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RESUMO

Morinda citrifolia, ou noni, € uma planta com variadas atividades bioldgicas. Na oftalmologia,
esta planta demonstrou atividade contra a degeneracdo macular, retinopatia diabética, catarata
e alergias oculares, mas desconhecem-se seus efeitos no olho normal e ndo existem relatos do
seu uso na oftalmologia veterindria. Este projeto tem como objetivo avaliar os efeitos dos
extratos padronizados de M. citrifolia em olhos sauddveis de coelhos. Foram utilizados
dezoito coelhos brancos da raca Nova Zelandia com auséncia de afeccOes oftdlmicas e
concorrentes. Estes animais foram divididos em trés grupos de seis coelhos que receberam
tratamento, via oral, dos extratos padronizados de M. citrifolia a cada 12 horas durante 7 dias:
G1 (300mg de extrato bruto de M. citrifolia), G2 (30mg de fracdo acetato do extrato de M.
citrifolia) e G3 (30mg de fracdo aquosa do extrato de M. citrifolia). Os animais foram
submetidos as avaliagdes clinicas oftdlmicas pré tratamento e a cada 12 horas durante uma
semana. Avaliaram-se parametros quanto ao blefarospasmo, a congestao, ao edema corneal, a
quemose, a ulceracdo corneal, coloracio e aspecto da iris, sinéquias, presenca de fibrina ou de
membranas na camara anterior, flare clinico e alteracdes vitreo-retinianas. Empregou-se
critério subjetivo qualiquantitativo, em escala de Nihill, leve, moderado e severo. Parametros
quantitativos, tais como Pressdo Intraocular (PIO), didmetro pupilar e producdo lacrimal,
foram avaliados em cada um dos momentos. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) do extrato bruto e fracdo acetato demonstrou presenca de flavondides e dcidos
fendlicos em sua composi¢do. O extrato bruto de M. citrifolia e suas fracdes acetato e aquosa
promoveram aumento da pressdo intraocular em olhos de coelhos ao longo do tempo. A
fracdo aquosa promoveu aumento do didmetro pupilar e ambas promoveram aumento da
producdo lacrimal ao longo do tempo. A fracdo acetato promoveu maior congestdao ocular
desde o inicio do tratamento sem aumento no tempo. Estes resultados demonstraram que a M.
citrifolia possui efeitos em olhos, porém novos estudos sao necessarios para isolar compostos
bioativos no intuito de obter uma resposta oftalmica individual e futuramente formular e testar

um colirio a base de M. citrifolia.

Palavras-chave: Noni. Morinda citrifolia. Fitoterapico. Fracdes. Oftalmologia veterindria.



ABSTRACT

Morinda citrifolia, or noni, is a plant with many biological activities. In ophthalmology, this
plant has shown activity against macular degeneration, diabetic retinopathy, cataracts and eye
allergies, but its effects on the normal eye are unknown and there are no reports of its use in
veterinary ophthalmology. This project aims to evaluate the effects of standardized extracts of
M. citrifolia on healthy rabbit eyes. Eighteen white New Zealand rabbits were used, with the
absence of ophthalmic and competing conditions. These animals were divided into three
groups of six rabbits that received oral treatment of standardized M. citrifolia extracts every
12 hours for 7 days: G1 (300mg of M. citrifolia crude extract), G2 (30mg of the acetate
fraction of M. citrifolia extract) and G3 (30mg of the aqueous fraction of M. citrifolia extract).
The animals were submitted to ophthalmic clinical evaluations before treatment and every 12
hours for one week. Parameters were evaluated for blepharospasm, congestion, corneal
edema, chemosis, corneal ulceration, color and appearance of the iris, synechia, presence of
fibrin or membranes in the anterior chamber, clinical flare and vitreous-retinal changes. A
qualitative and quantitative subjective criterion was used, on a Nihill scale, mild, moderate
and severe. Quantitative parameters, such as Intraocular Pressure (IOP), pupillary diameter
and tear production, were evaluated at each moment. High performance liquid
chromatography (HPLC) of the crude extract and its acetate fraction showed the presence of
flavonoids and phenolic acids in its composition. The crude extract of M. citrifolia and its
acetate and aqueous fractions increased intraocular pressure in rabbit eyes over time. The
aqueous fraction promoted an increase in pupillary diameter and both caused an increase in
tear production over time. The acetate fraction caused greater ocular congestion since the
beginning of treatment without increasing in time. These results demonstrated that M.
citrifolia has effects on the eyes, however further studies are needed to isolate bioactive
compounds in order to obtain an individual ophthalmic response and in the future formulate
and test M. citrifolia based eye drops.

Keywords: Noni. Morinda citrifolia. Phytotherapic. Fractions. Veterinary ophthalmology
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1 INTRODUCAO

Morinda citrifolia, ou noni, € uma planta nativa do sudoeste da Asia (Indonésia) e
Austrélia, sendo encontrada também nos tropicos. Pertence a familia Rubiaceae, subfamilia
Rubioideae, género Morinda. A arvore pode ter até 6 metros de altura com suas folhas
contendo cerca de 10-30 centimetros, formato oval, cor verde escura e aspecto brilhoso e seus
frutos sdo ovoides, contendo um odor desagraddvel quando maduros. Todas as partes da
planta, incluindo as folhas, flores, frutos, sementes, raizes e tronco, sdo utilizados de forma
terapéutica popular para tratamento de diversas doencas como artrite, constipacoes, febre,
fraturas, dlceras géastricas, hipertensdo, indigestdo, problemas respiratdrios, cicatrizacdo de
feridas e inflamagdes oculares (SOLOMON, 1999; NAYAK; SANDIFORD; MAXWELL,
2009; TORRES et al., 2017; ALMEIDA et al., 2019).

Diversos estudos tem comprovado alguns destes usos populares como efeito
cicatrizante em ferimentos externos (NAYAK; SANDIFORD; MAXWELL, 2009),
imunomodulatério (NAYAK; MENGI, 2010; PRATAP et al., 2018), bactericida (ELKINS,
1998; SCHAFER et al., 2008; CANDIDA et al., 2014), leshimanicida (ALMEIDA-SOUZA,
2016a; ALMEIDA-SOUZA, 2016b; ALMEIDA-SOUZA, 2016c¢), antiviral (KAMATA et al.,
2006; RATNOGLIK et al., 2014), anti-inflamatério (SERAFINI et al., 2011; NUALSANIT et
al., 2012), hipotensor (WIGATI et al., 2017), dentre outros (WANG et al., 2002; TORRES et
al., 2017; ALMEIDA et al., 2019).

Mais de 160 compostos fitoquimicos presentes no noni ja foram identificados na
literatura, incluindo esteroides, fendis, terpenoides, alcaloides, resinas, carboidratos,
flavonoides, antraquinonas, saponinas, proteinas, lipideos, gorduras, componentes acidos, etc
(WANG et al., 2002; SERAFINI et al., 2011; NAGALINGAM et al., 2012). Dentre estes
compostos, os flavonoides, presentes nas folhas e frutos do noni, possuem variadas agdes
bioldgicas e farmacoldgicas incluindo efeito antialérgico e anti-inflamatério (YAMAMOTO;
GAYNOR, 2001), antimicrobiano (CUSHNIE; LAMB, 2011) e hipotensor (SIASOS et al.,
2013).

Na oftalmologia, em ensaios clinicos com pessoas voluntérias o uso de M. citrifolia
processada mostrou efeitos positivos no tratamento da degeneracdo macular, aumentando ou
normalizando o fluxo dos vasos sanguineos oculares e no aprimoramento celular,
promovendo melhor absorcio de nutrientes e transferéncia de moléculas pelos vasos

sanguineos e tecidos (JENSEN, 2003). O mesmo autor relata que os ingredientes ativos desta
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planta, com suas propriedades antibacterianas sdo tuteis no combate a Pseudomonas, infecg¢oes
conjuntivais e a deficiéncia visual.

Em outro estudo realizado também em humanos, o noni promoveu inibi¢do da
anidrase carbdnica, causando diminui¢do da pressdo intraocular, demonstrando que pode ser
utilizada no tratamento do glaucoma, além de doencas como convulsdes, epilepsia, paralisia,
célculo renal e doenca da altitude. Além disso, a administracdo de suco de noni em cobaias
com retinopatia diabética demonstrou diminuicio da proliferacdo de novos vasos sanguineos
na retina e diminui¢io do extravasamento dos vasos sanguineos na retina ou na drea macular.
O suco de noni também demonstrou resultados positivos no tratamento da catarata e de
alergias e outras irritagdes oculares (PALU et al., 2008a).

A oftalmologia veterindria tem se desenvolvido muito nos ultimos anos em um cendrio
em que os tutores de animais de companhia buscam por mais qualidade nos atendimentos e
onde os avangos diagndsticos permitem a identificacdo das mais variadas afec¢des e de
maneira mais precoce. Apesar disso, hd a busca pela reducdo dos efeitos colaterais
provocados pelos medicamentos alopdticos oftdlmicos, diminui¢do dos custos financeiros e
combate a resisténcia dos patdgenos aos farmacos existentes. Sabe-se que o noni demonstrou
atividade contra a degeneracdo macular, retinopatia diabética, catarata e alergias oculares,
mas desconhecem-se os efeitos gerais em olhos normais e ndo existem relatos do seu uso na
oftalmologia veterindria.

Considerando as potencialidades do uso ocular de M. citrifolia, estudar o seu uso na
oftalmologia veterindria, bem como identificar seus compostos bioativos € justificdvel, visto
que ndo existem relatos nesta darea. Além disso, ainda sdo poucas as op¢des de medicamentos
veterindrios especificos para a oftalmologia disponiveis no mercado, entdo a criacdo de um

medicamento oftdlmico a base de M. citrifolia seria desejavel.

REVISAO DE LITERATURA
2.1 Fitoterapia

O uso de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades € uma das formas mais
antigas de terapia e é chamado de Fitoterapia, do grego therapeia que significa tratamento e
phyton, vegetal. Descoberta pelo homem pré-histérico que aprendeu observando os animais
distinguirem plantas comestiveis de plantas medicinais (OZAKI & DUARTE, 2006;
GUEDES et al., 2016).

E possivel ainda a extracdo e isolamento dos principios ativos das plantas e o que

marcou o inicio deste processo foi o isolamento da morfina da planta Papaver somniferum em
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1804 pelo farmacéutico alemdo Friedrich Sertiirner. Assim, a fitoterapia pode ser utilizada
para substituir um medicamento alopdtico ou como coadjuvante no tratamento (OZAKI &
DUARTE, 2006; TORRES et al., 2016).

Em alguns paises, como por exemplo a Africa, 80% da populacdo depende do uso da
fitoterapia, devido ao seu baixo custo em relagdo aos farmacos sintéticos. O mercado mundial
de fitoterapicos € de US$ 43 bilhdes por ano e, no Brasil, estes representam 6,7% do mercado
total de medicamentos veterinarios (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).

Muitas plantas utilizadas de forma medicinal apresentam substancias que podem
causar efeitos adversos ou toxicos, sendo imprescindivel o controle de qualidade rigoroso em
todas as etapas de desenvolvimento do fitoterdpico, desde o cultivo da planta até a
distribuicdo do medicamento a populacdo. A regulacdo e fiscalizacio dos medicamentos
fitoterdpicos no Brasil € feita pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
avalia a eficdcia e seguranca do uso destes medicamentos (BRASIL ANVISA, 2018).

A utilizagdo da fitoterapia vem crescendo nos dltimos anos, visto que os donos de
animais de companhia estdo cada vez mais exigentes, optando pelo melhor tratamento para o
seu animal. Além disso, ha a busca pela reducdo dos efeitos colaterais provocados pelos
medicamentos alopaticos, diminui¢cdo dos custos financeiros e combate a resisténcia dos
patégenos aos farmacos existentes. Desta forma, a fitoterapia busca utilizar novas substancias

no qual o organismo ainda ndo teve contato (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).

2.2 Morinda citrifolia
2.2.1 Histdrico, caracteristicas e distribui¢do geografica

Morinda citrifolia, popularmente conhecida como Noni, apelido dado pelos imigrantes
da Polinésia ha 2000 anos quando chegaram na ilha do Havai (WANG et al., 2002), tem este
nome cientifico originalmente derivado das duas palavras latinas 'morus' que vem de amoreira
e 'indicus' que se refere a palavra indio. E também chamada de amoreira indiana ou nuna na
India, mengkudu na Maldsia, nhaut no sudeste da Asia, enquanto que no Caribe ela é
conhecida por arbusto analgésico ou fruta de queijo. Pertence a familia Rubiaceae e a
subfamilia Rubioideae (ABOU ASSI et al., 2017).

Existem dois tipos distintos de variedade de Morinda citrifolia: M. citrofolia var.
Morinda e M. citrifolia var. bracteata, sendo M. citrifolia var. Morinda a mais comum de ser
encontrada € a que possui maior importancia socioecondmica. Morfologicamente é uma
planta que possui folhas largas de formato lanceolado, caule reto e frutos sincérpicos, ovais e

carnudos, com casca dura e dspera e cor verde claro em seu estigio inicial de maturacdo,
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tornando-se macios e de cor branco-amarelados quando maduros. O fruto pode medir por
volta de 5 a 10cm em comprimento e 3 a 6cm em largura, apesar de autores ja terem relatado
um fruto de noni de até 14cm em comprimento e 8cm em didmetro (NELSON, 2005). O fruto
do noni contém pequenos brotos marrom-avermelhados, cada um contendo quatro sementes,
podendo conter até 260 sementes por fruto (MOTSHAKERI & GHAZALIL 2015) e €
conhecido por ter um odor desagradivel quando chega a um estidgio avancado de
amadurecimento (ALMEIDA et al., 2019).

Esta planta tem origem no sudeste da Asia e Austrilia, tendo se espalhado pelo
Pacifico a partir da colonizacdo das novas terras daquela regido pelos Polinésios, chegando na
Europa, aonde foi catalogada pelo botanico suico Carl Linnaeus por volta de 1760. Porém,
apenas nos anos 1980 que o Noni ficou mundialmente reconhecido, quando pesquisadores de
diversos paises comecaram a investigar seus constituintes quimicos. No ano de 2005, a
popularidade do noni tornou-se global e a planta hoje em dia pode ser encontrada do leste da
Polinésia até a India, no Caribe, México e América do Sul. E uma planta que se propaga
facilmente através das suas sementes € as mudas germinam quase espontaneamente devido
principalmente a acdo do vento, sendo uma planta resiliente, adaptada para suportar condi¢oes
climéticas e de solo severas, podendo ser encontrada em &reas costeiras, dentro de florestas ou

até mesmo a 215 metros de altitude (NELSON, 2006; ALMEIDA et al., 2019).

2.2.2 Composi¢ao quimica

Mais de 200 compostos fitoquimicos com propriedades bioativas ja foram
identificados e isolados de diferentes partes do noni (INADA et al., 2017). Porém, ¢é
importante mencionar que a composi¢ao bioquimica destes compostos difere de acordo com a
estrutura da planta, o local de origem e o periodo de colheita (DENG et al., 2010). Testes para
determinar a composi¢do nutricional da planta mostram que o fruto maduro € composto por
90% agua e 10% matéria seca. Esta matéria seca consiste em solidos soliveis no qual 5% sao
acucares (frutose e glicose), 1,3% sacarose e o restante, proteina e fibras dietéticas
(MOTSHAERI & GHAZALLI, 2015).

Outras classes de compostos bioquimicos ativos em M. citrifolia sdao os 4acidos,
alcoois, fendis, sacarideos, antraquinonas, carotenoides, ésteres, triterpenos, flavonoides,
glicosideos, lactonas, iridoides, cetonas, lignanas, nucleosideos, esterdis e outros (ABOU
ASSI et al., 2017). Os compostos fendlicos, como as antraquinonas, sdo 0s principais
bioativos presentes no noni (ALMEIDA et al., 2019). O damnacantal, uma das antraquinonas

identificadas na planta, possui uma importancia biolégica significativa, como agente anti
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neoplédsico (KIATHEVEST et al., 2009), potente inibidor de tirosinas quinases, incluindo a C-
Metionina, identificada como um potencial alvo terapéutico para o tratamento do carcinoma
hepatocelular (GARCIA-VILAS et al., 2015). WANG et al. (2016) identificou outras
antraquinonas além do damnacantal, como a escopoletina e mais trés derivados da cumarina,
na casca da M. citrifolia. O potencial biolégico destes compostos foi testado e identificou-se
atividade antiviral, citotoxica e bactericida.

Outro alcaloide encontrado em M. citrifolia é a proxeronina, precursor da xeronina,
responsavel por promover efeitos benéficos a satide, como na hipertensao, depressao e cdlica
menstrual (ALMEIDA et al., 2019). O principal cumarinico encontrado nesta planta é a
escopoletina, conhecida por promover acdo analgésica, controlar o nivel de serotonina no
corpo, regular a pressdo sanguinea e acdo anti-inflamatoria (LEVAND & LARSON, 1979;
NELSON et al., 2006).

Cinco glicosideos flavonoides foram isolados de folhas de noni, incluindo a
quercetina, que possui acdo antioxidante comprovada (SANG et al., 2001). Foi reportado que
os niveis dessas substancias variam conforme a localizacdo na planta. (SINGH & SINGH,
2013). Além de acao antioxidante, os flavonoides possuem também efeito antialérgico e anti-
inflamatério (YAMAMOTO; GAYNOR, 2001), antibidtico (CUSHNIE; LAMB, 2011) e
hipotensor (SIASOS et al., 2013).

2.2.3 Atividades bioldgicas da M. citrifolia e de seus compostos isolados

Um dos fatores responsaveis pela disseminac¢do do noni pelo mundo foi a variedade de
aplicacdo de suas diferentes estruturas vegetais para diversos fins. Suas raizes, flores, caule,
frutas e folhas sdo tradicionalmente utilizados por diversas culturas do leste asidtico para o
tratamento terapéutico de diversas doencas como artrite, cancer, dores de cabeca,
queimaduras, febre, problemas de pele, dores de estdbmago, gengivite e constipacdo
(RODRIGUES et al., 2017; ALMEIDA, 2019).

Diversos estudos in vitro e in vivo foram realizados nos ultimos anos, buscando
demonstrar o potencial bioldgico de M. citrifolia e/ou seus compostos isolados e, assim,
comprovar estes usos populares (ABOU ASSI et al., 2017; TORRES et al., 2017; ALMEIDA,
2019).
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2.2.3.1 Atividade antibacteriana

Compostos como acubina (um iridéide) e pentacetil-B-D-glicopiranose identificados
no fruto de noni exibiram acdo antimicrobiana contra Escherichia coli, Salmonella typhy,
Shigella dysenteriae e Staphylococcus aureus (ELKINS, 1998).

Em outro estudo, bezerros foram alimentados com puré de fruto de noni foi observada
acdo antibacteriana contra E. coli, mostrando o potencial uso da fruta em sistemas de
producdo aonde o uso de antibidticos € restrito (SCHAFER et al., 2008). Também foi
observada acdo in vitro contra E. coli e S. aureus do extrato etandlico de fruto de noni

(CANDIDA et al., 2014).

2.2.3.2 Atividade antifiingica

SUNDER et al. (2012) revelaram que o noni possui a¢do contra candidiase devido a
alguns componentes bioquimicos soliveis em dgua, como os terpendides, que afetam o
metabolismo da Candida albicans. Este mesmo potencial foi demonstrado por
JAINKITTIVONG, BUTSARAKAMRUHA E LANGLALIS (2009) cujo extrato liofilizado de
suco de M. citrifolia promoveu efeito inibitério contra a C. albicans, impedindo o seu
crescimento em 50mg/ml de extrato.

Outro estudo promoveu a extracdo de componentes bioativos do noni com trés
solventes (metanol, acetato de etila e hexano). Dentre os solventes, o metanol e o acetato de
etila mostraram atividade antifingica in vitro contra C. albicans, Aspergillus niger,
Trichophyton mentagrophytes, Penicillium sp., Fusarium sp., Aspergillus fumigatus, Mucor

sp., Rhizopus sp. e Aspergillus flavus JAY ARAMAN et al., 2008).

2.2.3.3 Atividade antiviral

Um estudo investigou 504 moléculas bioativas e identificou o damnacantal, um
componente do fruto do noni, que possui acdo inibidora da apoptose celular induzida pela
proteina viral R, que causa o Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1). Porém, o
mecanismo molecular exato que aciona a patogénese causada pela R ainda € desconhecido,
sendo necessdrio novos estudos para avaliar como o consumo de suco de noni por humanos
pode ser benéfico no combate ao HIV e de outras doencas que tem apoptose e ciclo celular
desregulados (KAMATA et al., 2006).

Outro estudo in vitro envolvendo cultura de células infectadas com o virus da hepatite
C mostrou que o extrato metanodlico de folhas de M. citrifolia na concentragdo de 30 ug/mL e

suas fracdes acetato e hexanica possuem acao antiviral (RATNOGLIK et al., 2014).

20



Duas antraquinonas extraidas da casca da arvore da M. citrifolia demonstraram
atividade contra o virus HIN1 (Influenza A) com valores de concentracdes-inibitorias-50% de
66,1 e 10,5 nM. Uma destas antraquinonas também demonstrou atividade contra o virus
H3N2 (subtipo do virus Influenza A) com um valor de concentracao-inibitéria-50% de 11.5

nM (WANG et al., 2016).

2.2.3.4 Atividade Leishmanicida

Também foi detectado efeito leishmanicida, demonstrado por ALMEIDA-SOUZA et
al. (2006) que avaliou a acdo in vitro do extrato de fruto de noni (em concentracdes de até 2
ug/mL) em promastigotas de Leishmania infantum que levou a mudancas ultra estruturais
nestas células incluindo vacuolizagdo citoplasmadtica, inclusdo lipidica, aumento da atividade
de exocitose, vesiculas do tipo autofagossomo, perda da integridade celular e por fim, na
destruicao do parasita.

A acdo leishmanicida desta planta também foi demonstrada em um estudo in vivo com
ratos BALB/c infectados por L. amazonensis que foram tratados com extrato bruto de M.
citrifolia, resultando em um controle efetivo das lesdes causadas pela infeccdo (MONDEGO-

OLIVEIRA et al., 2015).

2.2.3.5 Atividade antihelmintica

BRITO et al. (2009) demonstraram que o extrato aquoso e etandlico do fruto de M.
citrifolia, nas concentracoes de 50,1mg/ml e 24,6mg/ml respectivamente, administrados por
via oral durante trés dias para galinhas naturalmente infectadas por Ascardia galli
demonstraram acdo anti-helmintica, com taxa de mortalidade parasitiria observada na
necropsia de 27,08% para o extrato aquoso e 66,67% para o extrato etanolico. Outro estudo
utilizando estes mesmos extratos do fruto de M. citrifolia mostrou atividade antihelmintica

contra o nematddeo Heterakis gallinarum (BRITO & FERNANDES, 2013).

2.2.3.6 Atividade imunomodulatéria

Em relagdo a atividade imunomodulatéria, um estudo in vitro demonstrou que o suco
de noni do Tahiti (TNJ) e o suco de fruto concentrado (concentragdo desconhecida)
demonstrou efeito imunomodulatério ao ativar o receptor canabindide 2 e inibir o receptor
canabindide 1 de maneira dose-dependente. Os mesmos autores realizaram um estudo in vivo

que demonstrou que camundongos que receberam TNJ via oral por 16 dias apresentaram
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niveis reduzidos de interleucina 4 e um aumento de interferon gama, demonstrando que o noni
tem a capacidade de modular o sistema imunolégico (PALU et al., 2008b).

Outro estudo mostrou que o suco da fruta de noni resultou na proliferacao de linfocitos
na produc¢do de interleucina-2 e inferferon-c em ratos, melhorando as funcdes imunoldgicas e
suprimindo os fatores de transcri¢cao da sinalizacdo pré-inflamatéria (PRATAP et al., 2018).
Ambos os extratos hidroalcoolicos e aquoso do fruto de noni promoveram aumento da
proliferacao de esplendcitos e estimulou a atividade de linfécitos B e T in vitro (NAYAK &

MENGI, 2010).

2.2.3.7 Atividade antiinflamatéria

A M. citrifolia também apresenta efeito antiinflamatério, como foi observado em um
estudo em que o suco do fruro de noni promoveu reducdo do edema de pata de ratos e este
resultado encontrado foi superior ao apresentado por medicamentos antiinflamatérios nao
esteroidais, como acido acetilsalicilico, indometacina e celecoxib, sem efeitos colaterais (SU
et al., 2001).

Este mesmo efeito foi encontrado em outro estudo in vitro € in vivo com extrato de
noni e seu composto isolado damnacantal. Neste estudo, além de reduzir o edema em patas de
rato e camundongos, o noni regulou a atividade de fator nuclear kappa B (NF-kB) induzida
por lipopolissacarideos e o damnacantal suprimiu a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias,
cox2 e sintase de 6xido nitrico (NUALSANIT et al., 2011). O extrato aquoso de folhas de
noni tem um potencil anti-inflamatério, capaz de reduzir significativamente a migracdo
leucocitaria e ser utilizado como uma alternativa em situagdes relacionadas a dor e inflamacao

(SERAFINI et al., 2011).

2.2.3.8 Atividade hipotensora

M. citrifolia apresenta efeito hipotensor, como foi demonstrado por GILANI et al.
(2010) que avaliou o efeito do extrato aquoso de raizes de M. citrifolia em cultura de células
isoladas de jejuno de coelho, aorta de coelho e camundongo e atrio de porquinho da india. Foi
encontrado alta atividade vasodilatadora e efeito espasmoitico no jejuno de coelho e atrio
direito de porquinho da india, promovido pelo extrato de noni.

MURATA et al. (2014) administrou extrato aquoso etandlico de fruto de noni para
coelhos e ratos e detectou que o acido asperulosidico presente nesse extrato contribuiu para a
atividade fibrinolitica e inibi¢do da agregacdo eritrocitdria induzida por brometo de

hexadimetrina e contribuiu para a atividade da trombina. Estes resultados sugerem que o fruto
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de noni possui potencial de melhorar o fluxo sanguineo, contribuindo para a hipertensao,
dislipidemia e diabetes.

Em outro estudo, a combinagao da rutina e escopoletina, encontrados respectivamente
nas folhas e frutos do noni promoveram uma reducdo significativa da pressao arterial em ratos
hipertensivos (previamente induzidos por dexametasona), com uma reducao média da pressao
sistdlica e diastélica em mais de 25% da populacdo de cobaias utilizadas (WIGATI et al.,

2017).

2.2.3.9 Atividade cicatrizante

O noni também € utilizado na Polinésia por curandeiros para o tratamento de cortes,
contusOes e feridas e este efeito foi comprovado em um estudo utilizando suco fresco de
folhas de noni, extrato etandlico de folhas de noni (NLEE) e suas fragdes metandlica (MFEE)
e hexanica (HFEE) em receptores PDGF e A2a in vitro e via tépica em camundongos. Foi
visualizado que o NLEE, HFEE e MFEE mostraram intensa afinidade pelos receptores A2A e
o MFEE aumentou significativamente o fechamento da ferida e reduziu pela metade o tempo
de fechamento da ferida em camundongos (PALU et al., 2010).

O extrato etandlico de folhas de noni foi administrado em ratos na dose de
150mg/kg/dia para avaliar sua atividade cicatrizante pela taxa de contracdo da ferida, tempo
até a completa epitelizacdo, peso do tecido de granulacdo e conteido de hidroxiprolina. Foi
encontrado que os animais testados apresentaram uma reducio de 71% da érea da ferida em
relacdo ao grupo controle (57%) e o peso do tecido de granulagdo e conteudo de
hidroxiprolina no espaco morto das feridas também aumentou significativamente nos animais
testados em relacdo ao grupo controle (P < 0,002) (NAYAK, 2007).

Outro estudo testou pastas de folhas de M. citrifolia a base de etanol nas concentragdes
de 2,5%, 5%, 10% e 20% na cicatrizacdo de lesdes intraorais em ratos Wistar. Foi encontrado
que o grupo de ratos tratados com as pastas de M. citrifolia apresentaram melhor fechamento
das feridas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle, porém ndo mostrou resultado significativo
na contagem de células fibroblastos durante a fase de remodelagcdo da ferida (SABIRIN &

YUSLIANTI, 2016).

2.2.3.10 Atividade antioxidante
M. citrifolia possui excelente efeito antioxidante, com o suco do seu fruto contendo
efeito anti-oxidante 2,8 vezes maior que a vitamina C e 1,4 vezes maior que a droga

picnogenol (ALMEIDA, 2019). Outro estudo utilizando o extrato aquoso das folhas do noni
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por via oral durante quatro semanas demonstrou melhora na performance fisica em um
modelo animal, efeito superior ao extrato do fruto da mesma planta e extrato padronizado de
chd verde utilizados como grupo controle neste ensaio. A atividade antioxidante dos
compostos escopoletina e epicatequeno do extrato em questdo aumentou progressivamente o
tempo de exaustdo trés vezes mais que o extrato do grupo controle. Estes resultados mostram
que o noni pode ser uma interessante medida para melhorar a performance mental e fisica de
atletas e de mulheres na menopausa (SHALAN, MUSTAPHA & MOHAMED, 2016).
CARAMEL et al. (2015) relatam que as propriedades antioxidantes do suco do fruto
de noni em humanos envolve redu¢do da acidose tecidual, do balanco dcido-basico, melhora a
atividade mitocondrial, aumenta a oxigenacdo tecidual e melhora o metabolismo do corpo
como um todo. Em fumantes, a ingestdo de suco de noni reduziu as quantidades de anion
superdxido e lipideo hidro per6xido do plasma sanguineo, demonstrando importante atividade

antioxidante (WANG et al., 2009).

2.2.3.11 Atividade na regeneracdo Ossea e tratamento da dor articular

O extrato aquoso de folhas de noni foi administrado por via oral na dose de 300mg/kg
em ratas ovariectomizados (deficientes em estrégeno) durante quatro meses. Foi observado
aumento de biomarcadores da regeneracdo dssea e reducdo da expressao de biomarcadores da
inflamacdo de mRNA (interleucina-6, fator de necrose tumoral-a, fator nuclear NF-xB e
ativador de receptores do ligante NF-kB) nos ratos. Os autores deste estudo relatam que as
catequinas presentes no extrato foram os componentes bioativos mais relevantes no processo
de regeneracdo Ossea e relatam que este extrato € um potente indicador benéfico no
tratamento da osteoporose em mulheres de idade avancada na menopausa (SHALAN et al.,
2017).

Em relagdo a dor articular, um estudo avaliou a eficdcia do suco de noni durante 90
dias em pacientes com osteoartrite, demonstrando uma melhora nos sintomas e na qualidade
de vida desses pacientes com uma reducdo de até 23,7% na frequébencia de dor intensa e
reducdo de 16,4% na intensidade da dor causada pela doenca (WANG et al., 2011).
SARASWATHI et al. (2012) relatam que a atividade anti-artritica do noni esta ligada a

presenca de flavonoides e fendis em sua composi¢cao quimica.
2.2.3.12 Atividade antineoplasica

Vérios compostos quimicos de M. citrifolia vem sendo relatados na literatura por

possuirem agdo antineopldsica. Foi descoberto que um destes compostos, o damnacantal
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aumenta a apoptose de linhagens de células do cancer coloretal humano (NUALSANIT et al.,
2012). A alizarina bloqueia a circulagdo sanguinea para tumores malignos, enquanto que o
limoneno previne os canceres de mama, figado e pulmio estimulando a glindula timo a
secretar mais células T que conseguem destruir células do carcinoma. O 4cido ursélico inibe o
crescimento de células cancerigenas e induz apoptose através da modulacdo do sistema
imunolégico do corpo (LV et al., 2011).

Foi demonstrado em murinos que o extrato etandlico de folhas de noni agem nas
células tumorais e no percurso envolvendo a resposta imune através da supressao do marcador
inflamatorio ciclocoxigenase 2 (COX2) e no aumento do gene supressor tumoral (LIM et al.,
2016). O efeito antiproliferativo do extrato metandlico de fruto de noni foi demonstrado em
néfrons de hamsters filhotes (BHK), néfrons de macaco africano verde (Vero), células
epiteliais humanas tipo 2 (Hep2), células de adenocarcinoma mamario humano (MCF7) e
neuroblastoma (TORRES et al., 2017). Foi demonstrada atividade antiproliferativa em células
B16-F10 de melanoma apds o uso do extrato etandlico (CANDIDA et al., 2014). Um estudo
utilizando o suco de noni do Tahiti demonstrou redugdo significativa da massa e volume
tumoral em ratos (CLAFSHENKEL et al., 2012).

Em outra pesquisa, foi descoberto que o damnacantal extraido e isolado das raizes de
noni demonstrou potencial significativo para inibir o crescimento de linhagens de células
cancerigenas de maneira dose- e tempo-dependente com declinio da expressdo génica da
proteina ciclina D1 (SUKAMPORN et al., 2016).

O uso do noni como adjuvante ao tratamento quimioterdpico tem sido descrito na
literatura com resultados satisfatérios. TASKIN et al. (2009) cultivaram o suco de noni (da
marca comercial Alnoni) em células de camundongos fémeas BALB/c para avaliar sua
eficacia contra o tumor ascitico de Ehrlich. Este suco de noni foi cultivado em diferentes
concentragdes combinadas com doxorrubicina, um agente quimioterdpico. O resultado
encontrado foi uma redugdo de 50% do diametro do tecido tumoral dos camundongos tratados
em relacdo ao grupo controle (tratado apenas com NaCl 0,9%). O autor relata que o efeito anti
crescimento encontrado foi causado pela inducdo de apoptose de células tumorais,
comprovada pela elevacdo da citoqueratina 18 clivada por caspase no soro dos grupos
tratados. Desta forma, o suco de noni mostrou-se um agente promissor no tratamento do
cancer de mama, isoladamente ou em combinag¢do com doxorrubicina.

Outro estudo semelhante a este avaliou a eficdcia do suco de noni (NJ) e noni dourado
divino (DNG) contra o Carcinoma ascitico de Ehrlich em ratos. Foi administrado 0,35ml/rato

de NJ e DNG via oral uma vez ao dia durante 14 dias e meia hora antes da administracdo,
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cada animal recebeu uma dose tnica de cisplatina. O resultado encontrado foi que o NJ e
DNG diminuiram o volume do tumor, contagem de células vidveis e peso corporal, e
aumentou o tempo médio de sobrevivéncia e o percentual no tempo de vida. Os autores
relatam que o resultado encontrado foi devido as propriedades antioxidantes e anti-
angiogénicas do NJ e DNJ e conclui que o consumo destes fitoterdpicos pode ser um
suplemento benéfico na quimioterapia com cisplastina, elevando sua atividade antitumoral e

reduzindo possiveis efeitos téxicos da droga (ALI et al., 2018).

2.2.3.13 Atividade antidiabética

Um suco de noni comercial da India foi administrado via oral para ratas fémea Wistar
diabéticas (induzidas quimicamente por dexametasona) a uma dose de 1,8 e 3,6ml/kg por 10
dias. O nivel de glicose no sangue reduziu significativamente comparando com o grupo
controle. Na dose mais alta (3,6ml/kg duas vezes ao dia) o suco de noni teve resultado melhor
que a rosiglitazona, mas causou dano hepatico nos animais (PURANIK et al., 2013).

Outro estudo demonstrou o potencial hipoglicémico do suco de noni fermentado em
ratos diabéticos divididos em quatro grupos: controle (ndo diabeticos), diabetes experimental
(induzida pela administracio da estreptozotocina), diabetes padrdo (induzida pela
administracio de glibenclamida) e diabetes ndo tratada, que receberam o suco de fruto de noni
(NFJ) na dose de 2ml/kg de peso vivo duas vezes ao dia. Como resultado, detectaram uma
queda significante do nivel de glicose no sangue seguida de perda de massa corporal apds 20
dias em ambos grupos tratados. Foi visto também que o grupo diabético ndo tratado
demonstrou degeneracdo de gordura significante do tecido hepdtico e os outros grupos nao
demonstraram lesdo hepdtica na andlise histolégica, confirmando o potencial do NFJ como
alimento com propriedades hipoglicémicas (NAYAK et al., 2011).

O potencial hipoglicémico do noni também foi comprovado em outro estudo por
ALGENSTAEDT et al. (2018) que encontraram uma reducao do nivel de glicose no sangue e
menor reducdo em pacientes hiperglicémicos que ingeriram diariamente NFJ por 8 semanas
(20 pacientes com diabetes tipo 2). Foi concluido que o NFJ pode sevir como um
complemento a dieta dos pacientes diabéticos, tendo em vista seu potencial para regular niveis

elevados de acticar no sangue.
2.2.3.14 Atividade para melhorar a memoria

Foi realizado um estudo em ratos com a memoria comprometida, induzidos por

escopolamina, sugeriu que o fruto seco de M. citrifolia indiana pode ser util em aprimorar a
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memoria em uma concentragdo de 400 pg/ml. Foi visto que o extrato etandlico da fruta e a
sua fracdo acetato de etila haviam em sua composi¢cdo quimica rutina, escopoletina e
quercetina, enquanto a fracdo cloroférmio tinha rutina e escopoletina, ambas apresentando
efeito positivo, e a fracdo butanol que tinha apenas rutina e ndo apresentou nenhum efeito. O
autor comenta que o mecanismo de acdo do extrato provavelmente foi inibindo a atividade
acetilcolinesterdsica e, assim, melhorando a circulagdo do cérebro. Porém, outros estudos sdao
necessarios para determinar precisamente esta a¢ao positiva na memoria (PACHAURI et al.,

2012).

2.2.3.15 Atividade ansiolitica e sedativa

O efeito ansiolitico e sedativo do noni foi primeiramente revelado por DENG et al.
(2007). Neste estudo, o extrato metandlico do fruto congelado de noni na concentragdo de 100
ug/ml mostrou afinidade aos receptores do neurotransmissor 4cido gama-aminobutirico
(GABAa), provavelmente devido a presenca de um ligante competitivo agonista do receptor
de GABAa.

Este efeito ansiolitico e sedativo posteriormente foi visto em um novo estudo que
utilizou um suco de fruto de noni comercial na dose de 10ml/kg/dia em ratos machos,
promovendo prote¢do cerebral contra o comprometimento induzido pelo estresse da fungdo
cognitiva. O autor relata que este efeito benéfico pode ser parcialmente mediado pela melhora
na angiogénese induzida pelo noni (MUTO et al., 2010).

O efeito antidopaminérgico do noni também foi demonstrado por PANDY et al.
(2012) que administraram extrato metandlico de frutos de noni ndo maduros e secos nas doses
orais de 1, 3, 5 e 10g/kg para ratos albinos sui¢os. Porém, mais estudos sdo necessdrios para

isolar e caracterizar os compostos responsaveis por distirbios anti-psiquidtricos.

2.2.3.16 Atividade analgésica

O efeito analgésico do suco do fruto de noni foi reportado por WANG et al. (2012)
utilizando o teste da placa quente em ratos que toleraram mais a dor apds serem alimentados
com suco de fruto de noni a 10% ou 20%.

Em outro estudo que utilizou o método da agcdo antagonista da naloxona e o teste de
contorcao, além do teste da placa quente, para testar a atividade analgésica do extrato aquoso
de raiz de noni seca liofiliada na dose de 800mg/kg via intraperitoneal em camundongos
também encontrou efeitos analgésicos e alteracdes comportamentais significativas (YOUNOS

et al., 1990).
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Uma solugdo de 10% de puré de noni concentrado adicionada a d4gua de camundongos
com artrite reduziu sua sensibilidade a dor em relacio ao grupo controle que utilizou
tramadol, um medicamento analgésico, demonstrando que o noni promove redu¢do da dor

causada pela artrite (BASAR et al., 2010).

2.2.3.17 Atividade anti-tlcera géstrica e esofagite

O efeito anti-dlcera géstrica e esofagite de M. citrifolia foi reportado inicialmente por
MAHATTANADUL et al. (2011). Neste estudo, o extrato aquoso de frutos secos e verdes de
M. citrifolia foi administrado em ratos na dose de 0,63-2,5g/kg apresentando uma redugdo da
formacdo de lesdes gastricas agudas, bloqueando o refluxo esofagico e agindo como agente
antissecretorio similar a ranitidina e lansoprazol.

Esta atividade foi vista novamente em um estudo que utilizou 20 voluntérios de idade
entre 18 a 45 anos que receberam uma dose tnica do extrato aquoso de fruto de M. citrifolia
contendo 22,15 +/- 0,11 pg/ml de escopoletina, apés 30 minutos, os voluntarios recebiam 1
tablete de 300mg de ranitidina e amostras de sangue foram coletadas por 12 horas. Como
resultado foi visto que M. citrifolia agiu como um indutor de absorbancia da ranitidina,
provavelmente devido a presenca da escopoletina que estimulou o receptor 5-HT4. O autor
conclui que mais estudos utilizando pacientes com alteragdes gdstricas especificas sdo
recomendados para fornecer uma evidéncia mais forte deste potencial efeito da planta (NIMA

et al., 2012).

2.2.3.18 Atividade antiobesidade

M. citrifolia demonstrou efeito potencial na obesidade em um estudo in vivo com ratos
obesos com sindrome metabdlica que receberam o extrato aquoso de folhas de noni por via
oral que resultou em diminuicio da gordura abdominal e dos niveis de triacilglicedis
associados ao alto nivel de adiponectina presente no tecido adiposo (IDA et al., 2017).

Em outro estudo, o noni demonstrou resultados positivos na reducdo da gordura fecal
e no conteudo de lipideos no plasma sanguineo, reduzindo os niveis de insulina e leptina em
ratos tratados com uma dieta rica em gordura durante 9 semanas (JAMBOCUS et al., 2016).

PAK-DEK et al. (2008) realizaram um estudo in vitro com o extrato das folhas e dos
frutos de noni e encontraram que ambos podem ser utilizados no controle do peso corporal,

pois demonstraram efeito de inibi¢do da lipoproteina lipase.
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2.3 M. citrifolia na Oftalmologia

JENSEN et al. (2003) afirma que o uso de M. citrifolia provou ser vantajoso no
tratamento de vdrios distirbios oculares e seus ingredientes ativos possuem propriedades
antibacterianas e sdo particularmente dteis no combate a Pseudomonas, infeccdes conjuntivais
e a deficiéncia visual. Em seu estudo, foi utilizado um nutracéutico a base de M. citrifolia, que
era administrado a cada 2 horas ou duas vezes ao dia. Foi encontrado que o noni inibiu,
preveniu e reverteu a degeneragdo macular, aumentando e normalizando o fluxo dos vasos
sanguineos oculares, promovendo um fluxo natural de sangue pelos vasos sanguineos desta
regido. Além disso, este promoveu aprimoramento celular, promovendo melhor absor¢do
nutricional e transferéncias de moléculas para dentro e fora das células dos vasos sanguineos e
tecidos oculares.

Outro estudo realizado por PALU et al. (2008a) utilizaram M. citrifolia em diferentes
composi¢cdes e processada de diferentes formas com o objetivo de avaliar seu efeito no
tratamento do glaucoma e da retinopatia diabética. Foi encontrado que o suco de noni mostrou
inibicao significante da anidrase carbonica: na concentracdo de 1% mostrou inibi¢do de 18%,
enquanto a soluc@o de 5% mostrou inibicao de 75%. A solu¢do de concentrado de noni a 1%
mostrou inibi¢do de 42% e a de 5% demonstrou inibicdo de 95%. A inibi¢do da anidrase
carboOnica estd implicada no tratamento de glaucoma, convulsdes, epilepsia, paralisia, enjoo de
altitude e prevencao de célculos renais.

O mesmo autor administrou suco de noni em cobaias com retinopatia diabética,
catarata, alergias oculares e outras irritacdes oculares e foi encontrado que as cobaias com
retinopatia diabética tratadas com suco de noni demonstraram diminui¢ao da proliferacdo de
novos vasos sanguineos na retina e diminui¢do do extravasamento dos vasos sanguineos
(hemorragia) na mesma retina ou na drea macular. Além disso, foi observado que o consumo
regular do suco de noni promoveu diminui¢do da hemorragia macular com o tempo. Como
consequéncia, estas cobaias apresentaram melhora na visdo embacgada, implicando na
melhoria das cataratas existentes. Por fim, o suco de noni apresentou resultados positivos

quando usado como colirio para alergias e outras irritagdes oculares.
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL
- Avaliar o potencial farmacolégico do extrato bruto hidroetandlico de noni (M.

citrifolia) e suas diferentes fragdes em olhos saudaveis de coelhos.

3.2 ESPECIFICOS
- Identificacdo dos compostos quimicos do extrato bruto e fragdes de M. citrifolia;
- Monitorar a evolucao clinica de olhos de coelhos submetidos a administra¢do oral de
noni (M. Citrifolia);

- Identificar os principais efeitos colaterais do noni (M. citrifolia) em olhos.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Comité de Etica

O projeto foi submetido a andlise e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA sob o procotolo de nimero

046/2018.

4.2 Coleta e obtencdo da matéria seca dos frutos de Morinda citrifolia var

Para a obtencdo do extrato foram coletados frutos de M. citrifolia (noni) em uma
coleta tnica no inicio de Outubro de 2019, por volta das 10hs da manha, na Fazenda Escola
da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA) no Campus de Sdo Luis — MA situada ao
Sul de Sao Luis, Maranhao, Brasil, a 02°35.023” S, 44°12.551° W. Foram coletados frutos de
cor esbranquicada, polpa macia, casca bem fina e integra, ausentes de pragas e insetos, que
foram levados para o Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal do
Maranhdo, lavados com dgua destilada, secos com papel toalha descartavel, cortados em
rodelas finas e colocados sobre jornal para secarem em temperatura ambiente durante vinte e
trés dias (PRISTA, ALVES & MORGADO, 1995). Em seguida, foram colocados em uma
estufa de secagem a temperatura de 50°C por cinco dias. Depois foram macerados em um
triturador forrageiro TRF 80 Trapp, pesados e acondicionados em sacos pldsticos. Obteve-se

no total 1,200kg de matéria seca.
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4.3 Obtencao do extrato hidroetandlico dos frutos de Morinda citrifolia var

A matéria seca foi extraida, imersa em Etanol 70%, por meio de percolacdo exaustiva.
1kg do p6 foi intumescido com 1,5 litros de etanol 70% (v/v) durante 2 horas. Em seguida, o
material foi transferido para o percolador (1kg de p6 + 1,5 litros de EtOH 70). A vazdo do
solvente foi de 1,0-2,0 mL/min/Kg. O processo de extracdo durou dezoito dias. Apds este
processo, os liquidos extratores foram rotoevaporados sob pressdo reduzida, em temperatura
menor que 50°C. Posteriormente, os extratos foram liofilizados, por um tempo de 48 horas
para remocao total de dgua. Parte do extrato foi armazenado em freezer e outra foi usado no

preparo da parti¢do liquido/liquido da fragdo acetato.

4.4 Particao Liquido/Liquido e identificagdo dos compostos

O extrato hidroetandlico 70% (50g) foi dissolvido em d4gua/metanol (7:3) e
particionado com acetato de etila, em seguida as fases aquosa e acetato foram concentradas em
evaporador rotativo e liofilizada para remocao de solventes (PRISTA, ALVES & MORGADO,
1995). O perfil quimico do extrato bruto e fragdo foram analisados por HPLC-PDA
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccdo de Arranjo de Fotodiodo), no

laboratério de Central Analitica da Quimica na UFMA.

O extrato foi analisado tambem por um sistema de HPLC analitico e semi-preparativo
[Cromatografia Liquida acoplada com Detectores de Conjunto de Fotodiodos e Espalhamento
de Luz (HPLC-DAD-ELSD, Jasco), um sistema de Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Eficiéncia com detector de conjunto de fotodiodos acoplada com um sistema de espectrometria
de massas com fonte de ionizacdo Electrospray e analisador lon-trap (UPLC-DAD-ESI-IT-
[MS]n) (perfil qualitativo, Thermo LTQ-XL) e um sistema de Cromatografia Liquida de Ultra
Alta Eficiéncia acoplada com espectrometro de massas com fonte de ionizacdo Electrospray e
analisador de Triplo Qadrupolo (UPLC-ESI-TQ-MS) (perfil quantitativo, Waters XEVO),
realizados no Centro Analitico de Instrumentacdo da Universidade de Sao Paulo.

O extrato bruto de M. citrifolia foi analisado por HPLC (LC-20AD Shimadzu, cidade,
estado abreviado se EUA, pais) e uma coluna Phenomenex Luna C-18 (250 x 4,6 mm - 5 um).
As fases moveis consistiram em dagua ultrapura contendo 0,1% de &4cido formico (A) e
metanol (B). O gradiente linear a seguir foi aplicado: 0 min, 5% de B; 1 a 60 minutos, 5 a
100% de B; 60 a 70 min, 100% de B com vazdo de 1 mL / min. A LC (Cromatografia
Liquida) foi acoplada a um espectrometro de massa (Amazon Speed ETD, Bruker, MA, EUA)
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equipado com ionizacgdo por electropulverizacdo (ESI) e um analisador do tipo armadilha de
fons (IT) no modo positivo, nas seguintes condicdes: tensdo capilar em 4,5 kV, temperatura
capilar de 325 ° C, fluxo de gés de arraste (N2) a 12 L / min e pressdo do nebulizador de

nitrogénio a 27 psi. O intervalo de aquisi¢do foi de m / z 100-1000, com 2 ou mais eventos.

4.5 Animais

Foram utilizados dezoito coelhos (Oryctolagus cuniculus) brancos da raca Nova
Zelandia, machos e fémeas, jovens (até 180 dias de idade, pesando aproximadamente 4 Kg).
O nimero amostral foi calculado com ajuda do software OpenEpi, aonde o N foi calculado
(Tabela 1) com base no nimero de olhos utilizados no experimento, utilizando como critério

os dados de pressao intraocular e desvio padrao encontrados por SILVA et al. (2015).

Tabela 1: Calculo do nimero amostral (nimero de olhos) para comparar duas médias

Dados de entrada

Intervalo de confianca (bilateral) 95%

Poder 80%

Razio do tamanho da amostra (Grupo2/Grupo 1) 1
Grupo 1 Grupo 2 Diferenca*

Média 10 9.5 0.5

Desvio padrao 0.41 0.41

Variancia 0.1681 0.1681

Tamanho da amostra do grupo 1 11

Tamanho da amostra do grupo 2 11

Tamanho total da amostra 22

*Diferenca entre as médias

Resultados do OpenEpi, Versao 3, calculadora de c6digo aberto--SSMean

Os animais foram mantidos em ambiente ventilado, individualmente, em gaiolas
limpas e higienizadas, com dieta a base de racdo comercial e de dgua potéavel ad libitum.

Permaneceram por um periodo minimo de trinta dias para ambientacao.

Como medidas preliminares, adotou-se exame oftdlmico baseado nos testes dos reflexos,

no teste lacrimal de Schirmerl, na biomicroscopia com lampada em fenda2, na gonioscopia3

! Teste de Schirmer — Ophthalmos, S&o Paulo, Brasil
? SL-450 — Nidek Co, Japan
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em corneas previamente dessensibilizadas com proximetacaina a 0,5%#*, na oftalmoscopia®,
na tonometria de rebote® e no teste de tingimento pela fluoresceina sédica’. Foram
selecionados aqueles pacientes com auséncia de afec¢des oftdlmicas e, portanto, considerados

normais e sem doengas concomitantes.

4.6 Grupos Experimentais

Foram constituidos 3 grupos, com 6 coelhos em cada baseado na administracdo por
via oral das diferentes formulagdes do extrato e fracdes de M. citrifolia a cada 12 horas
durante 1 semana por meio de uma seringa:
G1: Tratados com 300 mg/kg de extrato bruto de M. citrifolia;
G2: Tratados com 30 mg/kg de fracdo acetato do extrato de M. citrofolia;
G3: Tratados com 30 mg/kg de fracdo aquosa do extrato de M. citrifolia.

4.7 Protocolos de Avaliacdo
4.7.1 Avaliacao Clinica

As avaliacdes foram conduzidas anteriormente ao tratamento e a cada 12 horas
durante uma semana.

Foram avaliados pardmetros quanto ao blefarospasmo, a congestao, ao edema corneal,
a quemose, a ulceracdo corneal, coloracio e aspecto da {ris, sinéquias, presenca de fibrina ou
de membranas na camara anterior, flare clinico, e alteragdes vitreo-retinianas. Utilizou-se
critério subjetivo qualiquantitativo, em escala de Nihill, leve, moderado e severo, empregado
por ANDRADE, et al (2011).

Parametros quantitativos, tais como Pressdo Intraocular (PIO), didametro pupilar e

producdo lacrimal, foram avaliados em cada um dos momentos.

4.8 Andlise Estatistica

Medidas repetidas continuas foram testadas com modelo de regressdo linear de efeitos
mistos (pressdo intraocular, produgdo lacrimal e didmetro pupilar). Medidas repetidas ordinais
foram avaliadas com modelo de regressdao logistica ordinal de efeitos mistos (congestdao

ocular). Os resultados preditos pelos modelos foram plotados em graficos para verificar a

® Koeppe Medium Diagnostic Lens 18mm — Ocular Instruments Inc., USA
* Anestalcon — Alcon Laboratérios do Brasil Ltda.
® OHC - 3.3 — Opto Eletronica S.A., Sdo Carlos, SP, Brasil
® TonoVet — Icare
Fluoresceina strips - Ophthalmos, Sao Paulo, Brasil
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ocorréncia de interagdes entre grupo e tempo no caso de medidas quantitativas. A andlise
estatistica foi realizada no programa Stata Versdo 15. Para todas as avaliacOes, empregou-se

valor de p com significincia < 5%, em intervalos de confianga de 95%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s avaliacdo por HPLC-PDA do extrato de M. citrifolia, observou-se grande
complexidade e diversidade na composicdo quimica da matriz, avaliada pelo niimero de picos
eluidos ao longo da corrida cromatografica (Figura 1). Com o auxilio do detector de arranjo
de fotodiodos (PAD) acoplado ao sistema HPLC, pdde-se processar os dados e obter os
cromatogramas em comprimentos de onda seletivos para uma determinada classe de
metabolito secunddrio. O cromatograma obtido por HPLC-PDA mostra compostos com
caracteristicas relacionadas a presenca de fenodlicos, sendo a principal delas, os flavonoides e
acidos fendlicos. A verificacio da presencga de flavonoides e derivados de acidos fendlicos foi
constatada pela presenca de espectros com bandas caracteristicas dessas classes no extrato

bruto e fracao.
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Figura 1: Perfil cromatografico do extrato hidroetandlico dos frutos de M. citrifolia, com

picos indicando a presenca de compostos fendlicos (254nm)
A andlise por HPLC-PDA do extrato bruto e fragdo acetato (Figura 2) demonstrou que a

particdo liquido/liquido com o extrato foi bastante eficiente, uma vez que concentrou os

compostos fendlicos na fragdo (Figuras 3 e 4).
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Figura 2: Cromatograma de amostra da fragcdo acetato do extrato hidroetanolico de M.

citrifolia,com picos indicando a presenca de compostos fendlicos (254nm).
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Figura 4: Estrutura de um flavonol com sistema benzoil e cinamoil

A andlise do extrato bruto de M. citrifolia por LC-ESI/MS (Cromatografia Liquida

acoplada a Fonte de lonizacdo por Electrospray acoplada a Espectrometria de Massas)

identificou nove compostos da classe dos flavondides e dcidos fendlicos (Tabela 2).

Derivados de acidos fendlicos apresentam uma tnica banda de absorcdo referente ao sistema

benzilico, com maximo na regido do UV variando entre 260-280 nm (MABRY et al., 1970).
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Tabela 2. Identificacdo de compostos do extrato bruto de M. citrifolia por LC-ESI/MS
(Cromatografia Liquida acoplada a Fonte de Ionizacdo por Electrospray acoplada a
Espectrometria de Massas)

No [M+H]* MS/MS Compound
1 631 469 Noniosideo B
2 611 303 Rutina
3 469 307 Noniosideo C
4 433 275 Acido Asperulosidico
5 405 241; 139 Acido Deacetilasperolusidico
6 193 177; 149 Escopoletina
7 625 319; 73 Narcissosideo
8 411 249 Noniosideo A
9 347 203 Aucubina

No — Numero; [M+H]+ - Espectometria de Massas com Ionizacao no Modo Positivo; MS/MS — Espectometria de
Massas em Duplo Estéagio.

Flavonoides, por sua vez, sdo reconhecidos por apresentarem no geral, duas bandas de
absorcao referentes aos dois sistemas aromdticos encontrados em agliconas; a Banda II, com
maximos na faixa espectral de 240-290 nm, atribuida ao anel A e a Banda I, com médximos na
faixa espectral de 300-390 nm, atribuida ao anel B. A Banda I € associada a absorcao do Anel
B, que possui o sistema cinamoil com maior extensdao da conjugacgao eletronica. A banda II é
atribuida ao Anel A, que envolve a absorcdo do sistema benzoil de menor conjugacido
(MABRY et al., 1970).

Durante o tratamento nos trés grupos foi observada presenca de congestdo ocular em
seis olhos do G1, oito olhos do G2 e oito olhos do G3 (Figura 5). Sendo que no grupo 2 o
nivel de congestdo ocular dos animais foi mais intenso em relacdo aos grupos 1 e 3, com

significancia estatistica (p = 0,014), com p<0,05, sem relagdo com o tempo (Tabela 3).

Figura 5: Manifestacdo de congestao ocular em coelhos durante tratamento com extratos
padronizados de M. citrifolia. 1) Olho normal; 2) Olho com congestao leve; 3) Olho com

congestao moderada.
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Tabela 3: Resultado estatistico dos pardmetros congestdo ocular, pressdo intraocular,
producdo lacrimal e didmetro pupilar em trés grupos de coelhos submetidos ao tratamento
com M. citrifolia (noni) por via oral em relag@o ao tempo e interagdo do grupo com o tempo.

Interacao Grupo x

Tempo
Grupo P Tempo
G1 G2 G3 G1 G2 G3
Coeficiente 0 1,416 | -0,800 0,006 0 -0,003 -0,003
Congestao P valor 0,014 | 0,109 0,231 0,562 0,536
ocular Intervalo de 0,284 | -0,220 | -0,004 -0,015 0,016
confianca de 2,550 | 2,160 0,020 0,008 0,008
95%
Coeficiente 0 [ 0,086 | -0,255 0,012 0 -0,002 -0,006
P valor 0,864 | 0,609 0,008 0,696 0,306
Pressao
Intervalo de -0,891 | -1,232 0,003 -0,014 -0,018
intraocular
confianca de 1,063 0,722 0,020 0,009 0,005
95 %
Coeficiente 0 |-1,490 | -1,314 0,000 0 0,195 0,021
P valor 0,055 0,091 0,928 0,000 0,000
Producao
Intervalo de -3,015 | 2,840 | -0,006 0,010 0,012
lacrimal
confianca de 0,034 | 0,210 0,006 0,030 0,030
95 %
Coeficiente 0 [-0,002| -0,040 0,000 0 0,000 0,000
P valor 0,947 | 0,182 0,712 0,500 0,005
Diametro
Intervalo de -0,060 | -0,100 | -0,000 0,000 0,000
pupilar
confianca de 0,054 | 0,018 0,000 0,000 0,000
95 %

G1 - Grupo 1 (tratado com 300 mg / kg de extrato bruto de M. citrifolia); G2 - Grupo 2 (tratado com
30 mg / kg da fragdo acetato do extrato de M. citrifolia); G3 - Grupo 3 (tratado com 30 mg / kg da

fracdo aquosa do extrato de M. citrifolia).

A vermelhiddo ocular pode ocorrer a partir da hiperemia conjuntival ou congestao
episcleral, tendo diversas causas, como conjuntivite traumadtica, alergica ou bacteriana,
irritantes mecanicos, parasitas na conjuntiva, inflamacdo na O&rbita e outros agentes

infecciosos oculares ou sistémicos (HENDRIX, 2013). No presente estudo, a hiperemia se
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originou de forma sistémica, apds a administracdo do extrato oral de M. citrifolia. A
hiperemia € um sinal clinico de toxicidade frequentemente observado em estudos
experimentais de novas drogas administradas tanto na forma tépica (FRAUNFELDER, 2008)
como sistémica (HENDRIX, 2013).

Foi observado que a congestdo nos animais surgiu com dois a trés dias apds o inicio da
administracdo dos extratos, se intensificou no decorrer dos dias e ao final os mesmos
apresentaram cura clinica espontaneamente trés a cinco dias ap6s o término do tratamento.
HASSAN et al. (2017) avaliou os efeitos do extrato aquoso de sementes de Foeniculum
vulgare (contendo flavonodides na andlise fitoquimica) na forma de colirio, na concentragdo de
Smg/ml, em coelhos e ndo observou alteragdes conjuntivais. Este resultado foi diferente do
resultado encontrado no presente estudo, pois as concentracdes utilizadas (300mg para o
extrato bruto de M.citrifolia e 30mg para as fracOes acetato e aquosa) foram maiores que a
concentracao utilizada no estudo por HASSAN et al. (2017) e a via de administragado foi oral e
ndo tépica.

Na aferi¢do da pressdo intraocular dos animais estudados, foi encontrado aumento nos
olhos dos 3 grupos, do inicio ao final do tratamento (Figura 6), comparando com os valores
obtidos no inicio, tendo significincia estatistica no efeito tempo (p = 0,008), com p<0,05
(Tabela 3). Entretanto, todos os valores aferidos ndo passaram do valor maximo de referéncia
para a espécie que € de 17.5 £ 3.5mmHg (BAR-ILAN, 1986), com varia¢do diurna e sazonal
mostrando um crescimento continuo durante o dia de 18.2 = 1.7mmHg em 800 horas a 20.6 +

1.8mmHg em 1700 horas (WILLIAMS, 2013).
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Figura 6: Desenvolvimento da pressdo intraocular em trés grupos de coelhos submetidos ao

tratamento com M. citrifolia (noni) via oral em diferentes horas.
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A causa mais comum de aumento da pressdo intraocular em animais € devido a uma
obstru¢do no mecanismo de drenagem do humor aquoso. Essa drenagem pode ser
comprometida devido a diversos fatores, como um metabolismo bioquimico anormal das
células trabeculares, bloqueio do angulo de drenagem por aumento do didmetro pupilar,
mudangas estruturais no angulo iridocorneal e na fenda esclerociliar, luxacdo da lente, trauma
fisico, uveite, neoplasia e o uso de medicamentos como atropina e corticosteroides (STADES,
2007; PLUMMER, REGNIER & GELATT, 2013).

O resultado encontrado no presente trabalho difere de CHUNG et al. (1999) e
QUARANTA et al. (2003) cujo tratamento com suplementacdo de extrato oral de Ginkgo
biloba (igualmente rico em flavonoides) na concentragdo de 40mg, trés vezes ao dia, ndo
alterou siginificativamente a pressdo intraocular dos pacientes estudados. HASSAN et al.
(2017) relata que seu estudo com colirio a base de extrato de sementes de Foeniculum vulgare
ndo levou a alteracdes significativas na pressao intraocular dos animais testados.

Por outro lado, PALU et al. (2008a) refere que encontrou diminui¢do da pressdo
intraocular apds o uso de suco M. citrifolia a 1% e 5%, o que difere do resultado encontrado
no presente estudo. Talvez os resultados divergiram, pois o extrato dos frutos de M. citrifolia

¢ mais concentrado em relacdo ao suco. Outra possibilidade é o fato dos frutos estudados
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terem sido coletados em locais e épocas do ano diferentes, pois segundo DENG et al. (2010),
a composicao bioquimica dos compostos encontrados na M. citrifolia muda de acordo com a
estrutura da planta, o local de origem e o periodo de colheita.

Segundo WHITTAKER & WILLIAMS (2015), o valor médio normal de producdo
lacrimal pelo Teste de Schirmer em coelhos brancos Nova Zelandia € de 7.58 + 2.3 mm/min.

Neste estudo, os animais dos grupos 2 e 3 demonstraram aumento da produgdo
lacrimal apds inicio do tratamento com a fracdo acetato e aquosa do extrato de M. citrifolia,
respectivamente (Figura 7). Essa foi aumentando conforme o decorrer do tratamento,
apresentando significancia estatistica no efeito da interagc@o entre grupo e tempo (p = 0), com

p<0,05 (Tabela 3).

Figura 7: Desenvolvimento da producdo lacrimal em trés grupos de coelhos submetidos ao

tratamento com M. citrifolia (noni) via oral em diferentes horas.
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—a—— G2: Fracao acetato do EB de M. citnfolia

——&— G3: Fragdo aguosa do EB de M. citrifalia

No grupo 1, esse resultado ndo foi identificado, os valores encontrados mantiveram-se
constantes durante todo o tratamento. Isso se deve ao fato do extrato bruto conter as
moléculas diluidas, diferente das fragdes que contém as mesmas moleculas, mas de uma
forma mais concentrada, tendo assim, melhor efeito.

Esse resultado do grupo 1 corrobora com os estudos de LARMO et al. (2014) que

encontraram que o uso de 2 gramas didrias de 6leo de Hippophae rhamnoides (contendo
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flavonoides em sua composi¢do quimica) por via oral ndo alterou a producdo lacrimal pelo
teste de Schirmer apds 3 meses de tratamento. Porém, o mesmo autor encontrou melhora na
osmolaridade da ldgrima apds o tratamento. Entretanto, no presente estudo a osmolaridade da
lagrima durante o tratamento com noni ndo foi avaliada.

Por outro lado, os estudos de MOHAMED et al. (2018) corroboram com o resultado
encontrado para os grupos 2 e 3, de aumento da producdo lacrimal pelo teste de Schirmer.
Nesse estudo, os coelhos com ceratoconjuntivite seca que receberam por via oral 20% de
matéria seca de amora, tendo como principais compostos bioativos os compostos fendlicos
(acidos fendlicos, flavondides e taninas) e 4cido ascorbico, tiveram aumento da producio
lacrimal pelo teste de Schirmer em relacdo ao grupo controle. Na avaliacdo do didmetro
pupilar, foi encontrado aumento nos olhos dos animais do grupo 3, com significancia
estatistica nos p valores do efeito da interacdo entre grupo e tempo (0,005), com p<0,05
(Tabela 3). Enquanto que nos grupos 1 e 2 as médias de didmetro pupilar se mantiveram
constantes no inicio e fim do tratamento (Figura 8). Esses dados encontrados nos grupos 1 e 2
se assemelham aos dados encontrados por HASSAN et al. (2017) cujo extrato estudado nao

promoveu alteracdo no didmetro pupilar dos animais.

Figura 8: Desenvolvimento do didmetro pupilar em trés grupos de coelhos submetidos ao

tratamento com M. citrifolia (noni) via oral em diferentes horas.
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Segundo PLUMMER, REGNIER & GELATT (2013), o aumento do diametro pupilar
pode levar ao bloqueio fisico do angulo de drenagem do humor aquoso, levando a um
acimulo do mesmo e, consequentemente, aumento da pressao intraocular. Desta forma, o
aumento no didmetro pupilar encontrado nos animais do grupo 3 pode estar relacionado ao
aumento da pressdo intraocular também encontrado neste grupo. Porém, como este resultado
nao foi encontrado nos outros dois grupos, outras avaliacdes devem ser conduzidas a fim de
explicar o aumento da pressao intraocular encontrado.

O resultado encontrado nos animais do grupo 3 que receberam por via oral a fracdo
aquosa do extrato do noni, rica em flavonodides glicosilados, corrobora com RODRIGUES et
al. (2017a) que comentou que apds a ingestdo oral do extrato, os compostos sdo hidrolizados
no pH dacido do estdmago, liberando as agliconas presentes na fracdo diclorometano,
exercendo uma acdo semelhante a acdo dos compostos da fracdo acetato.

Em relacdo aos outros parametros oftdlmicos estudados, ndo foi detectada presenca de
blefarospasmo, edema corneal, quemose, ulceragdo corneal, a coloragdo e aspecto da fris
mostrou-se sem alteracoes. Além disso, ndo foi detectada presencga de sinéquias, fibrina ou de
membranas na camara anterior, auséncia de flare clinico e de alteracdes vitreo-retinianas nos
trés grupos durante o tratamento com a M. citrifolia.

Dentre os resultados encontrados, o que apresenta maior importancia terapéutica é o
aumento da producdo lacrimal. O extrato de M. citrifolia poderia ser utilizado no tratamento
da ceratoconjuntivite seca, uma doenca aonde ocorre déficit da produ¢do lacrimal. Porém,
serdo necessarios novos estudos especificos para a identificacdo de compostos quimicos
responsaveis por aumentarem a produgdo lacrimal e que ao mesmo tempo ndo promovam

efeitos concomitantes observados como o aumento da pressao intraocular e congestao ocular.
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6 CONCLUSOES

O extrato bruto de M. citrifolia e suas fragdes acetato e aquosa promoveram aumento
da pressdo intraocular em olhos de coelhos ao longo do tempo. A fragdo aquosa promoveu
aumento do didmetro pupilar e ambas promoveram aumento da producdo lacrimal ao longo do
tempo. A fragcdo acetato promoveu maior congestdo ocular desde o inicio do tratamento sem
aumento no tempo. Desta forma, foi visto que a M. citrifolia possui efeitos em olhos, porém
novos estudos sdo necessdrios para isolar compostos bioativos no intuito de obter uma
resposta oftdlmica individual e futuramente formular e testar um colirio a base de M.

citrifolia.
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