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RESUMO: Na medicina popular, o suco produzido a partir do fruto de Morinda citrifolia (Noni) & conhecido por
prevenir e curar varias doengas tais como diabetes, diarréia, dores, hipertenséao, artrite, estresse e cancer. Mais
de 160 constituintes quimicos ja foram identificados no Noni, entre eles estdo asperulosido, escopoletina e
antraquinonas, além de vitaminas e varios aminodacidos. Devido a auséncia de informagdes no que se refere a
possivel indugdo de alteragbes no genoma celular em nivel de mutagdo e recombinagdo mitética, realizou-se
uma avaliagdo toxico-genética do suco de Noni. Assim, foi empregado o Teste para Deteccdo de Mutagéo e
Recombinagdo (SMART) em células sométicas de Drosophila melanogaster, que possibilita a avaliacao,
simultanea e in vivo, de efeitos mutagénicos e recombinogénicos. Utilizando o cruzamento padréo (ST), foram
obtidas larvas de terceiro estagio que receberam tratamento crénico, via alimentacdo. As larvas foram tratadas
com quatro diferentes concentragées do suco de Noni (25, 50, 75 e 100% v/v); &gua destilada (controle negativo)
e mitomicina C (controle positivo). Apés a eclosado das pupas, foram analisados os tricomas presentes nas asas
dos individuos adultos, visando a identificagdo e quantificacdo de alteracdes fenotipicas. Foram realizados dois
experimentos independentes utilizando duas repeticdes por concentragdo testada. Os resultados de cada
experimento foram testados estatisticamente pelo teste binomial condicional, no qual os dados dos diferentes
tratamentos foram comparados com o controle negativo. Os resultados dos dois experimentos indepedentes
foram somados, considerando-se que a aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis demonstrou a auséncia de
diferengas estatisticas entre os dois experimentos. Um total de 301 individuos foram analisados e os resultados
obtidos demonstraram que o suco de Noni ndo apresentou efeito tdxico-genético em células somaticas de
Drosophila melanogaster.
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ABSTRACT: In the popular medicine, the juice produced from the fruit of Morinda citrifolia (Noni) is known to
prevent and cure many diseases such as diabetes, diarrhea, pain, hypertension, arthritis, stress and cancer. More
than 160 chemical constituents have been identified in Noni, including asperuloside, escopoletin and
anthraquinones, and several vitamins and amino acids. Due to the lack of information about the possible induction
of alterations in the cellular genome in the level of mutation and mitotic recombination, the genotoxicity of Noni
juice was evaluated. Thus, it was applied the Somatic Mutation And Recombination Test (SMART) in somatic
cells of Drosophila melanogaster, which allows to evaluate, simultaneously and in vivo, the mutagenic and
recombinogenic effects. Using the standard cross (ST), it was obtained third-instar larvae that were treated
chronically by feeding. The larvae were treated with four different concentrations of Noni juice (25, 50, 75 and
100% v/v), distilled water (negative control) and mitomycin C (positive control). After pupa eclosion, the wings
trichomes of adults were analyzed, aiming the identification and quantification of phenotypic alterations. Two
independent experiments were carried using two repetitions per tested concentration. The results of each
experiment were statistically tested with binomial conditional test in which the different treatments were compared
with the negative control. The results of both independent experiments were polled, considering that the Kruskal-
Wallis test demonstrated the absence of statistic differences between both experiments. In a total of 301 individual
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were analysed and the results demonstrated that the Noni juice has no genetic toxicity effects in somatic cells of
Drosophila melanogaster.

KEYWORDS: Mutagenesis, Drosophila melanogaster, Morinda citrifolia, Noni
INTRODUCAO

Existem numerosos compostos presentes em nosso meio ambiente, que sdo potencialmente mutagénicos
e que podem interagir entre si e, assim, atuarem sobre o DNA das células vivas. A estreita correlagdo existente
entre mutagenicidade e carcinogenicidade ressalta a atividade mutagénica de um determinado agente, quimico
ou fisico, ndo somente como um risco para as geragOes futuras, mas também como um fator que induz a
formagao de tumores malignos nos organismos expostos as substancias mutagénicas (WURGLER et al., 1984).
Na verdade, a maioria dos carcindgenos inicia sua atividade tumoral através de interacées especificas com o
DNA das células — gerando lesbes genéticas permanentes que, geralmente, se expressam como mutacdes
génicas e/ou aberragbes cromossémicas (BARTSCH et al., 1980).

Uma vez que a incidéncia de doencas genéticas e cancer podem ser reduzidos pelo decréscimo nas taxas
de mutacdo, uma das estratégias para protecdo das populagbes humanas é a identificacdo de agentes
mutagénicos e/ou carcinogénicos, seguida da implementacdo de medidas de controle do risco genético — através
da diminuicdo da exposicao humana a estes agentes (WATERS et al., 1990).

A utilizacdo de plantas como recurso terapéutico € uma pratica generalizada na medicina popular e tem
aumentado acentuadamente nas Ultimas décadas. Apesar da ampla utilizagdo das plantas medicinais, pouca
informagcdo se encontra disponivel sobre seus constituintes (BATISTA et al, 2005; FABRICANT &
FARNSWORTH, 2001; MACIEL et al., 2002; PRADO et al., 2005), bem como sobre os riscos em potencial
oferecidos a saude humana (OLIVEIRA & GONGCALVES, 2006). Além disso, nos Uultimos anos, tem sido
demonstrado que uma série de substancias, tais como antraquinonas, taninos e flavonéides (BROWN, 1980),
encontradas em plantas utilizadas na medicina popular, como por exemplo, a jaboticaba-do-cerrado, é capaz de:
(i) induzir a ocorréncia de eventos mutacionais em tecidos somaticos ou germinais (PEREIRA et al., 2008;
FAGUNDES et al., 2005; SANTOS et al.,, 2008; VERSCHAEVE & VAN STADEN; 2008), podendo levar ao
desenvolvimento de doengas somaticas, efeitos teratogénicos e a desordens hereditarias multiplas; ou (ii)
modular os efeitos mutagénicos e/ou carcinogénicos de uma série de agentes genotéxicos (KNASMULLER et al.,
2002, POERSCH et al., 2007; ROSA et al., 2007).

Morinda citrifolia, comumente conhecida como Noni, tem uma longa historia de utilizagado medicinal na
Polinésia, China, India, Australia e Havai. E recentemente, tornou-se um suplemento alimentar, em forma de
suco, bastante consumido nos Estados Unidos, Japao e parte da Europa. O crescimento em popularidade pode
ser em parte atribuido ao seu poder “cura-tudo”. Este suco vem sendo utilizado na medicina popular no
tratamento de doencas e/ou disturbios tais como: diabetes, diarréia, dores, hipertensao, artrite, estresse e cancer
(SU et al., 2005).

Cerca de 160 fitoconstituintes ja foram identificados na planta Morinda citrifolia, € os principais sao
compostos fendlicos, acidos orgéanicos e alcaldides. Dos compostos fendlicos, os mais importantes relatados séo
as antraquinonas (damnacanthal, morindona, morindina) e também asperulosido e escopoletina (WANG & SU,
2001).

CHAN-BLANCO et al. (2006) relataram que em testes in vivo e in vitro o suco de Noni apresentou
atividades anti-microbiana, anti-cancer, anti-oxidante, anti-inflamatéria, analgésica e cardiovascular. Saludes et
al. (2002) descreveu que o extrato etanolico do Noni possui efeito contra a tuberculose sendo capaz de inibir de
89-95% do crescimento de Mycobacterium tuberculosis. HIRAZUMI et al. (1996), e HIRAZUMI & FURUSAWA
(1999), utilizando um precipitado de etanol do suco de Noni, encontraram efeitos imunomodulatério e anti-tumor
contra o carcinoma de pulmao de Lewis.

Entretanto, STADLBAUER et al. (2005) relataram dois casos de hepatotoxicidade do suco de Noni. Um
homem de 29 anos de idade com hepatite tdxica prévia associada a pequenas doses de paracetamol
desenvolveu insuficiéncia hepatica apés o consumo de 1,5 L de suco de Noni ao longo de 3 semanas, e
necessitou de transplante de figado com urgéncia. E, uma mulher de 62 anos de idade sem evidéncias de
doengas hepaticas prévias desenvolveu um episddio de hepatite aguda apos consumo de 2 L de suco de Noni
distribuidos no periodo de abril a julho de 2003. YUCE et al. (2006) e MILLONIG et al. (2005) relataram mais dois
casos de hepatotoxicidade apdés o consumo do suco de Noni. PAWLUS et al. (2005) e STADLBAUER et al.
(2005) sugerem que as antraquinonas sdo 0s componentes mais provaveis pela hepatotoxicidade induzida por
extratos de Morinda citrifolia. Sabe-se que Morinda citrifolia contém em suas raizes antraquinonas genotéxicas.
No entanto, o suco da fruta do Noni ndo apresentou efeitos mutagénicos em fibroblastos de hamster Chinés
(WESTENDORF et al.,, 2005). E também nao aumentou significativamente a freqléncia de aberracdes
cromossodmicas em linfocitos humanos (EDWARDS, 2003).

Portanto, diante da vasta utilizagédo do suco de Noni pela populacdo, em diversas regides do mundo, e
devido a pequena quantidade de informagdes no que se refere a possivel indugdo de alteracées no genoma
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celular em nivel de mutagao génica, cromossémica e recombinagdo mitética, torna-se necessario uma avaliagao
genotdxica do produto.

MATERIAIS E METODOS

Foi utilizado nesse trabalho o suco de Noni (TAHITIAN NONI® Juice) fabricado por Morinda, Inc e
introduzido no mercado mundial em 1996. O preparo das solugdes foi realizado a hora do tratamento, diluindo-se
0 suco de Noni em agua destilada em trés diferentes concentragdes (25, 50, 75 e 100% v/v). A dgua destilada foi
utilizada como controle negativo, e mitocin® (Bristol - mitomicina C — MMC — CAS N. 50-07-7), na concentracao
de 0,05 mM, dissolvida em agua destilada, foi utilizada como controle positivo para demonstrar a eficiéncia de
indugéo de genotoxicidade nos experimentos.

Avaliacao do potencial genotoxico do suco de Noni

Primeiramente foi realizado um teste de sobrevivéncia, no qual 100 larvas por tubo de tratamento foram
expostas as diferentes concentragées de suco de Noni. O nimero de moscas sobreviventes por tratamento
fornece uma indicagéo da toxicidade do composto.

Para avaliar a atividade mutagénica e/ou recombinogénica do Noni utilizou-se o Teste para Deteccéo de
Mutagado e Recombinagdo (SMART) em células somaticas de Drosophila melanogaster. O teste SMART de asa
de Drosophila melanogaster foi desenvolvido por GRAF et al. (1984), sendo considerado um teste rapido, barato,
e que produz resultados confiaveis e altamente reproduziveis.

A D. melanogaster apresenta as vantagens de ter um curto periodo de geragéo, o que possibilita a rapidez
do teste, um pequeno nimero de cromossomos, linhagens geneticamente bem caracterizadas, e um sistema
enzimatico semelhante a fragdo S9 encontrada_em mamiferos, que permite o metabolismo de agentes
xenobiéticos (CLARK 1982; GRAF et al., 1984; HALLSTROM et al., 1984). Dentre os citocromos P450 (CYP)
destaca-se a familia CYP6 de Drosophila melanogaster, que possui regides altamente similares com citocromos
pertencentes a familia CYP3 que, juntamente com CYP2, sdo responséveis pelo metabolismo de drogas em
vertebrados (DANIELSON et al. 1997; 1998).

Este teste detecta a perda da heterozigose, que pode ocorrer espontaneamente ou ser induzida por
agentes fisicos e quimicos, em células primordiais dos discos imaginais de asas, no periodo de larva. No SMART
de asa podem ser utilizadas as linhagens de Drosophila melanogaster mwh e flr’. A linhagem mwh, com
constituicdo genotipica mwh/mwh possui 0 gene marcador mwh que se localiza no cromossomo 3 (3-3,0) e que
tem sua manifestacdo fenotipica caracterizada por trés ou mais pélos por célula da asa. A linhagem flr* com
constituicdo genotipica fIr¥In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa b. “°e Bd®, possui 0 gene marcador fir’ ocalizado no
brago esquerdo do cromossomo 3, em uma regido mais proximal (3-38,8). A expressao fenotipica do gene fIr’
afeta a forma dos pélos dando-lhes uma aparéncia de “chama de vela”. Além disso, a linhagem flr® possui o gene
marcador Bdg, gue confere um formato serrilhado as asas, e um cromossomo balanceador denominado TM3 que
contém multiplas inversées (ANDRADE et al., 2003).

Os experimentos utilizaram o cruzamento padrao (ST), o qual foi realizado através de cruzamentos entre
fémeas virgens da linhagem fI’ e machos mwh. Neste caso, analisou-se o efeito de genotoxinas de acdo direta
justificado pela presenga, nessas linhagens, de niveis basais de enzimas de metabolizagdo do tipo CYP6A2
(SANER et al., 1996), que corresponde a subfamilia CYP3A em humanos (AOYAMA et al., 1989) e CYP3A16 em
camundongos (ITOH et al., 1994). Tal cruzamento produziu dois tipos de progénie: (i) individuos trans-
heterozigotos para os genes marcadores (MH), com constituicdo genotipica mwh + / + flr5 e (ii) individuos
heterozigotos para o cromossomo TM3 (BH), constituidos por mwh + / + TM3, Ba®. Devido a presenca do
cromossomo balanceador TM3, as células resultantes de recombinacao mitética sdo inviaveis nestes individuos
(GRAF et al., 1984; ANDRADE et al., 2003). Os individuos BH diferenciam-se fenotipicamente dos individuos MH
pela presenga de recortes na borda das asas, caracteristica conferida pelo marcador Bd®, deixando-as com
aspecto serrilhado (GRAF et al., 1984).

Assim, a analise dos individuos MH permite detectar a ocorréncia de mutagbes génicas, pequenas
mutagdes cromossémicas e recombinagdes mitéticas proximais e distais. A analise dos individuos BH permite
detectar somente a ocorréncia de mutagdes génicas e pequenas mutagdes cromossdmicas. Através da
comparacao dos resultados obtidos nos individuos MH com os resultados obtidos nos individuos BH pode-se
quantificar a real contribuicdo da recombinacdo para a genotoxicidade total do composto em estudo. Neste
estudo foi analisado um total de 301 individuos MH.

Tratamento Cronico

Os cruzamentos das linhagens foram realizados em massa (80 fémeas x 40 machos), durante 3 dias, em
vidros contendo meio de cultura padrao. Apds este periodo, os casais foram transferidos para frascos contendo
meio de ovoposi¢ao, onde permaneceram por 8 horas, sendo em seguida descartados. Passadas 72 +4 horas do
inicio do periodo de ovoposi¢ao foram coletadas as larvas de terceiro estégio, por flotagdo em agua corrente.
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Estas larvas foram, entdo, colocadas em frascos de tratamento contendo 0,9 g de meio sintético onde foram
acrescentados 3 mL das solugdes de tratamento. As larvas permaneceram em tratamento por aproximadamente
48 horas — o que caracteriza o tratamento cronico do ensaio — até atingirem o estagio de pupa. Através deste
procedimento experimental, as células dos discos imaginais, que originaram as asas dos adultos, ficaram
expostas as diferentes solu¢des por 5 a 6 ciclos de divisdo mitética — o que corresponde a 95% de todas as
divisdes celulares, que ocorrem desde o desenvolvimento do embrido até o inicio de pupacao (FREI et al., 1992).
Os adultos que eclodiram das pupas 6 a 7 dias depois do tratamento, foram contados e conservados em alcool
70%, até a montagem das laminas.

Analise microscopica e avaliacao toxico-genética

As laminas das asas dos adultos tratados foram montadas em solugdo de Faure [goma arabica (30
), glicerol (20 mL), agua (50 mL) e hidrato de cloral (50 g)] e analisadas em microscépio éptico com aumento de
400 vezes (GRAF et al., 1984). A analise dos tricomas, presente nas superficies dorsal e ventral das asas,
permitiu a identificacdo de manchas de pélos mutantes (Figura 1) que podem ser classificadas como:

(i) simples (pequenas - com 1-2 células mutantes - ou grandes - com 3 ou mais células mutantes):
expressando o fenétipo mutante mwh ou fl — indicando a ocorréncia de mutacdes génicas, alteracdes
cromossémicas e recombinag¢ao mitotica;

(i) gémeas: formadas por células adjacentes mwh e fI’ — originadas exclusivamente por recombinagao, o
que significa que este tipo de mancha pode fornecer indicagdes da acdo recombinogénica do composto.
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Figura 1. Classificagdo das manchas de acordo com o fenétipo e o nimero de células contendo de pélos
mutantes.

Analise estatistica

Para avaliar a significancia estatistica dos resultados obtidos, foi realizado o procedimento proposto por
FREI & WURGLER (1988), uma analise de mdltiplas decisdes que gera quatro diferentes diagndsticos: positivo,
fraco positivo, negativo ou inconclusivo (nivel de significancia p <0,05). A freqiiéncia de cada tipo de mancha
mutante por individuo de uma série tratada foi comparada com seu respectivo controle negativo, usando o teste
Binomial Condicional de KASTEMBAUM & BOWMAN (1970). Para avaliar resultados negativos, fatores de
multiplicagdo (m) foram introduzidos no teste. Sao eles: m=2 para manchas simples pequenas e total de
manchas, devido as suas altas freqiiéncias espontaneas e m=5 para manchas simples grandes e gémeas, que
raramente surgem de forma espontanea (FREI & WURGLER 1988; FREI et al., 1992; GRAF et al., 1984). Desta
forma séo estabelecidos os critérios para o diagndstico positivo, que requer uma freqiiéncia de mutagdes no
tratado que seja m vezes maior que a freqiiéncia obtida no controle negativo (ANDRADE et al., 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a exposicdo ao suco de Noni as larvas dos tubos de tratamento foram contadas e o numero de
individuos sobreviventes foi de 100% em todas as concentragdes utilizadas (resultados ndo apresentados) —
demonstrando a auséncia de toxicidade do Noni nas doses testadas.

Os resultados obtidos nos experimentos de avaliagdo téxico-genética com diferentes concentragdes do
suco de Noni, MMC (0,05 mM) e agua destilada estdo apresentados na Tabela 1. As freqiiéncias de manchas
espontaneas (agua destilada) e do controle positivo (MMC) alcancaram valores que sdo compativeis com os
resultados apresentados na literatura (GRAF et al., 1984; SANTOS et al., 1999). Estes resultados demonstram
que o sistema responde adequadamente aos parédmetros necessarios para que a andlise mutagénica seja
realizada.
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Para a interpretacédo dos resultados utilizou-se a freqiiéncia do total de manchas (TM). Sendo assim, 0 TM
observados nos individuos MH tratados com diferentes concentragdes de Noni (25, 50, 75 e 100% v/v) nao foram
estatisticamente significativas (P > 0,05), quando comparadas com a freqiiéncia de manchas observadas no
controle negativo (Tabela 1). Desta forma ndo se justifica a andlise dos individuos BH.

Considerando os resultados negativos no TM analisadas nos tratamentos, podemos concluir que o suco de
Noni foi incapaz de induzir toxicidade genética relacionadas com mutagdes génicas, cromossOmicas e/ou
eventos recombinacionais em células somaticas de Drosophila melanogaster. Estes resultados corroboram com
os resultados encontrados por EDWARDS (2003) & WESTENDORF et al. (2005), que detectaram a auséncia de
mutagenicidade em fibroblastos de hamster Chinés (V79/HPRT) e em linfcitos humanos, respectivamente.

TABELA 1: Avaliacdo dos efeitos mutagénico e/ou recombinogénico do suco de Noni em
células somaticas de larvas MH provenientes do cruzamento ST.

Genétipo Manchas por individuo (n° de manchas) diagnéstico estatistico®
e
MSP MSG
Concentracées  Moscas (1-2 céls) (>2 céls) MG ™
(N) m=2 m=5 m=5 m=2

mwh/flr’

Contr. Negativo
(H,0) 53 0,72 (38) 0,13 07) 0,02 (01 0,87 (46)

Contr. Positivo
(MMC 0,05mM) 36 12,28 442) + 7,72 278) + 4,08 (147) + 24,08 (867) +
Noni 25% (v/v) 53 0,87 (46) - 0,04 02) - 0,00 (00) i 091 (48)
Noni 50% (v/v) 53 0,51 27) - 0,17 (09) i 0,02 (O i 0,70 (@37
Noni 75% (v/v) 53 0,57 (30) - 0,09 (05) i 0,02 (01 i 0,68 (36)
Noni 100% (v/v) 53 0,70 37) - 0,15 (08) i 0,04 (02) i 089 #7)

MSP, manchas simples pequenas; MSG, manchas simples grandes; MG, manchas gémeas; TM, total de manchas.
Diagndstico estatistico de acordo Frei & Wurgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagéo para a
avaliagao de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia p < 0,05.

CONCLUSOES

A estratégia experimental utilizada neste trabalho permitiu evidenciar a auséncia de efeitos tdxico-
genéticos que estdo intimamente relacionados com a indugdo de diversas doencas somaticas, dentre elas as
neoplasias. Considerando-se alguns relatos da literatura que apontam efeitos benéficos do Noni (CHAN-
BLANCO et al., 2006; HIRAZUMI & FURUSAWA, 1999), este trabalho abre uma nova perspectiva de avaliagcao
relativa aos possiveis efeitos anti-genotoxicos induzidos pelo Noni.
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