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RESUMO

O tumor de Ehrlich é um adenocancinoma mamario, muito utilizado em
ensaios terapéuticos. Morinda citrifolia (noni) € usada na medicina popular
como suplemento alimentar em pacientes com diferentes tipos de cancer. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antitumoral da droga
vegetal a base do fruto de M. citrifolia in vivo. O material vegetal foi coletado na
Fazenda Escola da Universidade Estadual do Maranhdo e posteriormente
processado para preparo da droga vegetal e para analises fitoquimicas. Para
0S ensaios in vivo foram utilizados 50 camundongos Swiss, divididos em dois
grandes grupos: no primeiro grupo, foi realizada a inducdo da forma ascitica do
tumor via intraperitoneal e, no segundo grupo, foi feita a indugdo da forma
sélida do tumor, através da inoculacdo de células tumorais no coxim plantar
esquerdo. Para realizacdo do tratamento, os dois grupos foram subdivididos
em cinco subgrupos, a seguir: trés grupos tratados com a droga vegetal em
diferentes concentracgdes (125, 250 e 500 mg/kg/dia, via oral), um grupo tratado
com PBS (controle negativo) e um grupo tratado com ciclofosfamida (controle
positivo). O tratamento foi iniciado apos 24 horas da inoculagdo, com duracao
de sete dias, nos animais com a forma ascitica ou 14 dias, para os portadores
da forma soélida do tumor. ApGs o periodo de tratamento, os animais foram
eutanasiados para avaliacdo de parametros da evolucdo do tumor, bem como
para analises histologicas e imunohistoquimicas. A analise fitoquimica do
extrato revelou a presenca dos compostos escopoletina, danacantal, acido
ursolico, noniosideo C, acido asperulosidico e 4cido deacetil asperulosidico. No
grupo do tumor ascitico, foi observada em todos os subgrupos ascite de
aspecto seroso, sem diferencas quanto ao indice esplénico, hepético,
circunferéncia abdominal e celularidade do linfonodo mesentérico, medula e
baco entre os subgrupos.. Em suma, a droga vegetal ndo apresentou acéo
antineoplasica, mas ndo induziu a efeitos colaterais.

Palavras-chave: Droga vegetal, adenocarcinoma, clclosfosfamida e
imunohistoquimica
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ABSTRACT

The Ehrlich tumor is a mammary adenocarcinoma of mice widely used
for therapeutic trials. Morinda citrifolia (noni) is used in tradicional medicine as a
food supplement for patients with different types of cancer. The aim of this study
was to evaluate the antitumoral activity of M. citrifolia plant drug in vivo. The
plant material was collected at Fazenda Escola, Universidade Estadual do
Maranhdo, and processed for preparation of the plant drug and for
phytochemical analysis. For the in vivo assays were used 50 Swiss mice,
divided into two major groups: in the first group, the ascitic form of the tumor
was induced intraperitoneally and in the second group, the solid form was
induced on the left footpad. For the treatment, both groups were subdivided into
five subgroups, as follows: three groups treated with the plant drug at different
concentrations (125, 250 and 500 mg/kg/day, orally), a group treated with
phosphate saline buffer — PBS (negative control) and a group treated with
cyclophosphamide (positive control). Treatment started 24 hours post-
inoculation and lasted seven days, in the animals with the ascitic form, or 14
days, for the ones with the solid form. After the treatment, the animas were
euthanized for evaluation of tumor evolution parameters, as well as for
histological and immunohistochemistry analyses. Phytochemical analysis of M.
citrifolia extract showed the presence of the compounds scopoletin,
damnacanthal, ursolic acid, nonioside C, asperulosic acid and deacetyl
asperulosic acid. It was observed in all subgroups of the ascitic group, a serous-
looking ascites, with no differences regarding the splenic and hepatic index,
abdominal circumference and cellularity of the mesenteric lymph nodes, bone
marrow and spleen between the subgroups. In short, the plant drug did not
present antineoplastic action, but did not induce side effects.

Keywords: Plant drug, adenocarcinoma, cyclophosphamide and
immunohistochemistry
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Parte |

Explanacéo da temética

1. INTRODUCAO

O cancer é um grande problema de saude publica, sendo a segunda
maior causa de morte no mundo, devendo superar as doencas cardiacas nos
proximos anos. A homeostasia do organismo € mantida pela proliferacédo
celular e o processo de morte celular programada, apoptose. Sabe-se que o
cancer, seja herdado ou néo, é causado pela instabilidade genémica mediada
por alteragcdes no DNA, incluindo anormalidades cromossémicas, mutacoes,
alteracdes na sequéncia do gene (WILLBANKS et al, 2016). Cancer € o termo
utilizado para neoplasias malignas, e tem como terapias convencionais a
guimioterapia e a radioterapia, ocasionando a morte celular por mecanismo de
apoptose ou inibicdo da proliferacdo celular, tais mecanismos nao séo seletivos
levando a morte tanto de células normais como neoplasicas (SANTOS et al,
2016).

Nos ultimos trinta anos, os quimioterdpicos oriundos de produtos
naturais vém sendo utilizados no tratamento de neoplasias, deste modo a
prospeccao desses produtos tem aumentado, visando a obtencdo de novos
medicamentos que possam levar a cura ou aumento de sobrevida dos
pacientes com cancer (SANTOS et al, 2016). Segundo a legislacao brasileira,
fitoterapico é todo produto obtido exclusivamente de matérias-primas ativas
vegetais, cuja seguranca e efetividade sejam baseadas em dados de uso
seguro e efetivo, publicados na literatura técnico-cientifica, e que sejam
concebidos para serem utilizados sem a vigilancia de um meédico para fins de
diagnostico, de prescricdo ou de monitorizacdo. N&o se considera
medicamento fitoterapico ou produto tradicional fitoterapico aquele que inclua

na sua composicao substancias ativas isoladas ou altamente purificadas, sejam
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elas sintéticas, semissintéticas ou naturais e nem as associacdes dessas com
outros extratos, sejam eles vegetais ou de outras fontes, como a animal
(ANVISA, 2014).

Existem muitos modelos experimentais para o0 estudo do
desenvolvimento de neoplasias, entre eles o tumor de Ehrlich em
camundongos. O tumor de Ehrlich € um adenocarcinoma mamario em
camundongos, analogo ao adenocarcinoma humano, por isso esse modelo
permite a avaliagdo da atividade antitumoral de diferentes compostos, bem
como seu mecanismo de acgdo. (VERLENGIA, 1994).

Considerando o aumento do niumero de casos de neoplasias em animais
domésticos, e a incipiente oncologia veterinaria faz-se necessario a busca de
novas drogas, bem como, a obtencdo de novos protocolos terapéuticos que
visem amenizar o sofrimento dos animais e daqueles que os assistem. Desta
forma, a droga vegetal de M.citrifolia foi avaliada frente ao tumor sélido e
ascitico de Ehrlich, buscando conhecer a sua possivel atividade e mecanismo

de acéo antitumoral em camundongos com adenocarcinoma mamario.

Kharis e Azimahtol (2004) demonstraram que 0 suco do noni tem
atividade antiproliferativa por induzir apoptose em adenocarcinoma no pulmao,
Taskin et. al. (2009) observou também em tumor de mama em camundongo
BALB-c, que além de diminuir o tamanho do tumor promoveu a ativacdo de

apoptose (T).
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2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais sobre neoplasias

A palavra neoplasia € originaria do termo neoplasma (neo, novo e plasia,
formacdo). O conceito de neoplasia é bem amplo, mas no geral pode ser
definida como uma massa anormal de tecido que se expande por meio do
crescimento desordenado de células. Popularmente, as neoplasias sé&o
conhecidas como cancer, que geralmente € um termo associado a neoplasias
malignas. De uma maneira geral, as neoplasias sdo conhecidas também pela
palavra “tumor”, que é um termo associado a neoplasias tanto benignas quanto
malignas (JONES et al., 2000). Para o Instituto Nacional do Céancer (INCA), o
conceito de cancer € o usado a um conjunto, composto por mais de 100
doencas que possuem em comum o ciclo celular desordenado e a capacidade
de invadir 6rgaos e tecidos (PORTUGAL, 2012).

O numero de casos de neoplasias em animais tem aumentado
significativamente nos dias atuais (DOBSON E LASCELLES, 2011). Essa
maior frequéncia estd relacionada a melhoria no cuidado dos animais de
companhia, favorecendo o aumento da expectativa de vida. (WITHROW, VAIL
E PAGE, 2013).

HANSEN E KHANNA (2004) estimaram que 8 milhdes de animais, entre
cédes e gatos, irdo desenvolver algum tipo de neoplasia, o que desafia os
profissionais da medicina veterinaria, pois os tratamentos atuais sdo baseados
em protocolos pouco eficazes e de alto custos, envolvendo cirurgias,
quimioterapias e radioterapias. Segundo Garcia et. Al. (2009) apesar da
evolucdo da oncologia veterinaria nas ultimas décadas, cerca de 50% dos
pacientes oncolégicos evoluem para 6bito.

O desenvolvimento de novas estratégias seguras e eficazes para
tratamento do cancer é extremamente necessario. Nesse contexto, as plantas
medicinais representam uma fonte de produtos biologicamente ativo, cujos
compostos tem potencial terapéutico, como exemplo o sulfato de vincristina e

vinblastinaque foram isolados da planta Catharanthus roseus, opaclitaxeldas
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plantas Taxus baccata L. e Taxus brevifoliae o Nutt,irinotecan e topotecan
derivados da Camptotheca acuminata (BRANDAO et al, 2010).

2.2 TUMOR DE EHRLICH

O tumor de Ehrlich € um adenocarcinoma mamario de camundongos, e
foi descrito pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1905. E um modelo bastante
utiizado em estudos nas areas de oncologia, imunologia e farmacologia,
principalmente para avaliar a influéncia do stress sob o cancer, efeitos de
extratos vegetais, drogas anti-inflamatorias, agentes quimicos e outros (Tabela
1) (QUILLES, 2010)

A inducédo do tumor de Ehrlich ocorre por meio de transplante de células
tumorais por via subcutanea ou intraperitoneal. A forma sélida desenvolve-se
guando a inoculacao das células tumorais € realizada em tecido subcutaneo ou
no coxim plantar do camundongo. Entretanto, ao administrar a suspensao de
células tumorais no peritdnio, o0 camundongo desenvolvera a forma ascitica do
tumor. Apos o sétimo dia de inoculacéo observa-se desenvolvimento da massa

tumoral com consequente aumento do volume intraperitoneal (NERY, 2004).

O tumor ascitico apresenta como principais caracteristicas o crescimento
rapido, comportamento agressivo, desenvolvimento de neoplasia em todas
linhagens de camundongos estudadas, reacdo inflamatéria local, o que explica
aumento na producao do fluido ascitico e consequente distensdo da cavidade
abdominal. Os camundongos normalmente evoluem para 0Obito no periodo
maximo de 30 dias, devido a fatores como a pressdo mecanica exercida pelo
fluido ascitico, e hemorragias (NASCIMENTO et al., 2006).

A forma sdlida caracteriza-se histologicamente por apresentar células
pleomorficas, com citoplasma abundante, com presenca ou ndo de vacuolos,
escassez de estroma, poucas células inflamatérias e alto indice mitético
(PORTUGAL, 2012). O exame citologico do liquido ascitico do tumor de Ehrlich

revela a presenca de células pleomoérficas e anaplasicas, aumento da relagédo
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nacleo-citoplasma e hipercromasia nuclear. Segundo Guerra (1983) apos 10
dias de inoculacdo do tumor, 90% das células peritoneais sdo células

neoplasicas.

Em relagcdo ao tumor solido, sabe-se que por volta de sete dias da
inoculacdo das células tumorais via subcutanea ou intramuscular, ele ja possui
aspecto palpavel e consisténcia firme. Ao realizar uma incisdo no tumor, nota-
se areas esbranquicadas, caracteristicas de necrose e areas de hemorragia.
Na forma ascitica observa-se um fluido viscoso e leitoso (NERY, 2004).

Histologicamente, o parénquima € indiferenciado e o0 estroma é
constituido de fibras coldgenas e capilares delicados. As células tumorais
apresentam citoplasma escasso e nucleo com cromatina frouxa, contendo
nucléolos evidentes e figuras de mitoses atipicas e areas extensas de necrose
e hemorragia néo sao infrequentes (SILVA et al., 2006).

Comparando as duas formas do tumor de Ehrlich com o0 mesmo periodo
de inoculacdo, verifica-se que a ascitica possui uma quantidade de fluido
levemente viscoso e com aspecto leitoso, rico em células tumorais maiores do
que as da forma sélida, sdo pleomorficas e com nucléolos Unicos ou multiplos
(SILVA et. al., 2006; OZASLAN et al., 2011).

No tumor de Erlich ascitico, o Obito dos animais ocorre mais
precocemente quando comparados com aqueles portadores da forma solida.
Hemorragia intraperitoneal, pressdo mecéanica causada pelo aumento do fluido
ascitico e a liberacdo de substancias toxicas pelas células tumorais mortas sao
0s principais fatores envolvidos na morte dos animais (OZASLAN ET AL.,
2011).

Tabela 1: Fitoterapicos e tumor de Ehrlich
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Género/Espécie Tipo de teste/ Resultados/ Concluséo Veiculo Referéncia

concentracdes
Curcuma In vivo. Reducédo do tumor, aumento Extrato metandlico PROSANTO et al. ,
zedoaria da sobrevida, 2015.
Curcuma In vivo atividade antineoplasica Extrato de acetona de KUMAR et. al., 2012.
amada e antioxidante C. Amada.
Curcuma Extrato isopropilo de
zedoaria Curcuma zedoaria
Terminalia In vivo e in vitro. Reduc&o do volume tumoral. Acido arjundlico da NEHAL e
arjuna casca ELSHERBINY, 2016.
Mussaenda In vivo/ 20, 40 e 60 mg / kg Inibicdo do crescimento de Extrato metanolico FARHADUL et. Al.,
roxburghii / dia) células e aumento na 2015.

sobrevida

Trichosanthes
dioica
Argyreia
nervosa
Zizyphus spp.

Anthocephalus
cadamba
Caesalpinia
bonducella
Thevetia
peruviana
Uncaria
tomentosa
Euphorbia
tirucalli

In vivo

In vivo .

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In

In vivo

Reducédo do tumor, aumento
da sobrevida,
Redugé&o do tumor, aumento
da sobrevida,

Melhoranfo nivel de
corticosteroidee marcadores
imunoldégicos

Reducado do tumor, aumento
da sobrevida,

Reducédo do tumor, aumento
da sobrevida,

Reducédo do tumor, aumento
da sobrevida,

Reducdo na proliferacdo do
tumor

Reducédo do tumor, aumento
da sobrevida, eda

Extrato hidroalcodlico
da raiz
Extrato metanolico

Extrato das folhas

Extrato metandico

Extrato das folhas

Extratos metanolico

Extrato etanélico

Extrato hidroalcodlico

BHATTACHARYAet
al., 2011.
SHARMA, 2015.

HASSAN e ABDEL-
GAWAD, 2010

DOLAI, et. Al,, 2012
GUPTAet al., 2004

HALDAR, et. Al., 2015

MIRANDA E FREITAS,

2008.
DOS SANTOQOS, et.
al. 2016.
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Ageratum
conyzoides L.

Alomia
myriadenia

In vivo

In vivo

celularidade da medula
Ossea.

Doses de 50 mg/kg inibiram
0 crescimento tumoral

Os grupos nao
apresentaram redugao
significante, e

desenvolveram
degeneracao hepatica.

FracOes cloroférmica e
metandlica do extrato
das folhas

Produto isolado de
Alomia myriadenia
(miriadenolideo)

MOMESSO et. al. ,
20009.

VERCOSA et al., 2006
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2.3 Caracterizacao da planta Morinda citrifolia

Morinda citrifolia € uma planta de pequeno porte originaria da
Polinésia, que produz o fruto popularmente conhecido como noni. Sua
classificacdo taxondmica é descrita da seguinte forma: Reino Plantae, Filo
Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Rubiales, Familia Rubiaceae,
Género Morinda, Espécie Morinda citrifolia (INBiO, 1997). Das trés, a variedade
de maior importancia econdmica e medicinal € Morinda citrifolia var.citrifolia
(RAZAFIMANDIMBISON et al., 2010).

A planta pode chegar de 9 a 10 metros de altura e cresce em
temperatura e umidade adequadas. Produz flores e frutos durante todo o ano,
suas folhas sé&o largas, simples e opostas, com 7 a 25 cm de largura e 20 a 45
cm de comprimento, de coloracéo verde escura. O fruto € oval e atinge de 4 a 7
cm de tamanho e cerca de 100 a 300 gramas. Ela tem sido utilizada tanto na
alimentacdo quanto no tratamento de doencas, tais como artrites, hipertensao
arterial, Ulceras gastricas, diabetes e cancer (WANG et al., 2002). E
considerada uma planta adaptogénica, com propriedades que exercem

influéncia de homeostase no organismo.

2.4 COMPOSICAO QUIMICA

As pesquisas sobre os componentes fitoquimicos de noni despertam
interesse dos pesquisadores devido ao seu uso medicinal e como suplemento
dietético botanico. Os principais compostos isolados de noni podem ser

visualizados na Tabela 2.

Tabela 2. Compostos identificados dos frutos, folhas e raizes de M.
citrifolia

Parte da planta Composto Classificaca Referéncia
0 quimica







Raiz

Adaptado de Assi et al. (2015) e Oliveira et al. (2016)

2,6-di-O-(B-Dglucopiranosil-1-
Ooctanoil-b-D glucopiranose

6-O-(B-D-glucopiranosil-1-O-
octanil-B-D glucopiranose

Damnacanthal

Americanin A
8-hidroxi-8-metoxi-2-
metil-antraquinona, rubiadina
1,3-di-hidroxi-6-metil
antraquinona

Morenone 1

Morenone 2

Asperuloside

Quercetina

Escopoletina

Damnacanthal

2.5 ATIVIDADE ANTITUMORAL

Ester de
acidos graxos

Antraquinonas

Ligana

Antraguinonas

Iridoide

Flavonodides

Derivado de
cumarina

Antraquinonas

Nelson (2006),
Kamiya et al
(2010), Jayaraman
et al. (2008) e Lin
et al. (2013)

Liu et al. (2001),
Wang et al.
(1999), Zhang et
al. (2014) and
Akihisa et al
(2012)
Chan-Blanco et al.
(2006) e Kamata
et al. (2006)

Su et al. (2005)

Elkins (1998),
Morton (1992) e
Inoue et al. (1981)

Elkins (1998) e
Solomon (1999)

Bushnell et al.
(1950)

Mohd Zin et al.
(2007) e
Mandukhail et al.
(2010)

Sang et al. (2001)
e Jensen et al.
(2005)

Nualsanit et al.
(2012)

O efeito antiproliferativo do noni ja foi descrito em varias linhagens

celulares, como em células de rim de hamster (BHK), células Vero, Hep2,
MCF7, neuroblastoma e células de melanoma B16-F10 (LAN5) (CANDIDA et

al., 2014).

O suco de noni reduziu a expressao do receptor do fator de crescimento

epidérmico (EGFR), um biomarcador de adenocarcinoma de pulméao (LIM et al.,

2016), além de ter agdo no carcinoma pulmonar de Lewis em camundongos

singénico (HIRAZUMI et al., 1994). Na composi¢cdo quimica do suco encontra-

se uma substancia rica em polissacarideos, o0 noni-ppt, que possui atividade
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antitumoral frente a carcinomatose peritoneal pulmonar de Lewis (LLC). A
administracdo terapéutica do noni-ppt aumentou significativamente a
sobrevivéncia de camundongos portadores deste tumor (HIRAZUMI &
FURUSAWA, 1999).

O suco do fruto de M. citrifolia isoladamente ou associado ao
quimioterapico doxorrubicina apresentou potencial citotoxico em carcinoma
mamario de camundongos BALB/c. De acordo com 0s autores essa atividade

antineoplasica foi induzida via ativacédo da caspase-3 (TASKIN et al., 2009).

Estudos recentes demonstraram a atividade antioxidante da polpa, da
casca e de sementes do noni (COSTA et al.,, 2013), tendo em vista que o
excesso de radicais livres no organismo esta relacionado com uma série de
doencas crbnicas ndo transmissiveis, como aterosclerose, infarto do miocéardio,
artrite reumatoide, catarata, mal de Parkinson, envelhecimento precoce,
cancer, dentre outras. (MANACH E DONOVAN, 2004.)
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3.0 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

e Avaliar a atividade antitumoral de Morinda citrifolia in vivo.

3.2 Objetivo especifico

e Analisar os componentes quimicos do fruto de M. citrifolia;
e Avaliar ponderalmente os camundongos inoculados com tumor ascitico

de ehrlich e com tumor sélido de ehrlich;
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4.0 MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta de Morinda citrifolia

A planta foi coletada na Fazenda Escola da Universidade Estadual do
Maranhdo (UEMA) no Campus de Séo Luis — MA. Foram coletados galhos da
planta com folhas, flores e frutos de aproximadamente 30 cm de comprimento.
O material coletado foi levado para o Herbario da UEMA, onde foi feita a
identificacdo botanica, sendo a exsicata depositada sob 0 numero 2346.

4.2 Preparacgao da droga vegetal de Morinda citrifolia

Os frutos coletados foram lavados e cortados, posteriormente colocados
em estufa de secagem por 72h. Apds a secagem, a matéria seca foi moida em
moinho a facas, guardada em frascos ambar até a diluicdo em solvente. O
extrato foi obtido na proporcédo de 1:2:2, noni, agua e alcool respectivamente,
diluido em solucdo PBS e colocado por 72h e posteriormente levado a um
rootoevaporador até sua secagem.

4.3 ESPECTOFOTOMETRO DE MASSA

Para a andlise dos componentes do fruto de M. citrifolia, utilizou-se 1g
do extrato metandlico e diluiu-se em 5 ml de metanol e posteriormente foi
separada por cromatografia em coluna utilizando gel de Sephadex LH20 como
fase estacionaria e o metanol como fase movel. As fracdes foram utilizadas
para obter o espectro de massa e foram injetados por insercado directa no
espectrometro de massa . O tempo de aquisi¢ao total para cada espectro foi de

1 min.

Os espectros foram extraidos pela polaridade de ions negativos com
equipamentos Q -TOF Bruker Compass. Os parametros de aquisi¢cao foram :
Varredura inicial a 50 m / z ; varredura final 1500 m / z ; conjunto capilar 4500
V; set placa de deslocamento final -500 V; definicdo da tenséo de carga 2000 V
; definicdo do nebulizador 0,4 bar; temperatura da estufa de secagem a 200 ° C

; definicdo do gas a seco 4.0 L / min.
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4.4 ENSAIO TUMOR DE EHRLICH

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos
fémeaSwiss com idade aproximada de 6 a 8 semanas, fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Estadual do Maranh&o. Os animais foram mantidos
em caixas de polipropileno, forradas com xilana estéril e tampadas com grades
inoxidavel, em sala climatizada com temperatura constante de 20°C, com ciclos
de claro-escuro de 12 h. Racgéo e agua estéreis foram fornecidas aos animais
ad libitum. O ensaio com o tumor ascitico de Ehrlich teve a duracdo de 10 dias
de tratamento e do tumor soélido de ehrlich 14 dias de tratamento. Os
experimentos com animais foram realizados de acordo com o0s protocolos

Comité de Etica e Experimentacdo Animal 09/2015.
4.5 Inducédo do tumor na forma ascitica e sélida

A linhagem tumoral de Ehrlich é mantida no Laboratério de
Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranh&o, através de sucessivas
passagens intraperitoneais entre animais. O Tumor de Ehrlich foi inoculado em
em camundongos intraperitonealmente (ip) com 0,2 ml de uma suspensao de
células tumorais contendo 5x10° células/mL, provenientes da cavidade
peritoneal de camundongos doadores. Apos a retirada do liquido ascitico do
peritbnio de camundongos doadores, o0 nimero e a viabilidade das células
foram determinados pelo método de exclusdo do corante Trypan-blue 0,2%, em
camara hemocitométrica, considerando adequado em 99% de viabilidade. ApGs
a determinacdo da viabilidade, procedeu-se a inoculag¢édo. Para o ascitico, foi

por via intraperitoneal, e o sélido pela via subcutanea no coxim plantar direito.
4.6 Ensaio terapéutico

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais (n=10),

a saber:

1) animais controle positivo, portadores de TAE, administracdo de
solucéo salina (PBS);
2) animais portadores de TAE, tratados com droga vegetal a base de

Morinda citrifélia 125 mg/Kg;
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3) animais portadores de TAE, tratados com droga vegetal a base de
Morinda citrifolia 250 mg/Kg;

4) animais portadores de TAE, tratados com droga vegetal a base de
Morinda citrifolia 500 mg/Kg.

5) Animais sem tumor e sem tratamento.

4.7 AVALIACAO PONDERAL DOS CAMUNDONGOS INOCULADOS COM
TUMOR ASCITICO DE EHRLICH E COM TUMOR SOLIDO DE EHRLICH

Os animais inoculados com Tumor de Ehrlich foram pesados em balanca
semi-analitica de dois em dois dias até o dia da necropsia para fazer o
acompanhamento da quantidade de liquido ascitico produzido ao longo do

tratamento.

4.8 NECROPSIA DOS ANIMAIS COM TUMOR DE EHRLICH ASCITICO,
COLETA DE SANGUE E ANALISE DOS INDICES ASCITICO, ESPLENICO E
HEPATICO.

Apos 7 dias de tratamento, os animais de cada grupo foram
eutanasiados por inducdo anestésica profunda usando xilasina e ketamina.
Apés a eutanasia o liquido ascético foi retirado com auxilio de uma pipeta de
Pasteur e classificado como: seroso, sero-hemorragico e hemorragico. O baco
e figado foram pesados, posteriormente calculado o indice esplénico e

hepatico.
4.9 VOLUME TUMORAL

Os tumores foram medidos manualmente (os dois diametros, maior e
menor) utilizando-se um paquimetro. A realizagao do calculo do volume tumoral

foi de acordo com a seguinte férmula:
VT= DXd?/2
Onde:

(VT) Volume Tumoral
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(D) Diametro maior
(d) Diametro menor

Fonte: RAMALHO (2014) e GOMES-NETO (2008)

4.10 Anélise estatistica

Os dados foram analisados empregando-se o software GraphPad
Prism 5. Para dados apresentando uma distribuicdo paramétrica foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey na avaliacdo
ponderalPara. Dados com distribuicAo ndo paramétrica foi realizado o teste
Kruskal-Wallis. Em todas as andlises, as diferencas consideradas significativas
quando p <0,05.

Para verificar a ocorréncia de diferencas significativas entre os grupos
estudados foi utilizada Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey foi
utilizado para detectar diferengas existentes entre todos os grupos. De
comparacao multipla de Dunn . Consideramos estatisticamente significativos os

valores de P<0,05.
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5.0 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo quimica do extrato

Nas nove fragcdes obtidas do extrato metandlico de M. citrifolia foram
identificados ions moleculares correspondentes a escopoletina, danacantal,
acido ursdlico, noniosideo C, acido asperulosidico e &cido deacetil

asperulosidico.
5. 2 Tumor de Ehrlich Ascitico

A Figura 1 mostra que ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao
peso dos animais tratados com a droga vegetal de M. citrifolia nas
concentracdes de 125, 250, 500 mg/kg e o grupo controle.

Figura 1: Avaliagdo ponderal dos camundongos do grupo controle e tratados
com a droga vegetal de M. citrifolia nhas concentracdes de 125, 250, 500 mgP*
P <0,05. em comparagdo com o grupo nao tratado pelo teste Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunn.
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A avaliacdo do indice ascitico revelou que este foi menor no grupo de
250mg tratado com a droga vegetal de M. citrifolia quando comparado ao grupo
controle (Figura 2A e 2B). Todavia, ndo foi observada diferenca quanto ao
indice esplénico, celularidade do bago, circunferéncia abdominal, celularidade
da medula, indice hepatico e a celularidade do linfonodo entre os grupos
estudados.

Figura 2: indice ascitico (A) e celularidade do linfonodo inguinal (B) do grupo
controle e tratado com droga vegetal de M. citrifolia nas concentracdes de 125,
250 e 500mg. * P <0,05. em comparacdo com 0 grupo nao tratado pelo teste
Kruskal-Wallis e pGs-teste de Dunn.

A 200+ B
150+ T

1004

2.5x1054 *

2.0x10%

1.5:10°1

1.0.10% —|_ T

5.0x10%

indice ascitico

T *

504

0 125 250 500
Morinda citrifolia (mg/kg)

Celularidade linfonodo inguinal (células/mL)

0 125 250 500
Morinda citrifolia (mg/kg)

Quanto ao aspecto do liquido ascitico foi observado que animais de
cinco grupos apresentaram do tipo seroso (ndo hemorragico), conforme
demonstrado na Tabela ).

Tabela 3. Classificacdo do liquido ascitico de acordo com 0s grupos
controle e tratados com a droga vegetal de M.citrifolia

Grupos tratados com Seroso Seri- Hemorréagico
droga vegetal de sanguinolento
M.citrifolia
0 80% 20% 0
125 100% 0 0
250 60% 0 40%
500 100% 0 0
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5. DISCUSSAO

Um dos componentes isolados do extrato metandlico da M. citrifolia foi o
danacantal, que tem acdo antioxidante, anti-inflamatoria e estimulador da
apoptose comprovado (SUKAMPORN et al, 2016; GUNAY et al, 2016).
Provavelmente a reducao do indice ascitico no grupo dos animais tratados com
concentracdo de 250mg/kg ser devido a presenca desse composto na droga
vegetal. O uso do danacantal em célula MCF-7 aumentou a expressao de p21,
p53 e caspase-7, levando a ativacdo da apoptose (GARCIA-VILAS, et. al.
2015; AZIZ et al, 2014).

A inducdo da apoptose pelo danacantal também foi comprovada em
linhagens celulares de HL-60, MOLT-4 e HELA (GUPTA et al., 2013). A
ativacdo da morte celular por este composto em linhagens de células MCF-7
ocorre pela via intrinseca levando a transcricdo p53 e do gene BAX (AZIZ et al,
2014). Estudos anteriores com 0 noni e tumor ascitico de Ehrlich demonstrou
gue o volume do tumor do grupo tratado foi 40-50% menor, em comparacao ao
grupo de controle (TASKIN et al, 2009) .

Um dos achados mais importantes foi a auséncia de efeitos adversos da
droga vegetal. De acordo com ISSEL et al (2009) o uso diario de 4 capsulas de
500mg do fruto do noni em ensaios clinicos de fase |, apesar de ndo reduzir o
tamanho do tumor, reduziu as queixas de fadiga e dor intensa em 29 pacientes

com cancer em estado avangado

No nosso estudo observamos que o tratamento a base da droga vegetal
de M. citrifolia no tumor solido de Ehrlich também néo reduziu a massa tumoral,
mas, 0S animais ndao manifestaram efeitos colaterais, como por exemplo,
piloerecdo, caquexia, hipotermia e apatia como 0s animais tratados com
ciclofosfamida. Apesar dos avancos na area da quimioterapia antineoplasica,
as drogas disponiveis sdo conhecidas por produzirem efeitos colaterais que

causam desconforto fisico e emocional (Silva et al., 2010), o que leva muitos
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familiares e o paciente a ponderar se devem ou ndo se submeter ao
tratamento. Por isso, a droga vegetal oriunda do noni, ou mesmo um composto
isolado da planta, pode ser uma aliada no tratamento antineoplasico para
minimizar os efeitos adversos e, consequentemente melhorar a qualidade de

vida do individuo.

Ha vérios relatos de que a quimioterapia prejudica a funcdo cognitiva
dos pacientes com cancer de mama (LIM et al, 2016). Nesse sentido, ha
estudos que comprovam que 0 suco do noni possui acdo protetora no cérebro
de camundongos submetidos a estresse, 0 que repercutiu na melhora da
funcdo cognitiva (MUTO et al.,, 2010). Assim, ainda que a droga vegetal ndo
exerca acao direta antineoplasica, ela pode ser usado como um adjuvante,
nao apenas para minimizar os efeitos colaterais dos quimioterapicos mas,

também como estimulador da funcéo cognitiva
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos experimentos realizados podemos concluir neste trabalho
que o tratamento terapéutico de camundongos portadores de Tumor Ascitico
de Ehrlich com as doses de 125, 250 e 500mg/Kg/dia da droga vegetal da

M.citrifolia:

Embora a droga vegetal do noni ndo tenha tido o efeito antitumoral
esperado, a sua administracdo ndo leva a efeitos colaterais, o que pode
estimular estudos que avaliem seu efeito como suplemento alimentar ou como

adjuvante em associacao a outras drogas antineoplasicas.
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