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RESUMO

O céncer tem se configurado como um grande problema de sadde publica mundial. Como
alternativa terapéutica, muitos produtos naturais tém sido avaliados para sele¢cdo de compostos
ativos com menos efeitos indesejaveis e capazes de reduzir tumores malignos de modo mais
eficiente. Morinda citrifolia, conhecida popularmente como noni, € uma espécie nativa do
sudeste asiatico e da Australia que tem sido utilizada popularmente para diversos fins
terapéuticos e nutricionais. O polissacarideo extraido da polpa do fruto de Morinda citrifolia
Linn (Noni-ppt 1) foi purificado por reprecipitacio em alcool etilico, originando as
subfracdes: Noni-ppt 3 e Noni-ppt 5. O objetivo do presente trabalho foi investigar a atividade
antitumoral in vitro e in vivo do Noni-ppt, bem como realizar sua caracterizagdo fisico-
quimica utilizando técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectroscopia de infravermelho (FT-IR), cromatografia de permeacdo em gel (GPC), analise
termogravimétrica (TGA), analise elementar de nitrogénio e ressonancia magnética nuclear de
BC (RMN). A atividade citotoxica in vitro das trés fracdes de Noni-ppt (50 pg/mL) foi
avaliada sobre trés linhagens de células tumorais (HCT-116; SF-295 e OVCAR-8) por meio
do método colorimétrico brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). O
efeito antitumoral in vivo do Noni-ppt 3 foi analisado em camundongos com tumor Sarcoma
180 nas doses de 25 e 50 mg/Kg/dia por via oral. As analises fisico-quimicas demonstraram
que o Noni-ppt é composto por 12,1-13,7% de proteinas, 44,2-58,8% de acidos urdnicos e
65,4-71,3% de carboidratos totais. A analise da composicdo monossacaridica demonstrou que
o Noni-ppt € um heteropolissacarideo constituido, predominantemente, por ramnose,
arabinose, galactose e acido galacturbnico. Os resultados da avaliacdo da atividade
antitumoral in vitro demonstraram que as amostras de Noni-ppt 1, 3 e 5 ndo apresentam
nenhuma atividade citotoxica direta sobre as células tumorais na concentracdo testada. Além
disso, ndo foi observada qualquer inibicdo do tumor nos camundongos inoculados com as

células tumorais.

Palavras-chave: Morinda citrifolia Linn, fruto, polissacarideo, caracterizacdo, atividade

antitumoral.



ABSTRACT

Currently, cancer is a global public health problem. As an alternative therapy, many natural
products have been evaluated for selection of active and with less undesirable effects capable
of reducing malignant tumors more efficiently compounds. Morinda citrifolia, commonly
known as noni, is a species native to Southeast Asia and Australia that has been popularly
used for many therapeutic and nutritional purposes. The polysaccharide extracted from the
pulp of Morinda citrifolia Linn fruits (Noni-ppt 1) was purified by reprecipitation in ethanol,
yielding the subfractions: Noni-ppt 3 and Noni-ppt 5. The objective of this study was to
investigate the antitumor activity in vitro and in vivo of Noni-ppt and carry out their physico-
chemical characterization by high performance liquid chromatography (HPLC), gas
chromatography (GC), fourier transform infrared spectrometry (FTIR), gel permeation
chromatography (GPC), thermal gravimetric analysis (TGA), elemental analysis and *C
nuclear magnetic resonance (NMR). The in vitro cytotoxic activity of the three fractions of
Noni-ppt (50 pg/mL) was evaluated on three tumor cell lines (HCT-116, SF-295 and OVCAR
-8) by colorimetric method bromide 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT). The in vivo antitumor effect of Noni-ppt 3 was analyzed in mice with tumor
Sarcoma 180 at doses of 25 and 50 mg/kg/day orally. The physico-chemical analyzes showed
that Noni-ppt consists of protein (12.1-13.7%), uronic acids (44.2-58.8%) and of total
carbohydrates (65.4-71.3%). The monosaccharide composition analysis showed that Noni-ppt
is a heteropolysaccharide composed predominantly of rhamnose, arabinose, galactose and
galacturonic acid. The Noni-ppt samples showed no direct cytotoxic activity against tumor
cells in vitro. Moreover, the treatment with Noni-ppt 3 did not show any inhibition of tumor
growth in mice inoculated with Sarcoma 180 cells.

Keywords: Morinda citrifolia Linn, fruit, polysaccharide, characterization, antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

O céancer compreende um conjunto de doencas que se caracterizam pela presenca
de células em crescimento continuo, com propriedades de invasdo e de destruicdo dos tecidos
adjacentes, bem como de crescimento em sitios diferentes daquele do tumor primario
(metastizacdo) (HANAHAN; WEINBERG, 2000). O aparecimento dessas células resulta de
uma série de alteracBes genéticas envolvendo a ativacao de proto-oncogenes e a inativacao de
genes supressores tumorais e de genes que atuam no reparo do DNA (DANTAS et al., 2009).

Nas Ultimas décadas, o cancer tem se configurado um evidente problema de saude
publica mundial, sendo responsavel por mais de oito milhGes de 6bitos a cada ano. O aumento
da expectativa de vida da populacdo, bem como a evolucdo dos métodos diagnosticos sdo
fatores relacionados ao crescimento da taxa de incidéncia dessas neoplasias malignas ao longo
dos ultimos anos (BRASIL, 2014).

No Brasil, estima-se que ocorrerdo 576 mil novos casos de cancer no ano de 2015,
sendo os mais incidentes os canceres de pele ndo melanoma, de préstata, de pulméo, de colon,
de reto e de estdmago para o sexo masculino, e os canceres de pele ndo melanoma, de mama,
de colo do atero, de colon, de reto, de pulmé&o e de glandula tiredide para o sexo feminino. De
acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2030, irdo
ocorrer cerca de 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e
75 milhGes de pessoas vivas com a doenca (BRASIL, 2013).

A terapéutica do cancer baseia-se, de modo geral, na associacdo da resseccao
cirurgica dos tumores com a quimioterapia e o tratamento radioterapico. Na década de 1970,
estas formas classicas de abordagem sofreram alterac@es significativas com a introducdo do
conceito de tratamento adjuvante. O emprego intensivo dos protocolos pos-cirdrgicos,
incluindo a associacdo de quimioterapicos com diferentes mecanismos de acdo a radioterapia
e, mais recentemente, a associa¢do destes aos anticorpos monoclonais, vem melhorando os
resultados do tratamento de alguns tipos de canceres (KUMMAR, ABBAS, FAUSTO, 2004).
Infelizmente, muitos tumores ainda apresentam respostas modestas aos protocolos clinicos e,
portanto, torna-se imperativo encontrar, desenvolver e introduzir no arsenal meédico
modalidades terapéuticas mais eficientes, que possam oferecer a0 numero crescente de

pacientes oportunidades reais de controle locorregional e a distancia das células neopléasicas.
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O século XX apresentou um avango extraordinario na pesquisa de produtos
naturais no campo da oncologia, propiciando a descoberta de diversas substéncias utilizadas
atualmente na terapéutica antineoplasica. A maior parte dos farmacos anticancer introduzidos
na terapéutica nas Ultimas décadas tem sua origem nos produtos naturais (BAILLY, 2009). A
Tabela 1 contém os principais farmacos utilizados atualmente na quimioterapia do cancer,

suas fontes de obtencdo e seus alvos moleculares.

Tabela 1 - Farmacos anticancer derivados de produtos naturais.

Farmaco Fonte Alvos
Vimblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®), Tubulina/
) ] e ) @ Catharanthus roseus o
vindesina (Eldisine™) e vinorelbina (Navelbine™) Microtubulos
] o Tubulina/
Paclitaxel (Taxol®) e docetaxel (Taxotere®) Taxus brevifolia

Microtubulos

Podofilotoxina (Wartec®), etoposideo )
® o ® Podophyllum peltatum Topoisomerase Il
(Etopophos™) e teniposideo (Vumon™)

Camptotecina, topotecano (Hycamtin®) e )
. ® Camptotheca accumlnata T0p0|somerase |
irinotecano (Camptosar ™)

Ixabepilona (Ixempra®) Sorangium cellulosum Microtaubulos
Trabectedina (Yondelis®) Ecteinascidia turbinata DNA
o ) ) Proteina quinase
Temsirolimus (Torisel®) Streptomyces hygroscopicus TOR
m

Fonte: BAILLY, 2009; LOTUFO et al., 2010.

Apesar da introducdo de novos farmacos no arsenal terapéutico contra o cancer,
varios tumores sélidos ainda ndo dispbem de tratamento adequado. Como a monoterapia
apresenta apenas resposta parcial em 15 a 20% dos casos e mesmo com as associagdes
terapéuticas nao ultrapassa 40 a 50%, € necessdria a busca de novas alternativas
medicamentosas para melhorar a eficacia do tratamento de doencgas neoplasicas avancadas
(COSTA, 2010). A maior parte dos agentes utilizados na quimioterapia atua inibindo a sintese
de DNA ou os mecanismos de replicagdo celular, mas acaba por apresentar melhor atividade
“antiproliferativa” do que “antineoplasica”. Sendo assim, a seletividade entre células normais
e tumorais torna-se modesta e os efeitos colaterais acentuados (GARRETT; WORKMAN,

1999). A descoberta de farmacos antineoplasicos de facil administragdo e com poucos ou
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insignificantes efeitos colaterais € uma das principais metas buscadas pelos pesquisadores
(COSTA, 2010).

1.2 Plantas medicinais

Ha milhares de anos, o0 homem vem utilizando os recursos da flora no tratamento
de diversas patologias. Foi através da observacéo e da experimentacdo pelos povos primitivos
que as propriedades terapéuticas de uma grande variedade de plantas foram sendo descobertas
e propagadas de geracdo em geracdo, fazendo parte da cultura popular (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006). Os primeiros registros sobre o uso de plantas medicinais datam de
aproximadamente 3000 a.C., quando o imperador chinés Sheng-Nung utilizou uma série de
plantas em seu proprio corpo, a fim de descobrir os efeitos que provocavam, escrevendo assim
um tratado denominado PEN TSAO (“A Grande Fitoterapia”) (ELDIN; DUNFORD, 2001).

Em 1803, o isolamento da morfina da Papaver somniferum pelo farmacéutico
Friedrich Wilhelm Adam Satiirner marcou o inicio do processo de extracdo de principios
ativos de plantas medicinais. A partir de entdo, outras substancias foram isoladas, como a
quinina e a quinidina obtidas da Cynchona spp em 1819, e a atropina da Atropa belladona em
1831, que passaram a ser utilizadas em substituicdo aos extratos vegetais (TUROLLA,;
NASCIMENTO, 2006).

A producéo de farmacos via sintese quimica e o crescimento do poder econémico
das industrias farmacéuticas foram acompanhados pela auséncia de comprovacdes cientificas
da eficacia das substancias de origem vegetal. Além disso, as dificuldades de controle
quimico, fisico-quimico, farmacol6gico e toxicoldgico dos extratos vegetais utilizados
contribuiram para que os medicamentos de origem vegetal, de uso quase exclusivo até a
década de 1950, fossem gradativamente substituidos nas farmécias por medicamentos
contendo as substancias ativas deles extraidas ou os seus derivados sintéticos (RATES, 2001).
Entretanto, a partir da década de 1980, os avancos técnicos e o desenvolvimento de novos
métodos de isolamento de substancias ativas a partir de fontes naturais permitiram maior
rapidez na identificagdo de substancias em amostras complexas como 0s extratos vegetais,
ressurgindo o interesse pela pesquisa destas substancias como prot6tipos para o0
desenvolvimento de novos farmacos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Dessa maneira,
nos ultimos 34 anos, a pesquisa cientifica com produtos naturais, principalmente com plantas,
voltou a progredir notavelmente em varios paises da América Latina, como Brasil, México,
Argentina e Chile (CALIXTO, 2005).
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As plantas medicinais desempenham um papel fundamental na medicina moderna,
tanto por fornecerem farmacos extremamente importantes, os quais dificilmente seriam
obtidos via sintese quimica, como por fornecerem compostos que podem ser ligeiramente
modificados para se tornarem mais eficazes ou menos toxicos (ROBBERS; SPEEDIE;
TYLER, 1997).

Mesmo com o desenvolvimento de grandes laboratérios farmacéuticos e de
farmacos sintéeticos, as plantas medicinais permaneceram como forma alternativa de
tratamento em varias partes do mundo (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Na Africa, por
exemplo, 80% da populacdo depende do uso destes medicamentos, 0s quais representam
alternativa frente ao alto custo dos farmacos sintéticos. Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), 80% das pessoas dos paises em desenvolvimento dependem da medicina
tradicional para os seus cuidados basicos de salde e, desse total, 85% utilizam plantas
medicinais ou preparacdes obtidas a partir destas (BRASIL, 2006). O mercado mundial de
medicamentos fitoterapicos foi de US$ 60 bilhdes em 2002 (WHO, 2002). Somente nos
Estados Unidos da América, este mercado representa US$ 5 bilhdes por ano, sendo o setor de
mais rapido crescimento no mercado farmacéutico norte-americano (ASCHWANDEN, 2001).

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigacbes da medicina
tradicional e popular (etnoboténica); isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios
ativos (quimica organica: fitoquimica); investigagdo farmacolégica de extratos e dos
constituintes quimicos isolados (farmacologia); transformacgdes quimicas de principios ativos
(quimica organica sintética); estudo da relacdo estrutura/atividade e dos mecanismos de acao
dos principios ativos (quimica medicinal e farmacoldgia) e a operacdo de formulacdes para a
producdo de fitoterapicos. A integracdo destas areas na pesquisa de plantas medicinais conduz
a um caminho promissor e eficaz para descobertas de novos medicamentos (MACIEL et al.,
2002).

1.3 Morinda citrifolia Linn

Morinda citrifolia, conhecida popularmente como noni, é uma espécie nativa do
sudeste asiatico e da Australia. A planta cresce em uma grande variedade de solos e sobrevive
em habitats severos, como em terrenos rochosos, arenosos e vulcanicos. E considerada
tolerante a salinidade, adaptando-se bem em é&reas inundadas pelo mar (SCOT, 2006). Em
condicBes favoraveis, a planta comeca a produzir seus primeiros frutos com aproximadamente

um ano de cultivo e continua a produzi-los de modo constante, sendo possivel observar em
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uma mesma planta a ocorréncia simultanea de frutos em diferentes estagios de maturacao
(CHAN-BLANCO et al., 2006).

Os estdgios de maturacdo do fruto encontram-se descritos no Quadro 1.
Dependendo da técnica de pds-colheita adotada, os frutos podem ser colhidos nos mais
diversos estagios de desenvolvimento e continuarem amadurecendo. De acordo com McKoy,
Thomas e Simon (2002), a mudanca da cor verde para amarela esbranquigcada ocorre quando o
fruto encontra-se completamente maduro (Figura 2), estando pronto para consumo quando a
casca estiver cerosa e semitranslicida. Os frutos ficam com a textura macia muito
rapidamente, passando do estagio 4 para 0 5 em poucas horas. Neste estagio, a polpa torna-se

quase liquefeita e adquire um odor caracteristico (CHAN-BLANCO et al., 2006).

Quadro 1 - Caracteristicas (cor e textura) dos diferentes estagios de maturagdo do fruto de Morinda citrifolia.

Estagio de maturidade Cor Textura

1 Verde Muito firme
2 Verde amarelado Muito firme
3 Amarelo palido Muito firme
4 Amarelo palido Firme

5 Acinzentado/ Translucido Macio

Fonte: CHAN-BLANCO et al., 2006.

Figura 1 — Fruto em diferentes estagios de maturag&o. Figura 2 — Fruto maduro de Morinda citrifolia.

Fonte: o autor. Fonte: o autor.
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1.3.1 Caracterizacgdo botanica

A classificagdo botanica de Morinda citrifolia L. segundo Miiller (2007) encontra-
se descrita abaixo:
* Reino: Plantae
* Divisdo: Magnoliophyta
* Classe: Magnoliopsida
* Ordem Gentianales
* Familia: Rubiaceae
* Género: Morinda
* Espécie: Morinda citrifolia

» Nome cientifico: Morinda citrifolia Linn

Quando adulta, a arvore de Morinda citrifolia pode atingir até 10 metros de altura
(SCOT, 2006). Os galhos jovens possuem ranhuras (estrias) e sdo angulares. As folhas sdo
elipticas, opostas e com margens onduladas, possuindo coloracdo verde brilhante na face
superior e opaca na inferior (Figura 2). A inflorescéncia é composta por pequenas flores de
corola branca, as quais possuem de quatro a seis estames (Figura 3). As sementes, mais de 100
em frutos grandes, sdo triangulares a alongadas, marrons, e medem entre 3 e 10 mm de
comprimento (WANG et al., 2002; McCLATHEY, 2002; VEIGA et al., 2005). Os frutos séo
ovoides e possuem uma superficie grumosa coberta de sec¢des com formato poligonal
(WANG et al., 2002; SCOT, 2003).

Figura 3 — Folhas de Morinda citrifolia Linn. Figura 4 — Flores de Morinda citrifolia Linn.

Fonte: o autor. Fonte: o autor.
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1.3.2 Principais formas de processamento do fruto de Morinda citrifolia

O processamento de alimentos tem a funcdo primordial de atuar como uma
operacdo de conservacdo, reduzindo ou evitando alteracGes indesejaveis (PEREDA et al.,
2005 apud BARROS, 2009). As frutas de noni ndo se danificam facilmente e ndo requerem
nenhum recipiente especial para o transporte e nem refrigeracdo apos a colheita.
Anteriormente ao processamento, as frutas devem ser lavadas antes que amadurecam

completamente e tornem-se frageis.

1.3.2.1 Despolpamento

E a operacéo realizada a fim de separar da polpa o material fibroso, as sementes e
a casca. A eficiéncia do despolpamento depende do didmetro dos orificios da peneira
utilizada, quanto menor o didmetro, mais refinada e homogénea serd a polpa obtida (MAIA;
SOUSA; LIMA, 2007). Sabe-se que os ingredientes ativos no noni encontram-se
principalmente no suco e na polpa, e ndo nas sementes e nas cascas (RAM, 2003).

O suco de noni pode ser produzido por uma grande variedade de métodos, alguns

destes seréo brevemente discutidos a seguir.

1.3.2.2 Suco fermentado

No sudeste da Asia, 0 suco fermentado de Morinda citrifolia L. é bastante popular.
O suco pode ser consumido puro ou em combinagdo com outros sucos de frutas a fim de
melhorar a sua palatabilidade (CORREIA, 2010). Para sua obtencdo, as frutas maduras sao
lavadas e despolpadas ou armazenadas inteiras. Com o passar do tempo, 0 suco é separado
naturalmente da polpa da fruta. O tempo minimo de fermentagdo para a obtencdo do produto é
de 60 dias. Transcorrido esse periodo, o suco é filtrado e engarrafado em recipientes de vidro
ou de pléstico, podendo ser armazenado a temperatura ambiente sem pasteurizagdo (SCOT,
2006).

Devido a fermentacdo, os acucares contidos no suco do noni sdo convertidos em
acidos organicos, ocasionando a reducdo do pH para aproximadamente 3,5 - 4,0. Alguns dos
acidos organicos produzidos podem ter algum valor a ser descoberto em pesquisas futuras
(RAM, 2003; SCOT, 2006).
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1.3.2.3 Suco nao fermentado

Alguns produtores e consumidores do suco de noni preferem um produto de sabor
mais adocicado e de cor mais clara. Se o suco ndo for fermentado no recipiente de recolha,
este se mantera relativamente doce, ao invés de adquirir um gosto azedo associado ao suco
fermentado. Para a producdo do suco, os frutos de Morinda citrifolia sdo armazenados a
temperatura ambiente até atingirem o nivel ideal de maturacdo. Posteriormente, os frutos
maduros sdo prensados, sendo o produto engarrafado diretamente em recipientes de plastico
ou de vidro e submetido a pasteurizacdo e/ou a refrigeracdo para preservar sua integridade
(RAM, 2003; SCOT, 2003).

1.3.2 Situacao regulamentar da Morinda citrifolia

Morinda citrifolia é uma planta utilizada popularmente para diversos fins
terapéuticos e nutricionais (WANG et al., 2002). Seus efeitos medicinais tornaram-se
amplamente difundidos no mundo a partir de 1996 quando o suco processado foi patenteado
como Tahitian Noni Juice® (TNJ) pela empresa norte-americana Tahitian Noni International,
atual Morinda Bioactives (MORINDA BIOACTIVES, 2012). Esta atua em 72 paises, tendo
sua sede localizada em Provo, nos Estados Unidos. A multinacional é lider em produtos de
Morinda citrifolia, com 95% do mercado. A companhia iniciou suas atividades no Brasil em
novembro de 2003 e, em menos de um ano de atuacdo, o mercado brasileiro tornou-se lider na
América Latina, com vendas mensais proximas a 1 milhdo de délares (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE EMPRESAS DE VENDAS DIRETAS, 2005).

O suco de Morinda citrifolia € um produto sem histérico de consumo pela
populagdo brasileira e, portanto, enquadrado na definicdo de “novo alimento” estabelecida
pela Resolucdo n° 16/1999. Para que o produto possa ser comercializado no Brasil, é
necessario que as empresas interessadas apresentem documentacgdo cientifica comprovando
sua seguranga e solicitem seu registro junto a Anvisa (BRASIL, 2007).

Os produtos com finalidade ou indicacdo medicamentosa ndo sdo considerados
alimentos conforme determina o artigo 56 do Decreto-Lei n° 986/1969 ¢ o item 3.1 “f” da
Resolucdo RDC n° 259/2002. Por esta razdo, a Anvisa determinou, por meio das Resolugdes —
RE n° 7/2004, n® 9/2004 e n® 148/2004, a suspensdo de propagandas do suco Tahitian Noni®
com alegaces de propriedades terapéuticas e/ou medicinais que estavam sendo veiculadas em

diversos meios de comunicagéo, inclusive na internet.
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Apesar da extensa literatura cientifica sobre a espécie Morinda citrifolia,
especialmente em relacdo aos seus possiveis efeitos farmacologicos e usos terapéuticos, a
quantidade de estudos que avaliaram sua seguranca é bastante limitada (WEST et al., 2006).
Por essa razdo, em 29 de maio de 2007, a Anvisa publicou o informe técnico n° 25, com
esclarecimentos sobre a comercializacdo de produtos contendo Morinda citrifolia (noni) no
Brasil. Neste documento, a Anvisa adverte que tais produtos ndo devem ser comercializados
como alimento até que os requisitos legais que exigem a comprovagdo da seguranga de seu
uso sejam atendidos. Assim, em maio de 2009, a Tahitian Noni International do Brasil foi
obrigada a suspender suas atividades no pais, uma vez que nao apresentou documentagéo
cientifica suficiente para demonstrar a seguranga do uso de seus produtos
(COMERCIALIZACAO DO SUCO DO NONI ESTA PROIBIDA NO BRASIL, 2009).

Apbs avaliar os aspectos de seguranca do Tahitian Noni Juice®, o Comité
Cientifico para Alimentacdo da Unido Europeia chegou a conclusdo de que ndo existem
indicios de efeitos adversos nos estudos realizados em cobaias animais que foram submetidas
a testes de genotoxidade, de alergenicidade e de toxidade sub-aguda e subcrdnica. Dessa
forma, o Comité aprovou a introducdo do suco Tahitian Noni® no mercado europeu
(COMISSAO EUROPEIA, 2002). Em 2010, a Tahitian Noni® também obteve permissio para
comercializar o puré e o concentrado dos frutos de Morinda citrifolia como novos
ingredientes alimentares, em conformidade com os critérios estabelecidos no Regulamento
(CE) n° 258/97 do Parlamento Europeu e do Conselho (EUROPEAN COMMISSION, 2010).

O governo dos Estados Unidos considera o noni seguro para consumo, incluindo-
0 na lista GRAS (Generally Recognized As Safe) e o FDA (Food & Drug Administration)
permitiu que o mesmo fosse vendido como um suplemento dietético (SCOT; CRAIG, 2006).

1.3.3 Constituicdo quimica

Nas ultimas décadas, muitos autores tém realizado estudos sobre os constituintes
quimicos das diversas partes de Morinda citrifolia Linn. Aproximadamente 200 compostos ja
foram isolados e identificados na planta, incluindo substancias fendlicas, iridoides, lignanas,
polissacarideos, entre outros (PAWLUS; KINGHORN, 2007). Dos compostos fenolicos
presentes, a grande maioria corresponde a antraguinonas e aos seus glicosideos (damnacantol,
alizarina, soranjidiol, rubiadina). Estudos sugerem que as antraquinonas estdo presentes
principalmente nas raizes (DENG et al., 2007a) e no caule (SRIVASTAVA; SINGH, 1993).
No entanto, ha relatos de tracos de antraquinonas nas flores (TIWARI; SINGH, 1977), frutos
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(LIN et al., 2007; KAMIYA et al., 2005), e folhas de Morinda citrifolia (TAKASHIMA et al.,
2007). Segundo Deng et al. (2011), os iridéides majoritarios sdo o0s acidos
deacetilasperulosidico e asperulosidico.

Até o momento, 96 compostos volateis ja foram identificados no fruto maduro de
Morinda citrifolia, incluindo &cidos carboxilicos, alcoois (3-metil-3-buten-1-ol), ésteres (metil
butanoato), cetonas (2-hexanona, 2-heptanona), aldeidos (furfural, benzaldeido), terpenos (D-
limoneno, terpineol, linalol), lactonas [(E)-6-dodeceno-y-lactona, (Z)-6-dodeceno-y-lactona] e
compostos organosulfurados (dimetil dissulfeto, S-metil tioacetato). Cerca de 83% dos
constituintes volateis do fruto correspondem a &cidos organicos, destacando-se o &cido
hexanoico (19%) e o acido octandico (58%) (FARINE et al., 1996; PINO el al., 2010; WEI et
al., 2011).

O fruto apresenta aproximadamente 90% de agua e um elevado teor de proteinas,
representando 25,6% da matéria seca do suco. Os minerais correspondem a 8,8% da matéria
seca, sendo os principais 0 potassio, o célcio, o sddio, 0 magnésio e o fésforo. Tragos de
selénio e de molibdénio também tém sido descritos no suco de M. citrifolia (CHUNHIENG,
2005; BASAR; WESTENDORF, 2012). As principais vitaminas encontradas no fruto sdo a
vitamina C, variando de 51,2 — 385,2 mg/100g de matéria seca (CANUTO et al., 2010;
SHOVIC; WHISTHER, 2001; SILVA et al., 2012; NASCIMENTO, 2012), e a vitamina A
(DIXON et al., 1999).

Segundo Bui, Bacic e Pettolino (2006), a fracdo insoltvel em etanol (Noni-ppt) do
suco produzido a partir do noni cultivado no Vietnd é composta principalmente por
carboidratos (67% p/p), sendo os acidos urdnicos seu componente majoritario. De acordo com
os autores, a fracdo polissacaridica é constituida predominantemente por acido galacturdnico
(53,6%), arabinose (13,6%), galactose (17,9 %) e ramnose (9,5%). A analise das ligac6es
glicosidicas sugere que a fracdo polissacaridica contém principalmente polissacarideos
pécticos, homogalacturonana (4-GalpA), ramnogalacturonana do tipo | (4-GalpA, 2-Rhap,
2,4-Rhap), arabinana (5-Araf, 3,5-Araf, t-Araf), arabinogalactana do tipo I (4-Galp, 3,4-Galp,
t-Araf) e arabinogalactano do tipo Il (3,6-Galp, t-Araf). Baixos niveis de xiloglucana (4-Glcp,
4,6-Glcp, t-Xylp, t-Fucp), heteroxilana (4-Xylp) e heteromanana (4-Manp) também estdo

presentes.
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1.3.4 Propriedades bioldgicas da Morinda citrifolia

Todas as partes da planta, incluindo a casca, o tronco, as raizes, as folhas e,
especialmente, a fruta, tém sido utilizadas na medicina popular ha mais de 2000 anos (WANG
et al., 2002). Estudos cientificos recentes tém revelado e confirmado muitas das atividades
bioldgicas do noni j& descritas pelos povos polinésios, como: ac¢do antioxidante (CHEN et al.,
2009; DUSSOSSOY et al., 2011), anti-inflamatéria (DUSSOSSOQY et al., 2011), analgésica
(BASAR et al., 2010), imunomoduladora (WANG et al., 2002), antibacteriana (USHA,
SASHIDHARAN; PALANISWAMY, 2010; RIVERA et al, 2011), antitumoral
(FURUZAWA et al., 2003; GUPTA et al., 2013), antiulcerosa (MAHATTANADUL et al.,
2011), hipoglicémica (NAYAK et al., 2011), entre outras.

1.3.4.1 Atividade antioxidante

Wang e Su (2001) avaliaram a atividade antioxidante do TNJ® in vitro,
comparando-a com os efeitos do acido ascérbico, do p6 de sementes de uva e do extrato da
casca de pinheiro (picnogenol). A capacidade de combater radicais anions superéxido (SAR)
do suco de noni mostrou ser 2,8 vezes maior do que a da vitamina C; 1,4 vezes maior do que a
do picnogenol e 1,1 vezes maior do que aquela do p6 de semente de uva. Desse modo,
segundo os autores, o suco de noni mostrou possuir um grande potencial para combater
radicais livres de oxigénio.

Wang et al. (2001) investigaram posteriormente a atividade antioxidante do TNJ®
in vivo utilizando um modelo experimental de lesdo hepatica crénica induzida pela
administracdo de tetracloreto de carbono (CCl,;) em ratas fémeas. Os animais tratados com
agua contendo 10% de suco de Morinda citrifolia L. apresentaram marcadores sorolégicos de
funcdo hepatica (AST, ALT) bastante semelhantes aos do grupo controle, bem como néo
tiveram qualquer alteragéo histoldgica no figado.

Zin, Abdul-Hamid e Osman (2002) investigaram a atividade antioxidante de
extratos das raizes, das folhas e dos frutos de M. citrifolia. Os resultados evidenciaram que 0s
extratos em acetato de etila das trés partes da planta possuem alta atividade antioxidante,
comparaveis a do a-tocoferol e a do BHT (butilhidroxitolueno). Tanto o extrato metandlico
como o extrato em acetato de etila das raizes apresentaram maior acdo antioxidante do que o

das folhas e dos frutos.
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Su et al. (2005) isolaram 19 compostos do fruto de M. citrifolia e todos foram
avaliados quanto a sua atividade antioxidante. Um dos compostos analisados exibiu potente
atividade antioxidante, a neolignana americanin A.

Chen et al. (2009) investigaram as propriedades antioxidantes do extrato bruto das
folhas, dos caules verdes e marrons, e do fruto de Morinda citrifolia obtido por extracdo com
CO, supercritico. Os extratos dos caules marrons apresentaram o maior conteudo fendlico total
(23,14 + 1,83 mg/g), o maior poder redutor e a maior capacidade antioxidante.

Dussossoy et al. (2011) e Nascimento (2012) também demonstraram que o fruto
de Morinda citrifolia L. apresenta propriedades antioxidantes, provavelmente, associadas a

presenca de compostos fendlicos, de iridoides e de acido ascarbico.

1.3.4.2 Atividade anti-inflamat6ria

A seletividade de inibicdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) do suco de noni foi
investigada in vitro por Su et al. (2001) e sua atividade foi comparada a de alguns tradicionais
anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), como a aspirina, a indometacina e o celecoxibe,
um inibidor seletivo da COX-2. Os resultados mostraram que a seletividade para a inibicao da
COX-2 do suco de noni é comparavel a do celecoxibe.

McKOY et al. (2002) mostraram que o extrato aquoso do fruto de Morinda
citrifolia possui atividade antiedematogénica quando administrado por via oral, utilizando o
modelo de edema de pata induzido por dois agentes pré-inflamatorios, carragenina e
bradicinina.

Li et al. (2003) investigaram in vitro a atividade anti-inflamatéria de 24 espécies
de plantas utilizadas na medicina tradicional australiana e chinesa, e observaram que o pé do
fruto de M. citrifolia possui elevada atividade inibitoria da COX-1.

A atividade anti-inflamatdria de compostos isolados a partir do fruto de Morinda
citrifolia foi avaliada frente a diferentes enzimas chave envolvidas na inflamacéo, incluindo
COX-2, 5-lipoxigenase (5-LO) e 15-lipoxigenase (15-LO). Oito compostos foram capazes de
inibir a atividade enzimatica da 5-LO e/ou da 15-LO, com concentragéo inibitoria 50% (1C50)
variando entre 0,43 e 16,5 umol/L. A quercetina, um flavondide isolado do fruto, apresentou
efeito inibitdrio contra COX-2, com IC50 de 28,6 pmol/L (DENG et al., 2007b).

Dussossoy et al. (2011) estudaram in vitro e in vivo a atividade anti-inflamatéria

do suco de Morinda citrifolia. Os experimentos demonstraram que o suco tem capacidade de
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reduzir o edema de pata induzido por carragenina em ratos e de inibir in vitro a atividade das

ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) e a produgdo de 6xido nitrico e prostaglandina E, (PGE.).
1.3.4.3 Atividade analgésica

Younos et al. (1990) avaliaram as propriedades analgésicas do extrato aquoso
liofilizado das raizes de M. citrifolia em camundongos, o qual mostrou uma consideravel
atividade analgésica central dose-dependente. O efeito analgésico foi confirmado pela
administracdo de naloxone, um antagonista especifico dos receptores opidides.

Wang et al. (2002) investigaram in vivo as propriedades analgésicas do TNJ® por
meio do método “twisted”. Este se baseia na administracdo intraperitoneal de tartarato de
antiménio e potassio, o qual provoca contor¢Ges abdominais nos camundongos devido a dor
causada. O numero de contorcdes, dentro dos primeiros 15 minutos apds a administracdo, foi
registrado a fim de avaliar o efeito analgésico do TNJ®. Os camundongos foram divididos em
quatro grupos: controle, 5%, 10% e 20% TNJ®. O suco de Morinda citrifolia foi adicionado &
agua dos camundongos durante 10 dias consecutivos. Esta investigacdo revelou um
significativo efeito analgésico dose dependente.

As propriedades analgésicas do suco de noni também foram investigadas
utilizando fémeas da linhagem SD. O TNJ® foi adicionado na agua de beber durante sete dias
utilizando quatro grupos de ratas: controle, 20% placebo, 10% TNJ® e 20% TNJ®. No Gltimo
dia foi realizado um ensaio de aquecimento da plataforma (55°C) a fim de avaliar o
comportamento dos animais frente ao calor. Este experimento mostrou que o TNJ® foi capaz
de produzir atividade analgésica dose dependente (WANG et al., 2002).

1.3.5.4 Atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana de Morinda citrifolia provavelmente tenha sido sua
primeira propriedade bioldgica observada. Seus frutos podem ser armazenados em recipientes
fechados a temperatura ambiente sem que haja a fermentacdo da quantidade relativamente
elevada de acucares que os compdem (RETHINAM; SIVARAMAN, 2007).

Saludes et al. (2002) descreveram que a fragdo em hexano do extrato de noni foi
capaz de inibir o crescimento de Mycobacterium tuberculosis em 89-95%, demonstrando

assim a sua pronunciada atividade antituberculosa.
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Usha, Sashidharan e Palaniswamy (2010) investigaram in vitro a atividade
antibacteriana e antifngica de diferentes extratos da folha de Morinda citrifolia. Os extratos
avaliados foram capazes de inibir o crescimento de Escherichia coli, de Staphylococcus
aureus, de Candida albicans e de Aspergillus niger. Os resultados mostraram que com 0
aumento da concentracdo dos extratos hd um aumento da inibi¢do do crescimento microbiano.

Rivera et al. (2011) avaliaram in vitro a atividade antibacteriana do suco de noni
frente a diferentes espécies de micoplasma: Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma penetrans
e Mycoplasma fermentans. O suco apresentou a capacidade de inibir o crescimento de todas as

espécies testadas.

2.3.5.5 Atividade antiulcerosa

O extrato aquoso do fruto de Morinda citrifolia foi capaz de reduzir o
desenvolvimento de lesdes géastricas induzidas por etanol 80% em ratos, de suprimir o
surgimento de lesdes gastricas cronicas induzidas por serotonina, bem como de acelerar a
cicatrizacdo de Ulcera gastrica cronica induzida por &cido acético em ratos, com eficacia
semelhante a de outros agentes antiulcerosos (ranitidina e lansoprazol). O extrato inibiu
significativamente a secrecdo de acido gastrico e a atividade da pepsina (MAHATTANADUL
etal., 2011).

2.3.5.6 Atividade hipoglicémica

Diabetes mellitus € um grupo de desordens metabolicas caracterizado por
hiperglicemia crénica, e decorrente de defeitos na producdo de insulina e/ou incapacidade
desta exercer adequadamente sua acdo (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2006).

Horsfall et al. (2008) investigaram in vivo a atividade hipoglicémica do suco de
Morinda citrifolia e observaram um sinergismo quando este é administrado em combinagdo
com insulina.

A administracdo do suco fermentado de noni foi capaz de reduzir
significativamente os niveis de glicose sanguineos de ratos e de promover a perda de massa

corporea dos mesmos, comprovando o efeito hipoglicémico do fruto (NAYAK et al., 2011).
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1.3.4.7 Atividade antitumoral e imunomodulatéria

Desde a década de 1990, diversos pesquisadores tem investigado por meio de
ensaios in vitro e in vivo o potencial anticancer de Morinda citrifolia e de compostos isolados
desta especie (BROWN, 2012).

Em 1994, Hirazumi et al. estudaram o efeito antitumoral de uma fracdo rica em
polissacarideos extraida do fruto de M. citrifolia (Noni-ppt) frente a um modelo de carcinoma
pulmonar de Lewis em camundongos. Os resultados do experimento mostraram que o Noni-
ppt foi capaz de ocasionar um aumento significativo no tempo de vida dos animais.

Hirazumi e Furusawa (1999) investigaram a atividade imunomodulatéria do Noni-
ppt no mesmo modelo de carcinoma pulmonar. A administragdo terapéutica do Noni-ppt
promoveu a ativacao de células do exudato peritoneal e 0 aumento do tempo de sobrevivéncia
dos camundongos. O Noni-ppt também foi capaz de estimular a liberacdo de diversos
mediadores por células efetoras, incluindo fator alfa de necrose tumoral (TNF-a), interleucina
1 beta (IL-1p), interferon gama (IFN-y), 6xido nitrico (NO), entre outros.

O potencial profilatico e terapéutico contra Sarcoma 180 foi investigado por
Furuzawa et al. (2003) utilizando polissacarideos extraidos do fruto de M. citrifolia (Noni-ppt)
cultivado no Hawaii em um modelo experimental de tumor adaptado a forma ascitica. Os
resultados mostraram que a atividade antitumoral do Noni-ppt produziu a cura de 25 a 45%
dos camundongos alogénicos e que esta atividade foi completamente abolida através da
administracdo concomitante de inibidores especificos de macrofagos (2-cloroadenosina), de
células T (ciclosporina) ou de células natural killer (anticorpo anti-asialo GM1). O Noni-ppt
apresentou sinergismo quando combinado com uma ampla variedade de drogas
antineoplasicas, incluindo cisplatina, etoposideo, 5-fluorouracil, vincristina e mitomicina C.

O glicosideo 6-O-(B-D-glucopyranosyl)-1-O-octanoyl-B-D-glucopyranose e o
acido asperulosidico (designados NB10 e NB11, respectivamente) obtidos a partir da fragdo n-
butanolica do suco de Morinda citrifolia demonstraram inibir AP-1, um eucariotico fator
envolvido na proliferacdo celular, no metabolismo celular e na presenca de metastases (LIU et
al., 2001; WANG et al., 1999; WANG et al., 2000).

Wang e Su (2001) investigaram o efeito preventivo do TNJ® no estagio inicial da
carcinogénese. Os resultados sugeriram que a prevencdo da formacdo de adutos de DNA-
carcinogénicos e a atividade antioxidante do TNJ® podem contribuir para o efeito

quimiopreventivo.
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Wang et al. (2002) demonstraram que animais tratados com o TNJ® tém uma
melhora da funcdo imune com concomitante hiperplasia do timo.

Hornick et al. (2003) utilizaram como modelos de angiogénese veias da placenta e
transplante de tumor mamario humano para testar a atividade antiangiogénica do suco de
Morinda citrifolia. Os resultados mostraram que 0 suco na concentracdo de 5% (v/v) foi
efetivo em inibir a iniciagdo do crescimento de novos vasos da placenta e em reduzir a taxa de
crescimento e proliferacdo de novos capilares j& em desenvolvimento. Quando utilizaram o
suco a 10% (v/v), este foi capaz de induzir a degeneracéo dos vasos e de produzir apoptose em
redes capilares estabelecidas ap6s poucos dias de aplicacdo. Nesta concentracdo observou-se
também a atividade de inibir a iniciagdo de crescimento de novos vasos a partir do tumor de
mama transplantado.

Em 2005, um ensaio clinico envolvendo 29 pacientes com cancer em estado
avancado demonstrou que a administracdo de capsulas contendo extrato seco do fruto maduro
de Morinda citrifolia ndo foi capaz de ocasionar a regressao dos tumores (ISSELL et al.,
2005).

Li et al. (2008) demonstraram que a administracdo intraperitoneal do exudato de
noni obtido apos 14 dias de fermentacdo (FNE) aumentou significativamente as porcentagens
de granuldcitos e, principalmente, de células NK no sangue periférico, no peritdnio e no bacgo
dos animais tratados. A administracdo profilatica do fNE preveniu em mais de 85% o
aparecimento do Sarcoma 180 em sua forma ascitica em camundongos C57BL/6J, mas néo foi
capaz de evitar o aparecimento do tumor ascitico em camundongos deficientes de linfdcitos
funcionais e em camundongos deficientes de células NK. Além disso, os pesquisadores
verificaram que o sobrenadante obtido apés centrifugacdo (10.000 rpm; 10 min) e filtracdo
(0,2 um) do fNE também apresentou atividade antitumoral e que esta permaneceu mesmo
apos 0 seu aquecimento.

Taskin et al. (2009) investigaram o efeito anticancer do Alnoni®, suco de noni
produzido pela empresa Hanoju Europe Ltd, frente a um modelo experimental de tumor
ascitico de Ehrlich em camundongos fémeas Balb/c. Ap6s 14 dias de tratamento, pode-se
verificar que a administracdo oral do suco de noni induziu a apoptose das células tumorais,
reduzindo significativamente a taxa de proliferagéo celular.

Zhang et al. (2009) demonstraram que células dendriticas tratadas com o fNE
promoveram a proliferacdo in vitro de esplendcitos e de células B, sugerindo que
constituintes do suco fermentado de noni atuam como um modificadores da resposta

biolégica.
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Ahmad et al. (2012) investigaram in vitro o efeito quimiopreventivo do suco de
noni (NJ) através da mutagenicidade induzida pela aflatoxina B1 em cultura de linfécitos
humanos. Os pesquisadores verificaram que 0 NJ ocasionou uma reducéo dose-dependente na
frequéncia de trocas entre cromatides irmds e de aberracGes cromossdmicas.

Clafshenkel et al. (2012) testaram o potencial antitumoral do Tahitian Noni Juice®
sobre a carcinogénese mamaria em camundongos transgénicos MMTV-neu. O periodo de
laténcia do tumor, a incidéncia e a incidéncia metastatica ndo foram afetadas pelo tratamento
com TNJ®. No entanto, o TNJ® mostrou-se Gtil no tratamento de mulheres com cancer de
mama HER2/neu, pois ocasionou uma reducdo significativa no peso e no volume dos tumores.

Em 2013, Li et al. investigaram a atividade antitumoral de duas diferentes frages
do fNE frente a um modelo ascitico de Sarcoma 180 em camundongos C57BL/6J. Os
resultados dos ensaios in vivo mostraram que a administracdo intraperitoneal da fracdo n-
butanol do fNE foi capaz de prevenir em 100% o aparecimento do tumor e de erradicar 75%
dos tumores ja existentes, proporcionando uma resposta imune mais forte do que aquela
estimulada pelo fNE. Por outro lado, a administracdo profilatica da fracdo acetato de etila ndo
foi capaz de prevenir o aparecimento do tumor. Quando adicionada a agua ingerida pelos
animais durante 4 semanas, a fracdo n-butanol preveniu em 62,5% o aparecimento do tumor e

a fracdo acetato de etila em 50%, demonstrando que estas fragdes sdo ativas por via oral.

1.4 Carboidratos

Os carboidratos sdo as moléculas organicas mais abundantes na natureza. Eles
apresentam uma grande variedade de fungdes, as quais incluem o fornecimento de energia, a
atuacdo como uma forma de armazenamento de energia € como elementos estruturais. Os
carboidratos sdo poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas, ou substancias que liberam esses
compostos por hidrdlise.

Os carboidratos podem ser classificados, segundo o seu tamanho, em trés classes
principais: monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Os monossacarideos
(acucares simples) sdo constituidos por uma uUnica unidade de poliidroxialdeido ou
poliidroxicetona. O monossacarideo mais abundante na natureza é a D-glicose, aglcar com
seis atomos de carbono em sua estrutura. Os monossacarideos com cinco ou mais atomos de
carbono na cadeia geralmente ocorrem em solucBes aquosas como estruturas ciclicas (em
anel) nas quais o grupo carbonila forma uma ligacdo covalente com o oxigénio de um grupo

hidroxila da mesma molécula. Nesse processo de ciclizacdo, ocorre a formacdo dos
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estereoisomeros o € B do monossacarideo (Figura 5). Por sua vez, os oligossacarideos sao
formados por cadeias curtas de monossacarideos unidos entre si por liga¢fes glicosidicas. Os
mais abundantes sdo os dissacarideos, com cadeias contendo apenas duas unidades

monossacaridicas.

Figura 5 — Mecanismo de ciclizacdo da D-glicose.
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Fonte: Adaptado de NELSON; COX, 2006.

1.4.1 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo macromoléculas naturais encontradas em todos o0s
organismos Vvivos, constituindo o grupo de compostos mais abundante e importante da
biosfera. Esses polimeros sdo constituidos por vinte ou mais unidades monossacaridicas
unidas por ligacdes glicosidicas, diferindo-se entre si na identidade das suas unidades, nos
tipos de ligacBGes que as une, no comprimento de suas cadeias e no grau de ramificacdo das
mesmas (NELSON; COX, 2006).

Nos polissacarideos, as unidades monossacaridicas estdo na forma ciclica
(furanosidica ou piranosidica), resultantes da reacdo intramolecular do grupo carbonilico em
C-1 (poliidroxialdeido) ou em C-2 (poliidroxicetona) com grupos hidroxilicos em C-4 ou C-5
da estrutura em cadeia aberta, formando um hemiacetal ou hemicetal ciclico.

O processo de formacdo das longas cadeias poliméricas ocorre atraves da
policondensagdo das unidades monossacaridicas e a ligacdo glicosidica é formada apds a
eliminacdo de uma molécula de &gua entre duas moléculas adjacentes (NELSON; COX,
2006). As ligagdes glicosidicas entre as unidades monoméricas sdo designadas de acordo com

0 numero dos carbonos que estabelecem a conexdo e também em funcao da posicdo do grupo
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hidroxila no carbono anomérico do glicideo envolvido na ligacdo. Se esse grupo hidroxila do
carbono andmero estiver na configuragdo o, a ligagdo é denominada a. Se o grupo estiver na
configuracdo B, a ligacdo ¢ chamada de f (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006).

Os polissacarideos podem ser classificados em homopolissacarideos, quando
resultantes da condensacao de um unico tipo de monossacarideo, e em heteropolissacarideos,
quando formados pela condensacdo de diferentes tipos de monossacarideos (NELSON; COX,
2006).

1.4.1.1 Polissacarideos como modificadores da resposta bioldgica

Modificadores da resposta bioldgica sdo substancias que tém a capacidade de
melhorar o sistema imune. Estes podem ser citocinas produzidas de forma endogena por
células imunes como também substancias provenientes de outros organismos. Estes
modificadores da resposta bioldgica exdgenos podem ser acidos nucléicos, lipideos, proteinas
ou polissacarideos. Dentre eles, os polissacarideos sdo 0s que estdo presentes em maior
abundancia na natureza. Sua origem pode ser uma bactéria, um fungo ou um vegetal. A nivel
celular, sua fonte pode ser a partir de reservas de polissacarideos do citoplasma, ou de
polissacarideos estruturais presentes nas membranas ou nas paredes celulares dos organismos.
Os métodos de extracdo e purificacdo estdo diretamente relacionados com a forma como as
moléculas desses polimeros encontram-se arranjadas (LEUNG et al., 2006).

A possibilidade de utilizar esses polissacarideos como agentes antitumorais tem
atraido a atencdo nas areas bioguimica e médica. Muitos dos compostos que foram
descobertos como agentes citotoxicos contra células cancerigenas também apresentam
toxicidade para as células normais do hospedeiro. Atualmente, a descoberta de novas
substancias que sejam realmente efetivas contra tumores malignos tem se tornado uma
importante meta das pesquisas biomédicas. O aumento ou potencializacdo dos mecanismos de
defesa do organismo surge como uma possivel alternativa para inibir o crescimento tumoral
sem prejudicar o hospedeiro (OOI; LI1U, 2000).

Nas ultimas décadas, polissacarideos de origem vegetal emergiram como uma
importante classe de produtos naturais bioativos. Atividade antitumoral, imunoestimulante,
anti-inflamatoria, anticoagulante, hipoglicémica e hipocolesterolemiante tem sido relatada
para uma grande variedade de polissacarideos (SIMOES et al., 2003).

A maioria dos estudos envolvendo polissacarideos esta ainda em fase pré-clinica,

entretanto, alguns polissacarideos extraidos de fungos ja sdo largamente comercializados no
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Japdo, dentre eles destacam-se a lentinana, a schizophyllana e o PSK (polissacaropeptideo
Krestin), isolados da Lentinus edodes (Shiitake), da Schizophyllum commune e da Coriolus
versicolor, respectivamente. Tanto a lentinana como a schizophyllana sdo B-D-glucanas puras,
ao passo que o PSK ¢ constituido por uma B-D-glucana ligada a peptideos (YANG et al.,
1992; MIZUNO, 1999; ZONG; CAO; WANG, 2012).

A lentinana foi isolada pela primeira vez por Chihara et al. (1970), que
demonstraram seu elevado potencial antitumoral. Desde entdo, diversos pesquisadores tém
demonstrado que a lentinana é capaz de prolongar a sobrevida de pacientes com cancer,
especialmente nos casos de carcinomas colorretal e gastrico (FURUE et al., 1981; TAGUCHI,
1987, INA et al., 2011). Somente na década de 1990, foi descoberto que 0 mecanismo de acao
da lentinana estaria diretamente relacionado ao seu potencial imunoestimulatorio. Ela é capaz
de elevar os niveis de expressdo génica de TNF-a, IL-1a e IL-1pB, citocinas que agem em
diversos alvos, como células B, células T e mondcitos (LIU et al., 1999). Sua
biodisponibilidade oral é limitada e, por essa razdo, a lentinana tem sido rotineiramente
administrada por via intravenosa (KIDD, 2000).

O PSK, assim como a lentinana, também prolonga a sobrevida de pacientes com
carcinomas colorretal e gastrico (MITOMI et al., 1989; NAKAZATO, 1994; ITO et al.,
2004). O PSK age estimulando a ativacdo de células T e de células NK, e induzindo a
expressdo génica de algumas citocinas, como IFN- y, IL-2, TNF-a, IL-1, IL-8 e IL-6 in vitro e
in vivo (KOBAYASHI; MATSUNAGA; FUJII, 1993).

Na China, um polissacarideo ligado a proteinas (PSP), similar ao PSK, também
isolado da espécie Coriolus versicolor, apresentou de modo semelhante uma ampla e potente
atividade antitumoral, sendo capaz de inibir tumores de Ehrlich, leucemia PS33 e leucemia
monocitica (YANG et al., 1992).

Em um estudo randomizado envolvendo 220 pacientes com cancer cervical
tratados com radioterapia e/ou schizophyllana, foi verificado que o polissacarideo ocasionou
uma significativa reducdo dos tumores. Em comparacao aos resultados do grupo controle, o
tempo de recorréncia foi maior para os pacientes com cancer em estagio Il tratados com
schizophyllana. Além disso, o tempo de sobrevida dos pacientes com cancer cervical em
estagio Il no grupo tratado com schizophyllana mostrou-se significativamente maior do que
no grupo controle (KUNIHIRO et al., 1986). Em 1994, Kimura et al. (1994) verificaram que a
schizophyllana é capaz de proporcionar um aumento da sobrevida de pacientes com cancer de

cabeca e pescoco.
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1.5 Fundamentacdo das técnicas de caracterizacdo e de elucidacdo estrutural de

polissacarideos

1.5.1 Determinacdo da composicdo monossacaridica por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia

Para obter informac6es a respeito da composicdo monomeérica dos polissacarideos
a partir da cromatografia liquida de alta eficiéncia, os materiais devem ser primeiramente
submetidos a hidrolise 4acida, gerando, apds a quebra das ligacdes glicosidicas, 0s
monossacarideos livres.

De acordo com esse procedimento, o material é submetido a uma hidrolise acida
utilizando &cido trifluoroacético (TFA), o qual é posteriormente removido do meio
(BIERMANN e McGINNIS, 1990 apud SOUZA, 2009). Seguindo o mecanismo de hidrélise
(Figura 6), primeiro ocorre a protonacdo do atomo de oxigénio glicosidico (1), seguida pela
quebra da ligagdo em O-C em C-1 da unidade monossacaridica (2), originando o ion ciclico
de carbono-ox6nio, que apresenta uma conformacéo de meia cadeira (half-chair) com C-2, C-
1 e C-5 no mesmo plano. A reacdo do ion oxénio com a dgua gera o acucar redutor protonado
e, apos desprotonacdo, forma-se o acucar redutor (EDWARD, 1955; FOSTER; OVEREND,
1955 apud SOUZA, 2009).

Figura 6 — Mecanismo de hidrélise acida de glicosideos. (1) protonacdo do oxigénio glicosidico; (2) formacéao do
fon ciclico carbono-oxénio (half-chair); (3) formacdo do acucar redutor protonado; (4) liberacdo do préton,
gerando o agucar redutor.
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1.5.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel

A cromatografia de permeacdo em gel (GPC ou SEC, do inglés Gel permeation
chromatography ou Size exclusion chromatography) tornou-se um meétodo convencional para
determinacdo da distribuicdo de massa molar (Mwp) de diversos materiais poliméricos. O
conhecimento da massa molar (MM) e da sua distribuicdo é importante para a aplicacdo e
processabilidade do polimero. A cinética das reacBes poliméricas, como sintese,
transformacfes quimicas e também degradacdo das macromoléculas, pode ser avaliada
eficazmente através de mudancas na MM. Além disso, a MM fornece indiretamente
informacdes sobre a composicao quimica, ramificacdo da cadeia e comportamento em solugédo
dos polimeros (EREMEEVA, 2003).

O principio de operacdo do GPC consiste na separacdo de diferentes moléculas em
solucdo com base em seu raio (Rp) ou em seu volume hidrodinadmico (V4), e ndo em sua massa
molar. O processo de separacdo ocorre em colunas empacotadas com materiais de diferentes
porosidades, como géis, polimeros reticulados, particulas de silica, entre outros (AGILENT
TECHNOLOGIES, 2012). O tempo de eluicdo é maior para moléculas menores, uma vez que
estas tendem a passar por um nimero maior de poros, 0 que aumenta seu tempo de residéncia
na coluna. A Figura 7 ilustra 0 mecanismo de separagdo por exclusdo de tamanho nas analises
por GPC.

Figura 7 — Mecanismo de separacdo na cromatografia de permeagéo em gel.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Realizar a caracterizacao estrutural do polissacarideo presente no puré do fruto de Morinda

citrifolia Linn e investigar sua atividade antitumoral.

2.2 Objetivos especificos

Extrair e purificar o Noni-ppt;

¢ Realizar a caracterizacdo estrutural e fisico-quimica do Noni-ppt;

e Avaliar a atividade citotoxica do Noni-ppt em cultura de células tumorais por meio do

método colorimétrico brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT);

e Auvaliar a atividade antitumoral in vivo do Noni-ppt, administrado por via intraperitoneal e

oral, em camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados com tumor Sarcoma 180.
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Polimeros (Labpol) em parceria com o
Laboratorio Nacional de Oncologia Experimental (LOE), ambos pertencentes a Universidade

Federal do Ceara.
3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes

Agua destilada, &lcool etilico comercial e P.A., 4cido sulfarico, &cido cloridrico,
acido trifluoroacético, biftalato de potéassio, n-butanol, hidroxido de sédio P.A., orcinol foram
utilizados.
3.1.2 Equipamentos de pequeno porte

Balanca analitica A&D® HR-200; Bomba & vacuo Tecnal® Te-0581; Centrifuga
Sigma® 3-30K; Estufa com circulacdo de ar Nova ética® 400; Liofilizador da Edwards®,
modelo RV12 e Liofilizador da Labconco®, modelo FreeZone 4.5.
3.2 Metodologia
3.2.1 Obtencéo e limpeza dos frutos

Os frutos foram colhidos manualmente em uma propriedade localizada em
Fortaleza — CE no periodo de agosto de 2012 a fevereiro de 2013. Posteriormente, foi
realizada uma preé-selecdo, descartando os frutos danificados e aqueles em fase de senescéncia
avancada. Os frutos foram lavados em &gua corrente e, em seguida, selecionados com a
finalidade de padronizar o seu estagio de maturagéo.

3.2.2 Extracao e purificagdo do Noni-ppt

A extragdo foi realizada segundo uma adaptacédo da metodologia descrita por

Hirazumi e Furasawa (1999). Os frutos de Morinda citrifolia em estagio 4 de maturacao
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(Quadro 1, pag. 19) tiveram as cascas removidas manualmente e, posteriormente, foram
processados utilizando a centrifuga Mondial Juicer para a obtencao do puré de noni (Figura 8).
Em seguida, o puré foi liofilizado para determinagéo de sua massa seca. Para cada 5 g do puré
seco foram adicionadas 100 mL de agua destilada e a suspensdo foi mantida sob agitacdo
magnética a temperatura ambiente por 1 h. Apos esse periodo, a suspensédo foi centrifugada
(6000 rpm; 20 min.; 25°C) e o residuo descartado. O sobrenadante foi filtrado em um funil de
placa sinterizada n°4 e liofilizado. Em seguida, o residuo seco obtido foi dissolvido em 50 mL
de agua destilada. O polissacarideo foi precipitado, lentamente e sob agitacdo moderada, em
alcool etilico comercial 96% na proporcdo de 1:4 (volume de solucdo de noni/volume de
alcool) (BUI; BACIC; PETTOLINO, 2006). Ap6s a precipitacdo, a suspensdo contendo o
polissacarideo foi centrifugada (8000 rpm; 30 min.; 10°C) e o sobrenadante descartado.
Finalmente, o precipitado foi dissolvido em agua e liofilizado, sendo entdo denominado de

Noni-ppt 1.

Figura 8 — Processo de obtengdo do puré de noni.

Fonte: o autor.

A fim de purificar o Noni-ppt 1 foram realizadas etapas sucessivas de dissolucéo
em agua destilada e precipitacdo em alcool etilico comercial 96% na proporcao de 1:4
(volume de solucdo de noni/volume de &lcool). O Noni-ppt 1 apds duas etapas de

reprecipitacdo foi denominado de Noni-ppt 3 e apds quatro etapas de reprecipitacdo de Noni-
ppt 5.
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Figura 9 — Procedimento de extracdo aquosa do Noni-ppt 1.
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3.2.3 Caracterizacdo dos materiais

3.2.3.1 Determinagdo do perfil de distribuicdo da massa molar por Cromatografia de

Permeacédo em Gel (GPC)

Foram preparadas solugdes 0,1% (m/v) do polissacarideo em agua deionizada.
Tais solugbes foram filtradas com membrana MILIPORE de porosidade 0,45 pum e, em

seguida, foi adicionado etilenoglicol como padréo interno.
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O perfil de distribuicdo da massa molar foi determinado através de Cromatografia
de Permeacdo em Gel, utilizando um sistema cromatogréafico tipo HPLC da Shimadzu
constituido de uma bomba modelo LC-20AD funcionando isocraticamente com os detectores
de indice de refracdo modelo RID-6A e UV-VIS SPD-10AV, ambos da Shimadzu. Foi
utilizada uma coluna PolySep-GFC-P Linear de 7,8 x 300 mm, com fase movel NaNO;3 0,1

mol/L , a 40 °C e fluxo de 1,0 mL/min. O volume injetado das amostras foi de 50 pL.

3.2.3.2 Determinagéo do teor de proteinas através de andlise elementar

O teor de nitrogénio das amostras de Noni-ppt foi obtido em um microanalisador
Perkin-Elmer 2400 CHN. A quantidade de proteina foi estimada através do teor de nitrogénio
obtido para cada amostra, sendo utilizado um fator de conversdo igual a 5,75, usual para
proteinas de origem vegetal (BRASIL, 2003).

3.2.3.3 Dosagem de acidos urbénicos

A determinacdo de acidos urénicos das trés amostras (Noni-ppt 1, Noni-ppt 3 e
Noni-ppt 5) foi realizada por titulagdo potenciométrica. Inicialmente, 250 mg do Noni-ppt
foram dissolvidos em 40 mL de agua deionizada sob agitacdo magnética e, em seguida, a
solucdo foi filtrada através de funil de placa sinterizada n°4. A solucdo obtida foi percolada
trés vezes através de uma coluna empacotada com resina de troca catiénica e, posteriormente,
liofilizada. Uma massa conhecida da amostra liofilizada (Noni-ppt acidificado) foi titulada
com a solucdo de NaOH 0,09097 mol/L previamente padronizada, sendo este procedimento
realizado em triplicata. Para o calculo do teor de &cido urdnico foi utilizada a seguinte

férmula;

%Acido urdnico (m/m) = 176,14 x M x V x 100

m
onde:
e 176,14 corresponde a massa molar do acido galacturénico (194,14 g), monossacarideo

citado como majoritario por Bui, Bacic e Pettolino (2006), apos a subtracdo da massa molar
da agua (18 g);
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e M representa a concentracdo em mol/L da solucdo de hidroxido de sodio;
e V é 0 volume gasto para atingir o ponto de equivaléncia, o qual foi determinado a partir da
segunda derivada;

e m corresponde a massa de amostra (Noni-ppt).

3.2.3.4 Caracterizagéo por espectroscopia de absorc¢do na regido do infravermelho (V)

Os espectros de absorcdo no infravermelho do polissacarideo foram obtidos em
um espectrofotdometro FTIR Shimadzu® 8300 em pastilhas de KBr, na regido de 4000 a 400

cm™.

3.2.3.5 Anélise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica, a umidade e o percentual de residuo das amostras foram
determinados por ensaios termogravimétricos feitos em equipamento Netzsch STA 449F3, em
fluxo de ar sintético de 50 mL/min e razdo de aquecimento de 10 °C/min na faixa de 25 a 900

°C. Foi utilizada massa inicial de 7 mg.

3.2.3.6 Determinacdo do teor de umidade por andlise gravimétrica

O teor de umidade das amostras foi quantificado pelo método de secagem em
estufa. As amostras de Noni-ppt (0,5 g) foram transferidas para pesa-filtros e submetidas a
secagem em estufa a 105 °C até peso constante, sendo este procedimento realizado em
duplicata. O teor de umidade foi calculado utilizando a equacéo:

Perda (%) = (Pu - Ps) x 100
Pa

onde:

e Pa = peso da amostra (g)
e Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da desidratacéo (g)

e Ps =peso do pesa-filtro contendo a amostra apés a desidratagéo (g)
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3.2.3.7 Determinagéo da composi¢do monossacaridica

3.2.3.7.1 Hidrolise 4cida total

A fim de obter informacgBes a respeito da composicdo monossacaridica do
biopolimero, as amostras de Noni-ppt foram submetidas a hidrolise acida, gerando assim
monossacarideos livres ap0s a quebra das ligacdes glicosidicas.

A hidrolise acida total dos polissacarideos foi realizada utilizando-se cerca de 10
mg da amostra dissolvidos em 2,0 mL de TFA 4 mol.L™?, a 100 °C, por 5 horas. Apés a
hidrélise, o &cido residual foi eliminado através da adicdo de metanol e evaporagdo em banho
de areia a 80° (PAULA, 1995).

3.2.3.7.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os produtos da hidrélise foram dissolvidos em 1 mL de agua miliQ e,
posteriormente, submetidos a cromatografia em cromatoplacas de silica gel 60 (Merk) eluidas
com n-butanol/piridina/HCI 0,1 mol/L (10:3:3) (CHAPLIN; KENNEDY, 1994). As placas
foram reveladas com orcinol 0,4% em acido sulfarico/alcool (1:19). Os monossacarideos
presentes no Noni-ppt foram identificados através da comparacdo dos fatores de retencao
(Rfs) com aqueles obtidos para os padrdes de monossacarideos testados (Rha, Ara, Rib, Xyl,
Man, Gal, Glc, GalA e GIcA).

3.2.3.7.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises de CLAE foram realizadas em aparelho SHIMADZU com detector de
indice de refracdo (RID 10A, SHIMADZU), utilizando uma coluna para acidos organicos
(REZEX ROA - Organic Acid, 300 x 7,80 mm). O fluxo da fase mével (H,SO, 8 mmol.L™)
foi de 0,6 mL.min™. As amostras foram solubilizadas em 4gua deionizada a uma concentracéo
de 1 mg.mL™ e filtradas em membrana de acetato de celulose com porosidade de 0,22 um. O
volume de amostra injetado foi de 50 uL e foram utilizados padrdes de monossacarideos (Rha,

Ara, Rib, Xyl, Man, Gal, Glc, GalA e GIcA) para comparacao dos tempos de retencéo.
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3.2.3.8 Caracterizagdo estrutural por ressonancia magnética nuclear de *C

Os polissacarideos foram caracterizados a partir dos deslocamentos apresentados
nos espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono 13. As anélises de RMN foram
realizadas nas técnicas unidimensionais (RMN *C desacoplado) utilizando um espectrometro
Bruker modelo Avance DRX-500, pertencente ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceara (CENAUREMN). Os
deslocamentos quimicos, expressos em 6 (ppm), foram determinados a temperatura ambiente,

utilizando o D,O como solvente e DSS como padréo interno.
3.2.4 Avaliacdo da atividade citotdxica in vitro
3.2.4.1 Principio do teste

Foi utilizado o método colorimétrico brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) descrito por Mosmann (1983). Esse ensaio consiste em medir a
viabilidade celular através da atividade enzimatica mitocondrial das células viaveis, visto que
0 MTT é reduzido a formazan por enzimas pertencentes & cadeia respiratoria (Figura 10).
Formazan é um composto de coloracdo purpura, insolivel em agua e solivel em DMSO. A

quantificacdo da inibicdo enzimatica é realizada espectrofotometricamente.

Figura 10 — Reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a formazan.
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3.2.4.2 Linhagens tumorais

No ensaio in vitro, foram utilizadas células tumorais das seguintes linhagens:
HCT-116 (cancer de célon), SF-295 (sistema nervoso central) e OVCAR-8 (carcinoma
ovariano), cedidas pelo NCI-USA (National Cancer Institute, Bethesda, MD, USA).

3.2.4.3 Cultivo das células

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos para cultura
(Corning, 75 cm?, volume de 250 mL); utilizando o meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute Medium 1640 (RPMI, Cultilab) complementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
e 1% de antibidticos (para uma concentracdo final de 100 U/mL de penicillina e 100 mg/mL
de estreptomicina) sempre manipuladas dentro de fluxo laminar vertical (VECO, modelo
Biosafe 12, classe I1). O meio RPMI 1640 foi preparado a partir da diluicdo do conteldo em
pé do saché em agua tridestilada numa temperatura entre 15 e 20 °C sob agitacéo lenta e
constante e suplementado com bicarbonato de sédio (5,6%), glutamina (0,2 mol/L) e HEPES
(1 mol/L). O pH foi ajustado para 7,2 e o0 meio foi filtrado em membrana de nitrocelulose com
poro de 0,22 um de diametro (Millipore) para esterilizacdo. As células foram mantidas em
estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO, (NUAIRE, modelo TS Autoflow), seguido da
observacdo do crescimento celular com ajuda de microscopio de inversdo (Nikon, modelo
Diaphot) a cada 24 horas. Para o desprendimento das células aderidas foi utilizada solucéo de
tripsina-EDTA 0,5% (Gibco) diluida 10X em tampéo fosfato (BUTLER e DAWSON, 1992).

3.2.4.4 Procedimento experimental

A avaliacdo da atividade citotoxica in vitro do Noni-ppt 3 foi realizada no
Laboratorio Nacional de Oncologia Experimental (LOE) da Universidade Federal do Ceara.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em duplicata. As células em
suspensdo ou em monocamadas foram distribuidas em multiplacas de 96 pogos na
concentracdo de 2 x 10* células/100 pL para as células suspensas e de 2 x 102 células/100 pL
para as células aderidas utilizando o método automatizado oferecido pelo instrumento de High
Throughout Screening (Becman Coulter Inc., modelo Biomek 3000). As amostras de Noni-ppt
1, 3 e 5 (50 pg/mL) foram incubadas durante 72 h juntamente com as linhagens tumorais em

um volume final de 200 puL em estufa contendo 5% de CO, a 37°C. Ap0s este periodo, as
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placas foram centrifugadas (1500 rpm por 15 min.; Eppendorf, modelo Centrifuge 5403) e o
sobrenadante descartado. Em seguida, foram acrescentados 150 pL da solucdo de MTT (sal de
tetrazolium 0,5 mg/mL) a cada poco e a placa foi incubada por mais 3 h. Apds este periodo,
foram acrescentados 150 pL de dimetilsulféxido (DMSO) a 10% a fim de solubilizar o
formazan produzido e, em seguida, a placa foi enrolada em papel aluminio e colocada na
estufa a 37°C por mais uma noite. A leitura de absorbancia foi realizada a 595 nm em
espectrofotdmetro de placa (Beckman Coulter Inc., modelo DTX-880) e, por fim, procedeu-se

a determinacdo da porcentagem de células viaveis empregando a férmula:

Vlabllldade CElUlal' (%) = DOCé]u]aS tratadas ~ DOBranco X 100

DOControle negativo ~ DOBranco

onde:

o DOcgulas tratadas = Densidade Optica dos pogos com o Noni-ppt
e DOcontrole negativo = Densidade dptica dos pogos do controle negativo

e DOgranco = Densidade dptica dos pocos contendo apenas 0 meio de cultura

3.2.5 Avaliacéo da atividade antitumoral in vivo

A avaliacdo da atividade antitumoral in vivo do Noni-ppt 3 foi realizada no
Laboratorio Nacional de Oncologia Experimental (LOE) da Universidade Federal do Ceara.
O protocolo experimental adotado foi submetido & analise da Comissdo de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Federal do Ceard, sendo aprovado segundo o protocolo n° 83/2013.

O tumor utilizado no experimento foi o Sarcoma 180, o qual foi descoberto em
1914 no Crocker Laboratory (Columbia University, New York), sendo originalmente um
tumor de natureza sélida, surgindo espontaneamente na regido axilar de camundongos.

Inicialmente, o Sarcoma 180 foi classificado como um carcinoma mamario, mas
por volta de 1919, apos a realizacdo de varios transplantes subcuténeos, observou-se que suas
caracteristicas morfologicas e seu comportamento eram peculiares de um tumor sarcomatoso,

passando entdo a ser denominado Sarcoma 180 (RIOS, 2013).
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3.2.5.1 Obtenc¢édo e manutengdo dos animais

Nos testes para avaliagdo da atividade antitumoral in vivo do Noni-ppt, foram
utilizados camundongos (Mus musculus Swiss) fémeas provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara (BIOCEN - UFC). Todos os animais foram mantidos sob as
mesmas condicdes e sob regime de ingestdo ad libitum de ragdo comercial (Purina, Sdo Paulo)
e de &gua clorada durante o periodo do experimento.

O animal de manutencédo (Figura 11) foi sacrificado por deslocamento cervical e,
em seguida, foi coletado o liquido ascitico da sua cavidade abdominal e preparada uma
suspenséo de celulas com 40 mL de soro Ringer lactato, 100 pL de gentamicina (10 mg/mL) e
5 mL de liquido ascitico para posterior contagem de células.

Figura 11 — Animal de manutencdo com a forma ascitica do Sarcoma 180.

Fonte: o autor.
3.2.5.2 Procedimento experimental

Para a implantacdo do tumor sélido, foram injetadas 2 x 10° células/0,5 mL na
regido axilar esquerda de camundongos com peso médio de 30 g. Os animais foram divididos
aleatoriamente em grupos (n=8) e, ap6s 24 h da inocula¢do do tumor, foi dado inicio ao
tratamento, o qual foi realizado por sete dias consecutivos, utilizando 25 mg/kg/dia de 5-
Fluorouracil (5-FU) para o controle positivo e solucdo salina para o controle negativo. O
Noni-ppt 3 foi testado nas doses de 25 e 50 mg/kg/dia, sendo administradas tanto por via

intraperitoneal (i.p.) como por via oral (v.0.) (Figura 13).
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Figura 12 — Animal com tumor s6lido Sarcoma 180. Figura 13 — Animal em tratamento por via oral.

fi
4

No final do experimento, os animais foram sacrificados por deslocamento

Fonte: LabNOE — UFC Fonte: LabNOE — UFC

cervical, sendo seus 6rgdos (rins, baco, figado e estdmago) e tumores dissecados para
avaliagdo do peso relativo e da atividade antitumoral, respectivamente. O percentual de
inibicdo do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela formula:

IT (%) = (A— B) x 100
A

onde:

e A =meédia dos pesos dos tumores no grupo controle

e B = média dos pesos dos tumores nos animais tratados
3.2.5.3 Andlise dos dados

Os efeitos do Noni-ppt 3 no crescimento tumoral in vivo foram avaliados
utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software). Os resultados (peso relativo dos
6rgdos e peso dos tumores) foram expressos como média * erro padrdo médio (EPM). Para
verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os grupos, os dados foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnet, com nivel de
significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracdo e purificacdo do polissacarideo de Morinda citrifolia Linn

Na Tabela 2, encontram-se as porcentagens dos componentes do fruto maduro de
Morinda citrifolia Linn. Pode-se observar que o rendimento de puré seco é baixo,
representando apenas 3% do total do fruto in natura. O teor de &gua no puré é de

aproximadamente 91%.

Tabela 2 — Estimativa da composicéo centesimal do fruto maduro de Morinda citrifolia.

Parte do fruto g/100g do fruto in natura
Casca 17
Sementes e Fibras 48
Puré 35
Puré seco 3

Os polissacarideos frequentemente sdo encontrados na natureza misturados a sais
inorgénicos, proteinas, ligninas, &cidos nucléicos e outros materiais, que deles precisam ser
separados. Desse modo, a investigacdo estrutural deve ser precedida de cuidadosas etapas de
isolamento e purificacdo, uma vez que estas podem descaracterizar o material original,
alterando sua estrutura ou sua massa molar média (RODRIGUES; PAULA; COSTA, 1993).

Existem véarios métodos aplicaveis a purificacdo de polissacarideos. As
metodologias incluem deslipidificacdo, formacdo de complexos idnicos, precipitacdo
alcoolica, tratamentos enzimaticos e tratamentos mecanicos, como centrifugacdo e filtracdo
(KENNEDY, WHITE, 1983 BRUMMER, CUI, WANG, 2003; BOUZOUITA et al., 2007). A
fim de purificar o Noni-ppt 1 (Figura 14), foram realizadas sucessivas etapas de dissolugdo em
agua destilada e precipitacdo em alcool. O Noni-ppt 1 ap6s duas etapas de reprecipitacao foi
denominado de Noni-ppt 3 e ap0s quatro etapas de reprecipitacdo de Noni-ppt 5.

O rendimento das amostras de Noni-ppt encontra-se na Tabela 3. Hirazumi e
Furusawa (1999) obtiveram um rendimento de Noni-ppt de 13% a partir dos solidos totais do
suco, semelhante ao rendimento de 16% reportado por Bui, Bacic e Pettolino (2006). O
rendimento do Noni-ppt 1 (9,3%) obtido no presente estudo encontra-se abaixo do
mencionado nas pesquisas anteriores. O Noni-ppt 5 representa 5,0% do puré seco e apenas

0,1% do fruto de Morinda citrifolia.
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Figura 14 — Aspecto macroscopico do Noni-ppt 1.

Fonte: o autor.

Tabela 3 — Rendimento das amostras de Noni-ppt 1, 3 e 5 obtidas a partir do puré de Morinda citrifolia.

Porcentagem (%) em relacéo ao

Noni-ppt Fruto in natura Puré seco
Noni-ppt 1 0,30 9,3
Noni-ppt 3 0,20 6,6
Noni-ppt 5 0,14 5,0

4.2 Determinacdo do perfil de distribuicdo da massa molar por Cromatografia de

Permeacdo em Gel (GPC)

No cromatograma de GPC do Noni-ppt 1 (Figura 15), pode-se observar uma larga
distribuicdo de massa molar, com frac@es eluindo em 16,3 mL (1), 17,2 mL (1), 18,0 mL (l11),
19,6 mL (IV) e 20,2 mL (V). Pode-se verificar ainda que tanto a fragéo de maior (I) como a de
menor (V) massa molar foram reduzidas no Noni-ppt 3 e completamente eliminadas no Noni-
ppt 5, restando dois materiais com volume de elui¢do de 17,2 mL e 19,6 mL e um ombro com

volume de eluicdo 18,1 mL.
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Figura 15 — Cromatograma de GPC para as amostras de Noni-ppt com detector de indice de refracéo.
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4.3 Determinacdo do teor de proteinas através da analise elementar

A quantidade de proteinas das amostras de Noni-ppt encontra-se na Tabela 4.
Pode-se verificar que o Noni-ppt 1 apresenta um menor conteldo de proteinas quando
comparado as amostras submetidas ao processo de purificacdo. Bui, Bacic e Pettolino (2006)
obtiveram para 0 Noni-ppt um teor de proteinas de 6% empregando o método de Kjeldahl, o

que corresponde a aproximadamente metade do determinado no presente estudo.

Tabela 4 — Teor de proteina das amostras de Noni-ppt 1, 3 e 5.

Amostra Teor de nitrogénio (% m/m) Teor de proteina (% m/m)
Noni-ppt 1 2,11 12,1
Noni-ppt 3 2,36 13,6

Noni-ppt 5 2,39 13,7
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4.4 Dosagem de acidos urdnicos

Os acidos urdnicos consistem em monossacarideos cujo carbono primario
terminal (-CH,OH) foi oxidado a acido carboxilico. Estes grupos carboxilicos presentes nos
polissacarideos naturais podem existir tanto na forma acida (-COOH) como na forma salina (-
COO'M"). Para garantir a protonacéo de todos os grupos carboxilicos, as solugdes de Noni-ppt
foram percoladas através de uma coluna contendo microesferas catidnicas. A Figura 16
apresenta a curva de titulacdo potenciométrica do Noni-ppt 5 com NaOH e sua respectiva
derivada.

A Tabela 5 apresenta o teor de acido urbnico das amostras de Noni-ppt. O &cido
urdnico é citado por Bui, Bacic e Pettolino (2006) como componente majoritario do Noni-ppt,
correspondendo a 62% da sua composicdo. O teor de acido urénico encontrado para as
amostras foi elevado, porém inferior aquele reportado pelos referidos pesquisadores. Como se
sabe, a composicdo quimica dos frutos pode variar tanto com as condi¢des edafoclimaticas da
regido em que a planta se desenvolve (BARROS, 2009) como com 0 estagio de maturagdo dos
frutos (LINDSAY et al., 2012), fatos estes que podem estar associados a diferenca observada.

Foi possivel verificar que as sucessivas etapas de dissolucdo e precipitacdo
empregadas na purificacdo do Noni-ppt 1 influenciaram no teor de &cido das amostras. A
quantidade de &cido urdnico do Noni-ppt 3 e do Noni-ppt 5 foram semelhantes, mas

significativamente inferiores aquela encontrada para o Noni-ppt 1.

Figura 16 — Curva de titulacdo potenciométrica do Noni-ppt 5 com NaOH 0,09097 mol/L e sua respectiva

derivada.
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Tabela 5 — Teor de &cido urdnico das amostras de Noni-ppt 1, 3 e 5.

Amostra Teor de acido urdénico (% m/m)
Noni-ppt 1 58,8+ 0,8
Noni-ppt 3 457+14
Noni-ppt 5 442 +1.2

4.5 Caracterizagao por espectroscopia de absorc¢édo na regido do infravermelho (1V)

A espectroscopia de infravermelho foi utilizada com o intuito de observar as
bandas de absor¢éo caracteristicas de polissacarideos. De acordo com o espectro do Noni-ppt
1 (Figura 18), é possivel observar a banda em 3408 cm™ referente ao estiramento axial da
ligacdo O-H, a absorcéo em 2939 cm™ caracteristica do estiramento axial da ligacdo C-H de
grupamentos metila, a banda em 1146 cm™ referente & deformacéo de C-O-C da ligacdo
glicosidica e banda em 1016 cm™ relacionada ao estiramento de C-O de alcool primario.

Nos polissacarideos, a vibracéo de estiramento da carbonila do acido carboxilico
ocorre entre 1710-1740 cm™, enquanto que a vibracdo assimétrica do grupamento carboxilato
aparece na regido entre 1600-1651 cm™ e a simétrica absorve entre 1408-1450 cm™. Assim,
nos sais de acidos carboxilicos, as vibracdes do grupo carbonilico sdo deslocadas para uma
regido de menor nimero de onda. Isto ocorre devido a maior possibilidade de ressonancia da
ligagdo RCOO" da carbonila do &cido carboxilico que ocasiona um decréscimo de densidade
eletrbnica entre os atomos de carbono e de oxigénio (OLIVEIRA, 1998).

O Noni-ppt 1 apresenta uma parte dos grupos carboxilicos na forma &cida e outra
na forma salina, 0 que pode ser verificado através da absorcdo em 1744 cm™ atribuida ao
estiramento da carbonila do &cido carboxilico, da banda em 1420 cm™ caracteristica do
estiramento simétrico do grupamento carboxilato e da absorcéo em 1618 cm™ caracteristica do
estiramento assimétrico do grupamento carboxilato.

Observando o espectro do Noni-ppt 1 acidificado (Figura 17), pode-se admitir que
todos os grupos carboxilicos encontram-se protonados, visto que houve um consideravel
aumento da banda em 1742 cm™, referente ao estiramento da carbonila do cido carboxilico, o
desaparecimento da banda em 1420 cm™, atribuida ao estiramento simétrico do grupamento

carboxilato, e da banda em 1618 cm'l, relacionada ao estiramento assimétrico desse mesmo

grupo.



Figura 17 - Espectros na regido do infravermelho do Noni-ppt 1 e do Noni-ppt 1 acidificado.
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Tabela 6 — Atribui¢Ges das bandas no infravermelho do Noni-ppt 1 e do Noni-ppt 1 acidificado.
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Numero de onda (cm™)

Noni-ppt 1 Noni-ppt acidificado Atribuigoes
3408 3420 v(O-H)
2939 2935 v(C-H)
1744 1742 vC=0 do COOH
1618 - vas(COO)
1618 1637 8(0-H) de H,0 adsorvida
1242 1238 vC=0 do R-COCH;,
1420 - vs(COO)
1146 1148 v(C—0O-C) éter de ligacéo glicosidica
1103 1101 v(C-0) alcool secundario
1016 1018 v(C-0) alcool primario
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Na Tabela 6, encontram-se as atribui¢@es das principais bandas no espectro de
infravermelho do Noni-ppt 1 e do Noni-ppt 1 acidificado.
Ao comparar os trés espectros de infravermelho das amostras de Noni-ppt (Figura

18), observa-se que estes sdo bastante semelhantes e correspondem a polissacarideos.

Figura 18 — Espectros na regido do infravermelho das amostras de Noni-ppt 1, 3 e 5.
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O fruto maduro de Morinda citrifolia Linn apresenta uma quantidade elevada de

proteinas, sendo estas compostas por diversos aminoécidos, dentre os quais se destacam a

asparagina, a prolina, a serina, a alanina, a glutamina, o acido aspartico e o &cido glutamico
(LINDSAY; GOLDEN, 2012). Nos espectros das amostras acidificadas de Noni-ppt (Figura
19), observa-se a existéncia de uma banda por volta de 1540 cm™, que pode ser atribuida &
deformacdo angular N-H da amida Il (AREAS; KAWANO, 1991; LIMA et al., 2013)
resultante das ligacGes peptidicas que ocorrem entre 0 grupo a-carbonila de um aminoécido e
o grupo a-amino de outro (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006). Foi verificado ainda que

a purificagdo do Noni-ppt 1 ocasionou um aumento da intensidade da banda em 1540 cm™, o

que é condizente com o aumento do teor de nitrogénio das amostras determinado por analise

elementar.

Figura 19 — Espectros na regido do infravermelho do Noni-ppt 1, 3 e 5 acidificado.
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4.6 Analise termogravimétrica (TGA)

A Figura 20 exibe as curvas termogravimétricas e suas respectivas derivadas para
as amostras de Noni-ppt. As curvas termogravimétricas das amostras apresentaram perfis
semelhantes, com quatro eventos de perda de massa em cada. O primeiro evento de perda de
massa das amostras corresponde a perda de umidade, que geralmente ocorre antes de 100 °C.
O perfil termogravimétrico das amostras apresentou trés eventos de perda de massa
correspondentes a decomposicdo térmica do Noni-ppt. Para o primeiro evento de
decomposicdo térmica, a temperatura maxima de decomposicdo (Tmax) obtida pela DTG
variou de 222 a 226 °C. Para o segundo evento, a Tmax variou de 257 a 267 °C, enquanto que
a Tmax do ultimo evento foi de 408 °C para as trés amostras.

Figura 20 - Curvas termogravimétricas e DTGs das amostras de Noni-ppt a 10°C/min em ar sintético.
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A umidade, a temperatura inicial de decomposicao (Ti), a temperatura de maxima
decomposicdo (Tmax) e o percentual de residuo sdo mostrados na Tabela 7. Pode-se observar
que as sucessivas etapas de dissolucgéo e precipitacdo empregadas na purificagdo do Noni-ppt
1 ocasionaram a reducédo do residuo a 900 °C, o que é compativel com o decréscimo do teor
de &cido urénico também encontrado para as amostras (PAULA, 1990).

Tabela 7 — Dados obtidos a partir das curvas termogravimétricas e dos graficos de DTG das amostras de Noni-
pptl,3eb5.

Tmax dos eventos de perda de Residuo a

Amostras Umidade (%) T;(°C) massa (°C) 900 °C (%)
| 1 i

Noni-ppt 1 11,5 132 222 257 408 4,8

Noni-ppt 3 17,0 158 222 267 408 4,0

Noni-ppt 5 16,7 171 226 264 408 3,6

4.7 Determinacao do teor de umidade por andlise gravimétrica

A Tabela 8 apresenta o teor de umidade das amostras de Noni-ppt obtido por gravimetria.

Tabela 8 — Teor de umidade determinado por analise gravimétrica.

Amostra Teor de umidade (% m/m)
Noni-ppt 1 12,1+0,3
Noni-ppt 3 17,0+ 0,6
Noni-ppt 5 13,9+3,2

Pode-se observar que os valores encontrados sdo semelhantes aqueles obtidos
através da analise termogravimétrica, considerando o desvio padrdo. A porcentagem de

umidade das amostras variou entre 12 e 17%.

4.8 Determinacdo da composi¢cdo monossacaridica

4.8.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para a determinacdo da composicdo monossacaridica do polissacarideo extraido
do fruto de M. citrifolia, o material foi primeiramente submetido a uma hidrélise acida

utilizando o acido trifluoracético. O cromatograma do Noni-ppt 5 (Figura 21) hidrolisado



59

apresentou trés manchas distintas com valores de Rf iguais a 0,09, 0,45 e 0,52, sugerindo a

presenca de acido galacturdnico (GalA), galactose (Gal) e arabinose (Ara).

Tabela 9 — Valores de Rf dos padrdes de monossacarideos em n-butanol/piridina/HCI 0,1 mol/L (10:3:3).

Padroes testados

Rfs dos padroes

GalA
GlcA
Ara
Gal
Man
Glc
Rha
Xyl
Rib

0,09
0,15
0,54
0,42
0,56
0,40
0,74
0,56
0,54

Figura 21 — Cromatogramas do Noni-ppt 5.

Fonte: o autor. (1) Noni-ppt hidrolisado; (2) arabinose; (3) galactose; (4) manose; (5) ramnose; (6) xilose; (7)
acido galacturdnico; (8) acido glucurdnico; (9) glicose e (10) ribose.

4.8.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

1

7

8

9

10

Os cromatogramas do Noni-ppt 1, 3 e 5 podem ser observados nas Figuras 22, 23

e 24, respectivamente.
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Figura 22 — Cromatograma de CLAE do hidrolisado de Noni-ppt 1 (A- &cido glucurdnico, B- &cido
galacturénico, C-galactose, D- ramnose, E- arabinose).
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Figura 23 — Cromatograma de CLAE do hidrolisado de Noni-ppt 3 (B- acido galacturénico, C- galactose e D-
ramnose, E- arabinose).
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Figura 24 — Cromatograma de CLAE do hidrolisado de Noni-ppt 5 (B- acido galacturdnico, C- galactose, D-
ramnose, E- arabinose).
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Através da andlise por CLAE, pode-se confirmar que o Noni-ppt contém um
heteropolissacarideo formado majoritariamente por acido galacturénico (B), galactose (C) e
arabinose (E). Pode-se identificar ainda a presenca de acido glicurénico (A) e de ramnose (D),
na amostra de Noni-ppt 1. A presenca de pequenas concentracdes de glicose (Glc), de manose
(Man) e de xilose (Xyl) ndo pode ser descartada, uma vez que seus tempos de retencao (Tr)
sdo proximos aos de outros monossacarideos, havendo a possibilidade de sobreposicdo de

picos.

Tabela 10 — Tempo de retencdo (Tr) dos padres de monossacarideos e dos componentes do Noni-ppt 1, 3 e 5.

Tempo de retencdo (Tr) min

) _ _ Identificacéo dos
Componentes  Noni-ppt 1 Noni-ppt 3 Noni-ppt 5

padrdes/ Tr
10,57 10,60 10,84 GIcA /10,60
B 11,60 11,45 11,43 GalA /11,39
Gal /12,33
C 12,62 12,36 12,32 Man /12,26
Xyl /12,26
13,05 12,74 12,83 Rha/ 12,70
E 13,41 13,45 13,42 Ara /13,41

A composigdo percentual do Noni-ppt foi estimada calculando-se as éareas
correspondentes aos picos e relacionando-as a area total através da utilizacdo do software
Origin® 7.0. Devido & sobreposic&o dos picos de galactose, ramnose e arabinose no Noni-ppt
1, suas concentracdes ndo puderam ser estimadas de forma isolada. Os resultados encontram-
se listados na Tabela 11.

De acordo com Bui, Bacic e Pettolino (2006), o Noni-ppt extraido a partir de
frutos cultivados no Vietnd € constituido por 52,6% GalA, 17,9% Gal, 13,6% Ara, 9,5% Rha e
pequenas quantidades de Man, Xyl, GIcA, Fuc e Glc. De modo semelhante, o presente
trabalho apresentou como componentes marjoritarios GalA e Gal. O teor de ramnose também
foi semelhante, porém o de arabinose foi praticamente o dobro daquele determinado por Bui,
Bacic e Pettolino. Uma comparacdo mais acurada com o referido trabalho torna-se dificil,
visto que os autores ndo informam o numero de etapas de reprecipitagdo em alcool etilico
empregadas no processo de purificacdo do Noni-ppt analisado. Desse modo, as diferencas

observadas na composicdo monossacaridica do Noni-ppt podem estar relacionadas ao nimero
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de etapas de reprecipitacdo em etanol, as diferentes condi¢des edafoclimaticas dos locais de

cultino do noni (Vietnd/Brasil) e/ou ao estagio de maturacdo dos frutos processados.

Tabela 11 — Composi¢do monossacaridica das amostras de Noni-ppt 1, 3 e 5.

Componentes
Amostra B C D E
GalA (%) Gal (%) Rha (%0) Ara (%)
Noni-ppt 1 41,8 +£0,6 |-----mmm e 582+04 - |
Noni-ppt 3 32,0+24 318+11  111+04 251+17
Noni-ppt 5 28,4+ 3,2 34,2+3,.2 10,4+0,1 27,0+0,2

4.9 Caracterizacdo estrutural por Ressonancia Magnética Nuclear de *C

A amostra de Noni-ppt 3 foi analisada por técnicas de ressonancia magnética
nuclear unidimensional. A atribuicdo dos sinais no espectro de RMN *C foi realizada
considerando a composi¢do monossacaridica encontrada e os dados ja descritos na literatura.

O espectro de RMN de -C do Noni-ppt 3 (Figura 25) apresenta dois sinais em
campo alto, em 173,4 e em 177,8 ppm, 0s quais sdo caracteristicos de carbonila e podem ser
atribuidos ao C-6 (COOH e COOCH3) das unidades de acido galacturénico (PETERSEN et
al., 2008).

Figura 25 — Espectro de RMN de **C da fragdo Noni-ppt 3. Deslocamentos quimicos (8) expressos em ppm.
Calibragdo interna com D,0.
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A analise da regido anomérica do espectro mostra sinais mais intensos em 109,8;
103,1; 101,8; 98,9 e 94,9 ppm que podem ser atribuidos ao C-1 das unidades de arabinose,
galactose (substituida e ndo substituida), de acido galacturdnico e de ramnose,
respectivamente (AGRAWAL, 1992; VRIESMANN, 2012) Os sinais em 17,7 e 55,6 ppm
correspondem, respectivamente, ao C-6 da ramnose (AGRAWAL, 1992) e ao carbono de
grupos metil (COOCH3;) das unidades esterificadas de GalpA presentes no
heteropolissacarideo. A existéncia de grupos acetil foi evidenciada pelo sinal em 23,0 ppm
(JUNGLES, 2008; VRIESMANN, 2012).

A Tabela 12 apresenta um resumo dos parametros avaliados ao longo do trabalho.
O teor de carboidratos totais foi determinado através da subtragdo dos demais constituintes

(umidade, proteinas, residuo) das amostras de Noni-ppt.

Tabela 12 — Principais parametros avaliados para o Noni-ppt 1, 3 e 5.

Composic¢éo (% em massa) Noni-ppt 1 Noni-ppt 3 Noni-ppt 5
Umidade média” 11,8 17,0 15,3
Residuo a 900 °C 4.8 4,0 3,6
Teor de proteinas 12,1 13,6 13,7

Carboidratos totais 71,3 65,4 67,4

Acido galacturdnico (GalA) 41,8 0,6 320+£24 28,4+ 32

Galactose (Gal) 1 318+1,1 342+32
Ramnose (Rha) 58,2+0,4 11,1+0,4 10,4+0,1
Arabinose (Ara) ! 25,1+17 27,0+0,2

“média entre a umidade obtida por analise termogravimétrica e por gravimetria.

4.10 Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro

Uma forma rapida e eficaz de investigar as propriedades antitumorais de novas
substancias € atraves da utilizacdo de modelos in vitro (CRAGG; NEWMANN, 2000).
Algumas das vantagens dos testes de citotoxidade in vitro s&o o maior controle das condi¢Oes
experimentais, 0 baixo custo e a rapidez dos resultados (NACHTIGAL, 2011). No entanto,
tais ensaios apresentam limitacdes, uma vez que ndo sdo eficientes na analise de compostos
que atuam como pro-farmacos ou que possuam mecanismos de acdo dependentes do

hospedeiro.
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A andlise in vitro foi realizada com o intuito de avaliar o efeito antiproliferativo
das amostras de Noni-ppt 1, 3 e 5 sobre as seguintes linhagens tumorais: HCT-116 (cancer de
colon), SF-295 (sistema nervoso central) e OVCAR-8 (carcinoma ovariano). Os resultados do
teste in vitro (Tabela 13) demonstraram que o polissacarideo ocasionou apenas uma pequena
reducdo da viabilidade celular e, por essa razéo, ndo apresenta atividade citotdxica direta sobre
as células tumorais na concentracdo testada (50 pg/mL). Nos ensaios com as linhagens HCT-
116 e OVCAR-8, o Noni-ppt 3 foi a amostra que exibiu maior citotoxicidade, com 75,0% e

80,7% de viablidade celular, respectivamente.

Tabela 13 — Viabilidade celular (%) das linhagens tumorais humanas HCT-116, SF-295 e OVCAR-8 tratadas

com Noni-ppt 1, 3 e 5 na concentracéo de 50 pg/mL.

Linhagens tumorais
Amostra  HCT-116 SF-295 OVCAR-8
Viabilidade celular (%0)
Noni-ppt1 84,8+3,4 1046+93 878+104
Noni-ppt3 75,0+4,2 101,841 80,7105
Noni-ppt5 85,6 £2,2 95445 82,1+28

A auséncia de citotoxicidade em modelos in vitro envolvendo macromoléculas,
incluindo os polissacarideos, € comum na literatura. Em contrapartida, estudos tém
demonstrado que, quando administrados em animais, muitos deles sédo capazes de inibir o
crescimento tumoral (OOI; LIU, 2000). Cao e Lin (2004) reportaram que um polissacarideo
isolado da espécie de cogumelo Ganoderma lucidum néo foi capaz de impedir a proliferacao
das células tumorais in vitro, mas apresentou inibicdo tumoral significativa (61,9%) quando
administrado em camundongos com Sarcoma 180. Os alginatos isolados da alga Sargassum
vulgare também sdo inativos em modelos in vitro, porém possuem pronunciada atividade
antitumoral em modelos murinos tanto quando administrados por via intraperitonal quanto por
via oral (SOUSA et al., 2007).

Em 1999, Hirazumi e Furusawa investigaram a atividade antitumoral do
polissacarideo extraido do fruto do noni (Noni-ppt) e também verificaram que este ndo era
citotoxico abaixo da concentracdo de 2 mg/mL. Por outro lado, quando administrado em
camundongos portadores de carcinoma pulmonar de Lewis, o Noni-ppt foi capaz de promover
0 aumento do tempo de sobrevivéncia dos animais. O polissacarideo estimulou a liberacéo de

diversos mediadores por células efetoras, incluindo fator alfa de necrose tumoral (TNF-alfa),



65

interleucina 1 beta (IL-1beta), interferon gama (IFN-gama), oxido nitrico (NO), entre outros.
O tratamento concomitante com agentes imunossupressores diminuiu a atividade antitumoral
do Noni-ppt isolado pelos autores, reforcando a hipotese de que sua capacidade de suprimir o
crescimento tumoral esteja intimamente relacionada a ativacdo do sistema imune do
hospedeiro.

Em 2003, Furuzawa et al. investigaram o potencial profilatico e terapéutico contra
Sarcoma 180 do Noni-ppt em um modelo experimental de tumor ascitico. Os resultados
mostraram que a atividade antitumoral de Noni-ppt produziu a cura de 25 a 45% dos
camundongos alogénicos e que esta atividade foi completamente abolida através da
administracdo concomitante de inibidores especificos de macrofagos (2-cloroadenosina), de

celulas T (ciclosporina) ou de células natural killer (anticorpo anti-asialo GM1).

4.11 Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo

Animais de laborat6rio representam um poderoso sistema experimental para a
compreensdo da patogénse do cancer em seres humanos. De fato, a maioria dos conceitos de
tumorigénese aceitos atualmente sdo fortemente influenciados por modelos de
desenvolvimento do cancer em camundongos, uma Vez Que esses 0rganismos possuem
sistemas, 6rgdos e genes semelhantes aos dos humanos (KAMB, 2005).

Na investigacdo da atividade antitumoral in vivo, podem ser utilizadas
basicamente duas metodologias de acordo com a natureza do tumor: tumores asciticos cujas
células tumorais sdo inoculadas por via intraperitoneal em camundongos isogénicos, e
tumores solidos onde é realizada a inolulacdo de células tumorais por via subcutanea
(MACIEL et al., 2002). A atividade antitumoral in vivo pode ser observada através da
regressao total de tumores em animais, da reducao do crescimento dos tumores ou do aumento
da expectativa de vida dos animais em comparac¢do aqueles ndo tratados (RIOS, 2013).

A fracdo intermediaria, Noni-ppt 3, foi escolhida para a realizagdo dos ensaios in
vivo. A avaliacdo da atividade antitumoral do Noni-ppt 3 foi realizada em camundongos Mus
musculus Swiss utilizando o modelo experimental do Sarcoma 180 na forma s6lida. O Noni-
ppt 3 (25 e 50 mg/kg/dia) foi administrado nos animais pelas vias intraperitoneal e oral
durante sete dias consecutivos. No 9° dia, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e dissecados para a retirada do tumor e dos 6rgéos (figado, baco, rins e estbmago).

Em nenhuma das doses testadas, o0 Noni-ppt 3 foi capaz de reduzir o crescimento

da massa tumoral em relagdo ao controle negativo (solucdo salina). No experimento cuja
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administracdo do Noni-ppt 3 foi realizada por via i.p., foram excluidos os valores que se
encontravam acima ou abaixo da média + 2 EPM, sendo o “n” de, no minimo, 3 animais.

O peso médio dos tumores dos animais tratados com a solugdo salina e com o
Noni-ppt 3 i.p. nas doses de 25 mg/kg/dia e de 50 mg/kg/dia foi, respectivamente, de 2,48 +
0,09 g; 2,34 £ 0,26 g e 2,62 = 0,15 (Figura 26). Por outro lado, o peso médio dos tumores dos
animais tratados com o quimioterapico 5-FU (25 mg/kg/dia) foi de 1,07 £ 0,13 g.

Figura 26 — Peso médio dos tumores Sarcoma 180 transplantados em camundongos fémeas Swiss.
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Figura 27 — Peso relativo dos 6rgéos dos camundongos (Mus musculus Swiss) transplantados com Sarcoma 180.
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Efeito do polissacarideo do fruto de Morinda citrifolia (Noni-ppt 3) nas doses 25 e 50 mg/kg/dia i.p. sobre o peso
relativo dos érgdos dos animais ap0s 7 dias consecutivos de tratamento. O grupo controle negatico foi tratado
com solucéo salina e o controle positivo com 25 mg/kg/dia de 5-Fluorouracil (5-FU). Dados obtidos com anélise
ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p<0,05.
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De acordo com a Figura 27, observa-se que o tratamento com o Noni-ppt 3
administrado nas concentracOes de 25 mg/kg/dia e de 50 mg/kg/dia por via intraperitoneal ndo
ocasinou alteracbes no peso relativo dos Orgdos (figado, rim e bago) dos animais
transplantados com o tumor Sarcoma 180.

O peso medio do baco dos animais tratados com o 5-fluorouracil (25 mg/kg/dia)
foi significativamente menor do que daqueles do grupo controle salina, 0 que ocorreu

provavelmente devido ao efeito imunossupressor do quimioterépico.

Tabela 14 — Efeito do Noni-ppt 3 nas doses de 25 e 50 mg/kg/dia i.p. sobre o peso Umido relativo dos 6rgaos de

camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados com Sarcoma 180, ap6s 7 dias de tratamento.

Dose Figado Rim Baco
Grupo
mg/kg/dia Peso relativo (g/100g)
Controle negativo - 49+02 1001 0,6+0,1
5-FU 25 44+04 1102 0,2+0,1
. 25 51+0,7 1101 0,6+0,1
Noni 1.p.

50 49+06 1001 06+0,1

No experimento cuja administracdo do Noni-ppt 3 foi realizada por via oral, o
peso médio dos tumores dos animais tratados com a solucdo salina e com o Noni-ppt 3 nas
doses de 25 mg/kg/dia e de 50 mg/kg/dia foi, respectivamente, de 3,00 + 0,47 g; 2,74 = 0,08
ge 2,76 +0,26 g. O peso médio dos tumores dos animais tratados com o 5-FU (25 mg/kg/dia)
foi de 0,09 + 0,07 g (Figura 28). O “n” para este ensaio foi de 7 camundongos.

O tratamento com o Noni-ppt 3 administrado nas concentracfes de 25 mg/kg/dia e
de 50 mg/kg/dia por via oral ndo ocasionou quaisquer alteracdes no peso relativo dos 6rgaos
(figado, rim, baco e estdmago) dos animais transplantados com o tumor Sarcoma 180 (Figura
29).

Figura 28 — Peso médio dos tumores Sarcoma 180 transplantados em camundongos fémeas Swiss.
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Figura 29 - Peso relativo dos 6rgdos dos camundongos (Mus musculus Swiss) transplantados com Sarcoma 180.
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Efeito do polissacarideo do fruto de Morinda citrifolia (Noni-ppt 3) nas doses 25 e 50 mg/kg/dia v.o. sobre o
peso relativo dos 6rgdos dos animais ap6s 7 dias consecutivos de tratamento. O grupo controle negatico foi
tratado com solucéo salina e o controle positivo com 25 mg/kg/dia de 5-Fluorouracil (5-FU). Dados obtidos com

analise ANOVA seguido do teste de Dunnett. *p<0,05.

Tabela 15 — Efeito do Noni-ppt 3 nas doses de 25 e 50 mg/kg/dia v.0. sobre o peso Umido relativo dos 6rgédos de

camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados com Sarcoma 180, ap6s 7 dias de tratamento.

Dose Figado Rim Baco Estébmago
Grupo
mg/kg/dia Peso relativo (g/100g)

Controle
) - 41+17 15+10 04+0,1 08+04

negativo
5-FU 25 55+1,3 15+0,2 0,2+0,0 0,8+0,2
. 25 49+0,8 1,0+0,1 04+0,1 0,9+0,2

Noni 1.p.
50 51+05 1,1+0,2 05+0,1 0,8+0,1
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O cancer tem se configurado como um grande problema de satde publica mundial.
Apesar dos avancos cientificos e tecnoldgicos da industria farmacéutica, a quimioterapia do
cancer ainda permanece desafiadora devido a resisténcia as drogas e aos graves efeitos
colaterais resultantes das semelhantes morfoldgicas e fisioldgicas entre as células normais e
cancerosas (KAMB, 2005). Como alternativa terapéutica, produtos naturais tém sido avaliados
para selecdo de compostos ativos com menos efeitos indesejaveis e capazes de reduzir
tumores malignos de modo mais eficiente. Assim, atualmente, hd um grande numero de
agentes antineoplasicos derivados de produtos naturais sob avaliacdo pré-clinica e clinica
(LOTUFO et al., 2010).

A utilizacdo de plantas no tratamento e na prevencao de doencas é uma das mais
antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Quando atributos medicinais relacionados
a determinada planta sdo divulgados, € comum ocorrer a popularizacdo do seu consumo. Esse
fato ocorreu com a espécie Morinda citrifolia em escala mundial quando diversos artigos e
estudos cientificos sugeriram ou confirmaram muitas de suas propriedades benéficas. Desde o
final da década de 1990, diversos trabalhos cientificos tém demonstrado o potencial
antitumoral do fruto de Morinda citrifolia L. (HIRAZUMI; FURUSAWA, 1999; WANG; SU,
2001; LIU et al., 2001; WANG et al., 2002; FURUZAWA et al., 2003; LI et al. 2008; LI et
al., 2013; CLAFSHENKEL et al., 2012). Assim, muitos consumidores buscam no noni um
tratamento alternativo para o cancer e optam pelo suco puro ou em combinagdo com outros
sucos de frutas, como o de uva.

A atividade anticancer de Morinda citrifolia foi investigada pela primeira vez por
Hirazumi et al. (1994) em um modelo de carcinoma pulmonar em camundongos. Os
resultados mostraram que a administracdo terapéutica de uma fragdo rica em polissacarideos
extraida do fruto de M. citrifolia (Noni-ppt) foi capaz de prolongar o tempo de sobrevivéncia
dos animais. Desde entédo, diversos pesquisadores tém demonstrado que o suco fermentado ou
seus componentes exercem efeito preventivo e terapéutico contra o cancer.

Em 2003, o efeito antitumoral do Noni-ppt foi reportado por Furuzawa et al. em
um modelo experimental de tumor ascitico do Sarcoma 180. Os resultados de seus ensaios
mostraram que o Noni-ppt administrado por via intraperitoneal na dosagem de 0,5
mg/camundongo/dia foi capaz de produzir a total regressdo de tumores em 25 a 45% dos
camundongos alogénicos. A fim de avaliar a atividade antitumoral do Noni-ppt em um
modelo mais adequado e mais proximo a realidade, o Noni-ppt 3 (25 e 50 mg/kg/dia) foi
administrado pelas vias intraperitoneal e oral durante sete dias consecutivos em camundongos

Mus musculus Swiss utilizando o modelo experimental do Sarcoma 180 na forma sélida.
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No presente trabalho, o puré de noni foi obtido logo apés o amadurecimento dos
frutos. Em contrapartida, no processo de extragdo do Noni-ppt adotado tanto por Hirazumi e
Furusawa (1999) como por Furazawa et al. (2003), os frutos colhidos no Hawaii foram
deixados amadurecer até que adquirissem uma consisténcia macia e, posteriormente, foram
armazenados em um recipiente estéril protegido da luz solar por um periodo de 1 a 3 dias a
fim de que o suco fosse naturalmente separado da polpa da fruta. De acordo com Bui, Bacic e
Pettolino (2006) e Correia et al. (2011), a fragdo insoluvel em &lcool do suco de Morinda
citrifolia é constituida predominantemente por polissacarideos pécticos. Estudos sobre o
metabolismo da parede celular durante 0 amadurecimento dos frutos indicam que este é um
processo ordenado, envolvendo o relaxamento da parede celular e a degradacdo de
hemicelulose nos estagios iniciais e, posteriormente, a despolimerizagdo da pectina. O
aumento da solubilidade dos polissacarideos pécticos é uma das caracteristicas
indiscutivelmente associadas ao amadurecimento de frutas. Os mecanismos que contribuem
nesse processo ndo estdo completamente esclarecidos e sua magnitude varia acentuadamente
entre diferentes frutas. Os radicais livres produzidos por meios enzimaticos ou quimicos
podem participar da hidrdlise de pectinas (HUBER; KARAKURT; JEONG, 2001). Dessa
forma, € provavel que Noni-ppt avaliado no presente estudo apresente uma composicao
diferente daquele extraido pelos referidos pesquisadores.

Por outro lado, Li et al. (2008) demonstraram que a administracao intraperitoneal
do suco de noni fermentado (fNE) foi capaz de prevenir e de erradicar em mais de 85% o
aparecimento do Sarcoma 180 em sua forma ascitica em camundongos. Os autores da
pesquisa ndo descartaram a possibilidade da atividade antitumoral do fNE estar relacionada a
presenca de contaminantes bacterianos. Em 2013, Li et al. investigaram a atividade
antitumoral de duas diferentes fracdes do fNE frente ao mesmo modelo experimental. Os
resultados dos ensaios in vivo mostraram que a administracdo i.p. da fracdo n-butanol do fNE
foi capaz de prevenir em 100% o aparecimento do tumor e de erradicar 75% dos tumores ja
existentes, proporcionando uma resposta imune mais forte do que aquela estimulada pelo
proprio fNE. A administracdo profilatica da fracdo acetato de etila ndo foi capaz de prevenir o
aparecimento do tumor, sugerindo que 0s compostos ativos estariam presentes unicamente na
fracdo alcodlica do fNE. Uma vez que os polissacarideos contidos no Noni-ppt sdo insolUveis
em n-butanol, pode-se inferir que existem outros compostos no suco fermentado de Morinda
citrifolia associados a atividade antitumoral da espécie.

No presente estudo, verificou-se que o Noni-ppt 3 obtido a partir do fruto ndo

fermentado de Morinda citrifolia ndo foi capaz de reduzir o crescimento da massa tumoral em
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relacdo ao controle negativo em nenhuma das vias de administracdo testadas, sugerindo que as
propriedades anticancer do suco estariam relacionadas ao tempo de amadurecimento dos
frutos empregados e/ou ao processo de fermentacdo adotado para obtencdo do mesmo.

Dessa maneira, ha necessidade de realizacdo de novos estudos que possam auxiliar
na identificacdo dos compostos presentes no fruto de M. citrifolia responsaveis por sua ja

comprovada atividade antitumoral.
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5 CONCLUSAO

O Noni-ppt 1 obtido no presente trabalho representa 9,3% do puré seco de
Morinda citrifolia, enquanto que o Noni-ppt 3 e 0 Noni-ppt 5 correspondem, respectivamente,
a 6,6% e 5% deste.

Atraveés da analise termogravimétrica foi possivel verificar que todas as amostras
de Noni-ppt apresentam trés eventos de perda de massa correspondentes a sua decomposicao
térmica. O Noni-ppt é constituido por proteinas e por um heteropolissacarideo formado
predominantemente por &cido galacturdnico, galactose, arabinose e ramnose. O teor de
proteina das amostras de Noni-ppt 1, 3 e 5 foi de 12,1%, 13,6% e 13,7%, respectivamente.

Os resultados do teste in vitro demonstraram que as amostras de Noni-ppt néo
apresentam nenhuma atividade citotoxica direta sobre as células tumorais na concentracdo
testada (50 pg/mL). A avaliacdo da atividade antitumoral do Noni-ppt 3 (25 e 50 mg/kg/dia)
obtido a partir do fruto ndo fermentado de Morinda citrifolia em camundongos transplantados
com tumor Sarcoma 180 n&o evidenciou nenhuma reducdo da massa tumoral nas vias de
administracdo testadas. A auséncia da atividade antitumoral observada no presente trabalho,
diferentemente daquela relatada na literatura, pode estar associada ao estagio de maturacéo
dos frutos empregados e/ou as diferencas na composi¢do quimica do Noni-ppt decorrentes das
distintas condi¢des edafoclimaticas dos locais de cultivo.
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