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1. INTRODUCAO

Morinda citrifolia, popularmente conhecida como Noni, € uma das plantas
medicinais mais tradicionais conhecidas e ¢ utilizada na medicina popular ha mais de
2000 anos (WHISTLER, 1985 apud WANG, 2002).

O uso fitoterapico dessa planta tem sido relatado tanto pela medicina popular
quanto por pesquisas cientificas, onde abrange diversas propriedades terapéuticas
farmacologicas e nutricionais (POTTERAT, 2007). Na medicina alternativa é usada
para diferentes tipos de doencas como a artrite, diabetes, pressao alta, dores em geral,
doencas cardiacas, AIDS, cancer, senilidade, m& digestdo e dependéncia quimica
(SOLOMON, 1999).

Por outro lado, pesquisas também tém relatado efeitos maléficos sobre o uso do
Noni, tendo sido demonstrado em estudos com modelos experimentais e também na
observacdo de casos clinicos de intoxicacdo alimentar em humanos relacionados ao
consumo do suco dos frutos de Noni. Foi relatado hepatotoxicidade adversa associada
ao consumo de Noni, sendo esse aspecto alvo de muitas controvérsias, devido o uso da
planta ter sido associado com outras ervas e até mesmo medicamentos
(STADLBAUER, et al 2005.; MRZLJAK, 2013; YU et al.,2011).

Nestes relatos de caso, 0s pacientes intoxicados estavam fazendo uso de
medicamentos que produzem atividade hepatotdxica conhecida, como o fenobarbital
(ANDRADE, et al, 2013; MOMM, 2008) e o paracetamol (LOPES et al, 2012;
GOODMAN, et al, 2010) e concomitantemente faziam o uso do suco de Noni. A
reproducdo em modelo experimental utilizando farmacos como fenobarbital e o
paracetamol e concomitante tratamento com o Noni auxiliard na compreensdo e
elucidacdo dos efeitos toxicos relatados, de forma a esclarecer se o dano hepético
demonstrado nos pacientes foi devido somente a acdo do medicamento hepatotdxico, ao
consumo de Noni ou pelo sinergismo da interagdo medicamentosa dos dois tratamentos.

No intuito de promover a pesquisa com bases farmacofisioldgicas, este estudo
vem ser um expoente para a linha cientifica de pesquisa de interacdo medicamento x
planta medicinal, como a Morinda citrifolia, objetivando a investigacdo atraves de
modelos experimentais as supostas implicacfes atribuidas ao consumo de Noni
concomitante com o uso de medicamentos, de forma a elucidar a acdo desta planta sobre

0 metabolismo hepatico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O consumo de plantas medicinais no Brasil tem por caracteristica 0 uso
empirico e sem comprovacdo adequada das agdes farmacoldgicas dos remédios que sdo
produzidos por curandeiros, raizeiros, comerciantes e usuarios. O uso indiscriminado e
inadequado dessas plantas gera problemaéticas como intoxicagdes, reacdes alérgicas,
lesbes em oOrgaos como figado, rins e inclusive alteragdes morfoldgicas mais severas
como coma, choque, carcinomas e até a morte. (PROTESTE, 2013).

O aumento no consumo de remédios & base de plantas tem sido estimulado por
varios fatores, incluindo a nocéo de que todos os produtos a base de plantas sdo seguros
e eficazes e falta de regulamentacdo por 6rgdos competentes como o Food and Drug
Administration (FDA) e a ANVISA (PAK, et al 2004).

A espécie vegetal conhecida popularmente como Noni, cientificamente
reconhecida por Morinda citrifolia, da familia botanica Rubiaceae, é uma das plantas
medicinais mais tradicionais da medicina popular e tem sido usada ha mais de 2000
anos (WHISTLER, 1985 apud WANG, 2002). Este vegetal é identificado pelo seu
tronco reto, grandes folhas verdes, brilhantes e elipticas, flores brancas tubulares, sendo
seu distintivo o fruto amarelado de formato ovdide, com aspecto que lembra uma
granada. Quando maduros, os frutos apresentam gosto e odor desagradaveis (WANG,
2002).

H& um crescente interesse no uso popular do fruto de Morinda citrifolia, que
foi promovido por varias publicacdes populares, incluindo a imprensa, que atuou
informando, ou melhor, desinformando o publico sobre as propriedades terapéuticas
supostamente cientificamente comprovadas.

Estudos recentes sobre produtos comerciais tém mostrado que os fabricantes de
produtos a base de Noni estdo promovendo uma série de alegagdes terapéuticas. Essas
afirmacdes sdo baseadas no uso tradicional dessa planta por paises como a Polinésia, e
fragmentos de estudos cientificos recentes (MCCLATCHEY, 2002). A populacéo leiga,
influenciada pela midia e pelo consumismo acaba sendo alvo dos interesses econémicos
dessas empresas e acabam utilizando muitas vezes drogas que ndo tem sua seguranca
completamente esclarecida.

Em 2003, foi aprovado pela Comissdo Européia, considerar o sumo do fruto
Noni como um alimento novo, por ter uma variedade de nutrientes. Porém estudos

toxicologicos em cultura de tecidos, animais experimentais e estudos clinicos



demonstraram que o consumo do fruto também pode possuir efeitos toxicos
(Commission E, 2003.). No Brasil, segundo a ANVISA, o uso do Noni como
fitoterapico e alimento ndo é regulamentado (ANVISA, 2007) devido a quantidade de
publicacBes que demonstram que a seguranca quanto ao seu uso é questionavel (WEST,
et al., 2006).

Em relagdo a pesquisa cientifica, estudos relataram diferentes propriedades
farmacoldgicas do Noni em modelos experimentais. Foi demonstrado que o extrato de
Noni possui atividade anti-inflamatdria na modulacdo de células envolvidas na resposta
imunolodgica e inibicdo de fatores promotores como mediadores lipidicos e protéicos
(OKUSADA, 2011; KIM, et al 2005; LI, et al 2003; SONG, et al 2010; SERAFINI, et
al 2011). Também ¢ relatado atividade anti-carcinogénica, anti-angiogénica, antiviral e
atividade de modulagdo na expressao génica de fatores da proliferacdo celular tumoral
(MCCLATCHEY, 2002.; AKIHISA, et al 2012; CLAFSHENKEL, et al 2012; BEH, et
al, 2012; NUALSANIT, et al 2012.). Estudos fitoquimicos tém demonstrado importante
atividade antioxidante devido a presenga de diferentes compostos fenodlicos
principalmente presentes nos frutos de Noni como glicésidos, antraquinonas e
alcaléides (ZHANG, et al, 2013; PIARU, 2012; KUMAR, 2012.).

Além dos efeitos benéficos atribuidos ao consumo de Noni, tem sido relatado
em diversas publicacdes varios problemas associados ao consumo dessa planta. Foi
relatado hepatotoxicidade adversa associada ao consumo de Noni, sendo esse aspecto
alvo de muitas controvérsias, visto que os pacientes faziam uso de medicamentos como
o paracetamol e o fenobarbital, que poderiam ter promovido o dano hepético ou sua
interacdo com 0s componentes quimicos de Morinda citrifolia (YU et al.,2011;
MRZLJAK, 2013.; MILLONIG, 2005).

STADLBAUER et al (2005) relata dois casos de hepatototoxicidade por
Morinda citrifolia, o primeiro é sobre um homem de 29 anos de idade com hepatite
toxica anterior associada a pequenas doses de paracetamol que desenvolveu
insuficiéncia hepatica sub-aguda apds o consumo de 1,5 L de suco de Noni por mais de
3 semanas e que necessitou de transplante hepatico com urgéncia. O segundo relato
discorre sobre uma mulher de 62 anos de idade, sem evidéncia de doenca hepatica
anterior que desenvolveu um episodio de hepatite aguda auto-limitada ap6s o consumo
de 2 L de suco de noni durante mais de 3 meses. Em 2008, a mesma autora e sua equipe
relatam o caso de um homem branco de 43 anos de idade, diagnosticado com um

gliobastoma que passou por cirurgia, radiagdo e quimioterapia. O paciente comegou a



beber suco de Noni na dose 20 mL duas vezes por dia e apds 3 semanas, houve elevacao
drastica das enzimas transaminases TGO e TGP, indicando dano hepatico. A autora
aponta os efeitos hepatotoxicos devido a presenca de antraquinonas no suco.

YU et al (2011) apresenta um caso de um menino previamente saudavel de 14
anos de idade, que apresentou hepatotoxicidade aguda ap6s o consumo de suco de Noni.
MRZLJAK, et al (2013) apresenta um caso de uma mulher de 38 anos de idade que
desenvolveu lesdo hepética aguda associada com o consumo de suco de noni e que
também estava sob terapia anticonvulsivante utilizando o medicamento fenobarbital.

O paracetamol é um antiinflamatério ndo-esterdide derivado do p-aminofenol,
utilizado como analgésico e antipirético. Esse medicamento sofre extenso metabolismo
hepético, e os seus catabdlitos podem provocar quadros reativos lesivos as células do
figado. A droga segue uma trilha metabodlica classica através do metabolismo de
segunda passagem, sofrendo sulfatacdo ou glicuronizacdo. Uma pequena percentagem
sofre oxidagdo atraves do citocromo P-450. Este Ultimo caminho criard um composto
eletrofilico reativo, chamado NAPQI, ou N-acetil-p-benzoquinona imina. O que ocorre
nas doses elevadas é que essas vias metabdlicas estdo completamente saturadas, levando
a maior parte da metabolizacdo para a oxidacdo. Quando o NAPQI se acumula acaba
por se ligar a moléculas protéicas do hepatécito, causando lesdo direta nos tecidos
(DANTAS, 2013; PARANA, 2011).

O fenobarbital é um derivado do acido barbitarico que atua no receptor GABA,
bloqueando a entrada de célcio nas terminacBes pré-sinapticas, inibindo a transmissao
do neurotransmissor glutamato. E uma droga utilizada como anticonvulsivante
hipnotico e sedativo. O fenobarbital, por ser um auto-indutor de enzimas microssomais
do sistema P-450, aumenta a sua propria metabolizacdo e a biotransformacédo de outras
drogas administradas concomitantemente, sendo a hepatotoxicidade um dos efeitos
colaterais mais severos (MOMM, 2008).

Através do estudo em modelo experimental, este trabalho pretende promover a
elucidacdo das interacGes medicamentosas no metabolismo hepatico de Morinda
citrifolia concomitante com o tratamento com paracetamol ou fenobarbital, conforme
observagdes clinicas, de forma a esclarecer se o dano hepatico demonstrado nos
pacientes foi devido somente a acdo do medicamento hepatotdxico, ao consumo de

Noni ou devido a interagdo medicamentosa dos dois tratamentos



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS
- Avaliar a atividade hepatica do extrato aquoso do fruto de Morinda citrifolia
em camundongos BALB-C, e sua resposta interativa entre o uso crbénico com

medicamentos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar fungéo hepatica através de ensaios bioquimicos do soro sanguineo
de camundongos tratados com Morinda citrifolia e a interagdo medicamentosa com
paracetamol e fenobarbital.

- Avaliar a atividade das enzimas hepatoprotetoras com o0 uso cronico do
extrato aquoso do fruto de Morinda citrifolia e a interacdo medicamentosa com
paracetamol e fenobarbital.

- Realizar andlise macroscépica do figado dos animais tratados com Noni e

confeccionar ldminas histologicas para avaliagdo microscépica do tecido.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Os frutos de Noni (Morinda citrifolia) foram colhidos em arvores localizadas
no bloco ICB — UFAM nas proximidades do laboratério de Histologia, bloco C, no
horario de 14 as 15 horas da tarde, e transportados ao laboratério Planta-piloto da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas (FCF-
UFAM). Foram coletados 8 kg de frutos de Noni com boas caracteristicas externas de

qualidade e de aspecto variado quanto ao tamanho.

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO

Neste estudo, tentou-se reproduzir a utilizacdo das espécies vegetais pela
medicina popular na obtencéo do extrato bruto. Os frutos e sementes foram secos em
estufa a 40° C, e pulverizados utilizando moinho mecénico (Marca Tecnal®). O extrato
foi obtido por maceracdo exaustiva, com auxilio de banho em lavadora ultrassénica
(Marca Unique® modelo USC 2800A) durante 15 minutos. Foram utilizados
aproximadamente 700g de frutos e cerca de 8 L de agua destilada como solvente. O
material foi separado em frascos de vidro ambar, acondicionados em geladeira a 5° C.
O material foi posteriormente liofilizado (Liofilizador Marca Virtis BenchTop® Modelo

2KBETS) para obtencdo do extrato seco.

4.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos BALB-C, 15 machos e 15 fémeas, pesando
entre 20 a 30 g, oriundos do Biotério Central da UFAM. Os animais foram mantidos em
grupos de 3 por gaiola de metal, em temperatura ambiente de £ 20° C, em ciclo claro-
escuro de 12 horas, com agua e racdo padrdo ad libitum. Todas as etapas desta pesquisa
seguiram as normas internacionais de uso de animais em pesquisa pré-clinica. Este
trabalho faz parte do projeto “Screening farmacoldgico de espécies vegetais e animais
da Amazonia” e encontra-se sob analise do Comité de Etica em Pesquisa Animal da
UFAM - protocolo 043/2011.
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4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A resposta na interacdo entre os medicamentos e MC (Morinda citrifolia) foi
avaliada de acordo com o método descrito por Ahmed et al. (2001), onde os animais

foram divididos em grupos de 5 em cada gaiola:

Tabela 1 — Descricdo dos grupos experimentais

Grupo Tratamento por via oral (p.o)
Controle Veiculo (salina)
Paracetamol (P) 400 mg/kg
Fenobarbital (F) 100 mg/kg
Morinda citrifolia (MC) 400 mg/kg
Interacdo MC x F MC e F com intervalo de 15 minutos
Interacdo MC x P MC e P com intervalo de 15 minutos

Os animais foram tratados durante 14 dias consecutivos. Apds 24 horas da
ultima dose, todos os camundongos foram devidamente anestesiados em camara com

éter etilico e mortos por deslocamento cervical.

4.5 AVALIACAO BIOQUIMICA DA FUNCAO HEPATICA

As amostras de sangue foram recolhidas dos animais ainda vivos por puncao
do plexo orbicular e recolhidas em tubos de coleta sem anticoagulante e deixado
coagular durante 30 minutos a temperatura ambiente. O soro foi separado por
centrifugacdo a 4000 rpm durante 10 min e as amostras de soro foram armazenadas a -

70 ° C até a sua utilizagdo para a determinacdo dos parametros bioquimicos.

4.5.1 Determinagdo da atividade de AST e ALT

Foram mensurados 0os marcadores enzimaticos do dano hepatico, as
enzimas transaminases aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase (AST E
ALT) utilizando kits comerciais Labtest Diagndstica®, por método cinético otimizado,
conforme instrugdes disponiveis nos kits. A leitura foi feita em analisador automatico
Chem Well®,
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4.5.2 Determinagdo da concentragdo de Proteinas Totais e Albumina

As proteinas totais (PT) e a Albumina (ALB) foram estimadas utilizando-
se kits laboratoriais Labtest Diagnostica®, através do método do Biureto para PT e verde
de Bromocresol para ALB. A leitura foi feita em analisador automatico Chem Well®.

4.6 VIABILIDADE DE ENZIMAS HEPATICAS DO STRESS OXIDATIVO

Os figados dos animais foram cirurgicamente excisados, limpos e pesados
individualmente. Os érgédos foram divididos ao meio e pesados aproximadamente 0,5 g
por amostra, 0 restante do material foi reservado. As amostras foram maceradas
individualmente em gral de porcelana com auxilio de pistilo e adicionou-se 5 mL de
tampé&o pirofosfato 100 mM e 1 mM de EDTA (pH 7,4). Cada amostra foi aliquotada

em tubos Falcon e centrifugadas a 3500 rpm durante 15 min.

4.6.1 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A quantificacdo da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) foi
realizada conforme o método proposto por Nishikimi (1972). O método se baseia na
conversdo da reducdo do Nitroazul de tetrazélio (NBT) em Formazana indicando a
presenca do &nion superoxido. Inicialmente adicionou-se 80 pL de Fenazina Metilsufato
(PMS) (186 pM) e 20 pL NBT (300 pM), 13 pL de Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo (NADH) e 2 puL do homogenato do figado. Todas as solucGes citadas
foram feitas em tampédo pirofosfato de sédio (pH 8.3 a 0,052 M). A microplaca foi
incubada por 90 segundos e, logo apo6s, foi adicionado o acido acético para interromper
a reacdo. A leitura foi feita em comprimento de onda de 560 nm (ChemWell®

Awareness Technology) e os resultados obtidos foram expressos em U/mL.

4.6.2 Atividade da enzima catalase (CAT)

O principio deste método baseia-se no decaimento da absorbancia
ocasionado pela redugdo de H>O, a agua, pela CAT presente na amostra, medido
espectrofotometricamente a 240 nm, durante tempo predeterminado (AEBI, 1984). Para
esse ensaio, utilizou-se a solucdo de peroxido de hidrogénio (10 mM) em tampéo
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) preparada e titulada no dia da analise. Em uma
cubeta de quartzo, foram colocados 2 mL da solu¢do de H2O2 ¢ 20 uLL de amostra de

homogenato. Ap6s homogeneizagdo, a velocidade de decomposi¢do do H20- foi medida
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durante 20 segundos. As amostras foram analisadas em triplicata, sendo os valores

expressos em mmol de H202 consumido por minuto e por grama.

CAT = A abs x diluicdo* x 1,5 (mmol.min-1.g-1)

* diluicio (homogenato 20 x cubeta 100) = 2000

4.6.3 Protecdo a Lipoperoxidacao lipidica

A avaliacdo da peroxidacédo lipidica foi realizada a partir da reacdo de
substancia reativas com o acido tiobarbitdrico gerando bases de Schiff segundo
OHKAWA et al., (1979), modificado por DRAPER & HADLEY, (1990). Foram
adicionados em tubos de ensaio 0,25 mL de homogenato, 100 uL Dodecil Sulfato de
Saédio (SDS) 8,1%, 0,75 mL de HCI 0,5M, 0,75 mL &cido tiobarbitdrico (TBA), 25 pL
de butil-hidroxitolueno (BHT) e 125 pL H20 deionizada. Apos a adi¢do dos reagentes,
as amostras foram agitadas utilizando o homogeneizador e aquecidas a 100°C em banho
seco por 15 minutos. Em seguida os tubos foram resfriados em banho de gelo por 10
minutos. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 min e lidas em
espectrofotbmetro, no comprimento de 535 nm. A concentracdo de MDA total das
amostras foi determinada mediante utilizacdo equacao da curva do padrdo de MDA com

5 diluicdes (0,25; 0,5; 1; 2; 4) expresso em pmol/L.

4.7. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Os figados dos animais foram pesados, e como anteriormente descrito, foram
dividos ao meio, uma parte para o estudo da viabilidade das enzimas do stress
oxidativo, e a outra parte foi introduzida em tubos Falcon com 30 mL de formol
tamponado a 10% para fixacdo do 6rgdo e posterior confeccdo de laminas histoldgicas
utilizando coloragcdo Hematoxilina-Eosina HE (WATINGTON, 1972).

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como médias + erros padrédo da média (SEM) e
analisados utilizando-se analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de

multicomparacdo de Tukey. Um valor de p <0,05 foi considerado significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O material para as analises foi mantido armazenado em ultra freezer a — 80° C
material armazenado. Durante a manutencdo do material para posteriores analises
bioguimicas e histolégicas, houve problemas com constantes interrupcfes de energia
elétrica no setor sul do campus universitario, que interferiu na anélise dos resultados da
viabilidade enzimatica.

Os figados dos animais foram pesados individualmente. O peso e 0 desvio

médio estdo descritos na tabela 2:

Tabela 2 — Peso em gramas (g) dos figados dos animais tratados com 400mg/kg do
extrato aquoso de Noni (N), solucdo de Fenobarbital (F) ou Paracetamol (P) e suas
associacOes. Resultados expressos em Média£SEM.

Grupos experimentais

Parametro v N - P N N+P

Peso (g) |2,48+0,6985 | 2,442 £ 0,479 | 2,482 £ 0,295 | 2,093 +0,08 |2,013+0,451 | 1,94+ 0,276

ANOVA, seguida do Teste de Multipla Comparagdo de Tukey.

5.1 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE AST E ALT

A analise bioguimica realizada no ensaio in vivo € um parametro Gtil para
predizer alteracfes no organismo decorrentes de possivel dano toxicologico (COELHO,
2011). As enzimas ALT e AST sdo consideradas hepatoespecificas e tém aumento
imediato apos lesdo hepatocelular ou alteracdo na permeabilidade da membrana celular
sendo que AST estard na maioria das vezes mais alterada do que ALT (PEREIRA,
2011), apesar de que a ALT é mais especifica como marcador para danos hepaticos
(GIANNINI et al, 2005), pois esta enzima existe em maior quantidade no citosol do
hepatécito do que em outros tecidos, portanto o seu aumento, mesmo ndo sendo maior
que o da AST, tem mais significado clinico como sinal de lesdo hepatica (ALMEIDA,
2012).
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Tabela 2 - Avaliacdo da atividade das enzimas AST e ALT nas respostas hepaticas dos
camundongos tratados com 400mg/kg do extrato aquoso de Noni (N), solucdo de
Fenobarbital (F) ou Paracetamol (P) e suas associacOes. Resultados expressos em
MédiatSEM.

Grupos experimentais
\% N F P N+F N+P
ALT  [30,37+7,89| 152,6+12,56 | 56,80+6,71 | 236,7+0,0 | 78,90+8,28 | 109,8+18,34
AST 177,146,58 | 296,0+32,43 | 149,0+20,38 | 231,0+18,00 | 217,7+72,85 | 261,0+13,55

Parametros

ANOVA, seguida do Teste de Mltipla Comparacéo de Tukey.

Os dados apresentados na Tabela 2 ndo apresentaram diferenga estatistica
significante, porém o erro padrdo da média demonstra que os resultados entre 0s
individuos de cada grupo foram determinantes para tal. O problema com o
armazenamento da amostra em temperatura a -80°C foi preponderante para a
complicacdo de analise dos resultados. Apesar disso, faremos uma exposicdo, mesmo

empirica, do que observamos:

Em relacdo aos niveis de ALT, nota-se uma diminuicdo desta nos grupos de
interacdo N+P (109,8+£18,34) e N+F (78,90£8,28) em relacdo ao grupo tratado somente
com N (152,6+£12,56), no entanto os trés grupos foram superiores em valores quando
comparados ao grupo tratado somente com o veiculo. Ja nos niveis de AST, o0 grupo que
apresentou maior atividade dessa enzima foi N (296,0+£32,43), e a atividade de AST foi
discretamente diminuida, comparado aos grupos de interacdo N+P (261,0+13,55) e N+F
(217,7+72,85).

WANG (2008) e MARTINEZ (2013) apresentam resultados para o Noni tendo
efeito hepatoprotetor em modelo de indugdo com CCls, havendo diminuicdo da
atividade das enzimas AST e ALT, ndo corroborando com os resultados apresentados
nesse estudo. HADIJAH et al, (2008) avaliou a atividade de Noni em trés doses (5, 10
e 20%) em ratos. Ele demonstrou aumento da atividade das enzimas ALT e AST na
dose mais alta do tratamento com M. citrifolia, demonstrando injdria hepéatica. A
possibilidade de uso de baixas concentragGes dos extratos de Noni pode justificar os
seus primeiros efeitos benéficos relatados pela popula¢do, no entanto, com 0 uso
constante e 0 aumento das doses, além do consumo com outros tipos de drogas como
nos casos apresentados de intoxicacdo por Noni com paracetamol e fenobarbital, pode

explicar o dano hepético observado nos usuarios.
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5.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PT E ALB

O figado € o sitio de sintese da maioria das proteinas plasmaticas, ocorrendo
cerca de 90% da sintese de proteinas totais, e 100% da sintese de albumina. Assim, uma
destruicdo extensa do tecido hepatico resulta em baixos niveis séricos dessas moléculas
(MCPHERSON, 2012). As proteinas sdo importantes para avaliar a funcdo de sintese do
figado, pois quando ha hepatotoxicidade mediada por xenobidticos, ocorre diminuicéo
nos niveis séricos de ALB e PT (ALMEIDA, 2012).

Tabela 3 - Avaliacdo do efeito na atividade das Proteinas Totais e Albumina na
resposta hepatica dos camundongos tratados com 400mg/kg do extrato aquoso de Noni
(N), solucdo de Fenobarbital (F) e Paracetamol (P) e suas associa¢fes. Resultados
expressos em Média=SEM.

Grupos experimentais

Parametro
\% N F P N+F N+P
P'flf’;f;?sas 7.96040,42 | 7,183+0.41 | 59004049 | 5.90040,23 | 4,825+0.73™ | 6,100£0,51

Albumina | 4,300+0,11 | 4,250+0,13 | 3,880+0,35 | 3,867+0,07 | 3,150+0,37"2 | 3,980+0,14

ANOVA, seguida do Teste de Mltipla Comparagéo de Tukey, onde: * p<0,005 e ** p<0,01 vs Veiculo, a p<0,005 vs Noni.

Em relacdo a concentracdo de proteinas totais, nota-se diminuicdo na
concentracdo de PT nos grupos tratados com os farmacos F (5,900+0,49) e P
(5,900+0,23), e nos grupos de interagdo N + P (6,100+0,51) e N + F. Somente no grupo
de interacdo entre N + F (4,825+0,73) houve diminuicdo significativa na concentracdo
de proteinas totais dos animais tratados, refletindo o dano hepéatico nesse grupo.
(Tabela 3)

Quanto a concentracdo de albumina, observou-se diminui¢do na concentracao
de ALB nos grupos tratados com os farmacos F (3,880+0,35) e P (5,900+0,23) e nos
grupos de interacdo N + P (6,100+0,51) e N + F. Porém novamente, no grupo tratado
com N + F (3,150+0,37) foi observado diferenca significativa, demonstrando

diminuicdo na concentragéo de albumina.

HADIJAH et al (2008), ao avaliar a funcdo hepatica de ratos tratados com M.
citrifolia, demonstrou diminui¢cdo na concentracdo de proteinas, corroborando com

nossos resultados apresentados.
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Figura 1- Avaliacdo do efeito na atividade das Proteinas Totais (PT) e Albumina (ALB) na resposta
hepética dos camundongos tratados com 400mg/kg do extrato aquoso de Noni, solucdo de Fenobarbital
(F) e Paracetamol (P) e suas associa¢Oes. Resultados expressos em MédiaxtSEM. ANOVA, seguida do

Teste de Multipla Comparagdo de Tukey, onde: * p<0,005 vs Veiculo, a p<0,005 vs Noni.

5.3 VIABILIDADE DE ENZIMAS HEPATICAS DO STRESS OXIDATIVO

O stress oxidativo é o resultado do desequilibrio entre a geracdo das espécies
reativas do oxigénio (ROS) e a capacidade de defesa corporal, tanto enddgena quanto
exogena em células intactas (LAPPAS et al, 2011). O stress oxidativo € um achado
freqiiente na hepatotoxicidade induzida, com a formacéao de radicais livres diversos que
resultam na degradacdo oxidativa dos lipideos (lipoperoxidacdo) e de proteinas nos
diversos sistemas de membrana da célula (RABELO, 2008).

As espécies reativas de oxigénio (EROS), conhecidas como radicais livres, sdo
componentes quimicos derivados radicais e ndo radicais livres do oxigénio, que
apresentam um ou mais elétrons desemparelhados, que reagem com proteinas, lipidios,
carboidratos e acidos nucléicos, oxidando-os (GUIMARAES, 2013). Dentre essas
espécies reativas, destacam-se o anion superéxido (®02°), perdxido de hidrogénio
(H202), o radical hidroxila (®¢OH), os hidroperéxidos organicos (ROOH), radicais
peroxil (ROe, alcoxil e ROOe®), e o &cido hipocloroso (HOCI) (LAPPAS et al, 2011).
Sabe-se que em condicdes fisioldgicas, EROS sdo geradas constantemente pelas células por
varias enzimas oxidases e pelo processo de respiragdo mitocondrial (WIESE, 2008).

O sistema de defesa do organismo € representado principalmente pela defesa
antioxidante enzimatica, onde destacam-se as enzimas superdxido dismutase (SOD),

catalase (CAT) entre outras (DAVID, 2011). Essas moléculas sdo capazes de bloquear a
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iniciacdo da oxidacdo, dessa forma removendo as espécies reativas ao oxigénio
(COTINGUIBA, 2013).

As enzimas antioxidantes sdo capazes de eliminar o superéxido (¢02°), uma
espécie reativa anteriormente descrita. O superoxido é inicialmente convertido em H20:
e em seguida reduzido a agua. A primeira etapa de conversao é catalisada pela enzima
superoxido dismutase (SOD). Existem 3 isoformas de SOD nos mamiferos, SOD de
cobre / zinco (CuZnSOD), SOD de manganés (MnSOD) e SOD extracelular (ECSOD).
MnSOD e ECSOD estéo localizadas na matriz mitocondrial e na superficie exterior das
membranas das células, respectivamente, ao passo que CuZnSOD encontra-se no citosol
(LAPPAS et al, 2011).

Tabela 4 - Avaliacdo da atividade antioxidante da resposta hepética dos camundongos
tratados com 400mg/kg do extrato aquoso de Noni (N), solucdo de Fenobarbital (F) e
Paracetamol (P) e suas associagdes. Resultados expressos em Média+SEM.

Grupos experimentais

Parametros
\% N F P N+F N+P

SOD 251,8+70,60 | 289,0+88,22 |253,1+65,90 | 289,9+201,3 | 129,7+18,85 |255,8+46,47

CAT 225,6+1,25 |522,0+105,0"|462,0+18,1™" [ 321,0+6,00 |433,3+26,18" | 1148+51,90"" P

ANOVA, seguida do Teste de Multipla Comparagao de Tukey, onde: * p<0,005 e ** p<0,01 vs Veiculo, a p<0,005 vs Noni, b:

p<0,001 vs Paracetamol.

Nos experimentos para avaliacdo da superdxido dismutase hepética, ndo foi
demonstrado diferenca significativa entre os grupos e um erro padrdo acentuado foi
observado provavelmente devido a problemas de armazenamento das amostras de
figado, conforme explicado anteriormente. Porém é observado aumento da concentragdo
da SOD no grupo P (289,9+201,3) em relacdo aos demais grupos. Em contrapartida, a
concentracdo da SOD nos grupos N + F (129,7+18,85) mostrou-se em niveis mais
baixos encontrados. Sabe-se que a SOD ¢ afetada pelo stress oxidativo, podendo haver
decréscimo da concentragdo da enzima e até mesmo sua inativagdo (MANNA, 2006).
Apos a etapa de dismutacdo do anion superdxido, catalisada pela enzima SOD, ocorre a
formagéo de H20., que é convertida em agua pela enzima catalase no lisossomo ou pela
glutationa peroxidase (GHS-Px) nas mitocondrias (SOUZA, 2014). Geralmente o
aumento da atividade da CAT sugere agdo oxidativa excessiva ndo contida pela
atividade antioxidante ndo enzimatica que tenha favorecido a formacéo de perdxido de
hidrogénio, potencializando a producdo do radical hidroxila via reacdo de Haber-Weiss.
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Também esta elevada atividade da CAT podera ser um indicativo de uma forte geracédo
de (¢02°), que foi dismutado pela SOD (WIESE, 2008).

No presente trabalho, foram observadas alteracdes significativas na atividade
da CAT nos grupos N (522,0£105,0) e N + F (433,3+26,18) e N + P (1148+51,90) em
relacdo ao grupo controle. Isso demonstra intensa atividade enzimatica nos grupos
experimentais de interagdo, principalmente quando no tratamento de Noni concomitante
com paracetamol.

SENTHIL et al (2013) verificaram aumento da atividade da SOD e da CAT,
em ensaio para avaliacdo do potencial antioxidante e antidiabético de Morinda citrifolia.
SAMINATHAN et al (2014) mostra aumento da atividade da CAT e SOD em animais
tratados com Noni durante 28 semanas e diminuicdo da lipoperoxidacéo lipidica, em
ensaio para avaliacdo do potencial antioxidante e anticancerigeno dos frutos de Noni.
Segundo os autores, o aumento da atividade dessas enzimas reflete a capacidade
hepatoprotetora e antioxidante do Noni.

Nossos resultados, portanto ndo corroboram com a literatura, sendo que os
grupos onde deveriam mostrar algum dano hepatico (P e F) parecem reproduzir um
resultado diferente do esperado. Deve-se considerar que houve problemas de
descongelamento com as amostras de figado que podem ter alterado o comportamento
das enzimas SOD e CAT doseadas, dessa forma ndo poderemos estabelecer uma relagéo
confiavel para os resultados apresentados, sendo necessario uma contra-prova para

avaliar de forma precisa 0 comportamento dessas enzimas.
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Figura 2 - Avaliagdo da atividade antioxidante da SOD e CAT na resposta hepatica dos
camundongos tratados com 400mg/kg do extrato aquoso de Noni (N), solucdo de
Fenobarbital (F) e Paracetamol (P) e suas associacOes. Resultados expressos em

MédiatSEM.
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A peroxidacdo da membrana celular leva a desorganizacdo molecular dos
lipideos, resultando em aumento da permeabilidade da membrana e extravasamento das
enzimas celulares na circulacdo. O aumento da peroxidacéo lipidica esta associado com

a inducdo de P450E1 em lesbes hepaticas experimentais (DAVID, 2011).

Tabela 5 - Avaliacdo da atividade de TBARS da resposta hepéatica dos camundongos
tratados com 400mg/kg do extrato aquoso de Noni, solucdo de Fenobarbital e
Paracetamol e suas associacfes. Resultados expressos em MédiatzSEM.

Grupos experimentais

Parametros
\% N F P N+F N+P

TBARS 0,6400+0,19 |(2,130+0,43 |2,433+0,28 [2,613+,28" |2,103+0,08 [1,620+0,56

ANOVA, seguida do Teste de Multipla Comparagao de Tukey, onde: * p<0,005 vs Veiculo

A medida de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitdrico) é usada
para avaliar a lipoperoxidacdo, ou seja, quando os lipideos sofrem acdo de radicais
livres (RABELO, 2008). TBARS reflete a quantidade de malonaldeido (MDA)
formado, um produto final da peroxidacdo dos &cidos graxos da membrana
(HALLIWELL et al, 1894).

Nos ensaios para avaliacdo da lipoperoxidacdo lipidica, foi observado aumento
na concentracdo de MDA nos grupos de N e tratamento com farmacos P e F, e nos
grupos de interacdo N + F e N + P, apesar ndo ter sido observado diferenca
significativa, exceto no grupo tratado com paracetamol (P). O aumento na concentragdo
de MDA, reflete a peroxidacdo dos &cidos graxos de membrana, ou seja, dano oxidativo
ao tecido hepatico. Na figura 3, é demonstrado que a concentracdo de MDA do grupo
tratado com Noni é semelhante ao grupo tratado com os farmacos hepatotoxicos,
significando que a utilizacdo de M. citrifolia promoveu dano hepéatico, porém, nos
grupos de interacdo N + P e N + F, observa-se uma diminuicdo da concentracdo de
MDA, indicando efeito hepatoprotetor, da mesma forma como discutido anteriormente
no ensaio de avaliacdo das transaminases, onde o Noni pareceu agir omo agente
hepatotdxico sozinho e hepatoprotetor, quando em interacdo com os farmacos.

SAMINATHAN, et al (2014) e SENTHIL, et al (2013) mostra diminuicdo da
lipoperoxidacdo lipidica expressa em concentracfes de MDA em ratos tratados com

Morinda citrifolia.
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Figura 3 - Avaliacdo da atividade do TBARS na resposta hepatica dos camundongos
tratados com 400mg/kg do extrato aquoso de Noni (N), solucdo de Fenobarbital (F) e
Paracetamol (P) e suas associa¢des. Resultados expressos em MédiatSEM.

5.4. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

As laminas histoldgicas ainda ndo foram concluidas. Esperamos terminar para

apresentar os resultados no CONIC.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, a complicacdo no armazenamento devido as recorrentes faltas no
fornecimento de energia elétrica no setor sul do campus universitario foi determinante
para a inconclusdo de nossos resultados e a geracdo de um erro padrdo alto em varios
testes. No entanto, os resultados sdo indicadores importantes neste estudo de interacéo

medicamento x plantas medicinais.

No ensaio para avaliacdo das transaminases hepaticas ALT e AST, foi
demonstrado que nos grupos tratados com Noni 400 mg/kg e os farmacos Paracetamol e
Fenobarbital, houve discreta diminuicdo dos niveis de atividade enzimética. Em
contrapartida, os animais tratados somente com Noni demonstraram ter niveis de

transaminases semelhantes aos tratados somente com os farmacos hepatotdxicos.

Na avaliacdo das proteinas totais e albumina, houve diminuigdo significativa
no grupo tratado com Noni e Fenobarbital, e nos demais grupos houve discreta

diminuicdo em relacdo ao grupo controle, significando dano hepatico.

Né&o tragcamos resultados conclusivos para avaliagdo das enzimas antioxidantes
superdxido dismutase e catalase pois os resultados obtidos estdo em completo desacordo

com a literatura.

Em relacdo a avaliacdo do estado de lipoperoxidacdo da membrana dos
hepatocitos, os resultados mostram aumento da lipoperoxidacdo nos grupos tratados
somente com Noni ou os farmacos Paracetamol e Fenobarbital, e nos grupos de

interacdo entre Noni e os farmacos, ocorre diminuicdo da lipoperoxidacéo.

E necessario uma contra-prova para avaliar de forma precisa 0 comportamento
tanto das enzimas hepéaticas quanto dos parametros bioquimicos. Infelizmente, o
Biotério Central da UFAM estd vedado para experimentacdes com modelos animais,
dessa forma dificultando a repeticdo dos experimentos.

Esperamos concluir a avaliacéo histoldgica para apresentar resultados precisos
no CONIC.
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