. Os derivados das
antraquinonas sao soliveis em agua ou em alcool (SANTOS et al.,, 2008). Os
compostos fendlicos identificados representam o maior grupo de micronutrientes

funcionais encontrados no suco de “noni” (WANGE e SU, 2001).
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4 MATERIAL E METODO

4.1 MATERIAL BOTANICO

Foram coletados frutos da espécie M. citrifolia Linn., na cidade do Limoeiro,
Agreste do Estado de Pernambuco, Brasil, latitude 07° 52’ 29” e Longitude 35° 27’ 017,
no més de Janeiro de 2018. Uma exsicata da planta foi confeccionada e depositada
no Herbério do Instituto de Agronémico de Pernambuco (IPA), sob o nimero 92381
(Figura 2).

Figura 1- Exsicata depositada no Ipa.

=
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Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2019.

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO

ApoGs lavagem em &gua destilada, os frutos foram descascados, fatiados
juntamente com as sementes e triturados, foi adicionado etanol. Apds esse processo
foi levado a mesa agitadora e agitado por 24 h, posteriormente foi filtrado para a
extracdo de residuos da planta, tal filtrado foi concentrado em rotaevaporador até a
obtencdo de um melagco e armazenado em geladeira a 4°C e com a protecao de luz

até a administragéo nos animais (Figura 2).
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Figura 2- Fruto de Morinda citrifolia e obtencado do extrato etandlico dos frutos.

™| 8
SRl B

A: Coleta do material botanico; B: Preparacéo do extrato etandlico de M. citrifolia no rotaevaporador; C:
Extrato bruto final de M. citrifolia.
Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2018.

3.3 PERFIL FITOQUIMICO

A presenca dos principais grupos de metabolitos secundarios no extrato
etandlico de M. citrifolia, foi analisada através de Cromatografia de Camada Delgada
(CCD) utilizando placas de silica gel F254 (ALUGRAM® 818131, Macherey-Nagel,
Alemanha) em diferentes sistemas de solventes. A aplicacdo da amostra foi realizada
com o auxilio de um tubo capilar. Um extremo do capilar ficou na superficie da fase
estacionaria (placa cromatogréafica). Para o desenvolvimento da placa foram utilizados
como solventes o cloroférmio: metanol (9:1); Cloroformio: metanol: agua (6,5:3,0:0,5).
Os cromatogramas foram obtidos através de uma técnica de ascensdo, na qual a
placa foi imersa até uma profundidade de aproximadamente 0,5 cm no solvente de
desenvolvimento em um frasco de vidro (cuba cromatografica). Para cada solvente foi
utilizado uma cuba cromatografica. Em seguida, as placas foram retiradas e levadas
a secagem, e aplicada os agentes reveladores. Foi verificada a presenga ou auséncia
de alcaloides, antocianinas, antraquinonas, compostos fendlicos, Cumarinas,
derivados Antracénicos, Lignanas, terpenos, Naftoquinonas, saponinas, taninos e

xantinas (Tabela 3).



Tabela 3- Sistemas e reveladores utilizados na prospeccao fitoquimica por Cromatografia em

Camada Delgada.
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METABOLITOS SISTEMA ELUENTE PADRAO REVELADOR
Alcaloides gerais Tolueno: acetato de etila: Dragendorff
Dietilamina (70:20:10)
Antocianinas Acetato de etila: acido Azul de Vanilina sulfarica
férmico: &cido acético metileno 10 min a 100°C
glacial: 4gua (100:11:11:26)
Antraquinonas Eter de petroleo: acetato de Acido fosfomolibdico
etila; acido férmico (75:25:1)
Compostos Acetato de etila: 4cido Quercetina Folan
Fendlicos férmico: acido acético
glacial: agua (100:11:11:26)
Cumarinas Tolueno: éter (1:1 saturado Vanilina sulfarica
com &cido acético 10%) 10 min a 100°C
Deriavados Acetato de atila: metanol: Vanilina sulfarica
Antracénicos agua (100:13, 5:10) 10 min a 100°C
Lignanas Cloroférmio: metanol: agua Vanilina fosférica
(70:30:4) 5-10 min a 100°C
Mono, sesqui e Tolueno: acetato de etila Timol Vanilina Sulfarica
diterpenos (93:7) 10 min a 100°C
Naftoquinonas Tolueno — &cido férmico
(99:1) KOH etandlico 10%
Saponinas Cloroférmio: &cido acético: Saponina Vanilina Sulfarica
metanol: 4gua (64:32:12:8) 10 min a 100°C
Taninos Acetato de etila: acido Catequina | Vanilina cloridrica
Condensados acético glacial: acido 5-10 min a 100°C
férmico: agua
(100:11:11:26)
Taninos n-Butanol: acetona: tamp&o | Acido galico Cloreto férrico
Hidrolisaveis fosfato pH 5,0 (40:50:10)
Triterpenos e Acetato de etila: 4cido Lupeol Lieberman-Burchard

Esteroides

acético glacial: acido
férmico: agua
(100:11:11:26)

5-10 min a 110°C
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Xantinas n-Butanol: acetona: tampéo Cafeina Dragendorff
fosfato pH 5,0 (40:50:10)

Fonte: SILVA, A. G. 2018

3.4 CITOTOXICIDADE FRENTE A NAUPLIOS DE ARTEMIA SALINA

Artemia salina Leach é um microcrustaceo da ordem Anostraca (sem carapaca)
existente em lagos de agua salgada e salinas de todo o mundo, pertencente a
subclasse Brachiopoda, que se caracteriza pelas quantidades de apéndices
achatados na regiao toracica (NASCIMENTO, 2012).

O teste foi realizado através da adaptacdo da metodologia de Meyer et al.
(1982). A execucdao deste teste se deu conforme a figura 2. Os cistos de Artemia salina
foram colocados para eclodir em uma solucdo de agua e sal marinho a uma
concentracdo de 40 g/L. A solucao salina (pH 8-9) foi filtrada, 1L foi utilizado para a
eclosdo dos ovos (100 mg) e o restante utilizada para preparo das diluicdes das
amostras a serem testadas. A eclosdo dos ovos se deu em temperatura ambiente e
sob luz de 100 W por um periodo de 48h. O teste foi realizado em triplicata, contendo
solucédo salina (pH 8-9) e o extrato etandlico de M. citrifolia como grupo tratado,
testado nas seguintes concentragdes: 1500 pg/ml; 750 ug/ml; 500 ug/ml; 250 pg/mil;
125 pg/ml, O controle negativo (0 mg mL™) foi preparado utilizando apenas agua salina
(pH 8-9).

ApOs o0 preparo das solucbes, 10 nauplios foram coletados com uma
micropipeta e transferidos para os tubos nos quais estavam presentes o extrato nas
diferentes concentracdes. Os tubos foram deixados em temperatura ambiente por 24
horas. Passado este periodo, estes foram analisados para registrar a quantidade de
larvas vivas. O numero de larvas vivas em relagdo ao aumento da concentracdo do

extrato foram utilizados para calcular os valores da DLso (NASCIMENTO, 2012).
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Figura 3- Representacéo do ensaio de letalidade com nauplios de Artemia salina.

Tiplicata

: @
2
— 1 —_ %
| 48 h Temp. constante F @ @ @
o
2
\ o
Agua salina Cistos de A. salina sob @ @ @
40 g/L luz e aeragio contantes

24 h Temp.

Cilculo da DLso < Contagem dos individuos vivos e— constante

Fonte: BORGES, 2016.

3.5 CITOTOXICIDADE EM LINHAGEM CELULAR RAW 264.7

O ensaio foi realizado no laboratério de Imunopatologia e Biologia Molecular,
no Departamento de Imunologia, no Instituto Aggeu Magalhées (IAM/ FIOCRUZ/ PE),
foram utilizados macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7. O teste de MTT foi
realizado em placa de 96 pocos, as células foram cultivadas em estufa (37°C, 5%
CO2) e posteriormente foram tratadas com o extrato vegetal etandlico de M. citrifolia
em diferentes concentracdes (200, 100, 50, 25, 12.5 e 6.25 pg/mL.) e incubadas por
1h,a37°C, napresencade 5% de CO2. Apos a dissolucao do precipitado com DMSO
(0,2 ug/mL) para solubilizar os cristais de formazan, foi realizada a leitura das placa
em espectrofotbmetro de placas a 595 nm e em seguida, mensurados a CLso
(concentracéo letal capaz de inibir 50% do crescimento celular) e seus respectivos
intervalos de confianca (CC 95%) calculados a partir de regressdo né&o-linear
utilizando o programa Prisma versédo 7.0 (GraphPad, Intiuitive Software for Science,
San Diego, CA).

3.6 TOXICIDADE DE MORINDA CITRIFOLIA SOBRE A BIOMPHALARIA
GLABRATA
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O teste foi realizado no Laboratério de Radiobiologia do Departamento de
Biofisica—UFPE, os moluscos ndo infectados foram mantidos em aquérios plasticos
com agua filtrada e/ou declorinada, pH em torno de 7.0, a temperatura de (25 °C) e

alimentados com “alface” fresca (Lactuca sativa L.).

Para os testes da atividade moluscicida, foi utilizado uma populacéo de 90
caramujos e mantido em isolamento durante 5 dias para confirmar a maturidade
sexual. Grupos de cinco caramujos (n=5) em triplicata foram transferidos para mini
aquarios de 500 mL, onde foram tratados com o extrato etandlico de M. citrifolia
durante 48 h, nas concentracdes de 500, 250 e 125 pg/mL. Apds o periodo de
exposicao os moluscos foram lavados e mantidos em agua filtrada sem tratamento,
sendo transferidos para um aquario limpo, onde foram monitorados quanto a
mortalidade (o critério de morte adotado foi a retracdo dos moluscos para dentro das
suas conchas ou a liberacdo da hemolinfa) e maturacéo sexual durante 8 dias, sendo
a dose letal e subletais registradas para posterior analise morfoldgica celular e tecidual
(SILVA et al., 2008).

3.7 ANIMAIS

Para os experimentos da Toxicidade aguda e Hepatotoxicidade foram utilizados
camundongos fémeas Swiss, pesando entre 25-30g, com 60 dias de idade,
procedentes do biotério do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), aclimatados a temperatura de 22 + 2° C, em ciclo claro/escuro
recebendo agua e comida ad libitum. Todos os experimentos desenvolvidos estao de
acordo com as leis brasileiras para uso de animais e submetido e aprovado pela
Comissédo de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Pernambuco sob o
protocolo de n° 23076.023007/2018-59.

3.8 TOXICIDADE AGUDA E DETERMINACAO DA DLso

Os testes de toxicidade aguda permitem determinar a dose letal média de uma
substancia. Segundo a OECD (2011) a DLso corresponde a dose da substancia que
se estima que cause a morte de 50% dos animais da pesquisa, € calculada

estatisticamente com base nos resultados obtidos nos testes e seu valor € expresso
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em termos de peso da substancia teste por unidade de peso do animal testado
(mg/kg). A toxicidade aguda foi avaliada de acordo com a diretriz 423 da Organizagao
para Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2011). Os camundongos
Swiss foram separados em dois grupos, denominados Grupo Tratado (GT) e Grupo
Controle (GC), cada um com trés camundongos fémeas. Para acompanhamento, 0s
animais foram marcados. Os animais de GT receberam, por via oral (v. 0.), uma dose
Unica de extrato etandlico de M. citrifolia (1mL/100 g do peso), correspondendo a uma
dose de 2000 mg/kg, como preconizado pelo protocolo experimental Guideline 423 da
OECD (2011), para o teste de toxicidade oral aguda. Os animais de GC receberam
por v.0. uma dose Unica de 1mL/100g de peso em solucao de cloreto de sédio 0,9%.
Os animais sofreram privacdo da alimentacédo por duas horas antes do experimento
ser iniciado e por mais duas horas apds a administracdo do extrato etandlico de M.
citrifolia e da solucéo de cloreto de sédio 0,9%.

Foram realizadas observacdes comportamentais sistematicas para avaliar o
screening hipocratico que fornece uma estimativa geral da toxicidade da substancia
sobre o estado consciente e disposicéo geral do animal, atividade e coordenacao do
sistema motor, reflexos e atividades sobre o sistema nervoso central e sobre o sistema
nervoso autonomo (MALONE & ROBICHAUD, 1983). Parametros (como: agitagao,
agressividade, convulsdes, saltos, contorcao, diurese, palidez, posi¢céo trem posterior,
reflexo endireitamento, forca para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal,
tremores, convulsdes, hipnose, anestesia, lacrimacdo, ptose, miccdo, defecacéo,
piloerecdo, hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia, morte) foram avaliados no
tempo de 15 min, 30 min, 1 h, 2 h e 4 h ap6s a administracdo e, a partir de entao,
diariamente, até o décimo quarto dia. O periodo total de observacdo apos

administracdo da dose Unica foram de 14 dias.

3.9 AVALIACAO DA HEPATOTOXICIDADE

Os camundongos foram divididos em 5 grupos experimentais (Figura 3),
submetidos a um jejum de 24 horas, posteriormente pré-tratados por via oral com
Paracetamol de 500mg/kg como controle positivo, solu¢cdo NaCl 0,9% para o controle
negativo e o extrato etandlico de frutos de M. citrifolia nas doses de 200, 100 e 50
mg/kg. Os animais receberam esses compostos durante 7 dias consecutivos. No 8°,

9° e 10° dia os camundongos néo receberam nenhum veiculo. Durante os 10 dias do
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experimento os animais foram pesados, com racdo e agua controlada. No 10° dia, 0os
animais foram pesados, anestesiados, o sangue foi coletado por punc¢éo cardiaca para
estudos dos parametros hematologicos e bioquimicos, em seguida foram
eutanasiados e 0s 0rgaos removidos para estudos histopatologicos (JAESCHKE et
al., 2013; CHEN; KONG, 2012; MARQUES et al., 2013).

Figura 4- Desenho experimental da divisdo dos grupos da Hepatotoxicidade.

Animais
(Fémeas)
n=5 por Grupo

Jejum 24hs
Paracetamol NaCl 0.9% Extrato etanélico dos » .
(500 mg/kg) frutos de M. citrifolia Administracao
(50, 100, 200 mg/kg) 7 dias
Eutanasia 10° dia

Fonte: ARRUDA, M.G. M. 2019.

3.10 AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Ao final do periodo de observacao da toxicidade aguda e da hepatotoxicidade
os animais foram pesados, amostras de sangue foram coletadas através da puncao
cardiaca, no momento da eutanasia, em dois tubos, um com EDTA (heparinizados),
para as analises hematologicas das séries vermelha (eritrograma) e branca
(leucograma), o outro tubo com gel separador para as analises bioquimicas, o qual foi
centrifugado por 10 minutos a 3500 rpm, para a obtencao do soro para a avaliagédo da
uréia, creatinina, AST, TGO, TGP e ALT (SILVA, et al., 2005).

3.11 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA
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Apls o experimento da hepatotoxicidade as amostras de figados foram
retiradas e fixadas na solucdo de formol a 10%, por 24 horas, ap0s esse periodo
preservados em uma solucao de alcool a 70%. Estes materiais foram submetidos a
técnica de inclusdo em parafina, cortados em um micrétomo com espessura de 5 um,
os cortes obtidos serdo transferidos para laminas histoldgicas untadas previamente
com albumina e levados para estufa para colagem e secagem. Apds 24 horas, 0
material foi submetido a técnica de coloracdo utilizando Hematoxilina-Eosina (HE)
para analises em microscopia optica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

3.12 ANALISE ESTATISTICA

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

valores para um valor p.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DO PERFIL FITOQUIMICO

Conforme os dados registrados na tabela 4, a partir dos testes realizados foram
encontrados, no extrato etandlico do “Noni”, os seguintes metabdlitos secundarios:
etandlico, antraquinonas, antracénicos e terpenos, além desses os autores Oliveira e
colaboradores (2013), Lima e Lima (2013), ao analisar o extrato etandlico do fruto
“noni” determinou a existéncia de taninos, triterpenos, alcaloides e flavonoides. Faria
e colaboradores (2014), ao realizar o estudo fitoquimico do fruto verde e maduro do
noni, utilizando extrato hidroalcoéolico, identificou a presenca de taninos, flavonéides,
antraquinonas conjugadas, saponinas, cumarinas e alcaloides. Nayak, Sandiford,
Maxwell (2009) e Mota (2012) determinaram a presenca de fendis, alcaloides,
esteradis, triterpenos, saponinas e acidos carboxilicos em extrato etandlico da folha do
“noni”.

Segundo Deng, West e Jensen (2010), a variacado fitoquimica de uma mesma
espécie analisada poder ser justificada dependendo da parte da planta esta sendo
estudada, bem como, o local que o material vegetal é cultivado.

Segundo Toledo et al. (2003), o conhecimento dos compostos quimicos das
plantas aplicada na medicina popular envolve o estudo das interagdes dos organismos
com os efeitos das inUmeras classes dos compostos que podem existir numa unica
planta, torna-se desejavel o esclarecimento que contribua para abertura de novas
fontes de diversas moléculas do metabolismo secundario do vegetal podendo ser
utilizados como precursores de sintese. O conhecimento dos fitocomponentes € de
importancia no sentido de predizer o valor medicinal da espécie vegetal em questédo
(SAHOO et al., 2012).

A triagem fitoquimica possibilitou a identificacdo de classes de metabdlitos
secundarios de interesse farmacolégico no extrato do noni, a nado deteccdo de
flavondides no extrato etandlico de M. citrifolia em estudo, diverge dos trabalhos de
Ramesh et al., (2012), o qual detectou flavondides em extratos etandlicos dos frutos
de Morinda citrifolia em todos os estagio de maturacdo. Flavonoides também foram

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



Tabela 4- Triagem fitoquimica em Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

METABOLITOS | SISTEMA ELUENTE | PADRAO REVELADOR EXTRATO
ETANOLICO
Alcaloides gerais | Tolueno: acetato de Dragendorff ++
etila: Dietilamina
(70:20:10)
Antocianinas Acetato de etila: acido | Azul de Vanilina
férmico: acido acético | metileno sulfarica -
glacial: agua 10 min a 100°C
(100:11:11:26)
Antraguinonas Eter de petréleo: Acido +
acetato de etila: acido fosfomolibdico
férmico (75:25:1)
Compostos Acetato de etila: 4cido | Quercetin Folan -
Fendlicos férmico: acido acético a
glacial: agua
(100:11:11:26)
Cumarinas Tolueno: éter (1:1 Vanilina -
saturado com acido sulfarica
acético 10%) 10 min a 100°C
Deriavados Acetato de atila: Vanilina +
Antracénicos metanol: agua sulfarica
(100:13,5:10) 10 min a 100°C
Lignanas Cloroférmio: metanol: Vanilina -
agua fosférica
(70:30:4) 5-10 min a
100°C
Mono, sesqui e Tolueno: acetato de Timol Vanilina +
diterpenos etila (93:7) Sulfarica
10 min a 100°C
Naftoquinonas Tolueno — acido
férmico (99:1) KOH etandlico -
10%
Saponinas Cloroférmio: &cido Saponina Vanilina -
acético: metanol: Sulfdrica

agua (64:32:12:8)

10 min a 100°C
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Taninos Acetato de etila: acido | Catequina | Vanilina
Condensados acético glacial: acido cloridrica
férmico: 4gua 5-10 min a
(100:11:11:26) 100°C
Taninos n-Butanol: acetona: Acido Cloreto férrico
Hidrolisaveis tampé&o fosfato pH 5,0 galico
(40:50:10)
Triterpenos e Acetato de etila: 4cido Lupeol Lieberman-
Esteroides acético glacial: acido Burchard
férmico: 4gua 5-10 min a
(100:11:11:26) 110°C
Xantinas n-Butanol: acetona: Cafeina Dragendorff
tampao fosfato pH 5,0
(40:50:10)

Legenda: (+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente.
Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2018.

4.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE FRENTE A NAUPLIOS DE ARTEMIA

SALINA

O efeito toxico avaliado nesse bioensaio consiste na perda da capacidade das

larvas de se movimentarem apOs 48h de incubacdo com as amostras a serem

testadas, os resultados obtidos com teste de toxicidade frente a nauplios de Artemia

salina do extrato etanolico de M. citrifolia esta descrita na tabela 5.

Tabela 5- Contagem do teste da citotoxicidade realizado em triplicata de nauplios de A. salina apés 24
h de exposicdo ao extrato etandlico de Morinda citrifolia e grupo controle com &gua salina (pH 8-9).

Concentracdo |Concentracao| Quantidade |Quantidade de| Quantidade de [Quantidade de
do extrato do controle de Nauplios [Nauplios de A.| Néauplios de A. [Nauplios de A.
Hg/ml Hg/ml de A. salina salina salina mortas [salina mortas
expostas ao | expostas ao no grupo do no grupo
extrato controle extrato controle
1500 1500 30 30 24 0
750 750 30 30 6 0
500 500 30 30 2 0
,250 250 30 30 0 0
125 125 30 30 0 0

Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2018.
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Quanto menor o valor de CL so, mais téxico é o composto frente a um
organismo-teste, e maior é sua atividade citotéxica. McLaughlin et al., (1998) relatam
gue esse ensaio tem boa correlacdo com atividade citotoxica em alguns tumores
humanos solidos.

O resultado mostra que ndo houve morte de nenhum nauplios de A. salina no
teste controle, mostrando que o solvente utilizado é inofensivo a este microcrustaceo,
e as mortes foram resultante unicamente da acdo do extrato etandlico de Morinda
citrifolia.

Segundo Ramos e colaboradores (2014), o teste com A. salina é utilizado para
indicar o potencial citotéxico de extratos e substancias quando apresenta alta
letalidade e o extrato etandlico de Morinda citrifolia apresentou uma boa
citotoxicidade.

Feita a analise através do programa de PROBIT, com os dados presentes na
tabela 6, encontrou-se um valor de CLso igual a 1085,6 pg/mL, com 95% de confianca
e p < 0,05, o que, segundo os critérios estabelecidos por Meyer et al., (1982), indica
gue o extrato ndo tem toxicidade, nesse caso, 0 ensaio de letalidade permite a
avaliacdo da toxicidade aguda e, portanto, € considerado como bioensaio preliminar
no estudo de compostos com potencial de atividade biologica, sendo aceito pela
comunidade cientifica (ARPORSANSUNWAN; PUNJANON, 2006). A classificacdo do

extrato seguiu os critérios estabelecidos por Meyer et al. (1982).

4.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM LINHAGEM CELULAR RAW 264.7

Com base nos resultados obtidos a partir das concentragdes do extrato
etandlico de M. citrifolia (200, 100, 50, 25, 12.5 e 6.25 pg/mL) utilizando o método
MTT, apresentou uma CLso> 200, ou seja, ndo apresentou citotoxicidade nas
concentracOes testadas (Tabela 6).

Testes de citotoxicidade realizado por Arpornsuwan e Punjanin (2006), em
diferentes culturas de células (BHK e Vero) e linhagens cancerigenas (Hep 2, MCF 7
e LAN 5) tratadas com extrato etandlico dos frutos de M. citrifolia apresentou 100% de
viabilidade nas células Vero, sendo semelhante aos resultados encontrados nas
células BHK e Hep 2, que se mantiveram 94% e 87% de viabilidade, a partir de uma

concentracéo de 0,1 mg/mL, sendo toxica em células LAN 5 e MCF 7.
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Estudos realizados por Saraphanchotiwitthaya e Sripalakit (2015), utilizando o
extrato aquoso das folhas de M. citrifolia, demonstrou eficiéncia terapéutica em
processos inflamatdérios testados em Células de macréfagos RAW 264.7.

Tabela 6- Teste citotoxicidade frente a Linhagem Celular RAW 264.7 exposto ao extrato etandlico de
Morinda citrifolia.

Extrato etandélico de M. citrifolia (ug/mL) CCso (ng/mL)
200 >200
100 117,4
50 115,5
25 110,9
125 108,2
6.25 104

Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2019.

4.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE DE MORINDA CITRIFOLIA SOBRE A
BIOMPHALARIA GLABRATA

No experimento com caramujos adultos foi utilizado como controle, niclosamida
a 3 mg/mL1, houve mortalidade em 24h de todos os caramujos adultos avaliados
neste grupo. A niclosamida € o Unico moluscicida sintético empregado, que tem como
principal desvantagem sua acao letal (RUG; RUPPEL, 2000; CORREIA et al., 2006).

J&, nos grupos com o extrato etandlico de M. citrifolia, todos os caramujos
adultos mantiveram 100% de viabilidade até o fim do experimento, mostrando que o
extrato ndo é toxico (Figura 4). Segundo Rocha (2009), em ensaios realizados da
familia Rubiaceae mostrou que o extrato bruto e as fracdes das folhas e do caule de
Tocoyena selloana, na concentracdo de 100 ppm, ndo causou a mortalidade dos
caramujos, sendo portanto, considerados inativos frente ao caramujo Biomphalaria

glabrata, comprovando que a familia ndo tem efeito toxico.
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Figura 5- Ensaio de Toxicidade de Morinda citrifolia sobre a Biomphalaria glabrata.

Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2019.

4.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E DETERMINACAO DA DLso

ApOs o0s experimentos os resultados apontam que ndo houve toxicidade,
apesar dos animais terem apresentados comportamentos importantes detectadas no
screening hipocratico (Tabela 7), ndo houve mortes nos 14 dias de observac¢fes na
dose de 2000 mg/kg, nem alteracdo quanto ao peso corporal, com isso a DLso foi
considerada como sendo DLso > 5000 mg/Kg, logo, o extrato foi considerado de baixa
toxicidade de acordo com o critério da GHS (Globally Harmonized Classification
System) o extrato pertence a classe 5 (composto com toxicidade aguda baixa ou nao
toxico).

Na administracéo na dose de 2000 mg/kg foi observado um periodo de reacdes
como erecao da cauda, movimentos estereotipado, movimentos da vibrissas, postura
de ataque, refluxo, aumento da frequéncia cardiaca e respiratoria, descordando do
ensaio realizado por Nakanishi et al., (1965), no qual tais rea¢des foram ausentes. Os
sinais depressores quando surgem sugerem fadiga neuronal ocorre normalmente
apos uma fase excitatéria que pode ser decorrente de um esgotamento parcial dos
neurotransmissores, outra hipotese pode ser a biotransformacdo dos compostos do
extrato ou ainda uma biotransformacéao inativando os compostos excitatérios (SILVA;
RODRIGUES, 2014). Testes realizado por West et al., (2011) n&ao verificou sintomas
de toxicidade em ensaio subagudo realizado com o extrato das sementes e de frutos

em ratos.
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Tabela 7- Principais reacdes comportamentais relacionadas a dose de 2000 mg/kg administrada na

avaliacdo da toxicidade aguda do extrato etandlico de Morinda citrifolia.

Acdes / Pardmetros GC GT
ESTIMULANTES DO SNC
Agitagdo ++ ++
Agressividade ++ ++
Aumento da frequéncia respiratéria ++ ++
Convulsdes - -
Erecédo de cauda ++ +++
Expansao do pavilhdo auricular + ++
Exoftalmia - -
Marcha em monobloco + ++
Movimento circular ++
Movimento esteriotipado +++ +++
Movimento de vibrissas ++ +++
Ondulagéo de cauda +
Piloerecao + ++
Postura de ataque - +
Postura em garra +++ +++
Tremores finos/ grosseiros - -
Taquicardia ++ +++
Salto - -
DEPRESSORES DO SNC
Abaixamento do trem posterior ++ +++
Inverséo de marcha ++ ++
Prostracdo + +
Fotofobia - -
SNA
Contorcdes - -
Distencao abdominal + ++
Diurese ++ ++
Espasmos musculares + +
Excrecédo - +
Palidez + ++
Postura estatica + ++
Reacéo de fuga ++ +++
Refluxo + ++
Hipertrofia testicular - -
Obitos 0 0

GC- Grupo Controle; GT: Grupo Tratado (EEMC 2000 mg/kg/vo); (-) Auséncia; (+) Presenca leve;
(++) Presenca moderada; (+++) Presenca Acentuada. *Adaptada de Malone, (1977).

Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2018.
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Apesar dos sinais estimulantes estarem presentes € importante ressaltar que
na primeira hora de observacdo ndo houve evacuacéo, logo pode-se dizer que o
composto ndo gerou aumento da motilidade intestinal. Os animais tratados nao
apresentaram alteracGes significativas no consumo de agua e alimentos como
mostrado na tabela 8.

O resultado corrobora também com o ensaio realizado em ratos com extrato
etandlico dos frutos proveniente do Taiti na dose 5000mg/Kg, onde os animais nao
apresentaram sinais de toxicidade e nem mudancas comportamentais, como também
nao foram a 6bitos (PRODUCT SAFETY LABS, 2000).

No grupo tratado com o extrato na dose de 2000 mg/kg apresentou uma
variacdo de peso de 1,93+ 0,54, o consumo da agua e da racdo nao apresentaram
alteracdo estatistica entre os dois grupos. Segundo West et al (2011), testes subagudo
com o extrato da mesma espécie vegetal ndo foi observado diminuicdo de peso nos
animais.

Tabela 8- Ganho de peso e consumo de 4gua e ragédo dos animais tratados na dose de 2000 mg/kg do
extrato etandlico de Morinda citrifolia, no ensaio de toxicidade aguda.

Grupos Peso inicial  Peso final (g) Diferencade Consumo de Consumo
(9) peso (g) agua (mL) de racéo (9)
Gc 36,87 £ 1,05 39,03 £ 0,45 2,17 £ 0,45 30,75+0,15 12,49 +0,25
GT 35,07 £2,78 37,0 £ 3,06 1,93 +0,54 29,8+0,30 12,04%0,11
p-valor! 0,04 0,139 0,113

Gc: Controle; GT: Tratado com 2000 mg/kg

Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2018.

4.6 AVALIACAO DA HEPATOTOXICIDADE

Os grupos do extrato etanodlico de M. citrifolia nas doses de 200, 100 e 50 mg/kg,
foi comparado com o grupo salina e do Paracetamol de 500 mg/kg, com o intuito de
investigar se o extrato ira causar toxicidade no figado, a qual ficou comprovada que
nao houve nenhuma patologia.

Os resultados dos ensaios realizados nos grupos com o extrato etandlico de M.
citrifolia ndo apresentaram diferenca significativa, quando comparados aos resultados
do grupo com salina demonstrando que o extrato ndo exerceu nenhum efeito direto

sobre o figado. Os grupos do extrato etandlico foi comparado com o grupo do
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Paracetamol de 500 mg/kg, o qual comprovou que o0 extrato ndo causou danos
hepéticos, diferentemente do grupo do Paracetamol, onde foi possivel observar
inflamacfes hepaticas. Todos os animais sobreviveram até o 10° dia, nao foi
observado modificagBes quanto ao peso e cor do figado do grupo do extrato etandlico
de M. citrifolia (Grafico 1).

Gréafico 1- Peso do Figado dos grupos ap0s a eutanasia.
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Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2019.

Sabe-se que as sobredoses de paracetamol sdo as causas mais comuns de
insuficiéncia aguda hepatica e a principal causa de lesdo hepatica crénica o que
muitas vezes exige transplante hepatico, o tratamento e o diagndstico precoce séo
indispensaveis para solucionar o problema. O tratamento inicial segue 0s mesmos
parametros utilizados pelas overdoses comuns, lavagens gastrica, que diminui a
absorcédo do paracetamol, devendo ser realizada 2 h apés a ingestao (BLOOM, 2006;
SEBBEN et al., 2010; BRUTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

O uso indiscriminado de plantas medicinais para o tratamento de doencas pode
ser favoravel a saude, desde que o usuario tenha conhecimento de sua finalidade,
riscos e beneficios, visto que o fato de tratar-se de um composto de origem natural
nao elimina a potencialidade téxica do mesmo (LOPES; MATHEUS, 2012). Apesar da

auséncia de estudos mais aprofundados visando esclarecer questdes referentes a
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hepatotoxicidade causada pelo consumo de “Noni”, alguns casos clinicos de hepatite
aguda, relatados em hospitais, correlacionam-se com o0 consumo recorrente de algum
tipo de preparo indiscriminado da planta (HEISLER et al., 2012; FERREIRA;
SILVEIRA, 2004).

Estudos realizados por Milloning, Stadlmann e Vogel (2005), apontam que 0s
efeitos hepatotdxicos podem estar associados ao consumo da planta, porém, 0s
problemas hepaticos podem ser ocasionados por algum sinergismo entre a presenca
de doencas e o consumo de drogas alopaticas.

West, Jensen e Westendorf (2006), também relatam que o extrato etandlico do
fruto da mesma € incapaz de causar hepatotoxicidade, demonstrando que em suas
raizes contém uma minima quantidade de antraquinonas, ndo causando também

toxicidade hepética.

4.7 AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Foi realizada a contagem de plaquetas e de heméacias, a determinacdo do
hematocrito, da hemoglobina, do VCM-volume corpuscular médio, da HCM-
hemoglobina corpuscular média, e da CHCM-concentracdo da hemoglobina
corpuscular média, TGO, TGP (Tabela 9). No leucograma contaram-se os leucdcitos
e fez-se a contagem da diferenciacéo celular. Essas determina¢des foram realizadas
no analisador celular COBAS ARGOS 50 ROCHE.

Tabela 9- Pardmetro Hematolégico e Bioquimico da Toxicidade Aguda

Grupo Controle Grupo do Extrato p-valor !
(salina) (2000 mg/kQg)

Uréia 61,95+ 0,99 63,60 + 4,00 0,060
Creatinina 1,40 +0,01 1,46 £ 0,38 0,149
Hemacias 6,07 £ 0,06 6,63+ 0,22 0,632

VCM 57,67+ 0,94 52,30+ 0,70 0,025

HCM 17,51 +0,74 14,97 + 0,30 0,013

CHCM 28,63 + 0,93 30,17 £1,06 0,655
Leucocitos 3,87 +£0,20 12,46 +1,30 0,076




TGO

18,00 + 0,26

18,87 + 0,35

0,813

TGP

13,60 + 1,00

13,59 + 0,35

0,290

Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2019.
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Em relagcdo ao eritrograma dos testes de toxicidade aguda, foi possivel

observar nos GC e GT os animais ndo apresentaram diferencas significativas nos

resultados hematologicos e bioguimicos principalmente no TGO e TGP.

Os resultados apresentados corroboram com o0s encontrados de testes

realizados por Mancebo e colaboradores (2002) com o extrato etandlico dos frutos de

M. citrifolia, nos quais os resultados ndo mostraram significancia entre as alteracdes
nos valores de TGO e TGP.

Tabela 10- ParAmetro Hematolégico e Bioquimico da Hepatotoxicidade.

Paracetamol Salina Extrato Extrato Extrato p-
(200 (100 (50 valor
mg/kg) mg/kg) mg/kg) 1
Uréia 57,33+ 3,16 61,96 + 62,67 * 59,50 + 59,50 + 0,062
0,98 4,10 0,50 0,28
Creatinina 1,30 £ 0,35 1,41 + 1,47 + 1,50 * 1,30 £ 011 0,152
0,01 0,38 0,50
Hemécias 5,40 £ 0,22 6,07 + 6,63 + 6,29 + 6,85+ 0,68 0,634
0,06 0,22 1,13
VCM 57,95+ 2,42 57,67+ 52,30 = 53,83 + 53,90+0,46 0,027
0,94 0,70 0,78
HCM 17,59 + 0,28 17,51 1497 + 15,63 +| 15,43+0,14 0,012
0,74 0,30 0,22
CHCM 30,28 + 1,47 30,17 + 28,63 =+ 29,07 + 28,67 + 0,656
1,06 0,93 0,47 0,07
Leucocitos 4,77 £ 0,23 3,87 + 12,46 + 6,46 + 9,90 + 3,37 0,077
0,20 1,30 2,70
TGO 21,12 £5,90 18,87 18,00 + 17,63 + 17,40 + 0,815
0,35 0,26 0,09 1,30
TGP 15,55+ 0,75 13,60 =+ 13,05 + 13,20 + 13,45 + 0,291
1,00 0,35 040 0,45

Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2019.

No eritrograma do testes da hepatotoxicidade, foi possivel observar nos GC e

GT os animais ndo apresentaram alteracbes nas analises hematologicas e

bioquimicas principalmente no TGO e TGP.
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Um trabalho apresentado por Wang e colaboradores (2008) apds uma analise
de hepatotoxicidade no qual o extrato etandlico de M. citrifolia ndo foi toxico,
posteriormente os autores buscaram avaliar o efeito hepatoprotetor do consumo de
“Noni” em modelo murino, a partir da injuria provocada por tetracloreto de carbono
(CCL4), no qual foi possivel comprovar que o extrato etandlico do “noni” ndo causa
hepatotoxicidade nem danos ao figado. Com essa experimentacdo o autor citado
demonstrou que o “Noni” foi capaz de reduzir os valores de TGO e TGP que estavam

aumentados devido a injuria hepéatica provocada.

4.8 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Na analise macroscopica, 0s 0rgdos permaneceram inalterados na cor,
aspecto, tamanho, peso e textura tanto na toxicidade aguda como na
hepatotoxicidade. Nas avaliacdes microscopicas dos figados da hepatotoxicidade,
nao houve modificacdo no grupo controle com salina, ndo apresentando inflamacéo
guando comparado com o grupo do Paracetamol de 500 mg/kg, pois apresentou
desarranjos do corddo de hepatécitos e hipocromia nuclear. J& nas analises
realizadas nos grupos tratados nas doses de 200; 100 e 50 mg/kg com M. citrifolia ndo
houve modificacbes no espaco porta, corddes de hepatdcitos e sinuzdides,
comprovando que o extrato utilizado ndo causou danos hepaticos (Figura 5). Estudos
realizados por Monma e colaboradores (2015), as andlises realizadas do tecido
hepético dos animais, mostrou que ndo houve diferenca significativa tanto no GC,
quanto no GT com o “noni”.

Estudos realizados utilizando modelos animais foram testados por Chang, Lin
e colaboradores (2013), com a finalidade de comprovar a seguran¢ga do consumo de
M. citrifolia. Nesses modelos foram utilizados compostos que promoviam problemas
no tecido hepético como tetracloreto de carbono (CCL4) utilizado em dose Unica e
doses multiplas, consumo excessivo de alcool e dieta com alto indice de gordura.
Nesses trabalhos, o consumo do “noni” apresentou efeito hepatoprotetor, com
reducdo dos valores enzimaticos hepaticos, perfis lipidicos e melhora das respostas
inflamatorias, ndo mostrando nenhum dano tecidual quando visto na microscopia (LIN
et al., 2013).



Trabalhos realizados por West, Su e Jesen (2009) utilizaram modelo animal
com roedores e uma linhagem de células hepaticas in vitro, o qual foi comprovado que
o “noni” ndo exerceu atividade tdxica nesses testes, apontando que poderia ser
consumido de forma segura e que casos de hepatotoxicidade ndo poderiam ser
atribuidos ao consumo de M. citrifolia.

Figura 6- Imagens Histoldgicas dos Figados do teste de Hepatotoxicidade.

\ 8> L/

A-Grupo Controle da Salina; B- Grupo Controle Silimarina de 25 mg/kg; C- Grupo Controle do
Paracetamol 500mg/kg; D- Grupo Tratado 200 mg/kg; E- Grupo Tratado 100 mg/kg; F- Grupo Tratado
50 mg/kg; 1- Veia centro- lobular; 2- Infiltrac&o leucocitario; 3- Dilatacdo dos sinusoéides; 4- Desarranjo
dos corddes de hepatécitos;5- Hipocronia nuclear.

Fonte: ARRUDA, M. G. M. 2019.
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5 CONCLUSAO

O extrato etanodlico de M. citrifolia ndo exibiu citotoxicidade frente a Linhagem
Celular RAW 264.7, tendo uma CCso > 200 pg/ mL, também, ficou confirmado no teste
de citotoxicidade frente a Artemia salina, tendo como CLsp > 1085, 6 pug/ mL.

N&o houve toxicidade frente ao caramujo Biomphalaria glabrata onde ndo houve
morte dos mesmos, a toxicidade aguda seguiu a OECD 2011, onde o extrato etandlico
ndo apresentou ser téxico na maior dose (2000 mg/kg), como também, ndo houve
toxicidade no modelo testado para a hepatotoxicidade, ndo alterando os parametros
hematoldgicos e bioguimicos principalmente no TGO e TGP.

Dessa forma, o extrato etandlico dos frutos de M. citrifolia ndo foi téxico em nenhum
modelo testado, podendo ser relacionado a concentracdo utilizada em cada

experimento, considerando como seguro 0 uso do mesmo.
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