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RESUMO

Introducéo:A inflamagdo é um fen6meno multimediado envolvido em muitas
doencas complexas. A busca por anti-inflamatoérios é constante devido aos diversos
efeitos colaterais dos medicamentos usados atualmente. Os polissacarideos de
fontes naturais estdo figurando como potenciais fontes de farmacos anti-
inflamatorios, e entre esses, esta a fracdo polissacaridica dos frutos do arbusto
Morindacitrifolia (Noni). Objetivo:O presente trabalho tem como objetivo avaliar
asatividades anti-inflamatoria e antinociceptiva da fracdo polissacaridica sulfatada
extraida da planta Morindacitrifolia, utilizando modelos farmacologicos classicos de
inflamacdo aguda e nocicepcdo em camundongos.Métodos: Os frutos do Noni
foram coletados e o teor polissacaridico destes foi extraido. Para os estudos
farmacoldgicos foram usados camundongos swiss (20-25 g), sendo divididos em
grupo de 6 animais. Os animais inicialmente foram tratados com o polissacarideo
sulfatado de M. citrifolianas doses de 0,1; 1,0 ou 10mg/kg e foram submetidos a
edema de carragenina para assim ser escolhida a melhor dose com efeito anti-
inflamatério que seria usada nos demais testes. Segmentos da regido sub-plantar
dos animais foram usados na avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase e
microscopia histolégica da les&o inflamatoria. Os animais foram submetidos também
a edema de pata por diferentes agentes inflamatérios, teste de formalina e de
contorcbes abdominais. Foi induzida também peritonite nos camundongos e o
liquido peritoneal foi avaliado quanto a migracdo de leucdcitos e niveis de
Glutationa. Resultados: O tratamento dos animais com o polissacarideo sulfatado
de M. citrifolia na dose de 10 mg/kg apresentou um padrdo satisfatorio e
estatisticamente significativo de reducdo do edema de pata induzido por
carragenina, bem como dos agentes inflamégenos dextrana, histamina, serotonina e
bradicinina. Além disso, o polissacarideo em questdo apresentou capacidade de
reduzir de maneira relevante os niveis de MPO, as lesfes inflamatdrias a nivel
microscopico no tecido da pata, amigracdo de leucdcitos e niveis de GSH no fluido
peritoneal de animais que sofreram peritonite. O PLS do noni também mostrou efeito
antinociceptivo através dos testes de contor¢coes abdominais e na segunda fase do
teste da formalina. Conclusdes: Os resultados alcancados permitem inferir que o
polissacarideo de Morindacitrifolia possui efeito anti-inflamatério e antinociceptivo
em camundongos quando usado na dose de 10mg/kg.

Palavra-chave: Inflamacgéo. Plantas medicinais. Dor. Antioxidante.



ABSTRACT

Anti-inflammatory and antinociceptive effect of the sulfated polysaccharide

fraction extracted from Morinda citrifolia (Noni)

Introduction: Inflammation is a multi-mediated phenomenon involved in many
complex diseases. The search for anti-inflammatories is constant due to the various
side effects of the drugs currently used. Polysaccharides from natural sources are
listed as potential sources of anti-inflammatory drugs. Among them, is the
polysaccharide fraction of the Morinda citrifolia (Noni). Objective: the present study
aims evaluate the anti- inflammatory and antinociceptive activity of the sulfated
polysaccharide fraction extracted from the Morinda citrifolia plant, using classical
pharmacological models of acute inflammation and nociception in mice. Methods:
Noni fruits were collected and the polysaccharide content was extracted. For the
pharmacological studies, swissmice (25-30g) were used, divided into groups of 6
animals. Initially, the animals were treated with the sulfated polysaccharide of M.
citrifolia at the doses of 0.1; 1.0 or 10 mg/kg. Then, carrageenan-induced edema was
performed in order to choose dose that displays the best anti-inflammatory effect to
be used in the following tests. Segments of the sub-plantar region of the animals
were used to evaluate the activity of the myeloperoxidase enzyme and histology of
the microscopic inflammatory lesion. The animals were also undergo paw edema
induced by different inflammatory agents, formalin test and abdominal writhing.
Peritonitis was induced in animals and the peritoneal fluid was evaluated for
leukocyte migration, and levels of glutathione. Results: Treatment with 10mg/kg of
sulfated polysaccharide of M. citrifolia showed a satisfactory pattern and statistically
significant reduction of carrageenan-induced paw edema as well as edema induced
by the inflammatory agents dextran, histamine, bradykinin and serotonin. In addition,
the polysaccharide in question showed the ability to significantly reduce MPO levels,
inflammatory lesions at microscopic level in paw tissue and also leukocyte migration
and GSH levels in the peritoneal fluid of animals that had undergone peritonitis. The
PLS noni also showed antinociceptive effect through the abdominal writhing tests
and in the second phase of the formalin test.Conclusions: The results obtained
allow us to infer that the polysaccharide of Morindacitrifolia has an anti-inflammatory
and antinociceptive effect in mice when used at the dose of 10mg/kg.

Keywords: Inflammation. Medicinal plants. Pain. Antioxidant
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1 INTRODUCAO

A inflamacédo € um processo critico para o desenvolvimento de muitas
doencas e desordens complexas, como sindrome metabdlica, doencas auto-imunes,
doencas neurodegenerativas, canceres e doencas cardiovasculares (BOULOGNE
et al., 2016; MURAKAMI, 2012; SUGIMOTO et al., 2016). Trata-se de um fen6meno
dindmico e multimediado, podendo manifestar-se como resposta a qualquer agente
lesivo, tanto fisico, biolégico ou quimico. E caracterizada pela coordenada ativagéo
de varias vias de sinalizacdo que regulam a expressao de mediadores tanto pré
como anti-inflamatérios (MARNETT, 2012).

O processo inflamatério provoca alteracbes morfofuncionais da
microcirculacdo na area lesada (GABAY, 2006) resultando em uma complexa
cascata de eventos bioquimicos envolvendo células, tecidos, vasos sanguineos e
linfaticos. As alteracfes estereotipadas podem ser determinadas pela intensidade ou
persisténcia da injaria, caracteristica do 6rgéo ou tecido atingido e pela capacidade
de reacéo do organismo (BELLO et al., 2015;MARNETT, 2012).

Com a leséo tecidual no processo de inflamacéo, inicialmente ocorrem
medidas relativamente imediatas, sucedendo respostas tais como mudangas no
tbnus vascular (vasoconstricdo/vasodilatacdo) e coagulacdo, na tentativa de
promocdo da hemostasia; na sequéncia acontece o0 recrutamento e a atividade
subsequente de uma variedade de células inflamatdrias e liberacdo de mediadores
inflamatérios no sitio da lesdo (BONECCHI e GRAHAM, 2016; HART, 2002).
Exemplos de mediadores inflamatérios incluem: éxido nitrico (NO), prostaglandinas
(PG), leucotrienos (LT), aminas vasoativas, citocinas (fator de necrose tumoral alfa-
TNFa- e interleucinas-IL-1, 12); em contraste, outras citocinas (IL-3, -4, -5, -6, -10, -
13) sao anti-inflamatorias (IWALEWA et al., 2007).

Uma vez liberados os mediadores, ocorre uma modificacdo na
sensibilidade dos nociceptores provocando uma diminui¢do do limiar doloroso; esta
dor induzida por nocicepcgao ou "dor nociceptiva fisioldgica”, especialmente a aguda,
e fundamental para a preservacao da integridade do individuo, porque € um sintoma
que alerta para a ocorréncia de lesdes no organismo, desencadeando adequadas
reacoes de finalizagdo ou prevencao ao agravamento do quadro (SCHAIBLEet al.,
2011; VERRI et al., 2006).
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Apesar do recente progresso no desenvolvimento de novas drogas com
fins terapéuticos, ainda existe uma busca exaustiva por anti-inflamatorios que sejam
potentes e efetivos, particularmente com menos efeitos colaterais que os usados na
atualidade, representados basicamente pelos corticoides e pelos AINES (anti-
inflamatorios néo esteroidais) (VARALDA e MOTA, 2009; CASTRO, 2005).

Sabe-se que as plantas tém sido a base de medicamentos em todo o
mundo e continuam a fornecer novos farmacos para a humanidade; em
consequéncia, os produtos naturais e derivados representam mais de 50% de todas
as drogas em uso clinico no mundo (KRISHNAIAH et al., 2011; FAKIM,
2006),figurando como fonte de diversidade de moléculas para a descoberta de
drogas com eficacia anti-inflamatoria e antinociceptiva (CALIXTO et al., 2003). O
conhecimento popular sobre plantas medicinais em muitas comunidades continua a
ser explorado, e tal dependéncia das plantas como fonte de medicamentos da
impulso aos estudos para assim investigar eficacia, seguranca e potenciais de uma
nova droga vegetal (NINGTHOUJAM et al., 2012; FAKIM, 2006).

Dessa forma, muita atencéo tem sido focada nos polissacarideos isolados
de fontes naturais nas Uultimas décadas; estes compreendem um grupo de
macromoléculas heterogéneas e complexas encontrados em concentracfes
elevadas na matriz extracelular e que estdo envolvidas nas funcdes ibnicas,
mecanicas e osmoéticas em plantas, algas marinhas, fungos e bactérias
(VASCONCELOS et al., 2015; PATEL, 2012; RODRIGUES et al., 2012).

Polissacarideos de varias fontes ja& possuem uma ampla gama de
aplicacbes bem estabelecidas nas areas alimenticia, biomédica, farmacéutica e de
cosmeéticos (CUNHA et al.,, 2009). Em especial os polissacarideos isolados de
plantas superiores vém sendo estudados por causa de seu amplo espectro de
atividades, frente a varios ensaios “in vitro” e “in vivo”, além de apresentarem uma
toxicidade relativamente baixa (INNGJERDINGEN et al., 2005).

Alguns polissacarideos de plantas medicinais apresentam comprovada
atividade imunomoduladora via ativacdo do sistema complemento, ativacdo de
macrogafos e inducdo da quimiotaxia de leucdcitos, contribuindo para as respostas
inflamatorias e para as reacdes de defesa do organismo (PEREIRAet al., 2012).
Além disso,sao também capazes de modular outras atividades biolégicas como, por
exemplo, antioxidante, antitumoral, anticoagulante e antilipidémica (RODRIGUES et
al., 2012; PATEL, 2012).
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Entre os exemplos de fragdo polissacaridica que vem despertando
interesse tem-se a fracdo do fruto do noni. A planta de nome cientifico Morinda
citrifoliaL. apresenta uma boa rentabilidade no teor de polissacarideos, com uma
taxa em torno de 16% (BUI et al., 2006). E uma pequena arvore da familia das
Rubiaceae, com emprego tradicional ha mais de 2000 anos pelo povo polinésio
atribuido as atividades antibacteriana, antiviral, antifingica, antitumoral, anti-
helmintica, analgésica, anti-inflamatoria, hipotensora e imunoestimulante (WANG et
al., 2002; BUI et al., 2006). A literatura cientifica sobre o Noni pode ser considerada
limitada ao se analisar a ampla gama de atividades biolégicas apontadas para a
planta, com apenas cerca de 100 trabalhos publicados até 2013, sendo a maioria
destas publicacdes do Sudeste Asiatico (WANG et al., 2013). No que se trata da
atividade anti-inflamatéria muito ja4 foi comprovado para o Noni, suas partes e
diferentes tipos de extratos (SINGH, 2012).

Posto que os polissacarideos de plantas sdo agentes potencialmente
terapéuticos, percebe-se que o estudo para aplicabilidade, em relacdo a alguns
aspectos, como a atividade anti-inflamatoria, por exemplo, ainda é modesto.
Considerando que o Noni (Morinda citrifolia) ja foi relatado véarias vezes por possuir
propriedades anti-inflamatoérias, vé-se que é interessante investir nos estudos de
aplicacdo dos polissacarideos desse vegetal na busca de novas drogas anti-
inflamatorias e antinociceptivas visto que ha poucos relatos na literatura cientifica de
pesquisas com essa fracdo. O desenvolvimento do trabalho proposto pode mostrar o
potencial farmacolégico do polissacarideo sulfatado (PLS) de Morinda citrifolia
servindo também como ferramenta para o estudo da inflamacédo e nocicepg¢do bem

como para sua aplicacao biotecnologica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inflamacéo

A inflamac&o é uma resposta imune inespecifica a qualquer leséo tecidual
(MILIANI et al., 2006) em que ocorre um complexo de alteracdes teciduais em
resposta a bactérias, traumas, agentes quimicos, calor ou qualquer outro fenébmeno.
Diversas substancias séao liberadas pelos tecidos danificados para atuar contribuindo
com a reparacao e regeneracédo do tecido lesionado de forma autolimitada. (GLASS
et al., 2010;LIBBY, 2007) E um evento intrinsecamente benéfico do tecido
vascularizado que leva a prevencdo de mais eventos que causam danos as células
com a remocao de fatores ofensivos e ao restabelecimento da estrutura do tecido e
sua funcéo fisioldgica (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011; FLOWER e PERRETTI,
2005).

Apesar de ser um processo conservado evolutivamente, variaveis
externas e internas podem modificar o processo inflamatério basico, como a
natureza e a intensidade da leséo, tempo de exposi¢cdo ao agente, local e o tecido
afetado, uso de substancias modificadoras da resposta inflamatéria e a
responsividade inerente do individuo (GILROY et al., 2004; GRIVENNIKQV, et al.,
2010).

Geralmente a inflamacdo aguda evolui para um destes trés resultados
finais: resolucdo completa, estado ideal; cicatrizacdo pela substituicdo de tecido
conjuntivo (fibrose); progressao da resposta tecidual com cronicidade do processo
(GILROY et al., 2004). Todas as alternativas a resolucdo ndo séo ideais (SPITE e
SERHAN, 2010), a medida que persiste no organismo, 0 processo agudo age
agravando as lesdes e se torna prejudicial, contribuindo para a cronificagdo do
processo (inflamacao crénica) ou da propria doenca (GLASS et al., 2010; ESSER et
al., 2012).

Assim, pode-se dividir a resposta inflamatéria em dois tipos, aguda e
cronica, divisdo essa, baseada na duracdo e caracteristicas patoldgicas da reacao
inflamatoria (MURI et al., 2009; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A
inflamacdo crénica pode ser definida como uma forma desregulada da
inflamacéo,caracterizando um fenémeno de duracdo mais prolongada e manifestada

histologicamente pela presenca de linfécitos e macrofagos, com proliferacao
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fibroblastica e formagdo de vasos sanguineos resultando em fibrose e necrose
tecidual; j& a inflamacdo aguda pode ser definida como uma forma regulada e
autolimitada (GABAY, 2006; IWALEWA et al., 2007; PEREIRA et al., 2012).

O desempenho do agente indutor da inflamacdo se baseia na sua
capacidade de promover a sintese dos varios tipos de mediadores pro-inflamatorios
(MEDZHITOV, 2008). Sabe-se que as caracteristicas moleculares do processo
inflamatorio sédo iniciadas e controladas pelos mediadores inflamatérios sollveis
como: a histamina e serotonina, as proteases plasmaticas (sistema do complemento,
cininas e proteinas fibrinoliticas e de coagulacdo), os mediadores lipidicos
(prostaglandinas (PGs), fatores ativados de plaguetas (PAF) e leucotrienos), as
citocinas e o oxido nitrico (NO), entre outros (NOURSHARGH e MARELLI-BERG,
2005;BONECCHI e GRAHAM, 20186).

A evolugéo do processo provoca 0s sinais cardinais da inflamagéo aguda:
rubor, calor, edemae dor (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011). Com os estudos
microscopicos tornou-se possivel afirmar que os sinais clinicos da inflamacéo séo na
verdade, resultado da vasodilatacdo, do acumulo de leucécitos, do aumento do
fluido intersticial e da estimulagdo dos terminais nervosos por mediadores (ALLER et
al., 2007).

2.1.1 Alteracdes Vasculares e Eventos Celulares na inflamacao

Em um estado inflamatério, os vasos sanguineos sofrem alteragées,
varios mediadores inflamatérios rapidamente aumentam a permeabilidade
microvascular de macromoléculas através do endotélio venular, o que facilita a
passagem de proteinas plasmaticas e leucdcitos da circulacdo para o sitio da lesao
ou da infeccdo (NOURSHARGH e MARELLI-BERG, 2005; DURAN et al., 2010).

Os mediadores inflamatérios promovem o aumento da permeabilidade
vascular a partir da retracdo das células endoteliais que revestem as vénulas pos-
capilares, fazendo com que essas células se contraiam e, as juncdes intercelulares
se desfacam, possibilitando o extravasamento plasmatico (MEHTA e MALIK, 2006).
Além disso, ocorre também, mudanca no calibre e fluxo da microcirculacao
caracterizando a etapa de vasodilatagcao (PETHO e REEH, 2012).

E interessante notar que a vasodilatacdo segue um processo de

vasoconstri¢cao inicial, que ocorre na tentativa de reestabelecer a homeostase como



23

7

em lesbBes endoteliais pequenas, mas que é revertida 10 a 15 minutos apés o
estimulo inflamatorio (ALLER et al., 2007). A vasodilatacdo no processo inflamatorio
€ mediada primariamente por oxido nitrico (NO) e prostaglandinas vasodilatadoras
(PGl2, PGD2, PGE2, PGFz2a) (TABERNERO et al., 2003), bem como por produtos
endoteliais e fatores derivados de mastécitos como leucotrienos e, particularmente,
histamina (ALLER et al., 2007). O processo de vasodilatacdo ocasiona o sinal clinico
de rubor na inflamacéao.

Os mediadores causam aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade
microvascular, o que provoca uma reducdo da velocidade do fluxo sanguineo e em
consequéncia, a exsudacdo de plasma rico em proteinas para 0 espaco
extravascular (LICHTMAN e WILLIAMS, 2006; MITCHELL e WARNER 2006). O
extravasamento de proteinas e liquidos € normal durante o transcurso inflamatério,
ocorre predominantemente em vénulas pdés-capilares, sendo importante também
para a formacao da linfa e para a acdo do sistema imune. (DURAN et al., 2010). A
reducdo da pressdo osmotica intravascular e aumento da pressdo osmotica
extravascular decorrente do extravasamento plasmatico, somado a pressao
hidrostatica aumentada devido a vasodilatacdo, induz a saida e acumulo de fluido
rico em proteinas no intersticio, o que justifica o desenvolvimento do edema durante
a inflamacéao aguda (HART, 2002; LICHTMAN e WILLIAMS, 2006).

Na reacao inflamatéria, as principais e primeiras células efetoras sdo os
leucdcitos polimorfonucleares, sua migracdo até o foco inicial da inflamacdo é
importante para uma adequada resposta inflamatéria (ULBRICH et al., 2003;
SONEGO et al., 2016). A chegada dessas células acompanha a vasodilatacéo e a
exsudacdo plasmatica, ocorre por uma série de etapas adesivas especificas que
permitem todos 0s movimentos necessarios ao éxito, sendo este um evento crucial
para as funcdes destas células tanto na imunidade inata quanto na adaptativa
(MULLER, 2011; VAN MIERT, 2002). A migracao de neutrdfilos para o local da lesao
no tecido € importante para a cicatrizacdo de feridas e para a protecdo contra a
invasao de microrganismos (BROCHER e TOFT, 2009).

A sequéncia de eventos na ocorréncia de migragdo leucocitaria (Figura 1)
ocorre por uma seérie de alteracdes cinéticas provocadas por eventos quimiotaxicos
(KUMAR et al., 2009), envolvendo marginacdo e captura dos leucocitos livres
circulantes do lumen vascular; rolamento, ativagdo, adesdo firme e extensdo na

superficie do endotélio; passagem através da barreira das células endoteliais ou
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diapedese e transmigracdo (NOURSHARG e MARELLI-BERG, 2005). O endotélio
vascular quando ativado permite o extravasamento seletivo dos leucdcitos
polimorfonucleares, seletividade promovida pela ligacdo dessas células ao endotélio
através de moléculas singulares (MEDZHITOV, 2008). O inicio do recrutamento
leucocitario ocorre com a ativagdo da monocamada de células endoteliais por sinais
teciduais, que induzem a expressdo de moléculas de adeséo, tanto nos leucocitos
como no endotélio, e a secrecdo de mediadores inflamatorios pelo endotélio
(WAGNER e ROTH, 2000).

Figura 1. Etapas do recrutamento leucocitario
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Fonte: PEREIRA, 2011- Adaptado de WALZOG e GAEHTGENS, 2000.

Os principais grupos de moléculas de adeséo séo as selectinas (E, P e L-
selectinas) que medeiam a adesdo entre os leucdcitos e o endotélio, ( WAGNER e
ROTH, 2000); apesar de forte, essa ligagdo é de curta duracdo fazendo com que a
célula ligue-se rapidamente a outra selectina provocando o fenbmeno de rolamento
(MILES et al., 2008). As B-2-integrinas e as imunoglobulinas, molécula de adeséao
intracelular (ICAM-1) e molécula de adeséo celular vascular 1 (VCAM-1) medeiam a
adesdo estavel célula-célula e célula matriz extracelular (WEBER et al., 2007;
SANDBORN e YEDNOCK, 2003; LUSTER et al., 2005).

A contribuicBo ao processo de migracdo leucocitaria realizada pelas

enzimas de digestdo de proteinas (proteinases) € muito importante. As



25

proteinasesagem fazendo uma limpeza na rota das células migratérias (HART,
2002).As metaloproteinases, por exemplo, em recentesestudos realizadosin vitro
demonstraram que podem clivar uma grande quantidade de substratos na matriz

extracelular permitindo assim passagem das células infiltrantes (SOROKIN, 2010).

2.1.2 Resolugéo da Inflamagao

O desfecho da inflamacaodeve ser destacado como uma faceta critica da
resposta inflamatoria, e € uma etapa muito importante do processo (LENTSCH e
WARD, 2000), assim como seu inicio é regulada por uma série de mediadores como
citocinas, quimiocinas e seus receptores, sendo descrito como um processo
dindmico com ativacdo de programas enddgenos de vias de sinalizacdo que vao
induzir o término da sequéncia de eventos (SERHAN e SAVILL, 2005; SERHAN,
2007).A maioria dos mediadores locais pro-inflamatérios possui uma meia-vida curta
(BROCHER e TOFT, 2009), dependendo da duracdo da lesdo, sdo estes
mediadores que determinam a gravidade da inflamacéo (IWALEWA et al., 2007).

O resultado usual do programa inflamatério agudo é a resolucdo bem
sucedida e reparagdo de danos nos tecidos (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011).
Para isso, o0 processo de resolucdo envolvenormalizacdo da permeabilidade
vascular, a limitacdo da infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares e aumentodas
respostas de macréfagos seletivos de uma forma nao-flogistica, remocéo dos corpos
apoptoticos, corpos estranhos e debris celulares (SERHAN, 2010; WEIGERT et al.,
2009).

Nos eventos de resolucéo da inflamacéo € de grande importancia o papel
dos macrofagos, estes reconhecem e fagocitam os neutréfilos apoptéticos de
maneira nao flogistica (WEIGERT et al., 2009). De fato, 0s processos de apoptose e
fagocitose sdo importantes durante a fase resolutiva do processo inflamatério, pois
ha evidéncias sugerindo que falhas nos processos de apoptose podem ser fator de
destaque na patogénese e progressdo de diversas doencas (GILROY et al.,
2004).0s fibroblastos também contribuem para a resolucdo da inflamacao pela
retirada de sinais de sobrevivéncia e normalizacdo de gradientes de quimiocinas,
deste modo induzem a infiltracdo de células para apoptose ou a abandonarem o
tecido através da drenagem linfatica (SUGIMOTO et al., 2016).
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Os mediadores pré-inflamatorios do sitio sdo removidos, além disso,
alguns “sinais de parada” identificados como um género de mediadores proé-
resolucdo (SPM) (SERHAN, 2010)tentam também impedir a continuacdo do
processo inflamatério, e incluem as lipoxinas, resolvinas protectinas e
prostaglandinas (PGs) da série D (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011; STABLES e
GILROY, 2011). Mediadoresanti-inflamatorios potentes incluem as citocinas IL-10 e
IL-13, e a enzima inibidora de protease secretada por leucdcito (SLPI) (LENTSCH e
WARD, 2000). Substancias baseadas em mediadores enddégenos que exercem
efeitos pré-resolutivos podem representar uma nova estratégia para a terapia anti-

inflamatoéria.

Figura 2. Vias de resolucado da inflamacao aguda
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Por outro lado, a exacerbacdo da reposta inflamatéria pode causar
descompensacéo fisioldgica, disfuncdo em orgaos e até mesmo a morte(NATHAN,
2002). Nao obstante, o processo de acentuacao da inflamacgéao tem sido implicado
em inumeras doencas como artrite, doenca inflamatdria intestinal, e sindrome de
disfuncdo mdltipla dos 6rgédos, bem como ao aumento da morbidade e mortalidade
nessas doencas (LIBBY, 2007; VAN MIERT, 2002).
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2.1.3 Terapia Anti-inflamatoria Atual

Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINEs) sdo uma grande classe
heterogénea de farmacos, estdo entre os medicamentos mais prescritos no mundo
devido aos seus efeitos anti-inflamatério, antipirético e analgésico (MARNETT,
2009), calcula-se inclusive, que no mundo diariamente cerca de 30 milhdes de
pessoas no ano 2000 consumiam algum dos representantes da classe
(STEINMEYER, 2000).

Os AINEs exercem seus efeitos farmacoldgicos basicamente devido a
inibicdo da enzima chamada cicloxigenase (COX) (ABDEL-AZIZ et al., 2011). A partir
dos varios efeitos adversos dos AINES néo seletivosas isoformas da COX (-1 ou -2),
foram sintetizados AINEs seletivos, cuja inibicdo € seletiva da COX-2 com eficacia
semelhante (MITCHELL e WARNER, 2006).

As consequéncias do bloqueio da COX-1 no trato gastrointestinal séo a
inibicdo da protecdo da mucosa e 0 aumento da secrecdo acida, o que pode levar a
erosao, ulceracao, perfuracdo e hemorragia. Por outro lado, a inibicdo seletiva da
COX-2 pode induzir a diminuicdo relativa da producdo endotelial de prostaciclina,
enquanto que a producdo plaguetaria de TXA2 é nado alterada, o que pode aumentar
o risco de trombose e eventos vasculares (BATLOUNI, 2010). Além dessas acdes
decorrentes de seu mecanismo de acdo direto, existem muitos outros efeitos
adversos atribuidos aos AINES.

Os corticoides/glicocorticoides (GC) tém sido largamente utilizados na
pratica clinica desde os principios de 1950 (CALDAS e SCHRANK, 2001). Os
glicocorticoides possuem um amplo espectro de indicacfes terapéuticas, porém tém
seu papel central no tratamento de doencas nas quais estejam envolvidos
mecanismos imunes e inflamatérios (LONGUI, 2007). A acdo dos glicocorticoides
(GC) é mediada por um receptor proteico intracelular, o receptor de GC (GR), que
pertence a superfamilia dos receptores nucleares e age como um fator de
transcricdo ativado pelo horménio, regulando a expressdo dos genes responsivos
aos GC (CASTRO, 2005). Evidéncias sugerem que o GR suprime a inflamacé&o por
trés mecanismos: efeitos genémicos diretos e indiretos e ndo genémicos (RHEN e
CIDLOWSKI, 2005).

A ampla gama de efeitos secundarios dos corticosteroides causa uma

série de problemas tais como hipertensao, inibicdo da cicatrizacdo, obesidade,



28

retardo do crescimento em criancgas, distirbios metabdlicos e osteoporose entre
outras. Dessa forma, o uso prolongado dos corticosteroides € limitado devido a lista
de efeitos adversos muito extensa (RHEN e CIDLOWSKI, 2005; LONGUI, 2007).

2.3 Dor Inflamatéria

A dor € uma resposta subjetiva do organismo quando € submetido a
algum estimulo potencialmente nocivo. Em tecidos normais, esse estimulo ativa
reacOes fisiolégicas adequadas para evitar uma possivel lesdo. Em tecidos ou
orgdos que sofreram lesdo ocorre sensibilizacdo de nociceptores que passam a
responder a estimulos que sdo indcuos ou que ndo provocam sensacdo dolorosa
normalmente (SCHAIBLE et al., 2011). E interessante enfatizar que a dor é mais que
uma sensacdo, € uma experiéncia individual influenciada por eventos de dor
anteriores, crencas, tradicbes, componentes ambientais e inclusive € contextual
(VICKERS, 2010). A definicdo de dor como resposta a um estimulo somado ao
componente emocional é bem aceita pela Associacao Internacional para Estudo da
Dor (IASP).

Classifica-se a dor basicamente em dois tipos de acordo com sua
durabilidade: aguda ou crénica (SALLUM et al., 2012). A dor aguda é considerada
normal e com funcao protetora (MARCHAND et al., 2005) e se da pela ativacéo local
de nociceptores em resposta a um dano tecidual, podendo a dor desaparecer até
mesmo antes do restabelecimento do tecido lesado, € uma ‘dor de inicio recente’ e
duracdo limitada provavel(VICKERS, 2010; KUNER, 2010). A dor crénica é aquela
que persiste mesmo quando passado a fase de cura de uma lesdo ou injaria,
passando a se repetir ou sustentar-se por periodo prolongado e ndo tem
aparentemente nenhuma funcéo fisiolégica ou protetora (APKARIAN et al., 2009,
MACINTYRE et al., 2010).

A capacidade do sistema somatossensorial para detectar estimulos
potencialmente nocivos de danificar o tecido € um mecanismo importante de
protecdo que envolve a interacdo de multiplos mecanismos periféricos e centrais
(LOESER e TREEDE, 2008). Os processos neurais subjacentes a codificacdo e
processamento de estimulos nocivos sao definidos como "nocicepgao”, trata-se de
mecanismos tdo importante que esta presente em todos os animais (MACINTYRE et

al., 2010;0AKLANDER, 2011). De fato essa "dor nociceptiva fisiologica" € uma
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sensacao de adverténcia absolutamente essencial para a sobrevivéncia porque
provoca reacdes de esquiva adequadas (SCHAIBLE et al., 2011).

O termo nocicepcdo se refere em suma ao estimulo doloroso
propriamente dito, ndo levando em consideracdo 0 componente emaocional,
englobando a transmissédo de informacdes periféricas dos nociceptores nos tecidos
para estruturas centrais pelas vias neuroanatdbmicas, bem como 0s mecanismos
neurolégicos e os receptores especificos que detectam o estimulo lesivo (WU E
RAJA, 2011;CUMMINS et al., 2007). Os nociceptores sao terminacfes nervosas
livres com a fungdo basica de transmitir informacdes aos neurbnios de ordem
superior sobre a lesdo tecidual ocasionada por estimulos nocivos que podem ser
mecanicos, térmicos ou quimicos (MILLAN, 2002; WU e RAJA, 2011). Estes se
encontram dispersos por todo o corpo, inervando a pele, masculos, articulacdes e
orgéos internos (JULIUS e BASBAUM, 2001).

Pode-se considerar que o mecanismo da dor (Figura 3) compreende
basicamente trés fases basicas: transducdo, que € a ativacdo dos nociceptores por
transformacdo de um estimulo nocivo em potencial de agéo; transmissao, que € o
conjunto de eventos que permitem que o0 impulso nervoso, gerado no nociceptor,
seja conduzido para o SNC; e modulacdo, que s&o 0S mecanismos e vias
responsaveis pela supresséo ou facilitacdo da dor e que podem ser ativados pelas
préprias vias nociceptivas (WU e RAJA, 2011; PINHO-RIBEIRO et al.,
2016;MARCHAND et al., 2005).

A estimulacdo dos nociceptores promove uma liberacdo local de
mediadores quimicos, ocorrendo altera¢do na permeabilidade da membrana da fibra
nervosa o que gera potenciais de acdo para assim serem conduzidos pelas fibras
dos neurdnios sensoriais primarios aos neurdnios de segunda ordem no corno
dorsal da medula espinhal, ascendendo para o cértex (CHENG e JI, 2008; GRIFFIS
et al., 2006).

A conexao sinaptica entre as fibras aferentes primarias e os neurénios do
corno dorsal envolve neurotransmissores como 0 glutamato (principal
neurotransmissor excitatorio da dor) e a substancia P, responsaveis pela producao
de potenciais pos-sinapticos excitatorios rapidos e lentos, respectivamente (KUNER,
2010; ZEILHOFER e BRUNE, 2006), além deles também esta presente em menor
escala neurocinina A e o0 PRGC (peptideo relacionado ao gene da calcitonina)
(SCHAIBLE e RICHTER, 2004).
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Assim os neurdnios do corno dorsal projetam seus axonios e transmitem
a informacgéo para os centros encefalicos, incluindo a formacéo reticular, hipotalamo
e tdlamo que através de neurdnios terciarios, enviam o sinal ao cortex cerebral
(ALMEIDA et al., 2004). Nos centros encefélicos o estimulo nocivo passa pelo
processo de somatizacdo, informando que existe uma sensacgdo nociceptiva, ja no
cortex ha o componente emocional que discrimina o tipo de sensacdo (ROY et al.,
2009).

Figura 3. Mecanismode transducéo da dor inflamatoria.
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Fonte: adapatado de OAKLANDER, 2011.

A dor é um dos sinais cardinais da inflamagdo (MARNETT, 2012), porém
nem sempre esta presente no curso do processo inflamatorio, geralmente é causada
pela pressdo exercida pelo edema formado na area inflamada, pela liberagdo de
mediadores enddgenos, podendo resultar também de lesdo das fibras nervosas e da
irritacdo provocada por substancias quimicas provenientes de patdgenos
(SEPODES, 2004; PINHO-RIBEIRO et al., 2016).
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O quadro inflamatério acompanhado pela sensacdo de dor advém
dasensibilizacao dos nociceptores (MARCHAND et al., 2005). A leséo tecidual induz
a liberacdo celular local de uma "sopa inflamatodria”, consistindo de bradicinina,
histamina, PGE2 e adenosina monofosfato ciclico (AMPc) que atua nos canais
mediados pelo soédio presentes nas fibras nervosas (DUCHARME, 2000). Este
processo envolve uma reducgéo do limiar de ativacdo dos nociceptores, aumento da
excitabilidade neuronal facilitando a geracdo dos potenciais de acdo e dessa forma
ao surgimento de atividade espontanea nos nociceptores (BURIAN e
GEISSLINGER, 2005; SCHAIBLE e RICHTER 2004). Na inflamac&o, os
nociceptores séo sensibilizados de tal maneira, que a aplicagdo de um estimulo que
inicialmente era leve ou mesmo inofensivo, passa a ser capaz de ativar a fibra
nociceptiva, tornando-se assim doloroso (VERRI et al., 2006; CUNHA et al. 2005).

2.4 Polissacarideos naturais

Polissacarideos sd&o macromoléculas naturais encontradas nos
organismos Vvivos, estdo entre os grupos de compostos mais abundantes e
importantes da biosfera (FREITAS et al.,, 2009). Saoformados por unidades
monossacaridicas, representando um grupo estruturalmente heterogéneo de
compostos e possuemgeralmente elevado peso molecular(VORWERK et al., 2004).
Nas plantas desempenham um papel critico na comunicacéo célula-célula, adeséao
celular e reconhecimento molecular no sistema imunoldgico e em tais sdo essenciais
biomacromoléculas das paredes celulares (YANG e ZHANG, 2009).

Estes polimeros podem ter diversas origens naturais: de plantas, algas,
liquens, animais, fungos e bactérias (LIU et al., 2015; DORE et al., 2014; RINAUDO,
2008). Os polissacarideos aparecem em muitas diferentes formas e em diferentes
locais nas plantas. Eles estdo presentes em todo o organismo, tanto dentro das
células como nos espacos intercelulares, sdo importantes como substancias
fortalecedoras, ou seja, como material formador da matriz extracelular (HEINZE,
2005). Basicamente, nos vegetais sdo divididos em trés grupos distintos:
polissacarideos de reserva, polissacarideos de parede celular e exsudatos
(FERREIRA, 2012).

Os polissacarideos tém sido usados ao longo de décadas em varias

aplicacfes industriais, por exemplo, produtos farmacéuticos, biomateriais, material
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de alimento e nutricdo, e como biocombustiveis (LIU et al., 2009). Esse amplo uso é
ocasionado pelas excelentes condicbes de aplicabilidade dos polissacarideos na
industria conferido a estes, devido as suas propriedades de serem inertes, seguros,
nao toxicos, biocompativeis, biodegradaveis, de baixo custo e abundéncia na
natureza (VASCONCELOS et al., 2015). Nesse sentido, os polissacarideos também
ganham destaque por suas reconhecidas atividades biolégicas (JIAO et al., 2011),
de grande interesse também para a industria farmacéutica o potencial dessas
macromoléculas por serem promissoras na entrega da drogas e aplicagcdes no
controle de libertagdo de farmacos (LIU et al., 2015).

E interessante e importante elucidar a relacdo entre estruturas quimicas,
conformacdes de cadeia de polissacarideos e suas atividades biologicas (YANG e
ZHANG, 2009), uma vez que estas possuem estreita relacdo com sua massa
molecular, posicdo dos grupos substituintes, acgucares constituintes, grau de
sulfatacdo, carga da molécula, grau de ramificacdo, aclcar presente na posicdo do
terminal néo-redutor (LIU et al., 2015). Porém, devido as dificuldades para
caracterizar as estruturas quimicas e as conformagbes de cadeia de
polissacarideos, torna-se dificil estabelecer as relagfes entre estrutura e atividades
biol6gicas (KACZKOWSKI, 2003, YANG e ZHANG, 2009).

Polissacarideos de origem natural tém diversas atividades
imunomoduladoras tanto in vivo como in vitro. S&o conhecidos por modularem a
imunidade celular e humoral. Alguns polissacarideos isolados de fungos séo
conhecidos pelas propriedades antitumorais e antioxidantes, como por exemplo,
crestina, lentinano e esquizofilano (JOSEPH et al., 2011). Polissacarideos sulfatados
originados de algas ja s@o reconhecidos por possuirem muitas atividades bioldgicas,
incluindo anticoagulante, antiviral, anti-inflamatéria (JIAO et al., 2011; PEREIRA et
al, 2012, BRITO et al., 2013) e hipolipidémica (INOUE et al., 2009). Os
polissacarideos de originarios de vegetais superiores ja tem sido relatados também
com atividades antiviral, anticoagulante, anti-inflamatéria (CUNHA et al., 2009; ;
INNGJERDINGEN et al., 2005), antitumoral (FURUSAWA et al., 2003),
antioxidadente (WANG et al, 2008), antibacteriana, anti-ulcerogénica, antinociceptiva
(WANG et al., 2011) entre outras.

Como exemplo para a atividade anti-inflamatéria ha os estudos feitos por
Joseph et al. (2011) que relatam atividade anti-inflamatéria dos polissacarideos

isolados de Ganoderma lucidum através da diminuicdo da inflamacdo aguda
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induzida por carragenina e na inflamagdo cronica induzida por formalina de uma
maneira dose-dependente. Nestes estudos a atividade da fragdo foi comparavel a
acao do medicamento anti-inflamatorio classico diclofenaco.

Nos experimentos conduzidos por Dore et al. (2014) viu-se inclusive que
o tratamento com polissacarideos de P. dermoporus diminuiu a infiltracdo pleural
leucocitaria em até 92,5% quando comparado ao grupo de animais nado-tratados,
refletindo o fato de que estas substancias parecem estar relacionados com a inibicao
de diapedese apd6s a migracdo celular para o local da lesdo. Estes achados
condizem com os estudos de Cumashi et al. (2007) em que foi verificado que um
dos mecanismos avaliados na atividade anti-inflamatéria de polissacarideos é a
inibicdo da migracdo celular; no estudo diferentes fucanas sulfatadas mostraram
atividade anti-inflamatéria relacionada a reducdo do extravasamento de
leucécitos polimorfonucleares.

Ja nos estudos de Pereira et al. (2012) os polissacarideos da
plantaAzaridachta indica exibiram potente atividade anti-inflamatoria, interferindo néo
somente nos eventos vasculares, mas também nos eventos celulares inflamatorios
envolvendo serotonina, PGE2 e NO. Resultados semelhantes quanto a atividade
multifatorial de polissacarideos naturais foram encontrados por Brito et al. (2013),
em que o polissacarideo de Hypnea musciformis inibiu significativamente os edema
induzido por dextrana e por carragenina, provocou diminuicdo dos niveis de IL-1, e 0
aumentou dos niveis de NOs / NO2z na cavidade peritoneal.

O amplo espectro de propriedades terapéuticas que os polissacarideos
vém apresentando, aliado ao fato de que nos vegetais a maioria dos polissacarideos
encontrados, € relativamente ndo toxica apresentando poucos efeitos colaterais
(SCHEPETKIN e QUINN, 2006), coloca os polissacarideos como candidatos ideais
com potencial terapéutico e fonte para a descoberta e desenvolvimento de novos
compostos de valor medicinal (MOURAO, 2015). Dessa forma se destaca a
atividade anti-inflamatoria ja comprovada para algumas destas fracdes de polimeros,
ja que estes mostraram diferentes mecanismos de acdo, fato que pode ser muito
benéfico para tratar o processo inflamatorio, ja que este € multifatorial pois envolve

diversos mediadores e eventos.
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2.5 A espécie Morinda citrifolia

A planta popularmente conhecida como noni, Morinda citrifolia L. € uma
planta pertence a familia Rubiaceae, sendo uma das espécies mais conhecidas e
estudadas dentro da familia. E uma arvore de pequeno porte (Figura 4) nativa da
regido do sudeste asiatico e que, frequentemente, cresce em regifes costeiras, ao
nivel do mar e em areas florestais com cerca de 400 metros acima do nivel do mar
(LUBERCK & HANNES, 2001; RAZAFIMANDIMBISO et al., 2010). Atualmente,
encontra-se distribuida em muitas areas tropicais, tais como Asia, Hawaii e ilhas do
Taiti além de seu cultivo nas regides norte e central da América do Sul (WANG et al.,
2002).

Figura 4. Arbusto de Morinda Citrifolia— Noni.

Fonte: adaptado de CORREIA, 2010.

Segundo Brito (2008), a planta apresenta flores e frutos (Figura 5) durante
todo o ano, sendo as flores pequenas e brancas. ApOs se iniciar a produgcdo de
frutos, a planta produz frutos o ano inteiro. Este chega a atingir cerca de 4 a 7 cm,
sendo inicialmente verde, mudando para amarelo e por fim, quase branco na época
em que o fruto € colhido. Estes apresentam-se ovais, carnosos, ligeiramente

enrugados, apresentam odor forte e desagradavel além de conterem muitas
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sementes, geralmente em torno de 260. J& o arbusto pode chegar de 3 a 6 metros
de altura. (CHAN-BLANCO et al.,, 2006). Tanto na medicina popular como nas
comprovacoes cientificas todas as suas partes (frutos, folhas, cascas, tronco e

raizes) podem ser destinadas a fins terapéuticos.

Figura 5. Planta do Noni no Estado do Cear& apresentando frutos em diferentes

estagios de maturacéao.

Fonte: BARROS, 2009.

Existem diversas pesquisas relacionadas as atividades bioldgicas com
Morinda citrifolia (noni), sejam através de ensaios in vitro ou in vivo, nos quais foram
analisados extratos ou substancias isoladas da mesma (SAMPAIO, 2010).
Aproximadamente 200 compostos fitoquimicos ja tinham sido identificados da planta
do Noni até 2011, incluindo &cidos organicos antraquinonas, flavonoides,
polissacarideos, glicosideos, iridoides, lignanas, triterpenos, alcaloides entre outros
(LISHUANG, 2011; CHAN-BLANCO et al., 2006). Contudo, a composi¢cdo quimica
difere grandemente de acordo com a parte da planta analisada (CHAN-BLANCO et
al., 2006).
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2.5.1 Toxicidade de Morinda citrifolia

Ao passo dos inumeros beneficios de Morinda citrifolia, existem casos
que evidenciam possiveis propriedades téxicas do noni, que ndo podem ser
negligenciados; portanto, o uso deve ser racional a fim de evitar eventos
indesejaveis (SILVEIRA et al., 2011; WEST et al., 2009).

O laboratério Eurofins Scientific Inc. patrocinado pela empresa TAHITIAN
NONI® International, avaliou a toxicidade aguda do suco do fruto do Noni em ratos,
todos os animais sobreviveram e nado foi observado nenhum sinal adverso clinico,
bem como nenhum sinal macroscopico de toxicidade em 6rgaos apos necropsia. Em
2001 o Laboratério Scantox Biologisk A/S realizou um estudo de toxicidade cronica
de 13 semanas do suco do fruto via gavagem, utilizando 80 ratos. Também neste
estudo todos os grupos ndo mostraram diferencas entre as variaveis avaliadas
comparados com o grupo controle (WANG et al.,2002).

Um estudo recente de Serafini et al. (2011) avaliou os efeitos do extrato
das folhas de M. citrifolia na citotoxicidade, dano oxidativo e toxicidade aguda e
concluiram que nas doses consumidas na medicina tradicional o extrato pode ser
considerado seguro, uma vez que nao causou qualquer letalidade ou alteracdes do
comportamento geral de roedores. Porém, em sua propria conclusdo, ressalta que
os resultados apresentados ndo implicam a mesma premissa sobre a toxicidade em
seres humanos, afirmando inclusive que mais estudos sao necessarios.

Ao se discutir as caracteristicas do Noni, suas indica¢cbes, contra-
indicacbes e efeitos colaterais, fica evidente que o mesmo realmente possui
atividades benéficas, porém, deve ser utilizado criteriosamente devido 0s poucos
estudos realmente conclusivos difundidos pela comunidade cientifica quanto a sua
toxicidade (MATOSO, 2013).

2.5.2 Atividades Farmacolégicas de Morinda citrifolia (Noni)

Segundo Pinheiro (2006) existe um grande interesse na utilizacdo do noni
na medicina popular devido as “supostas propriedades farmacoldgicas” que possui;
chega-se a afirmar que alcance mais de 120 problemas de saude que podem ser

tratados, e até curados, com a planta e seus extratos. Ndo obstante o consumo do
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sumo da fruta do noni fora dos trépicos aumentou dramaticamente durante a década
dos anos 2000 (WEST et al., 2011).

De acordo com Lavaut e Lavaut (2003) muitos dos efeitos benéficos néo
sdo comprovados cientificamente, alguns estudos citam que entre os problemas
tratadas com mais efetividade estdo: a alergia, artrites, asma, cancer, depressao,
diabetes, digestdo, fadiga e cansaco, doencas do coracao, rins, ciclo menstrual,
doencas mentais, musculares, obesidade, dores de cabeca, apetite sexual, insdnia e
stress. O uso na medicina popular € vasto e além dos problemas de saude citados
inclui também: hipertensdo, Ulceras gastricas, problemas respiratérios, AIDS,
problemas de circulagdo sanguinea, esclerose multipla e dependéncia de drogas
(McCLATCHEY, 2002; WANG et al., 2002; LAVAUT e LAVAUT, 2003; SINGH, 2012)

2.5.2.1 Efeito antimicrobiano

Desde meados dos anos 50 que a atividade antibacteriana de M. citrifolia
€ cientificamente reconhecida contra varias cepas de bactérias. Atkinson (1956) ja
relatou na época que o efeito antimicrobiano observado deveria ser pela presenca
de compostos fendlicos como acubina, L-aspersulodieo e alizarina no fruto, bem
como compostos antraquindnicos das raizes. Entre as espécies que apresentaram
susceptibilidade in vitro estdo Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus morgaii, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Salmonella e
Shigella(SILVEIRA et al., 2011). Os extratos hexanico e etandlico de M. citrifolia
demostraram inibicdo de 89-95% contra o crescimento de Mycobacterium
tuberculosis (SALUDES et al., 2002).

Estudos diversos mostraram atividade antifingica consideravel do noni e
de seus extratos. Usha et al. (2010), por exemplo, demonstraram que a fruta contém
um componente que interfere na conversao morfolégica de Candida albicans , sendo
assim promissora esta atividade nos casos de candidiase. Atividades contra fungos
dermatofitos de dificil controle como Tricophyton mentagrophytes foram
comprovadas em estudos in vivo, além disto, também foram comprovadas inibicdo
de espécies dos géneros Penicilium, Fusarium e Rhizopus. (JAYARAMAN et al.,
2008; JAINKITTIVONG et al., 2009).
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2.5.2.2 Efeito antioxidante

O suco do fruto Noni mostrou possuir um grande potencial para combater
radicais livres de oxigénio reativos comprovados através de estudos de Wang et al.
(2001). A capacidade de combater radicais anions superoxido foi superior a vitamina
C, picnogenol e semente de uva. Esta alta atividade antioxidante foi atribuida,
inclusive, como sendo um dos mecanismos do efeito preventivo deste suco no
estagio inicial da carcinogénese (WANG e SU, 2001).

Extratos polares de raizes, folhas e frutos de M. citrifolia possuem alta
atividade antioxidante comprovada, sendo que tanto os extratos polares como
apolares das raizes se mostraram mais potentes na atividade que qualquer tipo de
extrato das folhas e frutos (ZIN et al., 2002).

Diante da popularidade do suco fermentado do Noni comercializado em
escala industrial, € de grande relevancia o estudo feito por Yang et al. (2012). Na
comparacao da atividade antioxidante dos sucos fermentados e ndo fermentados, foi
constatado que apOs o processo fermentativo, o suco apresentou uma reducéo de
90% da capacidade antioxidante, o que valoriza o potencial do suco in natura sem

passar pelo processo de fermentacao.

2.5.2.3 Efeito anticancercinogénico

O suco do fruto do noni tem efeito preventivo no estagio inicial da
carcinogénese foi comprovado através de estudos cientificos que a prevencéo da
formacdo de adutos de DNA carcinogénicos e a atividade antioxidante propriamente
dita podem contribuir para tal efeito (WANG e SU, 2001).

Nos estudos de Furusawa et al. (2003), a fracdo polissacaridica extraida
do suco do fruto do noni mostrou atividade antitumorigénica em tumor ascistico de
Sarcoma 180 em camundongos. No estudo foi alcancada uma taxa de cura entre
25% a 45% e foi proposto que a supressao do crescimento do tumor ocorreu por
estimulacdo do sistema imune.

Pawlus et al. (2005) identificaram e isolaram uma quinona extremamente
potente indutora de redutase, 2-metoxi-1,3,6-trihidroxiantraquinona, com uma
poténcia 40 vezes maior que o melhor indutor conhecido, sulforafano. A molécula

reportada fornece atividade mediada por inducdo de quinona redutase protetora
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contra carcinogénese quimica. Embora a concentracdo seja muito baixa no fruto do
noni, as propriedades biolégicas mostram como uma promissora biomolécula para
prevenir a fase de iniciacdo do cancer.

Diversas antraquinonas isoladas do Noni possuem potencial
anticarcinogénico. Kamiya et al. (2010) estudaram o potencial de diversas
antraquinonas isoladas da raiz de Morinda citrifolia L. e foram encontradas 10
antraquinonas, e entre estas os compostos 1,3-diidroxi-2-etoximetilantraquinona, 3-
hidroxi-1-metoxi-2- metoximetilantraquinona, nordamnacantal, damnacantal e
morindona que exibiram notavel inibicdo contra o cancer ativo de animal. Destacou-
se 0 composto morindona que foi o mais forte inibidor de todas as antraquinonas
investigadas. Segundo os autores, estes resultados sugerem que as raizes de noni
podem ser utilizadas como um alimento funcional com potencial anticancerigeno.

Recentemente, pesquisadores norte-americanos também trabalhando
com raizes do noni, isolaram compostos com alta atividade inibitéria contra células
cancerosas de colon e pulmdo (LISHUANG et al.,, 2011). Uma das substancias
encontradas foi a antraquinona damnacanthal, sendo inclusive a maior constituinte
das raizes, esta ja foi relatada como sendo um potente e seletivo inibidor de tirosina
quinase p56 (Lck) em uma variedade de tecidos. E também um inibidor da funcdo do
gene ras e mostra um efeito inibidor intensivo contra a topoisomerase Il; além disso,

atua como um agente imunomodulador.

2.5.2.4 Efeito analgésico

Um dos primeiros estudos conclusivos sobre a atividade analgésica do
Noni foi o de Younos et al. (1990), sendo utilizado para isso o0 extrato aquoso
liofilizado das raizes da M. citrifolia em camundongos. Usando para confirmacao do
efeito, a droga naloxona; o extrato apresentou uma significante atividade analgésica
central de maneira dose-dependente. Durante tal estudo o extrato da raiz a uma
dose de 1600mg/kg mostrou-se nao-toxico. Também podem ser encontrados na
literatura relatos sobre a atividade analgésica dos extratos alcodlicos das frutas de
M. citrifolia, sendo encontradas até mesmo ac¢des contra artrite (BASAR et al., 2010)

A atividade analgésica de M. critrifolia também foi investigada por Wang
et al. (2002). O suco do fruto do noni (tipo comercial) nos estudos provocou

analgesia, comprovada através do modelo de contor¢des produzidas com tartarato
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de amonio em ratos. Quando o suco foi adicionado & 4gua de beber dos roedores; a
resposta analgésica encontrada foi dose dependente aumentando em 212% a
tolerancia a dor do grupo tratado na concentracdo de 20% quando comparado ao

grupo placebo.

2.5.2.5 Efeito anti-inflamatério

Em estudos sobre as propriedades terapéuticas do extrato aquoso de
Morinda citrifolia, McKoy et al. (2002) constataram atividade anti-inflamatéria através
da administracdo intraperitoneal do extrato da fruta, o que resultou na inibicdo do
volume da pata no edema induzido por carragenina. No mesmo estudo, através da
administracdo oral do extrato do Noni foi conseguida satisfatoria inibicdo da resposta
inflamatdria induzida por bradicinina. Este efeito do sumo da fruta pode refletir uma
acdo mais ampla contra varios mediadores inflamatoérios, os quais sdo referidos
como sendo envolvidos no edema de pata induzido por carragenina.

No ano de 2011, Dussossoy et al. mostraram que o suco do fruto do Noni
demonstrou uma capacidade de reducdo do edema da pata induzido por
carragenina através da inibicdo direta das atividades da cicloxigenase COX-1 e
COX-2 e a producdo de 6xido nitrico (NO) e prostaglandinas E2 (PGE2) de uma
forma dependente da dose.

Mais recentemente Huang et al. (2015) demonstraram experimentalmente
gue o extrato acetato etilico da fruta de Morinda citrifolia marcadamente reduziu IL-
1B que induz a expressao de COX-2 e diminuiu significativamente a secrec¢ao de IL-
8. No estudo, doses altas do extrato etil-acetato do fruto do noni (100 e 200 pg/ml)
reduziram marcadamente a expressao de COX-2 induzida por IL-1B; o que mostrou
alto potencial como substituto de drogas inflamatérias. Provavelmente o extrato etil-
acetato pode inibir a expressédo de COX-2 e IL-8 através da supressédo da ativacao
de NFkB. Com relacdo a IL-8, o extrato etil-acetato reduziu significativamente a
secrecdo desta também em altas doses quando induzida por LPS, mostrando o seu
potencial para interromper a excessiva quimiotaxia de neutrofilos durante a infeccao
bacteriana. No experimento ficou subentendido que a quercetina presente no extrato
etil-acetato pode ser o maior contribuinte da inibicdo de COX-2 e IL-8. Também foi

constatado que o extrato etil-acetato do noni pode impedir o circuito da resposta
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inflamatodria induzida por espécies reativas de oxigénio aliviando a producédo de
moléculas proé-inflamatorias.

Diante do uso altamente difundido de extratos, chas, sucos e
fitopreparados em geral de Morinda citrifolia, das bioatividades de seus
polissacarideos ja comprovadas, como por exemplo, a atividade antitumoral, da
escassez de estudos estruturais e de aplicacao bioldgica do seu PLS, percebe-se
que o estudo da propriedade anti-inflamatéria podera abrir um novo campo de
utilizacao deste vegetal. Além disso, este estudo pode sinalizar uma nova alternativa
terapéutica ao tratamento da inflamacéo, visto que os medicamentos convencionais
possuem muitos efeitos colaterais e toxicidade além de possibilitar uma possivel

diminuicao de custos propiciando uso de recursos naturais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva da fracdo
polissacaridica sulfatada extraida da planta Morinda citrifolia(PLSn)através
demodelos farmacologicos classicos de inflamacdo aguda e nocicepcdo em

camundongos.

3.2 Objetivos especificos

-Analisar o efeito do PLSn sobre o edema de pata induzido por
carragenina, dextrana, histamina, serotonina e bradicinina;

-Avaliar o efeito do PLSn sobre a atividade da enzima mieloperoxidaseno
tecido da pata inflamado apds edema de carragenina;

-Avaliar a atividade do PLSn sobre os critérios microscopicos de lesao
tecidual no edema de pata induzido por carragenina,

-Determinar a acdo do PLSn sobre a migracao peritoneal de leucécitos e
sobre o indicador de estresse oxidativo GSH (glutationa) apds peritonite induzida por
estimulo inflamatério da carragenina na cavidade peritoneal;

- Avaliar o potencial antinociceptivo do PLSn através do modelo de
contor¢Bes abdominais induzidas por &cido acético;

-Avaliar o potencial antinociceptivo do PLSn nas fases do teste da

Formalina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais experimentais

Para os protocolos experimentais foram utilizados 270 camundongos
albinos (Mus musculus), variedade Swiss, adultos, pesando entre 20 a 25 gramas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui. Os animais
foram acondicionados em gaiolas, mantidos em ambiente com temperatura (22 +
2°C) e ciclo claro/escuro (12h/12h) controlados. Também foram mantidos com agua
e alimentacéo ad libitum até o momento da realizacdo dos experimentos. Todos o0s
tratamentos e procedimentos realizados estdo de acordo com o Guia de cuidados
em uso de animais do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Nos

protocolos, os camundongos foram divididos em grupos de 6 animais.

4.2 Coleta do material e extracdo do polissacarideo de Morinda citrifolia

Os frutos foram colhidos manualmente em uma propriedade localizada
em Fortaleza — CE. Em seguida foi realizada uma pré-selecao, descartando os frutos
danificados. O trabalho foi feita em parceria com o Laboratério de Polimeros da
Universidade Federal do Ceara. O método de extracdo da fracdo polissacaridica do
fruto de M. citrifolia foi realizado de acordo com modificacées no método de Hirazumi
e Furasawa (1999), com base em processos de centrifugacdo e liofilizacao

sucessivos.

4.3Ensaios para avaliacao do efeito anti-inflamatorio

4.3.1 Edema de pata induzido por carragenina

Inicialmente foram feitos testes com trés doses do polissacarideo de
Morinda citrifolia(PLSn) para que pudesse ser estabelecida a dose com a melhor
resposta anti-inflamatéria e que assim fosse utilizada nos experimentos
subsequentes (FURUSAWA et al.,, 2003). O edema foi induzido pela injecéo
intraplantar (i.pl.) de 50uL de uma suspensao de carragenina (500ug/pata) em

solucdo salina estéril 0,9% na pata direita traseira dos camundongos. Um dos
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grupos nao recebeu nenhum pré-tratamento, somente o agente inflamatdrio (grupo |
— grupo controle positivo). Os animais foram pré-tratados por injecdo intraperitonial
(i.p.) com solucdo salina 0,9% (grupo Il - grupo ndo tratado/controlenegativo),
indometacina 10mg/kg (grupo Ill — grupo controle referéncia) ou PLSn (0,1; 1,0;
10mg/kg; grupos tratados IV, V, VI). O volume da pata foi mensurado por meio de
plestismometria (Panlab LE75000), sendo as leituras realizadas antes do
experimento (volume basal, Vo) e em 1, 2, 3 e 4 horas ap0s o tratamento com
carragenina (Vt) usando pletismémetro (WINTER, 1962).

O efeito do pré-tratamento foi calculado como porcentagem de inibicdo do
edema relativa ao volume da pata do grupo controle ndo tratado que recebeu

Solucéo salina 0,9% usando a seguinte formula:

%inibicdo do edema= (Vt-Vo)control — (Vt-Vo)tratado  x100
(Vt-Vo)control

4.3.2 Determinacéo da atividade da Mieloperoxidase

Foi induzido edema pela injec&o intraplantar de 50uL de uma suspensao
de carragenina (500ug/pata) em solucdo salina estéril 0,9% na pata direita traseira
dos animais. Os animais foram pré-tratados por injecdo intraperitonial de
indometacina 10mg/kg (grupo | - grupo controle referéncia) ou PLS de Morinda
citrifolia (na melhor dose escolhida no ensaio de edema de pata induzido por
carragenina - grupo Il) ou ndo receberam nenhum pré-tratamento (grupo Il — grupo
controle positivo).Um grupo de animais ndo recebeu estimulo inflamatério e recebeu
apenas50uLde Salina estéril 0,9% i.pl. (grupo IV — grupo controle negativo). Em
seguida foram retirados segmentos da regido sub-plantar dos animais dos grupos
em estudo, queforam usados na avaliagcdo da atividade da enzima mieloperoxidase
(MPO). O procedimento seguiu o protocolo estabelecido por Bradley et al. (1982).

A mieloperoxidase (MPO) é um marcador quantitativo da infiltragdo de
neutrofilos nos processos inflamatérios em varios tecidos. Para mensurar a
concentragdo dessa enzima, foi utilizado 50-100mg de tecido subcutédneo
proveniente da pata, por animal, de cada grupo. Sucintamente, o tecido da pata
traseira foi homogeneizado em 1 mL de tampéo de potassio com 0,5% de brometo

de hexadeciltrimetilamoénio para cada 50 mg de tecido. Tal homogeneizado foi entéo
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centrifugado a 4.000 rpm durante 20 min a 4°C. A atividade da MPO na suspensao
foi entdo avaliada pela medida da alteragdo na absorbancia a 450 nm utilizando o-
dionisidina e peroxido de hidrogénio a 1%. O resultado foi expresso como sendo
Unidade de MPO/mg de tecido.

4.3.3 Avaliagao Histoldgica dos escores microscopicos de lesdo inflamatéria

Foi induzido edema pela injecéo intraplantar de 50uL de uma suspensao
de carragenina (500ug/pata) em solugéo salina estéril 0,9% na pata direita traseira
dos animais. Os animais foram pré-tratados por injecdo intraperitoneal de
indometacina 10mg/kg (grupo | - grupo controle referéncia) ou PLS de Morinda
citrifolia (na melhor dose escolhida no ensaio de edema de pata induzido por
carragenina - grupo IlI) ou ndo receberam nenhum pré-tratamento (grupo Ill grupo
controle positivo). Um grupo de animais ndo recebeu estimulo inflamatério e
recebeu50uLde Salina estéril 0,9% i.pl. (grupo IV — grupo controle negativo). Em
seguida foram retirados segmentos da regido sub-plantar dos animais dos grupos
em estudo, queforam usados assim na avaliacao histoldgica.

Depois disso, os fragmentos de tecido da pata foram analisados quanto
aos escores microscopicos de lesdo inflamatéria, sendo os segmentos de tecido
fixados em solucdo de formaldeido tamponado com fosfatos a 10% (pH=7), lavados
e submetidos a desidratacdo gradual crescente com solu¢des alcoolicas
ascendentes de 30%, 50%, 70%, 90% em intervalos de uma hora cada e por fim no
alcool absoluto por uma hora e meia. O processo de diafanizacao foi feito em xilol |
por 45 minutos e em xilol Il por mais 45 minutos, inclusdo em parafina liquida para
banho | durante 15 a 20 minutos a 80°C e parafina liquida para incluséo Il a 80°C.
Quando derretida e resfriada a parafina, essa foi aparada em um bloco que foi
cortado com lamina de aco pelo microtomo (LUPETEC®, MRP 09). A
desparafinizacdo foi feita com xilol | por 7 minutos e mais 3 minutos com xilol II.
Seguiu-se a hidratagdo com é&lcool absoluto por 7 minutos, alcool 90%, 75%, 50%,
30%, agua destilada | e agua destilada Il por dois minutos cada. A coloracéo foi feita
com hematoxilina por 2 minutos, banho em agua corrente por 3,5 minutos, seguido
da coloragdo eosina por 5 minutos e banho em &agua corrente, foi secado em
temperatura ambiente e seguido para a montagem das laminas para visualizagcéo

em microscopio de luz (NOVA®). Foram obtidas uma lamina para cada animal,
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totalizando 6 laminas por grupo. Em seguida, um histopatologista de forma
randomizada avaliou a severidade da inflamacgé&o pela técnica descrita por Appleyard

e Wallace (1995) de acordo com a Tabela 1 a seguir.

Tabela 1 -Avaliacdo dos escores microscopicos das lesdes inflamatérias de animais
com edema de pata induzido por carragenina (500ug/pata).

Critério Escore
Tecido conjuntivo e epitelial saudaveis sem células inflamatérias visiveis 0
Tecido conjuntivo e epitelial com edema leve e células inflamatorias visiveis. 1
Tecido conjuntivo e epitelial com edema moderado e células inflamatérias visiveis 2
Tecido conjuntivo e epitelial com edema intenso e células inflamatérias, ocorréncia 3

de congestdo de vasos sanguineos visivel.

Tecido conjuntivo e epitelial com edema grave e presenga intensa de células 4

inflamatdrias, ocorréncia de congestionamento vascular e vasodilatagéo vascular

Fonte:Modificado deAppleyard e Wallace, 1995.

4.3.4 Edema de pata induzido por diferentes agentes inflamatdrios

Para inducdo de edema nos animais dos grupos, eles foram tratados com
a administracdo de 50uL de Dextrana sulfato (500ug/pata), Serotonina (100ug/pata),
Histamina (100ug/pata) e Bradicinina (6.0nmol/pata)na pata direita traseira
(CLAUDINO et al., 2006; SILVA et al, 2013; BARBOSA et al, 2009;
VASCONCELOS et al., 2011). Um grupo de animais recebeu50uLde solugcdo Salina
0,9%na pata (grupo | — grupo controlenegativo).No experimento com bradicinina, os
animais do grupo foram pré-tratados com captopril (5mg/kg i.p.) 1 hora antes da
inducdo do edema por bradicinina para se prevenir a degradacdo sistémica da
bradicinina. No ensaio, os camundongos receberam somente os diferentes agentes
flogisticos (grupos I, lll, IV, V — grupos controlespositivos), ou receberam os tais
agentes e também foram pré-tratados 30 min antes com melhor dose de PLS de
Morinda citrifoliaestabelecida no experimento com carragenina (grupos VI, VII, VII, IX

— grupos tratados). O volume da pata dos animais foi mensurado por meio de
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pletismometria (Panlab LE75000), sendo as leituras realizadas antes da
administracdo dos agentes (volume basal, Vo) e em 30 min, 60 min, 90 min e 120
min para os diferentes grupos de animais. Os resultados foramexpressos como
sendo a variacdo do volume da pata (mL), calculado pela diferenca entre o volume

final e o volume basal em todos os tempos indicados.

4.3.5 Inducao da peritonite

Inicialmente foi administrado por via i.p. 250 ul de Solugcédo salina 0,9%
(grupo | - grupo controle negativo)ou 250ul de solugdo contendo 500ug de
Carragenina na cavidade peritoneal (grupos II- controle positivo, Il e IV). Aos
animais dos grupos que receberam o inflamégeno foi dado por via i.p. antes da
injecdo de Carragenina: 1h antes Indometacina 10mg/kg (grupo IlI- grupo controle
referéncia) ou 30min antes oPLS de M. citrifolia na melhor dose estabelecida no
experimento com carragenina (grupo IV — grupo tratado). Os camundongos foram
eutanasiados depois de 4 he a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5 mL de PBS
(Tampao fosfato heparinizado) para colher o fluido e as células peritoneais segundo
metodologia adaptada por Chaveset al. (2013). Foram executadas contagem de
células totais e contagem de células diferencial e mensuracéo dos niveis de GSH.

4.3.6 Determinacédo da Migracao de leucécitos

Dos exsudatos peritoneais advindos do ensaio de peritonite foram
realizadas as contagens total e diferencial dos leucécitos. Estas foram realizadas

conforme metodologiadescrita previamente por Souza e Ferreira (1985).

4.3.6.1Contagem total de leucocitos

Para a contagem do numero total de células presentes no lavado
peritoneal foi utilizado 20uL do lavado apds ser diluido em liquido de Tukey (380pL).
Para a contagem, foi usada a camara de Neubauer com auxilio de microscopio
Opticosob aumento de 40x. Os resultados foram expressos como numero total de

leucdcitos por cavidade.
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4.3.6.2 Contagem diferencial de leucocitos

Para a contagem diferencial de leucdcitos, aliquotas de 100uL da
suspensao celular foram utilizadas para o preparo do citoesfregaco em centrifuga. A
coloragéo foi realizada pelo método de Instant- Prov e a contagem diferencial foi
realizada com auxilio de um microscopio Optico com objetiva de imersdo em 0leo
sob aumento de 100x. Foramavaliadas as populacdes de células mononucleares e

polimorfonucleares.

4.3.7Anélise dos niveis de Glutationa

Para avaliar os niveis de glutationa (GSH), foi utilizado o método de
Sedlak e Lindsay (1968). Em suma, o lavado peritoneal foi centrifugado a 1500 rpm
por 15 min a 4°C. Na sequéncia, aliquotas de 400 pL do homogeneizado
forammisturadas a 320 uL de agua destilada e a 80 uL de acido tricloroacético (TCA)
a 50% para precipitacdo das proteinas. Este material foi entdo novamente
centrifugado a 3.000 rpm por 15 min a 4°C. A 400 yL do sobrenadante foi adicionado
em 800 pL de tampéao Tris 0,4 M (pH 8.9) e 20 uL de DTNB (Reagente de Ellman)
0,01M. A mistura foi entdo agitada por 3 min e a absorbéancia foi lida a 412 nm em
espectrofotometro. As concentracfes de grupos sulfidrilicos nao-protéicos foram

expressas em ug de NP-SH/m.

4.4Ensaios para avaliacao do efeito antinociceptivo

4.4.1 Contor¢des abdominais induzidas por acido acético

Os animais receberamSalina 0,9% i.p. (grupo | - grupo controle negativo)
ou uma solucéo de acido acético 0,6% i.p. (grupos lI- controle positivo, Ill e IV). Os
animais foramtratadoscom a melhor dose de polissacarideo de Morinda
citrifoliaestabelecida no experimento com carragenina(grupo Ill - grupo tratado) ou a
substancia Morfina por via subcutanea(s.c.) na dose de 5mg/kg foi usada como
droga de referéncia (grupo IV - grupo controle referéncia). Apds 30 min, 0os animais
dos grupos Il e IV tratados receberam uma injecéo intraperitoneal de 250 pyL de uma

solucdo de acido acético 0,6%. Decorridos 10 min da administracdo da solucéo
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deécido acético, onumero de contorcbes abdominais foi determinado, para cada
animal por um periodo de 20min. Uma contor¢éo foi identificada como uma extensao
das patas traseiras, acompanhadas de constricdo do abdémen (KOSTER et al.,
1959).

4.4.2 Teste da Formalina

Os camundongos receberam20uL de solucdo Salina 0,9%i.pl. (grupo | -
grupo controle negativo) ou receberam uma solucdo de formalina 2,5% (20uL)
(grupos lI- controle positivo, Il e IV). Os animais foram tratados com a melhor dose
de polissacarideo de Morinda citrifoliaestabelecida no experimento com carragenina
(grupo Il - grupo tratado) ou Morfina por via subcutanea(s. c.) na dose de
5mg/kg(grupo IV - grupo controle referéncia).Decorridos 30 minutos do tratamento
dos grupos Ill e IV foi administrado formalina por via intraplantar na pata direita
traseira de cada animal. O tempo de lambedura da pata (tempo de reatividade dos
animais) foi registrado, em segundos, de 0-5 min (1° fase, correspondente a
estimulacdo direta de nociceptores) e 20-25 min (2° fase, envolve a liberacdo de
mediadores inflamatoérios) apds a injecao de formalina. (HUNSKAAR et al., 1987,
FASMER et al., 1986).

4 5Analise Estatistica

De todos os experimentos foram calculadas as médias + EPM de certo
namero de eventos (n) em cada grupo, com excecao dos Escores histolégicos que
foram expressos como mediana.

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio de software
GraphPad Prisma, versdo 5.0. A diferenca estatistica entre os grupos foi
determinada através de andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de
comparacdes multiplas de Newman Keuls e para os escores histopatoldgicos foi
realizado por meiode teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Uma

diferenca de p<0,05 foi considerada estatisticamente significativa.
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4.6Questdes Eticas

O presente projeto foi realizado com base nos principios e normas
internacionalmente aceitas para utilizacdo de animais em projetos de pesquisa e do
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal). O projeto foi submetido ao
comité de ética em pesquisa animal da Universidade Federal do Piaui — UFPI e
aprovado sob Protocolo 123/2015 (ANEXO 1).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do PLS extraido de M. citrifolia (Noni) sobre o edema de pata

induzido por carragenina

O PLS de Morinda citrifolia nas diferentes doses (0,1; 1,0 e 10 mg/kg) foi
testado na tentativa de estabelecer a melhor dose do polissacarideo que possuisse
efeito anti-inflamatério satisfatério e que assim seria aplicada nos demais ensaios. A
dose de 10mg/kg se destacou frente as outras doses testadas (Tabela 2), uma vez
gue provocou reducao do edema de maneira significativa em todo o curso temporal
do efeito testado (1h - 0,024 +0,013 ml; 2h - 0,018+0,009 ml; 3h - 0,017+0,006 ml; 4h
- 0,022+0,007 ml) quando comparado aos animais que receberam apenas o agente
inflamatério carragenina (1h - 0,038 0,005 ml; 2h - 0,09+ 0.017 ml; 3h - 0,1+0,013
ml; 4h 0,082+0,008 ml). Em face disso, a dose do polissacarideo do Noni (PLSn)
utilizada para os demais testes inflamatérios e de nocicepc¢éao foi a dose de 10mg/kg

por via intraperitoneal.

Tabela 2 -Efeito do PLS extraido de M. citrifolia (Noni) sobre o edema de pata
induzido por carragenina

Tratamento Volume da pata em ml (tempo apés a administracdo do inflamdégeno)
mg/kg 1n 2h 3h 4h
Sal 0.011 + 0.004 0.001 +£0.001 0.006 + 0.003 0.006 + 0.003
Cg 0.038 + 0.005 0.090 + 0.017 0.100 + 0.005 0.082+ 0.008
Indo 10 0.028 + 0.007 0.016 £ 0.004 0.014 £ 0.008 0.014 £ 0.007
(26,4%)* (82,3)* (86%)* (83%)*
PLSNn 0,1 0.068 + 0.006 (- 0.082 +0.010 0.096 + 0.009 0.083 +0.012
78,9%)* (8,9%) (4%) (-1,2%)
PLSNn 1,0 0.044 + 0.007 0.046 + 0.006 0.070 £ 0.018 0.058 +0.014
(-15,8%) (48,9%)* (30%) (29,3%)
PLSn 10 0.024 £ 0.013 0.022 £0.011 0.017 £ 0.006 0.022 £ 0.007
(36,9%)* (75,6%)* (83%)* (73,2%)*

Valores sdo expressos como média + E.P.M. em ml de pelo menos cinco animais por grupo,

analisada pela andlise de variancia ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls (p<0.05).

Legenda: PLSn: Polissacarideo de Morinda citrifolia; Cg: carragenina; Sal: Salina; Indo: Indometacina.

*Comparado com o grupo Carragenina.
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5.2 Efeito do PLSn sobre a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) na pata

O tecido da pata dos animais foi removido e a atividade da enzima MPO
foi determinada apo6s 4 horas da inducdo do edema de pata por Cg. Na Figura 6
observa-se que o grupo de animais pré-tratados com o PLSn na dose de 10 mg/kg
(3,27 £ 0,807 UMPO/mg) apresentou uma reducéo significativa (p<0,05) na atividade
dessa enzima, quando comparado com 0 grupo que recebeu somente Cg via
intraplantar (26,84 + 4,541 UMPO/mg).A reducdo da atividade de MPO no grupo
tratado com PLSnaproximou-se inclusive dos valores basais representados pelo
grupo que recebeu apenas Salina 0,9% i.pl. (3,36+0,6361UMPO/mg). Pela analise
estatistica ndo houve diferenca relevante entre os resultados obtidos para o0s
camundongos do grupo que recebeu PLSn (10mg/kg i.p.) + Cg (500ug/pata) e do
grupo que recebeu somente Salina 0,9% i.pl..

Figura 6. Efeito do PLSn sobre a atividade da enzima mieloperoxidase na pata.
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Atividade de MPO foi detectada 4 horas apés a inducdo do processo inflamatério por injecdo de
Carragenina (i.pl.). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de unidades de MPO
(UMPO)/mg de tecido. *p<0,05 comparado com o grupo carragenina; #p<0,05 comparado com o
grupo salina. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste de variancia ANOVA seguido pelo

teste de Newman-Keuls.
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5.3Acao do PLSn sobre o0 edema de pata induzido por Dextrana

A injecao intraplantar de dextrana (500ug/pata) causou um intenso
edema, com pico maximonos primeiros 30 minutos (0,076 £ 0,0112 ml), o que pode
ser visto de forma clara na comparacdo com o grupo salina (0,006 + 0,004ml). O
PLSn injetado por via intraperitoneal na dose de 10mg/kg, 30 minutos antes da
administracdo do estimulo, reduziu o edema causado pela aplicacéao intraplantar de
Dextrana(0,0225 + 0,0025 ml) no tempo 30 min que foi o pico do edema por
Dextrana, causando reducéo significativa do edema também no tempo 60min (Dxt —
0,04 £0,009 ml; PLSn + Dxt — 0,012 £0,007 ml) como apresentado na Figura 7.

Figura 7. Agc&o do PLSn sobre o edema de pata induzido por Dextrana.
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Os animais foram pré-tratados com PLSn (10 mg/kg) 30min antes da administracdo de Dextrana
(500ug) na pata. O volume da pata foi medidono tempo 0, e 30 min, 60, 90 e 120min apés a
administracdo do agente flogistico para mensurar o edema. Os resultados foram expressos como
média + E.P.M. da varia¢do do volume da pata em ml. *p<0,05 comparado com o grupo dextrana. A

andlise estatistica foi realizada por meio do testeANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

5.4Acao do PLSn sobre o edema de pata induzido por Histamina

Conforme mostra a Figura 8, os animais que receberam injecao

intraplantar de Histamina (100ug) na pata sofreram formacdo de edema de maneira
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mais acentuada no tempo 30min (0,083 £ 0,009 ml), o que se confirma quando
confrontados com os valores dos animais do grupo controle negativo que receberam
apenas Salina 0,9% na pata (30min -0,008+ 0,003 ml), os animais do grupo Salina
por sua vez apresentaram variagdo no volume da pata 10 vezes menor que 0 grupo
Histamina. O edema se manteve relativamente constante e ainda acentuado nos
tempos: 60min (0,045 = 0,004 ml) e 90 min(0,04 +0,007 ml)o que pbde serverificado
pelo intenso volume das patas dos animais que receberam o0 estimulo
edematogénico. O PLSn(10mg/kg) foi capaz dediminuir o edema associado a
injecao intraplantar de histamina de maneira significativa nos tempos: 30 min(0,036 +
0,003 ml), 60 min (0,021 £ 0,003 ml) e 90min (0,015 + 0,004 ml).

Figura 8. Acéo do PLSn sobre o edema de pata induzido por Histamina.
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Os animais foram pré-tratados com PLSn (10 mg/kg) 30min antes da administragdo de histamina
(100ug) na pata. O volume da pata foi medido no tempo 0 e apés 30 min, 60, 90 e 120min da
administragdo do agente flogistico para mensurar o edema. Os resultados foram expressos como
média + E.P.M. da variacdo do volume da pata em ml. *p<0,05 comparado com o grupo histamina. A

analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

5.5Acéo0 do PLSn sobre o0 edema de pata induzido por Serotonina

No edema de pata induzido por Serotonina (Figura 9), o grupo controle
positivo recebeu injecado intraplantar do inflamégeno (5-HT 100 pg/pata) e
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sofreuindugdo deedema verificado pelo aumento no volume das patas dos
animaisem comparagéo aos animais que receberam apenas Salina 0,9% (30min- 5-
HT 0,096+0,004ml, Sal- 0,02 £ 0,006 ml; 60min- 5-HT-0,0683+0,005 ml, Sal — 0,002
+ 0,002 ml; 90min — 5-Ht - 0,048+0,002 ml, Sal — 0,002 + 0,002 ml; 120min —5-HT -
0,03%0,005 ml, Sal — 0,005 £ 0,002 ml). O composto testado PLSn (10mg/kg) diminui
significativamente o edema provocado pela Serotonina de maneira acentuada no
pico maximo do edema no tempo 30min (0,035+0,002 ml) e seguiu diminuindo o
volume do edema consideravelmente tempos posteriores 60 min (0,02 + 0,0 ml) e 90
min (0,025 = 0,02 ml).

Figura 9. Acéo do PLSn sobre o edema de pata induzido por Serotonina.
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Os animais foram pré-tratados com PLSn (10 mg/kg) 30min antes da administracdo de Serotonina
(100ug) na pata (i.pl.). O volume da pata foi medido no tempo 0 e ap6s 30 min, 60, 90 e 120min da
administragdo do agente flogistico para mensurar o edema. Os resultados foram expressos como
media + E.P.M. da variagdo do volume da pata em ml. *p<0,05 comparado com o grupo serotonina. A

analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

5.5Acao do PLSn sobre o edema de pata induzido por Bradicinina

No edema de pata realizado, a bradicinina (0,6nmol/pata) causou edema
intenso nos primeiros 90 min nas patas dos camundongos em relacdo aos que
receberam apenas Salina 0,09% i.pl. (Figura 10), sendo mais proeminente no tempo
30 min (BK - 0,065 +£0,007ml, Sal -0,025 + 0,005 ml). OPLSn reduziu o nivel de
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edema em todos os tempos e deu-se de maneira significativa nos primeiros 90 min
(30mim- 0,023+0,004 ml; 60min-0,01+0,002 ml; 90min-0,01+0,005 ml). Ao se
analisar os valores das variacdes de volume na pata dos animais do grupo tratado
com PLSn com os animais do grupo Salina (30mim- 0,025+0,005 ml; 60min - 0,02
0,02 ml; 90min- 0,02 £+ 0,02 ml; 120 min - 0,005 + 0,002 ml), vé-se que sdo muito
semelhantes ao ponto de ndo haver diferenca estatistica em nenhum dos pontos

temporais verificados.

Figura 10. Agcédo do PLSn sobre o edema de pata induzido por bradicinina.
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Os animais foram pré-tratados com PLSn (10 mg/kg) 30min e com Captopril (5mg/kg i.p.) 1h antes da
administracdo de Bradicinina (0,6nmol) na pata (i.pl.). O volume da pata foi medido no tempo 0 e
apo6s 30 min, 60, 90 e 120min da administracdo do agente flogistico para mensurar o edema. Os
resultados foram expressos como média + E.P.M. da variacdo do volume da pata em ml. *p<0,05
comparado com o0 grupo bradicinina. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA

seguido pelo teste de Newman-Keuls.

5.6Efeito do PLSn na Contagem total de células na peritonite induzida por

carragenina

Ao analisar a Figura 11 vé-se que o polissacarideo do Noni na dose

10mg/kg inibiu em 46,41% (5,5+£0,46) a migracdo de leucocitos para a cavidade
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peritoneal dos animais quando comprado ao grupo que nao recebeu nenhum tipo de
tratamento, apenas 500ug de Carragenina na cavidade (11,85+2,31). Fica evidente
0 aumento na contagem de leucécitos ocasionada pela injecéo i.p. do inflamégeno
Cg ao se apreciar os valores desta contagem celular para o grupo que recebeu
apenas Salina 0,9% via i.p. (2,163 + 0,402).Nao houve também neste ensaio,
diferencga estatisticamente significante na contagem total de leucdcitos na cavidade
peritoneal dos animais que receberam PLSn e Indometacina na dose de 10mg/kg

como forma de tratamento (3,35+0,405).

Figura 11. Efeito do PLSn na Contagem total de células na peritonite induzida por

carragenina.
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Os animais foram pré-tratados com 10 mg/kg de PLSn 30min antes da inducdo da peritonite com
administragdo de carragenina (500ug) intraperitoneal. Os valores foram representados como média +
E.P.M. de leucécitos totais. *p<0,05 comparado com o grupo carragenina; #p<0,05 comparado com o
grupo salina. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de

Newman-Keuls.

5.7Efeito do PLSn na Contagem diferencial de neutrofilos na peritonite

induzida por carragenina em camundongos

A injecdo de Carragenina (500ug) causou alta migragdo de neutrdéfilos

(9,456+1,759) na cavidade peritoneal dos animais (Figura 12), o que pode ser visto
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quando se analisa a contagem neutrofilica na cavidade peritoneal dos animais do
grupo controle negativo que recebeu apenas Salina 0,9% (0,4+0,4). Em se tratando
do grupo que recebeu o tratamento com PLSn vé-se que a diminuicdo da contagem
de neutréfilos foi muito expressiva (4,8+0,512) quando comparada com o0 grupo que

recebeu o inflamogeno sem nenhum tratamento.

Figura 12.Efeito do PLSn na Contagem diferencial de neutréfilos na peritonite

induzida por carragenina.
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Os animais foram pré-tratados com 10 mg/kg de PLSn 30min antes da inducdo da peritonite com
administracdo de carragenina (500ug) intraperitoneal. Os valores foram representados como média +
E.P.M. de leucécitos totais. *p<0,05 comparado com o grupo carragenina; #p<0,05 comparado com o
grupo salina. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls.

5.8Ac¢do do PLSn sobre os niveis de GSH no exsudato peritoneal

Os camundongos passaram por processo de inducdo da peritonite e 0s
animais do grupo de andlise foram pré-tratados com 10mg/kg de PLSn i.p. De
acordo com 0 que mostra a Figura 13, evidenciou-se que 0 grupo que nao recebeu
nenhum tratamento prévio, somente a injecdo de carragenina 500ug
(67,75+8,128ugNPSH/mI), apresentou maior consumo de glutationa no teste quando
comparado com o grupo Salina (140,6 + 18,19 ugNPSH/ml). Observou-se ainda, que
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0 grupo que recebeu PLSn (145,4+8,12 pgNPSH/ml) manteve significativamente os
niveis de GSH quando comparado com o grupo que recebeu apenas carragenina
intraperitoneal em que houve alto consumo da enzima. O grupoPLSn nao
apresentou inclusive, nenhuma diferenca estatisticamente significante com o grupo
controle negativo que recebeu apenas Salina 0.9% ecom o0 grupo que recebeu a
droga de referéncia Indometacina 10mg/kg (122,6+7,72 pngNPSH/mI).

Figura 13 — Ac&o do PLSn sobre os niveis de GSH no exsudato peritoneal.
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Os animais foram pré-tratados com 10 mg/kg de PLSn 30min antes da inducdo da peritonite com
administracdo de carragenina (500pg) intraperitoneal.Os animais foram eutanasiados apés as 4 horas
da indugdo da peritonite. Os valores foram expressos como média + E.P.M. de ug de NPSH/ml de
liquido. *p<0,05 comparado com o grupo carragenina; #p<0,05 comparado com o grupo salina. A

analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

5.9 Efeito do PLSn sobre os critérios microscépicos de lesdo do tecido da pata

no edema induzido por Carragenina

Apds submetidos ao edema de Carragenina, o tecido da pata dos animais
foi coletado para analise histologica. Os resultados mostram que os animais do
grupo Salina apresentaram as menores pontuacdes de escores microscopicos para
0s parametros avaliados (Figura 14, coluna A), através da analise da fotomicrografia

fica evidente a manutencdo da arquitetura tecidual e o baixo numero de células
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inflamatoérias no tecido (Figura 16A). Em contraste, 0 grupo que recebeu a inje¢ao
I.pl. de Carrageninaapresentousignificativa mudanca do aspecto tecidual com alta
infiltracdo de células inflamatodrias, atingindo uma pontuacéo de escores com meédia
de 3,66 + 0,210 (Figura 15, coluna B) e representado pela Figura 16B. OPLSn (10
mg/kg, i.p.) conforme mostrado na Figura 14-coluna B e Figura 15C mostrou
capacidade de diminuir o dano tecidual comuma significativa diminuicdodos
parametros (p<0,05) em comparacdo ao grupo controle-positivo (Carragenina).
Como estabelecido por seu mecanismo de acédo, a Indometacina agiu com poténcia
anti-inflamatoria esperada reduzindoos escores microscopicosavaliados (Tabela
15)quando comparados com o grupo Carragenina e representado pela Figura 16D.
O PLSn agiu com poténcia semelhante a Indometacina na diminuicdo dos escores
histol6gicos de inflamacéo sem existir diferenca estatistica significativa entre os dois

grupos (p<0,05).

Figura 14. Efeito do PLSn nos Escores de lesdo microscépicahistologica da pata.
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Os escores de lesdo foram mensurados apds o edema de pata induzido por Carragenina
(500ug/pata). Aavaliacdo de escores microscopicos foi realizada conforme proposto por Appleyard e
Wallace, 1995. Os resultados foram expressos como medianas com minimo e maximo.A andlise
estatistica foi realizada por meio do teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, seguido pelo Teste de
multiplas comparagdes de Dunn’s usado para avaliagéo histolégica.* p<0,05 quando comparado ao

grupo Carragenina.# p<0,05 quando comparado aoGrupo Salina.
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Figura 15. Microfotografia (200x, escala 50 pm) representando o efeito do PLSn
sobre os danos microscépicos da lesdo tecidual provocado pelo edema de pata

induzido por Carragenina.
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Tecido da pata de um animal que recebeu apenas solugéo salina a 0,9% por via i.pl.(A); tecido da
pata de um animal que recebeu apenas Carragenina 500ug/pata (B); tecido da pata de um animal
com edema por Carragenina e tratado PLSn (10 mg/kg, i.p.) (C); tecido da pata de um animal com
edema por Carragenina e tratado com Indometacina (10 mg/kg, i.p.) (D).

5.10Acédo do PLSn sobre as contorcdes abdominais induzidas pelo &cido

acético

A injecao intraperitorineal de acido acético 0,6% provocou alto nimero de
contor¢gdes abdominais nos camundongos do grupo controle positivo mostrado na
coluna B da Figura 16(71,4+10,07 contorcdes), ja 0 grupo que ndo recebeu o indutor
de dor e nenhum tratamento (grupo Sal) ndo teve nimero de contor¢cdes abdominais
acentuado durante o teste (0,571 + 0,202 contor¢cbes). O tratamento pela via
intraperitoneal com o PLSn reduziu, de forma significativa o nUmero de contor¢des
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abdominais apés 30 minutos da sua administracdo. Deste modo, foi observada
reducdo de 61,34% (27,6 + 7,724 contor¢des) no numero de contorgdes no grupo

PLSn quando comparado ao grupo que recebeu apenas acido acetico 0,6%.

Figura 16. Acéo do PLSn sobre as contor¢des abdominais induzidas pelo acido

acético.
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Os animais foram pré-tratados com 10 mg/kg de PLSn 30min antes da injecéo de Acido acético 0,6%
(250pL) por via i.p. Apds 10 min da administragdo da solugdo de acido acético, 0 nimero de
contor¢des abdominais foi determinado, para cada animal por um periodo de 20minOs valores foram
expressos como média + E.P.M. do numero de contor¢cdes *p<0,05 comparado com o grupo
carragenina; #p<0,05 comparado com o grupo salina. A andlise estatistica foi realizada por meio do

teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

5.11Efeito do PLSn na Reatividade dos animais nas fases do Teste da

formalina

Neste modelo verificou-se que o PLS de Morinda citrifolia administrado
por via intraperitoneal na dose de 10 mg/kg, possui significativo efeito antinociceptivo
na segunda fase do Teste de Formalina (fase inflamatdria), como mostra a figura 15.
Ficou evidente também que a Formalina foi capaz de induzir o efeito doloroso nos
animais, o que esta representado na Figura 17 pelo maior tempo de reatividade dos

animais do grupo nas duas fases do teste (1° Fase - 64,8 + 9,568 s, 2° Fase 69 *
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18,63s).0 efeito antinocipetivo do PLSn foi tdo acentuado na segunda fase do teste
que diminuiu a reatividade dos animais causada pelo efeito de dor em
84,04%(92,75+16,78s) quando comparado ao grupo que recebeu apenas injecao de
formalina 2,5%, agindo também com poténcia semelhante a Morfina (4,2 £ 1,98 s) na
segunda fase ndo existindo diferenga estatistica significativa entre os grupos PLSn e
Morfina.

Figura 17. Efeito do PLSn na Reatividade dos animais nas fases do Teste da

formalina.
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Os animais receberam 20uL de solugao de formalina a 2,5% na pata e receberam 30 min antes PLSn
(10mg/kg por via i.p). Os valores foram expressos como média £ E.P.M. de nmol/ml de MDA. *p<0,05
comparado com 0 grupo carragenina; #p<0,05 comparado com o grupo salina. A analise estatistica

foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

6 DISCUSSAO
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7

A inflamacdo € uma reacdo fisiologica do tecido vascularizado a
estimulosenddégenos ou exdgenos que podem causar dano celular e tecidual,
podendo haver a prevencao ouprogressao da mesma pelo isolamento ou destruicao
do agente lesivo com a finalidade de restaurar a homeostase dos tecidos
(SUGIMOTO et al.,, 2016; FLOWER e PERRETTI, 2005).Este processo envolve
diferentes tipos de células, tais como macrofagos, mastocitos, células dendriticas,
granuldcitos e os linfocitos inatos (ZHOU et al, 2014). Embora a inflamacédo aguda
seja benéfica para o organismo, a inflamacgéo crbénica contribui para a etiologia de
muitas doengas entre elaso céncer, doengas cardiovasculares e diabetes
(MARNETT, 2012).

Os processos inflamatérios descontrolados sdo, sem duvida, problemas
bastante comuns em nosso dia a dia. E, por esta ocorréncia frequente,
medicamentos anti-inflamatoérios sdo muito utilizados. Mesmo diante do progresso
no desenvolvimento de novos farmacos com finsterapéuticos nas ultimas décadas,
ainda existe uma busca ativa por anti-inflamatérios potentes e efetivos seja pela
falha da terapéutica atual que possui evidentes efeitos colaterais ou pela
necessidade iminente devido ao envolvimento do processo inflamatorio em doencas

de alta morbidade e mortalidade.

Nesta busca, surge a necessidade do uso de modelos animais, que no
caso, para o0 estudo da inflamacdo acontece geralmente com uso de roedores
(camundongos e ratos). A utilizacdo de animais acontece, em parte,por razées
histéricas, mas também por causa dos custos de manutencdo, facilidade de
reproducao, disponibilidade de um grande numero de variantes genéticas e a
capacidade de pronta manipulacdo de suas células e tecidos para desenvolver

modelos que se assemelham a doencas humanas (WEBB, 2014).

A demanda por novas moléculas com potencial anti-inflamatério que
sejam eficazes e com efeitos adversos menores € continua e necessaria.
Compostos e diferentes fracoes do arbusto Morinda citrifolia (Noni) possuem
diferentes relatos no meio cientifico de propriedades bioldgicas, entre elas a
propriedade anti-inflamatéria. No entanto, mesmo com os diversos estudos, ainda
nao ha na literatura nenhuma pesquisa acerca da propriedade anti-inflamatéria da

fracéo polissacaridica sulfatada extraida do Noni (PLSn), o objetivo deste trabalho.
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Um dos modelos mais classicos para estudo da inflamacgédo aguda € o
edema de pata induzido por carragenina. O método foi introduzido por Winter em
1962, sendo ainda hoje, amplamente utilizado e valioso para analise de novas
terapias anti-inflamatorias. A formacdo de edema esta entre os sinais iniciais da
inflamacéo, é causado pela acdo de mediadores inflamatorios que provocam o
aumento do fluxo sanguineo para o tecido inflamado através do aumento da
dilatacdo arterial e do aumento da permeabilidade microvascular (RICCIOTTI e
FITZGERALD, 2011); sendo desta maneira, a formacdo de edema muito utilizada

para estudo da inflamacéao aguda.

O edema de pata por carragenina foi desde muito tempo reconhecido
como uma resposta inflamatéria caracterizada por edema de pata dependente da
infiltracdo de neutrofilos e do aumento dos niveis de mediadores inflamatoérios que
operam em uma sequéncia para producdo daresposta inflamatéria (VINEGAR et
al.,1969). O edema é bifasico, onde a primeira fase é atribuida a acédo de
mediadores como histamina, serotonina e bradicinina aumentando a permeabilidade
vascular. A segunda fase é caracterizada por um excesso de producdo de
prostaglandinas e um infiltrado de neutréfilos de grande intensidade (DAMASCENO
et al., 2014; BARROS et al., 2004). A carragenina também é importante no estudo
da nocicepcéo, pois provoca a sensibilizacdo de nociceptores, quando estimulados

de forma mecénica ou térmica (SOUZA, 2013).

Nesse estudo, foram utilizadas inicialmente no edema de pata por
carragenina trés doses diferentes de PLSn (0,1; 1,0 e 10 mg/kg) aplicadas
intraperitonealmente nos diferentes grupos de camundongos, de maneira a se
estabelecer a concentracdo que teria efeito anti-inflamatério satisfatorio. Foi
demonstrado que a fracdo polissacaridica isolada dos frutos do Noni (Morinda
citrifolia) inibiu 0 edema de pata induzido por carragenina em camundongos na dose
de 10mg/kg.

Por apresentar um efeito estatisticamente significativo no modelo
inflamatorio durante todo o tempo de analise do edema de carragenina, a dose de
10mg/kg foi utilizada nos demais ensaios desta pesquisa. A dose de 10mg/kg se
apresentou bem menor que a dose que alcangou efeito antitumorigénico contra um

sistema de tumor de Sarcoma 180 em estudos de Furusawa et al. (2003); na
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ocasido a dose de 5mg/camundongo (aproximadamente 25mg/kg) alcancou taxa de
cura para o tumor entre 25-45% na avaliagao.

Muitos polissacarideos de plantas tém sido investigados pelo seu
potencial anti-inflamatério e apresentado resultados positivos. Dessa forma, o0s
resultados presentes corroboram com esta premissa. Outros exemplos de fracdes de
PLS originarios de plantas superiores que apresentaram acao de reducdo do edema
de carragenina sdo o0s estudos das espéciesC. ferrea (vagem) e A. indica
(tegumento da semente) (PEREIRA 2011; PEREIRA et al., 2012).

Em estudo de Dussossoy et. al. (2014), o suco do fruto do Noni
administrado por via intraperitoneal e por via oral, diminuiu significativamente o
edema da pata 3 horas apds a injecdo de carragenina de maneira equivalente ao
farmaco padrao indometacina. Considerando que o suco do fruto do noni apresentou
no estudo citado acdo antiedematogénica no edema de pata por carragenina e
considerando também os resultados alcancados no presente estudo, pode-se inferir
que os polissacarideos presentes no fruto de M. citrifolia sdo responsaveis, pelo
menos em parte, pela acdo anti-inflamatéria do suco do fruto da planta, acdo essa ja
muito difundida pela cultura popular. A diminui¢cdo do nivel do edema aconteceu em
todo o curso temporal analisado no experimento de edema por carragenina
(englobando assim, as duas fases deste modelo), o que pode indicar uma acao

antiedematogéncia multimediada para o PLSnh.

Sabe-se que o edema de carragenina € considerado um edema geral,
sendo formado pela acdo de iniumeros mediadores. De forma a esclarecer a
participacdo dos possiveis mediadores inflamatorios e eventos envolvidos no efeito
do PLSn, utilizou-se alguns importantes agentes inflamatérios para inducdo de
edema de pata durante a execucdo experimental deste trabalho, como sera descrito

a sequir.

Pesquisas no ano de 1956 feitas por Rowley e Benditt j4 relatavam a
capacidade da dextrana em causar inflamacdo. O edema de pata provocado por
dextrana €& caracterizado pela liberacdo de aminas vasoativas como histamina e
serotonina decorrentes da degranulacdo de células mastocitarias (CARNEIRO et al.,
2014; MOTOYAMA et al.,, 2016). Ocorre aumento da permeabilidade vascular,
provocando osmose com formacgdo de exsudato caracterizado por niveis reduzidos
de proteinas e neutréfilos (SOUZA et al., 2007; CALIXTO et al., 2004).
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O PLSn causou reducédo do edema por dextrana de maneira significativa
durante seu pico (30 min). De acordo com tal achado, o mecanismo pelo qual a
fracdo de polissacarideos de M. citrifolia exerce seu efeito antiedematogénico
parece incluir, como alvos de inibicdo, mediadores osmoéticos envolvidos no edema
elicitado pela dextrana, bem como outros diferentes mediadores envolvidos neste

edema (histamina e serotonina, por exemplo).

Os polissacarideos podem ser encontrados em microrganismos (fungos,
leveduras e bactérias), algas, plantas e animais em diferentes arranjos fisicos e
quimicos com biomoléculas (LIU et al., 2014).N&o obstante, o efeito anti-inflamatorio
apontado neste estudo para o PLS da plantaMorinda citrifolia em diferentes modelos
de inflamacdo vém sendo visto também em diferentes exemplares de PLS

originarios de diversas fontes com comprovacao cientifica.

A fracdo polissacaridica da alga marinha Gracilaria caudata mostrou, em
trabalho recente, a capacidade semelhante ao PLSn de diminuir em quase 50% o
edema de pata por dextrana quando comparado 0 grupo controle positivo
(MARQUES et al., 2014). Motoyamaet al. (2016) verificaram que a acao anti-
inflamatoria da fracdo polissacaridica de cianobactérias da espécieAphanothece
sacrumenvolve inUmeros alvos, resultando em supressao da funcdo de mediadores
inflamatérios, inclusive dos mediadores envolvidos no edema por dextrana também

testado no trabalho.

O efeito doPLSn sobre o edema de dextrana abriu precedente para
investigacdo do efeito desta fracdo de macromoléculas sobre a acdo de outros
mediadores. Partindo do comprovado na literatura que a histamina e a serotonina
participam na formacdo do edema por carragenina e que sdo substancias liberadas
pelos mastdcitos e que por sua vez, sofrem degranulacdo na presenca de dextrana
(DIAS et al.,, 2014), o edema causado por esses dois compostos na pata dos

camundongos também foi investigado.

A histamina e a serotonina desencadeiam acdo répida sobre a
vasculatura (ASHLEY et al.,, 2012) e estdo entre os mediadores inflamatorios
responsaveis pela vasodilatacdo e aumento dapermeabilidade vascular durante o
processo da inflamacdo(GOSSLAU et al., 2011). Isso, por sua vez, provoca o rubor
pelo consequente aumento de sangue no local que sofreu a lesédo (SHERWOOD e

TOLIVER-KINSKY, 2004) e também o edema, pois promove extravasamento de
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fluido rico em proteinas de alto peso molecular, do compartimento intravascular para
o intersticio(ALLER et al., 2007).

Essas aminas vasoativas (histamina e serotonina) participam também da
formacdo de outro sinal cardinal da inflamag&o: a dor. Juntamente com outros
mediadores inflamatorios, a serotonina e a histamina participam da ativacdo de

nociceptores contribuindo par a dor inflamatoria (VERGNOLLE, 2008).

Assim como ocorreu nos modelos experimentais com carragenina e
dextrana, o tratamento com PLSn também inibiu a formacdo edema de pata por
histamina e por serotonina quando comparados ao grupo controle. Dessa maneira,
0s resultados apresentados neste estudo, sugerem uma possivel acdo anti-
inflamatoria da fracdo polissacaridica do Noni sobre o bloqueio da vasodilatacdo e
do aumento dapermeabilidade vascular, eventos que ocorrem normalmente na
inflamacéao, visto que ja foi estabelecido que a resposta inflamatoria induzida pelas

aminas esta em grande parte relacionada a vasculatura.

De forma semelhante aos resultados para o PLSn aqui em estudo,
Pereira et al. (2012) verificaram que os polissacarideos sulfatados daarvore
conhecida como pau ferro ou juca - Caesalpinia ferrea diminuiram o edema por
histamina (65%) e serotonina (62%). Ja em estudos com a prépria Morinda citrifolia,
Okusada et al. (2014) mostraram que o extrato da raiz CHCI(3)-soluvel a 3 g/kg por
via oral reduziu significativamente o edema de histamina em camundongos.Segundo

N s ey

Histamina endbgena.

Outro modelo animal utilizado para verificar a acdo antiedematogénica do
PLSn foi o edema de pata induzido por bradicinina. A bradicinina € uma relevante
substancia mediadora do sistema calicreina-cininas que age estimulando uma gama
de processos fisiologicos (MOREAU et al., 2005). E um peptideo vasoativo formado
no plasma envolvido no processo da dor (HARIZI et al., 2008); esta entre os
mediadores da inflamacdo que alteram intensamente as funcdes de barreira dos
pequenos vasos e que aumentam a permeabilidade doscapilares e vénulas a agua e
proteinas, facilitando a chegada de células e fatores sollveis, como anticorpos e

proteinas de faseaguda, ao sitio de lesédo tecidual (ALLER et al., 2007).

Do mesmo modo que ocorreu nos outros edemas, o PLSn exibiu efeito

positivo sobre a reducdo do edema de pata causado por bradicinina em
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camundongos. O efeito sucedeu-se de maneira tdo proeminente que 0s animais que
receberam o pré-tratamento com PLSn 10mg/kg antes da administracdo do
inflamogeno bradicinina e os animais que receberam apenas injecdo de salina na
pata (grupo controle negativo) ndo mostraram nenhuma diferenca estatisticamente

significativa nos volumes de suas patas.

Sabe-se que a cultura polinésia tem uma rica heranca de conhecimento
sobre os usos medicinais do Noni que foram transmitidos ao longo de muitas
geracdes (WANG et al.,2013); sendo o suco do fruto usado correntemente para
alivio das inflamacdes (CHAN-BLANCO et al.,, 2006), porém o conhecimento
cientifico, de fato, ainda € muito pequeno. Nesse sentido, muitas pesquisas tém sido
feita na busca de esclarecer as reais propriedades bioldgicas da espécie M. citrifolia.
A suposta acdo anti-inflamatéria tem sido muito explorada se utilizando de diversos

modelos experimentais de inflamacéo.

Nesse sentido, os resultados encontrados no presente estudo solidificam
achados sobre o Noni em outras pesquisas. Marsha-lyn et al. (2002) relatou que a
respostas inflamatdrias induzidas pela bradicinina e também pela carragenina foram
inibidas rapidamente em ratos que foram pré-tratados oral ou intraperitonealmente
com extrato do sumo de fruta do noni. Mais uma vez, pode-se inferir que a atividade
anti-inflamatéria do suco da fruta de M. citrifolia deva se dar, pelo menos em parte,

devido a sua composicao polissacaridica.

Em vista do fato de que a histamina, serotonina e bradicinina estao
envolvidas no processo de dor inflamatéria, os resultados alcancados pelo
polissacarideo em questdo sobre o edema de pata de histamina, serotonina e
bradicinina ja sinalizam também a possibilidade de um efeito antinociceptivo do
PLSn, o que ratificou como conveniente outro objetivo deste trabalho em avaliar uma

possivel acdo antinociceptiva do PLSn.

Considerando que a inibicdo da migracao leucocitaria também é um dos
efeitos proeminentes de farmacos anti-inflamatorios, o teste da peritonite induzida
pela carragenina foi executado com a finalidade de avaliar a influéncia do PLSn na

migracéo de leucdcitos para cavidade peritoneal apos injecéo do inflamdgeno.

A migracdo de leucdcitos, em especial de neutrdfilos, para o local
inflamado colabora de maneira importante para o processo inflamatorio contribuindo

para destruicdo de patdgenos e para cicatrizacdo de tecidos (MEDZHITOV, 2008).
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Por outro lado, a ativacdo destas células induz o metabolismo oxidativo
caracterizado por um intensoconsumo de oxigénio e producdo de substancias
reativas, mas que sob certas circunstancias podem promover estresse oxidativo e
leséo tecidual (LINO, 2011).

E perceptivel a importancia da acéo anti-inflamatéria de farmacos na
inibicdo da migracdo neutrofilica, pois no processo de resolucdo da inflamacéo deve
acontecer a neutralizagdo e eliminagdo do agente agressor, normalizacdo da
permeabilidade vascular, cessacdo da infiltracdo leucocitaria, apoptose dos

neutrofilos dentre outros eventos (GILROY et al., 2004).

Neste sentido, a quantificacdo de leucécitos através do uso de uma
camara de Neubauer e posterior contagem diferencial permiteavaliar a influéncia de
drogas neste parametro da resposta inflamatoria, sendo particularmente sensiveis a
anti-inflamatoérios esteroidais. Osmediadores inflamatérios também podem ser
avaliados e dosados no exsudato inflamatorio obtido da lavagem do periténio (LAPA
et al., 2003).

De forma semelhante, tal resultado ja foi encontrado para outros
polissacarideos, como os isolados de Hypnea musciformis que reduziram a
contagem total de leucdcitos e diferencial de neutrofilos na cavidade peritoneal de
forma expressiva ndo havendo diferenca estatistica com o grupo controle negativo
(BRITO et al.,, 2013) e de Agardhiella ramosissima que também agiu diminuindo

significativamente a contagem total e diferencial (BATISTA et al., 2014).

Corroborando com todos 0s outros resultados, a migracao leucocitaria na
cavidade peritoneal foi fortemente inibida pelo PLSn, fato comprovado pela
diminuicdo expressiva do numero total de células leucocitarias e relativa de
neutroéfilos no liquido peritoneal dos camundongos que receberam carragenina i.p. e
também o tratamento com a fracdo. De acordo com os dados do teste de peritonite
aliados aos resultados ja listados, pode-se supor que oPLSn diminui a migracédo de
neutrofilos, pela diminuicdo da producéo e liberagdo de citocinas proé-inflamatérias

e/ou do blogueio das suas acdes e consequente reducdo do processo inflamatério.

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) correlaciona-se com o
recrutamento de neutréfilos nos tecidosem condigbes inflamatorias tanto

agudascomo cronicas, figurando assim, o teste de mensuracdo da atividade desta
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enzima,de grande valia para o estudo da inflamacédo e para busca de novas drogas

com potencial anti-inflamatorio.

A enzima MPO é armazenada nos granulos azurofilos dos leucécitos
polimorfonucleares, principalmente neutrofilos. Esta enzima € muito estudada em
condi¢cbes inflamatdrias, pois além de ser um marcador do grau da inflamacéo de
diversos tecidos, ela também estd envolvida no estresse oxidativo, contribuindo
desta forma para a patogénese da inflamacéo (BRADLEY et al., 1982; LORIA et al.,
2008).

Por conseguinte, para continuar investigando o potencial do PLSn na
inflamacédo, a atividade da MPO foi mensurada para reforcar os dados ja citados.
Como esperado e indo de acordo com os outros achados, o PLSn reduziu a
atividade da enzima no tecido da pata dos animais que sofreram edema por
carragenina. Com isso, sugere-se que o efeito anti-inflamatorio do polissacarideo de
M. citrifolia deva envolver a inibicdo da migracéo leucocitaria e infiltracdo neutrofilica

durante a inflamacéo.

Analogamente ao PLSn Chaves et al. (2013) estudaram a acao anti-
inflamat6ria e antinociceptiva da fracdo polissacaridica extraida de Gracilaria
caudata e concluiram que nasdoses 5 e 10 mg/kg ocorreu inibicdoda infiltracdo de
neutréfilos, medida pelas atividades de MPO nas patas de camundongos. Alguns
compostos presentes no suco do fruto do noni também mostraram forte capacidade
de diminuir a atividade da enzima mieloperoxidase (YU et al., 2008).

E fato que nos locais da inflamac&o existem altas concentracdes de
radicais livres e substancias oxidantes que apresentam importante envolvimento na
inflamacédo. Por isto, durante esta analise também foi investigada a capacidade
antioxidante do PLSn no processo inflamatério da peritonite induzida por
carragenina. Isso se deu através da mensuracao dos niveis de glutationa (GSH),
pois esta enzima é consumida pelas espécies reativas de oxigénio durante

processos que ocasionem estresse oxidativo.

Mediadores proé-inflamatérios como as citocinasativam enzimas como a
INOS (oxido nitrico sintetase), que produz grandes quantidades de NO e deenzimas
que catalisam reacdes que originam espécies reativas de oxigénio como o anion

superéxido (O%). Por sua vez, a producdo simultanea de NO e O?resulta na geracédo
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deperoxinitrito (ONOO-) que lesiona moléculas alvo como proteinas, glutationa
(GSH), mitocdndrias e DNA (GABAY, 1999; PACHER et al., 2007).

A glutationa na forma reduzida protege as células através da remocao de
metabdlitos reativos pela sua conjugacdo com as formas reativas, seus niveis sédo
um indicador muito sensivel da funcionalidade e viabilidade celular (RODRIGUES
NETO, 2010). Dentre os radicais de oxigénio e nitrogénio, o ONOO" é capaz de
depletar os grupamentos -SH e com isso alterar obalanco redox da glutationa no
sentido do estresse oxidativo (FILIPPIN et al., 2008).

Os dados alcancados mostraram que os camundongos tratados com
PLSn 10mg/kg que sofreram processo de peritonite ndo tiveram consumo
significativo dos niveis de GSH, mantendo-se osniveis préximos aos niveis do grupo
tratado apena com Salina 0,9%. Esses dados reforcam os resultados obtidos com a
enzima MPO, que indiretamente mostrou uma menor infiltracdo de neutrofilos
determinada pelo tratamento com PLSh, pois a manutencao dos niveis de glutationa
também significa menor nimero dessas células (maiores produtoras de espécies

reativas de oxigénio no microambiente da inflamacéao).

Porquanto, pode-se prever que a manutencdo dos niveis de GSH no
grupo tratado com PLSn indica que este é um dos mecanismos de acado anti-
inflamatoria da fracdo. Uma possibilidade alternativa é que a manutencao nos niveis
de GSH possa ser secundaria a uma diminuicdo na producéo de radicais livres e/ou
aumento da producédo de antioxidantes endégenos.

Para confirmar todos os resultados apresentados, foi feita a investigacéo
da microscopia do tecido da pata dos camundongos submetidos ao edema por
carragenina. Ratificou-se desta forma, através da histologia, a acdo anti-inflamatoria
do PLSn, j& que este preservou a arquitetura e um baixo namero de células
inflamatdrias no tecido subplantar de maneira semelhante a estrutura do tecido basal
representado pelo grupo de animais que receberam apenas Salina 0.9% subplantar.

A andlise histologica contribui de maneira importante para a avaliacao do
percurso da inflamacéo, visto que a resolucdo do processo restaura a homeostase
do tecido agredido, atuando através do isolamento, dadiluicdo e/ou da destruigcdo do
agente agressor (GALLIN, 1993). E bem definido que a resposta por carragenina

determina forte infiltracdo de neutrofilos no tecido subcutaneo da pata de roedores
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em 60 min apos sua inoculacdo no tecido, isso se intensifica 2h apds a injecdo do
composto (VINEGAR et al., 1973).

Ademais, a producdo de fatores de crescimento por neutréfilos e
macréfagos, de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio e de proteases no
microambiente inflamado, leva a leséo tecidual (MEDZHITOV, 2008). Uma falha na
resolucao da inflamacédo pode desencadear uma resposta crénica com dano tecidual
grave e fibrose com consequente desenvolvimento de diversos tipos de doencas
(ROCK et al., 2010).

Varios polissacarideos naturais vém sendo relatados por suas
propriedades na inflamagéo, visto que muitos tém sido testados pelo modelo
experimental de edema de pata em camundongos e ratos, ndo é novidade que estes
compostos tenham também resultados positivos na analise microscopica tecidual.
Em artigo publicado recentemente Coura et al. (2015) demostraram atraveés de
recortes do tecido da pata de ratos que o PLS da alga Gracilaria cornea diminui de
maneira relevante a infiltracdo de células inflamatdrias no tecido. Foram encontrados
resultados similares para o tratamento de edema inflamat6rio com polissacarideos
derivados do fungoScleroderma nitidum(NASCIMENTO et al., 2012).

A dor figura como um sinal cardinal importante da inflamacéo, é um fator
debilitante da vida social de individuos. Certamente se torna prudente e necessario o
estudo da acéo antinociceptiva de novas drogas, com enfoque especial para o0s
compostos que ja apresentam prévio efeito anti-inflamatorio. Seguindo esta linha de
raciocinio, apos findados os testes experimentais do PLSn sobre a inflamacé&o foram

feitos também testes relativos a capacidade dos polissacarideos em relacdo a

diminuicao da dor.

Os mediadores inflamatérios promovem de forma sinérgica uma alteracéo
no mecanismo de transducdo periférica dos estimulos de dor, aumentando a
sensibilidade de transducdo dos nociceptores, com consequente reducdo no limiar
de percepcdo do estimulo doloroso, exagerada resposta a estimulos nociceptivos
supra limiares e dor espontanea(LINO et al., 2011; VERRI et al., 2006). O processo
inflamatorio ainda é capaz de recrutar nociceptores silenciosos, nao excitaveis em
tecidos normais, mas que durante a inflamacédo sdo sensibilizados, tornando-se
responsivos a estimulos posteriores (SCHAIBLE e RICHTER, 2004).
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A atividade antinociceptiva de PLSn foi inicialmente avaliada utilizando o
teste de contor¢Bes abdominais provocadas por 4cido acético em camundongos. O
teste é vastamente utilizado para selecdo de novos analgésicos, pois avalia a
atividade antinociceptiva de substancias que atuam em nivel central e também
periférico ou em ambos (PUNJANON e NANDHASRI, 2005).

O teste de contor¢Bes por acido acético € sensivel, no entanto, pode ser
visto como um modelo geral. Einespecifico, pois é responsivo também a substancias
ndo analgésicas, como sedativos e miorrelaxantes e ndo seletivo pois esse modelo é
positivo para substancias analgésicas de acéo central e/ou periférica com os mais
variados mecanismos de acdo (COUTO et al., 2011; PERAZA et al., 2007). E um
modelo quimico de nocicep¢ao usado hd muito tempo, baseado na contagem das
contor¢cdes da parede abdominal seguidas de tor¢cdo do tronco e extensdo dos
membros posteriores, como resposta reflexa a irritacdo e a peritonite produzidas

pela injecao intraperitoneal de acido acético (WHITTLE, 1964).

O acido acético produz uma resposta dependente da interacdo de varios
neurotransmissores e neuromoduladores envolvidos na nocicep¢do (PERAZA et al.,
2007). Este atua liberando mediadores enddgenos de maneira indireta (bradicinina,
serotonina, histamina e prostaglandinas) que estdo envolvidos namodulacdo da
nocicepcao. A nocicepcao induzida pelo acido acético tambémdepende da liberagcéo
de citocinas pro-inflamatorias tais como IL-183, IL-6, IL-8 e TNF-a pelos macréfagos
ebasodfilos residentes na cavidade abdominal (WHITTLE, 1964; RIBEIRO et al.,2000;
SILVA, 2013).

Fitopreparados do Noni sdo usadas pela cultura popular de alguns paises
h& muitos anos para tratar variadas situacdes patolégicas, inclusive para diminuir as
dores. N&o impressionante, muitos estudos mostram essa acgédo, inclusive
comprovados nos testes de contor¢cdes por acido acético. Nos achados de Younos
et al. (1990) o extrato aquoso da planta reduziu significativamente as contor¢cdes em
animais que receberam acido aceético intraperitoneal. Khurana et al. (2003)
concluiram uma performance semelhante na diminuicdo de contor¢cées abdominais
sofridas pelos camundongos (provocadas por acido acético) para o extrato alcodlico

de M. citrifolia.

Muitos polissacarideos isolados de fontes naturais apresentam

comprovacéo cientifica de atividade antinociceptiva. Animais que foram pré-tratados
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com fracdo de PLS da alga verde marinha Caulerpa cupressoides modificaram a
resposta nociceptiva induzida pelo acido acético de uma maneira dependente da
dose, (RODRIGUES et al., 2012). A alga congénere Caulerpa mexicana igualmente
reduziu as contorcdes pelo acido de maneira dose-dependente em até 88,9%
(CARNEIRO et al., 2014).

Nesta pesquisa, 0 PLSn exibiu pronunciada eficacia antinociceptiva no
teste de contor¢Bes abdominais, chegando a diminuir em mais de 60% o0 numero de
contor¢des sofrida pelos camundongos testados. Tal desfecho no teste propde que a
acao analgésica da fracado estudada pode ser pela capacidade de inibir a liberacéo

de mediadores em resposta ao acido acético.

Com o intuito de esclarecer a natureza do efeito antinociceptivo do PLSn
foi executado também o Teste da formalina. E um modelo experimental muito
utilizado que consegue mostrar se a atividade analgésica é central ou de cunho
inflamatoério.Analgésicos de acdo central, como os opioides sdo capazes de inibir
ambas as fases do teste de formalina, enquanto AINES e corticoides inibem apenas
a fase inflamatoria do teste (MIRANDA et al., 2001; EL HAZABI et al., 2006)

O modelo do teste da formalina é bifasico, o que permite avaliar duas
fases de sensibilidade dolorosa: a primeira fase, que ocorre durante os primeiros 5
min apos a injecdo da formalina, é caracterizada pelo estimulo direto de substancias
nos nociceptores (dor de origem neurogénica) e a segunda fase, que é o tempo
entre 15 a 30 min apdés a formalina, representa aresposta tbnica a dor,
acompanhada de uma resposta inflamatéria relacionada a liberacdo de mediadores
inflamatorios (RODRIGUE et al., 2012; MORI, 2010).

O PLSn teve acdo contra a dor provocada pela injecdo de formalina
apena na segunda fase do teste. O efeito foi muito acentuado diminuindo a
reatividade dos animais em mais de 80% e agindo de maneira semelhante ao
analgésico opioide de poténcia muita conhecida, a morfina. Os dados permitem

supor assim que o polissacarideo diminui a dor por diminuir a resposta inflamatéria.

Como ja mencionado, muitos trabalhos tem relatado a acédo analgésica
dos compostos e fragbes do Noni. A inibicdo da dor induzida por formalina foi
observada na administracdo oral de Noni liofiizado na dose de 500mg/kg que
mostrou inibicdo significativa na fase inicial (0-5 min) da dor. Na fase tardia, as

doses de Noni liofilizado 250 e 500mg/kg foram efetivas na inibicdo da resposta de
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dor (SINGH et al., 2013). A atividade antinociceptiva de uma fracéo protéica do Noni
foi demonstrada recentemente, sendo observado que apés a administracéo oral da
fracdo houve diminuicdo no tempo de reatividade em ambas as fases do teste da
formalina (CAMPOS, 2013).

Apresentando resultado muito similares ao PLSn, Quinderé et al. (2013) e
Araujo et al. (2011) constataram que os polissacarideos de Acanthophora muscoides
e Solieria filiformis respectivamente, também inibiram somente a segunda fase do

teste da formalina, tendo assim igual carater analgésico periférico do PLSn.

Os resultados expostos no presente trabalho indicam que a fragcao
polissacaridica extraida de Morinda citrifoliapossui atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoria, constituindo uma interessante possibilidade para o desenvolvimento
farmacoldgico desta espécie. Além disso, os dados obtidos apresentados nesta
pesquisa corroboram coma utilizacdo da espécie na medicina popular muito
comercializada em feiras livres do Brasil,destacando-se pela contribuicdo do mesmo
para o0 estudo desta planta de uso tdo disseminado no pais, com diversas
plantacdes no estado do Piaui e no vizinho estado do Ceara. Todos os resultados
apresentados neste trabalho sdo inéditos e somados aos diversos estudos ja
publicados que atribuem ao Noni e seus fitoquimicos muitos efeitos biologicos

podem estimular o desenvolvimento denovas pesquisas.
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6CONCLUSOES

Os resultadosalcancados sugerem atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva da fracdo polissacaridica de Morinda citrifoliaem camundongos. O
PLSn foi capaz de reduzir de maneira significativa os parametros inflamatorios
analisados nos edemas de pata induzido por carragenina, dextrana, serotonina,
histamina e bradicinina; nas avaliacdes bioquimicas de MPO e GSH, migracdo de
leucécitos na cavidade peritoneal e avaliagdo histoldégica do tecido subplantar
inflamado. A fracdo polissacaridica extraida do Noni também diminuiu de maneira
significativa os parametros de dor em camundongos comprovados através do teste
de contor¢des abdominais induzidos pelo acido acético e teste da formalina.

Portanto, odesenvolvimento do trabalho proposto mostrao potencial
farmacoldgico da fracdo polissacaridica sulfatadade Morinda citrifoliacomo agente
anti-inflamatério em camundongos, podendo ser uma fonte de novas moléculas para
uso na inflamacao, necessitando assim de mais estudos para tal aplicabilidade e
dessa forma impulsionar mais pesquisas sobre a fracdo em especial no que remete

a sua aplicacgéo biotecnoldgica.
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MINISTERIO DA EDUCAGCAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Campus Universitario Ministro Petrnio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Efeito anti-inflamatério e antinociceptivo da
fragdo polissacaridica sulfatada (PLS) extraida de Morinda citrifolia (Noni)", protocolo
n® 123/15, sob a responsabilidade do Prof. Dr. ANDRE LUIZ DOS REIS BARBOSA- que
envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de Pesquisa Cientifica-
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui,
em Reunido na presente data 11/12/2015.

['Vigéncia do Projeto | Fevereiro/ 2016 a Agosto/ 2016

Espécie/Linhagem | Camundongo Heterogénico/ Swiss

N° de Animais 270

Peso/ Idade .- 25-30 g/ - - -

Sexo Machos

Origem Biotério da Universidade Federal do Piaui.
Teresina, 11 de Dezembro de 2015.
il L~ aandliosre e
Prof®. Jvetk L. de Mendoncd

Comité de Eticaem Experimentagao Animal-UFPI
Coordenadora



