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MORINDA CITRIFOLIA NA PF}EVENQAO DE DANOS ASSOCIADOS
AO ENVELHECIMENTO CUTANEO E QUEIMADURAS SOLARES. O
presente pedido de patente de invencdo trata de um produto de
aplicagéo topica, contendo extrato de Morinda citrifolia, utilizado na
prevencdo de danos causados por radiagdo ultravioleta. A avaliagdo
da eficacia do referido produto, em fase pré-clinica mostou que em
relagdo aos danos causadas pela foto exposicdo, no parametro
espessura, eritema, perda transepidérmica de agua a analise
histolégica, pode-se afirmar que o extrato exerceu uma protegao aos
danos causados pela radiagdo ultra-violeta.
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FORMULAGCAO CONTENDO EXTRATO DE MORINDA CITRIFOLIA NA
PREVENCAOQ DE DANOS ASSOCIADOS AO ENVELHECIMENTO CUTANEO E
QUEIMADURAS SOLARES

Introdugéo

O presente pedido de patente de inveng#o trata de um produto de aplicag8o topica,
contendo extrato de Morinda citrifolia, utilizado na prevencdo de danos causados por
radiag#o ultravioleta. A avaliagdo da eficicia do referido produto, em fase pré-clinica
mostrou que em relagBo aos danos causados pela foto exposigdo, no pardmetro
espessura, eritema, perda transepidérmica de dgua e anélise hisfol()gica, pode-se afirmar
que o extrato exerceu uma prote¢fio aos danos causados pela radiagfo ultravioleta.

Estado da técnica

E visto que os estudos das propriedades antienvelhecimento das substancias ativas
vém despertando grande interesse de pesquisadores, considerando o ‘aumento da
expectativa do tempo de vida observado nas dltimas décadas e a busca da qualidade de
vida durante o processo de envelhecimento (IBGE, 2009).

Paralelamente, cresce o interesse em se utilizar ¢ validar o uso de plantas
medicinais como alternativa para o tratamento de diversas doengas e problemas
relacionados & saide publica. O Brasil, pais detentor de grande biodiversidade, possui
cerca de 120.000 espécies vegetais, nativas e cultivadas, das quais somente cerca de

10% foram estudadas segundo os aspectos quimicos e farmacolégicos (SIMOES et al.,

12007).

A cada dia surgem cosméticos mais eficientes e capazes ndo s6 de prevenir, mas:
também de amenizar os efeitos do tempo sobre a pele, minimizando rugas e linhas de
expressdo. Por isso, extratos de plantas medicinais com agfio antioxidante so cada vez
mais procurados para o desenvolvimento de novos cosméticos de agdo contra o
envelhecimento cutdneo (RODRIGUES et al., 2003).

Nesse contexto, encontra-se a Morinda citrifolia Linn, popularmente conhecida
como “noni”. Suas folhas, raizes, caule e frutos séo empregados popularmente com
diversas finalidades, dentre essas, como anti-infeccioso tépico (SU et al., 2005), anti-
inflamatério, antimicrobiano (CHAN-BLANCO et al., 2006), antioxidante (CHAN-
HONG et al., 2007; PALU et al., 2008; SU et al., 2005, YANG et al., 2007) e
cicatrizante (RASAL et al., 2008). WANG e al., (2002) relatam que o suco do fruto do
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noni pode melhorar a fung¢fio imune, mostrando efeitos antienvelhecimento e
anticancer.

As atividades farmacolégicas descritas até o presente momento para o extrato de
diversas p'arte's do noni, aliado 3 gama de constituintes ﬁtoquimicos de interesse
dermatoldgico e a falta de relatos na literatura sobre o desenvolvimento de produtos
tecnolégicos a partir dessa espécie, a tornam uma matéria-prima promissora para
elaboragéo de um cosmético.

Alguns depésitos de patentes similares foram encontrados em bases de dados. O
documento KR20100090531 trata de extrato de Mofinda officinalis para tratamento e
prevenc¢do de danos na pele. A semelhanga esta no género utilizado, no entanto, sabe-se
que 0 mesmo género e outra espécie a tornam uma planta totalmente diferente tanto no
aspecto de constituintes fitoquimicos como conseqiientemente de atividades bioldgicas.
Além desse diferencial de espécie, na qual utilizaremos a Morinda citrifolia, sabemos
que mesmo sendo a mesma espécie, pode ainda ocorrer variagSes nos constituintes
fitoquimicos devido & fatores edafocliméaticos. No nosso caso, a espécie em questio é
cultivada no Brasil. Sabemos que ha uma enorme variag¢8o de constituintes fitoquimicos
de espécies diferentes de plantas, e também a variagfio ocorre por mudangas climaticas,
dentre outras. Outro documento de nimero KR20080057419, diferencia-se por tratar de
cosmético feito a partir do extrato da fruta e com solventes organicos. Nenhum depésito
contendo as mesmas condigdes do nosso extrato aqui pleiteado foi publicado.

Descric#io detalhada da invenc¢io

A invengdio poderd ser mais bem compreendida através da seguinte descri¢do
detalhada: ‘

Folhas de Morinda citrifolia foram éoletadas no Campus Rural da Universidade
Federal de Sergipe. A identificag@o da planta e o depdsito da exsicata foram realizadas
sob nimero de registro n® 13503.

O material vegetal foi submetido & secagem em estufa de ar circulante, a
temperatura de 40 = 2°C. Apés secagem, o material vegetal foi selecionado
manualmente ¢ submetido & moagem utilizando moinho de facas. O extrato aquoso foi
obtido pelo processo de decocgdio a 7,5%. Posteriormente o extrato foi submetido a

filtrag8o por pressdo reduzida e liofilizagdo, para obtengdo de um extrato seco.
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Avaliagdo do Potencial Citotdxico do Extrato
O ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5- dimetil-tiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazo6lio)
foi realizado com células de fibroblastos de camundongos da linhagem 1929, utilizando

solucdio do Extrato Aquoso de Morinda Citrifolia V(EAMC) nas concentragdes de 0,05,

’O,l, 0,2, 0,4, 0,8, 1,6, 3,2, 6,4, e 12,8 mg/mL com base no protocolo experimental

descrito por Carmichael et al. (1987). A absorbéncia do formazam soluvel foi medida
em espectrofotémetro de placas, no comprimento de onda 570 nm. A viabilidade celular
foi expressa em percentagem de células vidveis com relagdo ao grupo controle.
Formulagdo
As formula¢Bes obtidas foram estabelecidas de acordo com um estudo piloto.

Escolheu-se as concentragbes de extrato de 10 e 15% para desenvolvimento das
p

formulagGes. Para o ensaio in vivo, foi obtido 3 g de cada formulagfio. O extrato (0%,

10% ou 15%) (p\p) foi dissolvido em agua (2,5 mL) e etanol (0,5 ml). Entdo a
formulagfo foi suspendida em 2% de hidroxietilcelulose. Adicionou-se imidazolnidil
ureia (20 pL) como conservante. A formulag3o controle foi obtida sem extrato (extrato
0%). As formulagdes foram estocadas a 4°C para obtengfio da forma de gel, apés 24
horas.

Avaliagdo do efeito de prevengdo ao fotoenvelhecimento

Mediante aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa com animais,
foram utilizados 50 camundongos (10 por grupo) CF1, adultos, machos, pesando
aproximadamente 30 gramas. ‘

Cada caixa de habitagdo abrigou 5 animais, com temperatura ambiente .
controlada (de 23 + 2°C), em ambiente ventilado, com maravalha autoclavada,
fornecimento livre de ragdio e 4gua e ciclo claro-escuro de 12h. Na sala de
experimentagdo as condigdes de temperatura, ventilago e alimentagdo foram mantidas
equivalentes ao biotério.

No experimento, $ mg/cm2 da formula¢do foi aplicada no dorso de 30
camundongos seguindo o protocolo abaixo:

Grupo 1 (n=10): controle da formulagdo= formulag#o (extrato 0%) + irradiagdo;

Grupo 2 (n=1‘0): grupo teste= formulag#o (extrato 10%) + irradiagéo;

Grupo 3 (n=10): grupo teste= formulagdo (extrato 15%) + irradiagéo;

Grupo 4 (n=10): controle negativo= sem formulagdo e sem irradiagéo;

Grupo 5 (n=10): controle da irradiag@o= sem formulag&o e com irradiagdo.
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Previamente & manipulag@o dos animais, estes foram anestesiados com uma
associagfo. de anestésicos cetamina 10% (v/v) (80 mg/kg) e xilazina 2% (v/v) (15
mg/kg), administrando-se intraperitonealmente 0,3 mL da solugfio anestésica.

Sob efeifo da solucdo anestésiéa; a regido dorsal dos camundongos foi
tricotomizada primeiramente com barbeador elétrico, seguido por creme depilatorio.
Uma regifio de dimensdes 3x2 cm no dorso tricotomizado foi delimitada para aplicagéo
das formulagdes. '

Os camundongos foram imobilizados e, apds 15 minutos da aplicagdio das
formulagGes, foram expostos a radiaggdo UVA/UVB emitida por lampada de arco de
xendnio. Para tal, os camundongos foram imobilizados em suportes posicionados & 20
cm da ldmpada e a drea dorsal foi exposta a radiagio UV a uma dose de 0,264 mW/cm?,
durante 2 horas, resultando uma dose acumulada de 1,9 J/cm? (GASPAR; CAMPOS,
2007; ROPKE et al., 2003). A dose da radiagdio UV foi calculada por um sensor
(Radic‘)metrb). Os camundongos receberam aplicagfo topica das formulagbes cosméticas
antes das sessGes de irradiagio UV e foram tratados duas horas por dia durante uma
semana.

Anélise morfoldgica pele

Os animais foram observados 24 horas apds cada sess@o de radiagdo:. quanto a
espessamento da pele, eritema e umidade da pele. A espessura da pele foi avaliada com
paquimetro e o indice de severidade do eritema e umidade foram avaliados com o Multi
Prob Adapter e os probes Mexameter® MX 18 e o Tewameter® TM300
respectivamente.

Sacrificio dos animais

Ao fim do tratamento os animais foram sacrificados em cédmara de CO,. Um
segmento do dorso central dos animais (2X2 cm) foi retirado, cortadb em pedagos
menores € fixados em tampdo de formalina 10% para ensaios histolégicos, tais como
hematoxilina e eosina e picrossirius. |

Os resultados foram expressos pela média + desvio padréo (DP), comparando os
diferentes grupos de acordo com o método de analise de varidncia ANOVA de uma via,
seguido do teste de comparagdes miultiplas de Tukey's e/ou Dunnett’'s. Foram

consideradas diferengas significativas os valores de p<0,05.
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RESULTADOS

Avaliag@o do Potencial Citotéxico do Extrato ,

O extrato de Morinda citrifolia (EAMC) foi avaliado em linhagem de células de
fibroblastos de camundongos (L929), a fim de examinar os efeitos citotoxicos em
células normais. A citotoxicidade do EAMC sobre o crescimento da linhagem de células
1929 ¢ mostrado na Figura 1. A proliferagio celular foi analisada 24 horas depois que
as células L929 foram cultivadas com 0 EAMC nas concentra¢8es de 0,05, 0,1 0,2 0,4,
0,8, 1,6, 3,2, 6,4, ¢ 12,8 mg/mL usando o ensaio de MTT. O EAMC nas concentragfes
de 0,05-12,8 mg/mL n#o apresentou qualquer efeito citotéxico na linhagem de células.
Vérios estudos tém mostrado que os resultados para toxicidade com o teste de MTT
pode ser usado para prever possiveis compostos toxicos para o animal (Ekwall ef al,
1989; Roguet et al, 1993) e usando métodos in vitro e in vivo, geralmente € possivel
alcangar concentragdes toxicas, mesmo com os materiais inocuos (Phillips, 1996).

Anilise morfolégica da pele |

Em relag8o a analise da espessura da pele, de acordo com a andlise estatistica,
infere-se que apenas os grupos veiculo e controle irradiado mostraram-se diferentes
estatisticamente do grupo controle n#o irradiado (grupo controle normal). Os resultados
sugerem que apenas esses grupos tiveram um aumento na espessura da pele
(caracteristica de queimadura tpica) comparando-se ao grupo nfo irradiado, sugerindo
uma prote¢do a barreira dérmica aos demais grupos. Analisando-se os resultados com
pos-teste de tukey ainda podemos verificar que o veiculo difere estatisticamente da
formulagio acrescida de extrato, o que denota a fungéio do extrato como principio ativo.

O eritema € a alteragfo fisiolégica mais comum provocada pela exposi¢do ao
sol, sendo resultado da inflamagdo ocorrida na pele. Os resultados do indice de
severidade do eritema analisado 24 horas ap6s a irradiagdo mostra que os grupos
acrescidos do extrato a 10 e 15% foram estatisticamente diferentes do controle
irradiado, sugerihdo uma protegdo do extrato aos dahos causados pela radiagdo
ultravioleta. A diferenga entre o grupo irradiado € o grupo ndo irradiado demonstra o
dano causado por essa radiagfo. Quando a andlise ¢ feita em relagdo ao controle nfo
irradiado, podemos observar que o veiculo irradiado (grupo que recebeu apenas o gel-
veiculo e foi exposto & radiag3o) foi estatisticamente diferente desse grupo, sugerindo

que apenas o veiculo nfo consegue proteger as peles expostas a essa radiagéo.
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A medida da perda transepidérmica (TEWL) de 4gua foi realizada com o
objetivo de avaliar a integridade da fun¢fio da barreira da pele, uma vez que quanto
maior os valores de TEWL, pior € a integridade da barreira cutinea.

A andlise estatistica dos dados obtidos mostrou que ocorreu um aumento
significativo da perda transepidérmica de agua nas éreas irradiadas (controle irradiado e
controle veiculo), mostrando que a radiagdo UV causou danos na fungdo da barreira da
pele. Também por consequéncia dessa perda transepidérmica de agua a pele pode
encontrar-se mais ressacada, .tendo sua espessura aumentada, como descrito
anteriormente. Ao passo que os grupos tratados com formulagdes acrescidas de extrato
do noni, tiveram uma prote¢do na barreira da pele.

Em relagdo a andlise histologica, observamos na coloragdo hematoxilina-eosina
que o grupo irradiado e o grupo veiculo (0%) apresentaram aumento da espessura da
epiderme associado a hiperortoqueratose. No tecido conjuntivo da derme, observou-se
intenso infiltrado inflamatério crénico (predominantemente linfocitico). Pode-se
visualizar proeminente hiperemia capilar e venular, além de focos de degeneragéo
basofilica do coldgeno em razdo da luz ultra-violeta.

No grupo controle negativo (sem formulagdo ¢ sem irradiagdo) observou-se
organizag#o arquitetural e afinidade tintorial do coldgeno com caracteristicas usuais. A
epiderme se apresentou delgada e ortoqueratdtica. J4 nos grupos tratados (10 e 15%)
observou-se apenas dreas focais de degenerag@io basofilica do coldgeno. Apesar de
nenhum espécime se mostrar livre de inflamag#o, a sua redugo foi marcante.

Na coloragéo histolégica picrossirius, observou-se, nos grupos irradiados e
veiculo, que a regifo subepitelial exibiu presenga de feixes de fibras colagenas tipo I
(com birrefringéncia amarelo ouro) espessas, grosseiras e de comprimento variavel, com
disposi¢do paralela, associada a fibrilas mais delicadas, delgadas e curtas e exibindo
birrefringéncia avermelhada e disposigdo variada, embora predominasse o padrio
perpendicular & superficie. Os espagos interfibrilares sfo escassos, sugerindo intensa
compactagio.

Nos grupos tratados (10 e 15%) houve comportamento semelhante em relagdo ao
coldgeno. Em ambos hd mistura de coldgeno tipo I (birrefringéncia amarelada) e tipo III
(birrefringéncia esverdeada) com predominio do coldgeno tipo I. As fibras do colageno
sdo mais delicadas com espessura e comprimento varidvel arranjados em um padrdo

entrelagado. Possuem aparéncia levemente ondulada € os espagos interfibrilares
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evidentes, sugerindo menor condensagiio do colageno. Esse padriio se assemelha a
aquele observado na derme normal.

Durante os sete dias de tratamento, a pele dos animais submetidos a radia¢fo
ultravioleta € com aplicagdo topica do gel contendo Morinda citrifolia, apresentou
resultados de prote¢fio visiveis aos grupos tratados com a formulagfo acrescida de

extrato a 10 e 15%, mostrando, com isso, a eficacia do tratamento.
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REIVINDICACOES
1- METODO DE OBTENCAO. DE UMA FORMULACAO TOPICA
caracterizada por conter extrato de folhas de Morinda citrifolia. |
2- METODO DE OBTENCAO DE UMA DE UMA FORMULACAO TOPICA,

de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por ser apresentada preferencialmente

na forma de gel, podendo ainda variar sua apresentago.
3- METODO DE OBTENCAO DE UMA DE UMA FORMULACAO TOPICA,

- de acordo com a reivindicagfio 1, caracterizada por ser eficaz na preven¢do de danos

causados pela radiagfo ultravioleta.
4- FORMULACAO TOPICA CONTENDO MORINDA CITRIFOLIA

caracterizada por ser eficaz na preven¢do de danos causados pela radiagéo ultravioleta.

5- FORMULAGAOQ TOPICA CONTENDO MORINDA CITRIFOLIA, de acordo

com a reivindicagdo 4, caracterizada por ser preferencialmente apresentada em forma

de gel para a pele.

6- FORMULACAO TOPICA CONTENDO MORINDA CITRIFOLIA, de acordo
com a reivindicagéo 4, caracterizada por ser eficaz na hidratagéio da pele.

7- USO DE UMA FORMULAGCAO TOPICA CONTENDO MORINDA

CITRIFOLIA, caracterizada por ser na prevengfio de danos causados por radiagéo

ultravioleta.
8- USO DE UMA FORMULACAO TOPICA CONTENDO MORINDA’

CITRIFOLIA, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizada por ser isenta de

citotoxicidade.
9- USO DE MORINDA CITRIFOLIA EM FORMULACOES TOPICAS,

caracterizada por ser eficaz na prevengdo de danos causados pela radiagéo ultravioleta.
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RESUMO
FORMULAGCAO CONTENDO EXTRATO DE MORINDA CITRIFOLIA NA
PREVENCAO DE DANOS ASSOCIADOS AO ENVELHECIMENTO CUTANEO E
QUEIMADURAS SOLARES. O presente pedido de patente de invenc;ﬁo' trata de um
produto de aplicagdo tdpica, contendo extrato de Morinda citrifolia, utilizado na
prevencdo de danos causados por radiagdo ultravioleta. A avaliaéﬁo da eficacia do
referido produto, em fase pré-clinica mostrou que em relagdo aos danos causados pela

foto exposi¢do, no pardmetro espessura, eritema, perda transepidérmica de dgua e andlise

histolégica, pode-se afirmar que o extrato exerceu uma protecio aos danos causados pela

radiagdo ultra-violeta.



	Folha de Rosto
	Relatório Descritivo
	Reivindicações
	Resumo

