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Resumo: Morinda citrifolia € uma planta da familia Rubiaceae, que possui um alto
potencial biologico. Neste trabalho, foi investigada a atividade antitumoral in vitro. As
ligninas isoladas das folhas demonstraram atividade antitumoral, sendo capazes de inibir o
crescimento de diferentes células tumorais, sem apresentar grande citotoxicidade. Esses
resultados indicam o potencial das ligninas alcalinas como agentes antitumorais e sua
possivel aplicagdo no desenvolvimento de produtos e farmacéuticos.
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INTRODUCAO

Com uma estimativa de 704 mil casos por
ano no Brasil (INCA, 2022) O cancer é definido como
um conjunto de doencas caracterizadas pelo
crescimento descontrolado e disseminacgdo de células
anormais, que podem invadir tecidos adjacentes.
(World Health Organization, 2022). Tal conjunto de
patologias representa um dos principais problemas de
salide global e a resisténcia aos quimioterapicos de
referencia, dificultam a terapéutica ligada a essas
doencas (Sung et al. 2021).

Nesse contexto, o desenvolvimento de novos
farmacos antitumorais é extremamente necessario, A
busca por moléculas com seletividade, baixa
toxicidade (Galluzzi et al. 2018) e mecanismos
inovadores de acdo tem motivado o estudo de fontes
naturais, como plantas medicinais e seus constituintes,
que oferecem diversidade quimica e potencial
terapéutico ainda pouco explorado (Atanasov et al.
2021).

Dessa forma, as ligninas se apresentam como
macromoléculas complexas e formadas por unidades
fenilpropandides repedidas de maneira irregular
(Huang et al., 2022). Presente em diversas plantas, a
biossintese das ligninas se da pela via radicular a partir
da reacdo de trés &lcoois, que geram as subunidades
Guaicil (G), Siringil (S) e p-hidroxibenzil (H), que
podem variar de propor¢do a depender do organismo
vegetal onde sdo sintetizada (Sugiarto et al., 2022).

Tal conhecimento se apresenta de extrema
importancia para 0 entendimento e possiveis
aplicacBes das ligninas dentro da area de biociéncias,
sua obtencdo se d& em escala industrial através da
producdo de papel, gerando como subproduto a
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matéria prima em questdo, que dentro do contexto
produtivo, é queimada para producdo de energia.
(Sethupathy et al. 2022; Zhang et al. 2022).

Porém, quando reaproveitadas, as ligninas
alcalinas possuem diversas aplicac6es, principalmente
na é&rea de ciéncias da salde, como agentes
antioxidantes e antitumorais, conforme descrito por
Araujo et al em 2022, imunomoduladores (Cruz Filho
et al. 2019, Nascimento Santos et al. 2020),
antiparasitarios (Silva et al. 2021), entre outras
aplicacbes. Essas potenciais aplicacbes estdo
diretamente relacionadas a estrutura quimica dessas
macromoléculas, principalmente ao teor de compostos
fendlicos (Kimura et al. 2022).

Nesse contexto, destaca-se a planta Morinda
citrifolia popularmente conhecida como Noni, esta
espécie é de grande utilizacdo para fins medicinais
(Ali et al. 2016). Apesar do vasto conhecimento sobre
0s extratos vegetais desse organismo vegetal, existem
poucos trabalhos acerca das ligninas presentes nessa
espécie, a partir dessa necessidade, foi elaborado pelo
grupo de pesquisa e publicado em 2021 por Silva et al.
A caracterizagdo fisico-quimica da lignina alcalina
obtida a partir das folhas da Morinda citrifolia. Nesse
sentido, o presente trabalho busca avaliar a atividade
antitumoral das ligninas alcalinas, bem como sua
citotoxicidade em células normais.

MATERIAL E METODOS

As folhas de Morinda citrifolia foram
coletadas no municipio de Cabo de Santo Agostinho,
no estado de Pernambuco, Brasil (coordenadas:
8°29’86.07” S e 35°06°45.29” W). A autenticacdo
boténica foi realizada no Herbario Geraldo Mariz,
pertencente ao Departamento de Boténica do Centro
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de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), onde um exemplar da planta foi
depositado sob 0 ndmero de registro 74.792. A coleta
e 0 estudo do caule foram autorizados por meio de
registro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen), sob o nimero A2F0474.

A lignina alcalina avaliada neste estudo foi
isolada das folhas de Morinda citrifolia no
Laboratorio de Quimica e Inovacdo Terapéutica da
UFPE, e teve seus métodos descritos previamente por
Silva et al. (2021). Em resumo, as folhas foram secas,
moidas e submetidas a extracdo aquosa na proporcao
1:1 (g/L), em reator de 2 L, a 60 °C e 1200 rpm, por 1
hora. O sélido resultante foi tratado com 4&cido
fosforico (HsPOs a 1%) em autoclave, a 121 °C,
também durante 1 hora, na proporcéo 1:1 (g/L). Ap6s
filtracdo, o solido foi submetido a deslignificacdo
alcalina com solucdo de NaOH (hidréxido de sddio) a
1%, nas mesmas condi¢des do tratamento acido. O
licor negro contendo a lignina foi entdo separado por
filtracdo e acidificado com H.SOs até atingir pH 2,
permanecendo em repouso por 12 horas para a
precipitacdo da lignina. Por fim, o material precipitado
foi seco a 70 °C por 48 horas. Para a realizacdo dos
ensaios biolégicos, a lignina foi diluida previamente
em DMSO a 1%, na concentracdo final de 200 pg/mL.

Em relacdo a citotoxicidade in vitro os
experimentos  foram realizados conforme a
metodologia descrita por Suleiman & Helal (2022).
Para isso, foram utilizadas linhagens celulares
normais, incluindo macréfagos (RAW 264.7),
fibroblastos (V79) e células de rim de macaco (Vero),
bem como diferentes linhagens tumorais humanas:
MCF-7 e T-47D (cdncer de mama), Jurkat
(leucemia/linfoma), DU145 (cancer de proéstata) e
HepG2 (hepatocarcinoma).

As células foram cultivadas em meio RPMI-
1640 contendo vermelho de fenol, suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina), em densidade de 1 x 10°
células por pogo. Apos a estabilizacdo, foram tratadas
com diferentes concentracdes de lignina (de 100 a 1,56
pg/mL), previamente dissolvida em DMSO a 1%. A
incubacdo ocorreu por 72 horas em estufa com
atmosfera controlada de CO. a 5%. A viabilidade
celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT, que
mensura a capacidade metabdlica mitocondrial das
células vidveis. Apds o periodo de incubacdo, os
cristais de formazan formados foram solubilizados em
DMSO e a absorbancia foi medida em leitor de
microplacas a 540 nm. A partir desses dados, foi
determinada a concentracdo inibitoria de 50% (ICso),
utilizando ajuste ndo linear da curva dose-resposta.
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Como padrdo de comparagdo, foram
utilizados farmacos antineoplasicos classicos, como
doxorrubicina, amsacrina e asulacrina, testados sob as
mesmas condi¢es experimentais da lignina. Todos 0s
experimentos foram realizados em duplicata, com trés
repeticbes  independentes  para  garantir a
reprodutibilidade dos resultados.

Para avaliacio da toxicidade sobre
eritrécitos, foi realizado um ensaio hemolitico in vitro,
conforme descrito por Aradjo et al. (2022). O Sangue
de camundongos foi coletado, e os eritrdcitos foram
isolados e diluidos em tampdo salino fosfatado (PBS).
As amostras foram entdo incubadas com diferentes
concentracfes de lignina (de 100 a 3,12 pg/mL,
dissolvidas em DMSO 1%) por 1 hora a temperatura
ambiente. ApOs esse periodo, a liberacdo de
hemoglobina, indicativa de hemolise, foi quantificada
por espectrofotometria. Como controle negativo (0%
de hemdlise), foi utilizada apenas solucdo salina; o
controle positivo (100% de hemolise) foi feito com
Triton X-100. Todos os ensaios foram conduzidos em
triplicata, permitindo a avaliagdo estatistica da
seguranca hematica da lignina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente  estudo, avaliou-se a
citotoxicidade da lignina extraida das folhas de
Morinda citrifolia frente a diferentes linhagens
tumorais humanas, além de sua possivel toxicidade em
células normais e eritrdcitos. A Tabela 1 apresenta os
resultados de ICso (concentragdo inibitoria de 50%)
obtidos apenas para as células tumorais, uma vez que
nas concentracdes avaliadas (1,56 a 100 pg/mL) nédo
foi possivel determinar a ICso para células normais
(RAW 264.7, V79 e Vero), indicando baixa ou
nenhuma citotoxicidade para essas linhagens. Além
disso, os ensaios hemoliticos demonstraram que a
lignina testada ndo induziu hemdlise significativa,
com taxa préxima de 5%, o que sugere um bom perfil
de seguranca.

Tabela 1. Ensaios de citotoxicidade contra linhagens
celulares tumorais.
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Legenda: CT: Células tumorais; L: Lignina; DX:
Doxorrubicina; AM: Amsacrina; AS: Asulacrina.
Resultados expressos em Clso (ug/mL).

Os valores de ICso obtidos para as células
tumorais indicaram que a lignina foi capaz de inibir o
crescimento celular, sendo a linhagem Jurkat
(leucemia/linfoma) a mais sensivel, seguida por MCF-
7 (cancer de mama), T-47D (cancer de mama), DU145
(cancer de prostata) e, por fim, HepG2
(hepatocarcinoma). E importante destacar que valores
menores de ICso indicam maior atividade citotoxica.

No entanto, ao comparar esses dados com 0s
padrdes de farmacos antineoplasicos utilizados, a
lignina apresentou atividade inferior, com valores de
ICso mais elevados, o que indica menor poténcia
citotoxica frente as substancias de referéncia. Por ndo
ter sido possivel determinar a ICso em células normais,
ndo foi calculado o indice de seletividade (IS). Ainda
assim, os dados sugerem que a lignina em estudo
apresenta citotoxicidade seletiva para células
tumorais, sem efeitos adversos relevantes em células
ndo tumorais.

Esses achados estdo em consonéancia com 0s
resultados obtidos por Araujo et al. (2022), que
avaliaram ligninas alcalinas isoladas dos ramos e
folhas de Buchenavia viridiflora, e obtiveram valores
de ICso para as mesmas linhagens celulares tumorais.
Os resultados reportados foram: Jurkat (21,37; 25,76
pg/mL), MCF-7 (12,63; 24,88 ug/mL), T-47D (25,46;
47,74 ug/mL), DU145 (37,56; 41,65 pg/mL) e HepG2
(>100 pg/mL). Da mesma forma, Barapatre et al.
(2016), ao estudarem quatro fracbes de lignina
extraidas de Acacia nilotica, observaram atividade
citotdxica mais pronunciada para a linhagem MCF-7
(ICso entre 2 e 15 pg/mL), sem apresentar toxicidade
significativa para células hepéaticas humanas normais
(HHSteCs), cujo ICso foi > 100 pg/mL.

Dessa forma, os resultados do presente
estudo demonstram que a lignina de Morinda citrifolia
possui potencial antitumoral in vitro além de baixa
atividade hemolitica.

CONCLUSAO

Com base nos estudos realizados, é possivel
concluir que a lignina extraida das folhas de Morinda
citrifolia apresenta atividade antitumoral promissora
in vitro além de uma baixa atividade hemolitica. Esses
resultados indicam que essa macromolécula possui
potencial para ser utilizada como matéria-prima no
desenvolvimento de produtos farmacéuticos, porém
580 necessarios mais estudos.
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