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RESUMO

As folhas da Moringa oleifera possuem alto valor nutricional, sendo ricas em proteinas. As
folhas séo bastante utilizadas como remédio e na alimentacdo. No entanto, ha necessidade de
mais estudos sobre a seguranca de uso de preparacdes de folhas. Este trabalho analisou
preparacdes ricas em proteina das folhas de M. oleifera. O extrato salino (LE) e a fracdo rica
em proteinas (PRF) de folhas de M. oleifera foram investigados quanto a presenca de
metabolitos secundarios e proteinas antinutricionais (inibidor de tripsina e lectina),
citotoxicidade para linfécitos humanos, atividade hemolitica, toxicidade oral aguda em
camundongos e genotoxicidade. Adicionalmente, PRF foi investigada quanto a toxicidade
oral subaguda em ratos. Os flavonoides rutina e vixetina e inibidor de tripsina foram
detectados em LE (0,12g%, 0,01g% e 55,38U/mg, respectivamente) e em PRF (0,049%,
0,05g% e 87,89U/mg, respectivamente), enquanto lectina foi detectada apenas em PRF (2,5
tituloY/proteina mg/mL). LE e PRF n&o foram toxicas para os linfocitos e ndo apresentaram
atividade hemolitica. Os animais tratados com LE e PRF (2.000 mg/kg) apresentaram
mudanca comportamental apenas na primeira hora apds o0s tratamentos e parametros
hematoldgicos semelhantes aos animais do grupo ndo tratado. Aumento significativo nos
niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) e discreta infiltracdo leucocitaria com
vacuolizacdo citoplasmatica nos hepatécitos foram detectados apenas nos animais tratados
com LE. As prepara¢cdes nao foram genotdxicas ou mutagénicas. O ensaio de toxicidade oral
subaguda revelou que os animais tratados com PRF em 20, 40 e 80 mg/kg/dia ndo
apresentaram alteracdes comportamentais. Os parametros hematologicos e bioquimicos, assim
como hemostasia e eletrélitos, foram semelhantes aos do grupo nédo tratado. Ndo foram
observadas alteracdo histopatoldgicas no figado, rins, bago, pulméo e coracdo. PRF elevou o
biomarcador de estresse oxidativo TBARS em relacdo ao grupo ndo tratado, enquanto os
niveis de Carbonil ndo foram alterados. Os tratamentos em 40 e 80 mg/kg/dia resultaram em
aumento da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa-S-transferase (GST) enquanto o tratamento em 20 mg/kg/dia levou a aumento nos
niveis de sufidrilas. PRF também aumentou a concentracdo de moléculas antioxidantes nao
enzimaticas (glutationa e glutationa dissulfeto) em todas as concentracGes testadas. Analise de
metabolémica por RMN-!H revelou a presenca de 43 metabdlitos polares em animais tratados
e ndo tratados com PRF e que PRF promoveu diminuigdo de glicose e aumento de xantina e
aminoéacidos essenciais no figado. Os estudos revelaram que as preparacdes proteicas testadas
contem inibidor de tripsina, lectina e flavonoides. LE e PRF ndo foram citotoxicas,
hemoliticas ou genotoxicas e ndo apresentaram toxicidade oral aguda. Adicionalmente, PRF
ndo apresentou toxicidade subaguda, elevou a atividade de enzimas antioxidantes hepaticas,
promoveu dano oxidativo, diminuiu o balanco redox, apresentou efeito hipoglicemiante e
elevou a quantidade de intermediarios do ciclo do &cido citrico.

Palavras-Chave: Toxicidade Aguda; Toxicidade Subaguda; Citotoxicidade; Genotoxicidade;
Ressonancia Magnética Nuclear.



ABSTRACT

Moringa oleifera leaves have high nutritional value, being rich in proteins. The leaves are
widely used as drug and in food. However, there is a need for more studies on the safety of
using leaf preparations. This work aimed to evaluate the toxicity of preparations rich in
protein from M. oleifera leaves. Saline extract (LE) and protein-rich fraction (PRF) from M.
oleifera leaves was investigated for the presence of secondary metabolites and anti-nutritional
proteins (trypsin and lectin inhibitor), cytotoxicity for human lymphocytes, hemolytic
activity, oral toxicity acute in mice and genotoxicity. Additionally, PRF was investigated for
subacute oral toxicity in rats. The flavonoids rutin and vixetin and trypsin inhibitor were
detected in LE (0.12g%, 0.01g% and 55.38U/mg, respectively) and in PRF (0.049%, 0.059%
and 87.89U/mg, respectively) while the lectins were only present in PRF (2.5 titer™/protein
mg/ml). LE and PRF were not toxic to lymphocytes and did not show hemolytic action. The
animals treated with LE and PRF (2,000 mg/kg) showed behavioral change only in the first
hour after the treatments, ceasing then, and similar hematological parameters to the animals in
the untreated group. Significant increase in serum alanine aminotransferase (ALT) levels and
mild leukocyte infiltration with cytoplasmic vacuolization in hepatocytes were detected only
in animals treated with LE. Preparations were not genotoxic or mutagenic. The subacute oral
toxicity test revealed that animals treated with PRF at concentrations of 20 mg/kg/day, 40
mg/kg/day and 80 mg/kg/day showed no behavioral changes. Hematological and biochemical
parameters, as well as hemostasis and electrolytes, were similar to those in the untreated
group. Histopathological alterations were not observed in the liver, kidneys, spleen, lungs and
heart. PRF altered the oxidative stress biomarker TBARS compared to the untreated group.
while Carbonyl levels were not altered. Treatments at concentrations of 40 and 80 mg/kg/day
resulted in increased activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione-S-transferase (GST) while treatment at a concentration of 20
mg/kg /day led to increased levels of sufhydryls. PRF also modulated the concentration of
non-enzymatic antioxidant molecules (reduced and oxidized glutathione) at all concentrations
tested. Metabolomics analysis by NMR-'H revealed the presence of 43 polar metabolites in
animals treated and not treated with PRF and that PRF promoted a decrease in glucose and an
increase in xanthine and essential amino acids in the liver. The studies revealed that the
protein preparations tested contain trypsin inhibitors, lectin and flavonoid. LE and PRF were
not cytotoxic, hemolytic or genotoxic and did not show acute oral toxicity. Additionally, PRF
did not present subacute toxicity, increased the activity of hepatic antioxidant enzymes,
promoted oxidative damage, decreased the redox balance, presented a hypoglycemic effect
and increased the amount of citric acid cycle intermediates.

Keywords: Acute Toxicity; Subacute toxicity; Cytotoxicity; Genotoxicity; Nuclear Magnetic
Resonance
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1 INTRODUCAO

As folhas da Moringa oleifera fazem parte da dieta da populacdo de varios paises,
inclusive o Brasil, devido ao alto conteido de proteinas e vitaminas (OHTAA et al., 2017).
Contudo, em estudos sobre a composicao quimica da M. oleifera, foram identificados fatores
antinutricionais proteicos, tais como lectinas (sementes) e inibidores de tripsina (ALVES et
al., 2020; NOVA et al., 2020; SANTOS et al., 2021).

As folhas da M. oleifera possuem elevado valor nutricional com altos niveis de
proteinas (cerca de 28% da sua composi¢do), vitaminas, potassio, calcio, fosforo, ferro,
amino&cidos essenciais, antioxidantes (incluindo B-caroteno) e flavonoides (TEIXEIRA et al.,
2014; OHTAA et al., 2017; MACAMBIRA et al., 2018). As folhas séo utilizadas na medicina
tradicional como anti-hipertensivo, antipirético, antidoto para venenos e no tratamento do
diabetes mellitus (OHTAA et al., 2017; CAMARA et al., 2019). Na alimentagéo, as folhas
sdo consumidas inteiras como saladas e chads e o p6 em condimento e suplemento
multivitaminico natural (MANUWA; SEDARA; TOLA, 2020).

Extrato aquoso de folhas de M. oleifera apresentou atividade antiproliferativa em
celulas de céncer hepatico (BERKOVICH et al., 2013) e induziu apoptose em células
tumorais humanas de carcinoma epidermoéide de boca (SREELATHA; PADMA, 2009). A
propriedade antioxidante das folhas tem sido creditada ao alto teor de compostos fendlicos.
Acidos fendlicos e flavonoides, que inibem a toxicidade produzida pelo tetracloreto de
carbono, sdo encontrados em varias partes da M. oleifera, incluindo as folhas; esses
componentes diminuem os niveis da peroxidacao lipidica e elevaram os niveis glutationa
reduzida e superdxido dismutase (VERMA et al., 2009).

O extrato aquoso de folhas de M. oleifera preveniu a formacdo de placas
aterosclerdticas e demonstrou atividade antioxidante em coelhos alimentados com dieta
hipercalérica (CHUMARK et al., 2008). Estudo realizado por Jaiswal et al. (2009) revelou
que o extrato aquoso foi capaz de aumentar a atividade das enzimas catalase e superdxido
dismutase, que sdo responsaveis pela eliminacdo de radicais livres capazes de causar danos
irreversiveis aos tecidos.

No entanto, preparacfes de plantas, mesmo sendo de origem vegetal, ndo séo isentas
de toxicidade para humanos e outros animais, e 0 uso dos mesmos pode desencadear, por
exemplo, hepatotoxicidade e indugdo de mutagdes no DNA (FURBEE et al., 2006; KUETE et
al., 2014). Extrato aquoso do caule de Aristolochiae manshuriensis administrado por via oral

foi genotoxico para eritrocitos da medula 6ssea de camundongos (HWANG et al., 2012).
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Estudo sobre a toxicidade oral de extrato etandlico das folhas de Morus alba, em
camundongos, revelou leucopenia e alteracdo no figado, rim ou bago em uma concentracdo
elevada (300 mg/kg) (OLIVEIRA et al., 2016). Extrato aquoso de radix e cortex de
Psammosilene tunicoides, muito utilizado na medicina tradicional chinesa, desencadeou
alteracbes em marcadores bioquimicos, congestdo vascular no coragdo, espessamento da
parede alveolar e efisema pulmonar, além de congestdo vascular renal em ratos apds
administracdes orais (WU et al., 2018)

Para estudos toxicologicos, além de andlises hematoldgicas, bioquimicas e
histoldgicas, os metabdlitos extracelulares sdo capazes de refletir a situacdo intracelular.
Nesse contexto, a analise metabolémica representa uma ferramenta poderosa para coletar
informacdes ricas, indicando ndo apenas a extensdo de um dano toxico, mas também seus
mecanismos subjacentes e revelar as sequelas bioquimicas da administracdo de produtos
toxicos, identificacdo de biomarcadores e tracar rotas metabdlicas. Em concordéncia, a analise
metaboldmica de tecidos sdo ideiais para obter informacdes sobre toxicidade de Orgéos-
alvo (RAMIREZ et al., 2013; STEUER et al., 2019).

A auséncia de estudos que comprovam a seguranca do uso em alimentos e a
comercializacdo irregular dos produtos a base de M. oleifera, levaram a Anvisa (Agéncia
Brasileira de Vigilancia Sanitéaria) a proibir, por meio da Resolu¢cdo RE n° 1.478/2019, a
fabricacdo, importacdo, comercializacdo, propaganda e distribuicdo de alimentos que
contenham M. oleifera.

Atividades biologicas de extratos organicos e aquosos de folhas de M. oleifera séo
reportadas na literatura, mas pesquisa realizada em bancos de dados revelou a auséncia de
estudos com extrato salino e fragdo proteica. Adicionalmente, toxicidade (MOODLEY, 2017)
e atividade antioxidante (POLLINI et al., 2020), por exemplo, ja foram relatadas em extratos
de folhas de M. oleifera, no entanto, ndo se sabe se as proteinas estdo envolvidas nestas

propriedades biologicas.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar extrato salino e fracdo proteica de folhas de Moringa oleifera quanto a

toxicidade e a¢do antioxidante in vivo.
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1.1.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar extrato salino (LE) e fragcdo proteica (PRF) das folhas de M. oleifera quanto a
presenca de constituintes fitoquimicos e proteinas e suas propriedades biolégicas;

e Determinar a toxicidade aguda do LE e PRF através da determinacdo de dados
hematoldgicos, bioguimicos e histoldgicos de camundongos fémeas adultas albinas Swiss
(Mus musculus) tratadas com dose Unica em 14 dias;

e Determinar a toxicidade subaguda da PRF através da determinacdo de dados
hematoldgicos, bioguimicos, hemostasia, ions séricos e analise histolégica em ratos
machos Wistar (Rattus norvegicus) tratados diariamente com a preparacdo durante 28 dias;

e Investigar o efeito in vivo da PRF pela determinacdo de biomarcadores de estresse
oxidativo (TBARS, Carbonilas e Sulfidrilas), atividade de enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S transferase (GST) e estado
redox celular (razdo GSH/GSSG) em figado de ratos da linhagem Wistar;

¢ Identificar e quantificar metabolitos presentes no figado dos animais tratados com PRF,
utilizando a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de prétons em relacdo aos nucleos
de hidrogénio (RMN-1H).
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 ENSAIOS DE TOXICIDADE DE COMPOSTOS NATURAIS

O conhecimento adquirido com o tempo sobre o uso de plantas na medicina popular é
transmitido entre as geracBes e muitas vezes e utilizado pela populacdo como alternativas
terapéuticas para tratamento de doencgas. No entanto, testes toxicoldgicos tém demonstrado
que a utilizacdo de algumas espécies de plantas causa inimeros efeitos adversos ao organismo
(FERNANDES et al., 2016). O extrato aquoso de folhas de Syzygium jambolanum, muito
utilizado na medicina popular, desencadeou alteragfes nos parametros renais (ureia e
creatinia) e hepaticos (ALT e AST), e ocasionou uma diminui¢do no namero de plaquetas,
leucdcitos e eritrocitos e dosagem de hemoglobina, nos animais tratados com uma Unica dose
(2.000 mg/kg) (LIMA et al., 2019).

Pesquisas cientificas que avaliam atividades biolégicas atribuidas as plantas sdo
essenciais para o desenvolvimento de novos farmacos, principalmente ensaios toxicoldgicos
(CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998; CECHINEL-FILHO, 2013).

O National Research Council publicou no ano de 2007 o livro Testing Toxicity in the
21st Century: A Vision and Strategy o qual descreve a necessidade do rastreio e identificacdo
de atividade biol6gica induzida quimicamente em células humanas e linhagem celulares, bem
como a importancia de verificar resposta bioldgica em modelos animais (KNUDSEN et al.,
2015; TONHOLO, 2018).

Inicialmente, novos compostos requerem rigor e uma combinagdo de informacGes de
diversas fontes confidveis para fornecer uma correta avaliagdo quanto ao risco desses a saude.
Neste caso, testes in vitro e in silico sdo utilizados para aprimorar e dirigir compostos para
mecanismos especificos, eficacia terapéutica e doses ndo letais evitando toxicidade
(CHAPMAN et al., 2013; TONHOLO, 2018).

Os ensaios toxicologicos devem ser realizados de acordo com protocolos estabelecidos
e reconhecidos pela comunidade cientifica. Internacionalmente, sdo utilizados os protocolos
da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), The International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use
(ICH) e o da Food and Drug Administration (FDA). No Brasil, a regulamentacdo desses
testes € feita pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para assegurar a
eficAcia dos compostos, a exemplo das plantas medicinais (FERNANDES et al., 2016;
RODRIGUES, 2017; TONHOLO, 2018).
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Para a conducdo dos estudos apresentados nesse trabalho, foram adotados o0s
procedimentos da OECD. A OECD recomenda a utilizacdo de métodos in vitro como
estratégia para limitar a gravidade de toxicidade e selecdo de doses para 0s ensaios in vivo
(TONHOLO, 2018). Ensaios in vitro como citotoxicidade e in vivo como toxicidade aguda e
subaguda, genotoxicidade e toxicidade reprodutiva s&o exemplos de testes usuais em
toxicologia preditiva para identificar potencialidade toxica de compostos (ZHANG et al.,
2014).

Ensaios in vitro oferecem vantagens a pesquisa como elevada padronizacgéo, condi¢des
controladas de teste e um banco de linhagens celulares bem variadas. Além disso, pouca
quantidade de material é necessaria para realizar a experimentacéo e a producdo de residuo é
limitada, sendo uma alternativa para a avaliacdo da toxicidade de compostos (ARAUJO et al.,
2014). No entanto, apesar das modificac@es e evolugdes, ainda existem algumas desvantagens
inerentes relacionadas a predicdo como a via de exposicao, efeitos para o modelo celular
adotado (ndo é uma representacdo completa da resposta de um modelo in vivo) e diferengas

encontradas entre espécie do modelo animal adotado e o ser humano (ZHANG et al., 2014).

2.1.1 Ensaios in vivo

A regularizagdo dos estudos com animais € realizada com a finalidade de proteger a
salde humana e o meio ambiente e devem sempre ser revistos a medida que haja avancos nos
métodos e compreensdo cientifica. Essa pratica garante a adequacdo correta no uso dos
animais nos ensaios toxicoldgicos, melhorando o valor preditivo, reduzindo o uso de animais
melhorando seu bem-estar, além de ser um modelo inclusivo de todos os fatores envolvidos
na exposicdo humana (DENNY, STEWART, 2017; TONHOLO, 2018).

O uso de modelos animais para a determinacdo da toxicidade permite compreender o
mecanismo de acdo envolvido e proporciona uma melhor indicacdo de indice terapéutico e
dose clinica. A selecdo da especie é baseada nos perfis metabolicos, farmacocinéticos,
tolerdncia da espécie e atividade farmacologica considerando a avaliacdo de seguranca
(DENNY; STEWART, 2017).

Apesar de algumas patologias humanas serem essencialmente presentes em nossa
espeécie, respostas fisioldgicas e comportamentais semelhantes tém sido descritas em diversas
espécies animais (MENDES; JESUS-SOUZA, 2017). Os roedores (camundongos e ratos) sdo
mamiferos que apresentam diversas similaridades com os humanos como: plano de corpo,

sistemas organicos, mecanismos de regulacdo psicologica e areas cerebrais (CARVALHO,
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2020). Anélises gendmicas comparativas indicam que humanos e ratos tiveram um ancestral
comum o que sugere uma grande similaridade genética entre estas espécies (CORREA et al.,
2015).

No estudo de toxicidade oral aguda os animais séo tratados com o composto natural
em uma Unica dose ou, eventualmente, em doses multiplas em um intervalo de 24h em pelo
menos trés animais, que podem ser ratos ou camundongos, do mesmo sexo em doses
previamente definidas a dose limite de 2000 mg/Kg é suficiente para estimar a DLso (dose
letal capaz de matar 50% da populacdo do estudo), de acordo com a OECD (Guideline 423).
A auséncia ou presenca de morte dos animais tratados durante a experimentacdo determinara
a necessidade de etapas seguintes (Figura 1). O ensaio fornece dados importantes como se a
morte pela administracdo em excesso do composto natural ou presenca de lesGes em 6rgaos
alvos, alteracGes no comportamento, avaliacdo de risco em exposicdo aguda e selecdo de
valores para exposi¢do prolongada, bem como verificar efeito tardio ou reversibilidade da
toxicidade (OECD, 2001; DENNY, STEWART, 2017).

Figura 1 - Esquema de orientacdo para reproducéo de toxicidade aguda de compostos naturais em animais, de

acordo com a Organization for Economic Cooperation and Development, 423.

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg .
(3 animais) (3 animais) (3 animais) (3 animais) * Inicio
2-3 0-1 — 2-3 01 — 2-3 01 — 2-3 0-1
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg'kg
(3 animais) (3 animais) (3 animais) (3 animais)
2-3 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 00
>0-5 >5-50 > 50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000

Por etapa, sdo utilizados 03 animais do mesmo sexo, normalmente fémeas. 0, 1, 2 e 3 presentes nos circulos,
correspondem ao nimero de animais mortos em cada etapa. Categoria 1: Extremamente toxico; Categoria 2:
Altamente toxico; Categoria 3: Medianamente toxico; Categoria 4: Pouco tdxico; Categoria 5: Nao toxico.

Fonte: Adaptado de OECD (2001).

Para o estudo de toxicidade oral de doses repetidas, ou subaguda, o0 composto natural é
administrado diariamente por 28 dias. O objetivo do teste é estabelecer a partir de qual sinais

de toxicidade sdo detectados, além de identificar 6rgdos afetados e grau de comprometimento.
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Adicionalmente, o teste também propricia a anélise do efeito cumulativo nos animais
(TAHRAOQUI et al., 2010). A OECD orienta a utilizagdo de ratos ou camundongos em grupos
formandos por dez animais (machos e fémeas) e devem ser utilizadas diferentes limite de
1000 mg/kg/dia, para verificar o grau do efeito toxico (OECD, 2008)

Os animais sdo avaliados diariamente quanto ao consumo de agua e racdo, massa
corplrea, pardmetros respiratorios e cardiovasculares, mudangcas comportamentais e
anormalidades motoras. No final do experimento da toxicidade de dose repetida e aguda, 0s
animais sdo anestesiados e amostras sanguineas sdo coletadas para realizacdo de exames
hematol6gicos e bioquimicos. Adicionalmente, os principais 6érgdos sdo retirados para
avaliacdo macroscopica e histopatoldgica para analize da intensidade da exposi¢cdo ao
elemento téxico e a capacidade adaptativa de um determinado tecido (OECD, 2001; OECD,
2008; ALBINATI et al., 2009).

Extrato hidroalcodlico das folhas de Combretum micranthum, bastante utilizada na
medicina tradicional na Africa Ocidental para o tratamento de diabetes, hipertenséo,
inflamacdo, malaria e doencas do figado, foi avaliado quanto a toxicidade aguda por 14 dias
(5000 mg/Kg) e subaguda por 28 dias (500 e 1000 mg/Kg/dia) em ratos, por via oral. O
extrato ndo promoveu mortalidade e nenhum efeito adverso foi detectado. Também, ndo
houve alteracdo de peso corporal, comportamento ou parametros hematoldgicos e
bioguimicos. A analise histopatol6gica mostrou arquitetura normal dos 6rgéos, sugerindo uma
DLso acima de 5000 mg/Kg (KPEMISSI et al., 2020).

Um estudo de toxicidade oral aguda (5000 mg/Kg) em camundongos e de dose-
repetida por 28 dias em ratos (312, 625, 1250 e 2500 mg/Kg/dia) de extrato da casca de
Nephelium lappaceum apresentou efeito toxico. Dados hematoldgicos e bioquimicos
indicaram toxicidade no figado, rim e baco nos animais tratados com as doses mais elevadas.
A maior concentracdo do extrato testada inibiu significativamente o ganho de peso corporal e
foi toxico para os tecidos de acordo com a analise histopatoldgica (YUJING et al., 2020).
Estudos toxicologicos podem ser complementados com analises metabolomicas, refletindo a

situacdo intracelular de 6rgéos alvos (STEUER et al., 2019).

2.1.2 Analise metabolomica

O metaboloma é tido como a composicdo de todas as pequenas moléculas presentes

em um organismo. Ja a tecnologia voltada para o fornecimento de uma visdo geral
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compreensiva, qualitativa e quantitativa dos metabolitos presentes em um organismo é
denominada metaboldmica (GOLDANSAZ et al., 2017).

A metaboldmica pode ser dividida em metabolémica direcionada e ndo direcionada. A
direcionada quantifica os metabodlitos mais abundantes e usa uma abordagem estatistica mais
simples. Ja a ndo direcionada usa andlise estatistica multivariada, como andlise de
componentes principais (PCA), analise parcial discriminante dos minimos quadrados (PLS-
DA) e anélise ortogonal parcial discriminante dos minimos quadrados (OPLS-DA) (CHEN et
al., 2016)

A metabolémica é uma valiosa ferramenta utilizada para a descoberta de drogas
(MERCIER et al., 2018), pesquisa de biomarcadores (NARAYANAN et al., 2017), estudo de
doencas (WANG et al., 2016), confirmacdo de vias metabdlicas (REN et al., 2016) (ANEXO
A: Kegg Pathway — Vias Metabdlicas), entre outras aplicacfes, que envolvem a identificacdo
de substancias enddgenas. Estudos de metabolémica ja foram relatados em ensaios clinicos,
toxicologia, farmacologia e nutricdo (STEUER et al., 2019).

Os experimentos de metaboldmica fornecem resultados Unicos para melhorar a
compreensdo das informacdes bioldgicas relacionadas ao metaboloma, onde o tamanho
depende do organismo estudado, e mais comumente a genémica funcional (ROCHA et al.,
2020). A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) € uma técnica
amplamente utilizada para tracar o perfil metabdlico e devido o desenvolvimento e
modernizacdo de equipamentos de RMN, com magnetos supercondutores refrigerados com
hélio liquido, também chamados criomagnéticos, foi possivel a obtencdo de espectros com
uma melhor resolu¢do (CARVALHO, 2017).

O RMN permite uma rapida analise de forma automatizada de extratos brutos e
detecta quantitativamente metabolitos em grupos distintos, aléem de fornecer informacdes
estruturais e detalhes esteroquimicos. No entanto, RMN ndo obtém dados validos para
metabolitos que se encontram em baixas concentracdes (CHEN et al., 2016)

Amostras inseridas no espectrometro de RMN, tém seus nucleos sob o efeito de um
campo magnético capaz de alinha-los paralelamente a este campo magnético. A presenca de
elétrons, que geram um campo magnético adicional, acarreta aos nucleos, quando em
ressonancia, uma influéncia que resulta em diferentes posi¢bes dos sinais ao longo do
espectro de RMN (KIEMLE; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2016). De acordo com Habeck
(2012), cada pico revelado pela técnica de RMN-H é proporcional a quantidade de ndcleos
de hidrogénio responsaveis pelo aparecimento do pico. Ao analisar espectros de RMN (Figura

2A), os sinais originados podem se apresentar como singletos (picos Unicos), dupletos (dois
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picos), tripletos (trés picos) e assim por diante em resposta a interagbes denominadas
acoplamento spin-spin. O acoplamento spin-spin é tido como o resultado da influéncia que o
campo magnético gerado por um ndcleo exerce sobre um outro nucleo, fazendo com que o

pico se desdobre proporcionalmente ao nimero de nucleos vizinhos (NASCIMENTO, 2012).

Figura 2 - Espectro de espectro de RMN-H (A) e RMN 2D J-resolvido *H (B)
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Fonte: Neild et al., (1997).

O desdobramento dos picos pode gerar uma sobreposicdo dos sinais, dificultando a
observagdo da multiplicidade dos sinais. Nesses casos pode ser realizado o RMN 2D J-
resolvido H (Figura 2B). O J-resolvido é um experimento que tem em uma das dimensdes o
deslocamento quimico, e na outra dimensdo o desdobramento dos sinais 0 que permite a
confirmacéo da multiplicidade do sinal e medir sua constante de acoplamento (HUANG et al.,
2012).

A identificacdo de metabolitos por RMN é considerada um grande desafio na
metabolémica ndo direcionada e para analise das vias metabdlicas de micromoléculas sdo
necessarios software de analise de espectro de NMR, como Chenox Eslipse e Bruker Amix e
bancos de dados bioquimicos como HMDB, ChemSpider, KEGG e SMPBD (CHEN et al.,

2016). A analise dos metabdlitos e suas vias é necessaria para interpretar e elucidar possiveis
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mecanismos de toxicidade. Nesse caso, 0 MetaboAnalyst (https://www.metaboanalyst.ca/),
uma poderosa ferramenta baseada na web, fornece muitos métodos de analise, incluindo
processamento de dados, normalizacgdo, analise estatistica multivariada, biomarcador e anélise
de vias. A tabela 1 mostra estudos de toxicidade de produtos naturais em animais que

utilizaram a técnica de RMN.



Tabela 1 — Toxicidade induzida por compostos naturais utilizando a técnica de RMN para elucidagao
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Material vegetal

o Toxicidade Biomarcadores identificados ~ Vias metabolicas relacionadas  Possivel mecanismo toxico
(referéncia)
Leucina, isoleucina, valina, 3-
hidroxibutirato, lactato, alanina,
arginina, N-acetil ) o Mudanca do metabolismo
_ ] Metabolismo energetico, o
o glicoproteinas, O- o _ energético de um estado
o Nefrotoxicidade e o ] estresse oxidativo, metabolismo .
Ricina (Guo et al., o acetilglicoproteinas,  glutamato, o ) aerObico para um estado
toxicidade  pulmonar _ ) de nitrogénio, metabolismo de . .
2014) glutamina, acetoacetato, piruvato, . ) anaerobico causando danos a
(soro) ) o ) aminoacidos e metabolismo de
citrato, cisteina, creatina, ] ] membrana e ruptura de
o ) ) ] quinurenina )
creatinina, colina, taurina, betaina, celulas e organelas.
glicerofosforilcolina, glicina,
glicose, tirosina e trigonelina
Inibicio da sintese de
) _ o Metabolismo dos acidos graxos eicosandides a partir do acido
_ Glicose, 3-D-hidroxibutirato, ) o _
Raizes de o o insaturados, metabolismo dos araquidénico por bloqueio
) ) ) o LDL/VLDL, é&cido acetoacetico, . ] ) . )
Aristolochia fangchi Nefrotoxicidade (soro) acidos energéticos, metabolismo inespecifico da  enzima

) acetona, creatinina, N -acetil-L-
(Liang et al., 2009) o )
cisteina, alanina

dos aminoécidos, ciclo do acido

tricaboxilico e glicélise

ciclooxigenase causando a
vasoconstricao e insuficiéncia

renal leve em estados de



Sementes  maduras
secas de Pharbitis
nil (Maet al., 2010)

Frutos de Xanthii
Fructus (Xue et al.,
2014)

Nefrotoxicidade

(plasma e tecido renal)

Hepatotoxicidade

(plasma)

Creatinina, LPC (16:0; 18:0; 18:1;
18:2; 20:4), fenilalanina,
fitosfingosina e

dihidroesfingosina

LDL/VLDL, B-hidroxibutirato,
valina, glutamato, colina, lactato,

acetato, glicose ¢ -glicose

Metabolismo lipidico,
metabolismo  energético e

metabolismo de aminoacidos

Producdo de secrecdo biliar,
metabolismo de acidos graxos,
metabolismo do  butanoato,
metabolismo  do  piruvato,
metabolismo de amino&cidos
(glutamato, glicina, fenilalanina
e triptofano) metabolismo do
éter lipidico, glicolise,
gliconeogénese, metabolismo do
piruvato, ciclo do citrato e

metabolismo do metano.
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contracdo de volume.

Inibicdo da atividade de
esfinganina N-aciltransferases
(ceramida  sintase) que
converte dihidroesfingosina

em dihidroceramida

Interrupcdo da fosforilagdo
oxidativa que é um processo
essencial para o metabolismo
energético celular e o sistema

de transferéncia de elétrons.

LPC: Lisofosfatidilcolina; LDL: Lipoproteina de baixa densidade; VLDL: Lipoproteina de muita baixa densidade.

Fonte: Chen et al. (2016).
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2.2 METABOLISMO ENERGETICO

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), em concentracfes normais,
desempenha fungdes primordiais de segundo mensageiro, com regulacdo da expressao de
genes sensiveis aos sinais redox e alteracbes na homeostase celular, através da sintese de
moléculas fisiologicamente ativas (CADENAS; DAVIES, 2000). Em concentracGes elevadas,
EROs podem ser importantes mediadores de danos nas estruturas celulares, de acidos
nucleicos (OZAWA, 1999), lipidios (SPITELLER, 2002) e proteinas (CADENAS; DAVIES,
2000). O metabolismo energético mitocondrial também é reconhecido como a principal fonte
de EROs celular na maioria das células de eucariotos (QUIJANO et al., 2016), como mostra a
figura 3.

O anion superdxido produzido na mitocondria origina outras espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, por reagdes distintas. A dismutacdo do O, acontece principalmente
pela acdo da enzima antioxidante superéxido dismutase (Mn-SOD na matriz e Cu/Zn-SOD no
espaco intermembranas) produzindo peroxido de hidrogénio (H202), por sua vez, pode reagir
com ions cobre ou ferro e produzir radicais hidroxil (OH), uma espécie altamente reativa,
através da reacdo de Fenton (FENTON, 1894; NOHL; GILLE; STANIEK, 2005). Do mesmo
modo, na presenca de metais de transicdo, parte desse superéxido pode reagir com 0 H.0> e
também produzir radical hidroxil (HABER; WEISS, 1934). Além disso, o O pode reagir com
0 oxido nitrico (NO)para formar peroxinitrito (ONOO") (FIGUEIRA et al., 2013).

Nas proteinas, os residuos de cisteina estdo na forma de tiolato (Cys-S) em pH
fisiol6gico e sdo mais suscetiveis a oxidacdo em comparagdo com o tiol reduzido (Cys-SH).
Na presenca de H>O> os anions tiolato sdo oxidados para sua forma sulfénica (Cys-SOH),
causando alteracOes alostéricas que alteram a atividade da proteina (SABADIN, 2019). A
catalase por sua vez, auxilia a célula na detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio
atuando na conversdo de peréxido de hidrogénio (H202) em agua e oxigénio (BELO;
SOUZA, 2016).

Assim como as proteinas, os lipidios sdo susceptiveis & oxidacdo. Os acidos graxos
poliinsaturados apresentam elétrons mais expostos e vuneraveis ao ataque de radicais livres.,
podendo gerar peroxidacdo lipidica. O estresse oxidativo gera produtos de peroxidacéao
lipidica, sendo o malondialdeido (MDA) (TRACHOOTHAM et al., 2008). O DNA por sua
vez é menos susceptivel a modificacbes oxidativas devido a sua estrutura dupla hélice
compartimentalizada, a proteinas histonas e outras proteinas ligadas ao DNA que protegem
seus centros nucleofilico (BELO; SOUZA, 2016).
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Figura 3 - Geracdo de EROs na membrana mitocondrial interna e produgao de peroxido de hidrogénio como

resultado da agdo da enzima antioxidante superoxido dismutase
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Fonte: Alves, 2017

A glutationa peroxidase (GPx) utiliza a glutationa reduzida (GSH) como cofator
enzimatico. Nesse processo, elétrons sdo transferidos da GSH para a espécie reativa através da
catalise da peroxidase e voltam a ser restaurados por redutases que utilizam elétrons do
NADPH. A GPx possui um residuo de selenocisteina ativo em seu centro catalitico que pode
reduzir H.0, em H20 e O, utilizando duas moléculas de GSH como doadoras de elétrons.
Nessa reacao é formado a glutationa oxidada (GSSG) que pode ser regenerada a GSH através
da atividade da glutationa redutase ou exportada para o meio extracelular (ALKAZEMI et al.,
2021).

Outra classe de enzimas que atua na eliminacdo de Xxenobidticos, drogas e
componentes enddgenos sdo algumas transferases, a exemplo da glutationa S—transferase
(GST). A GST é responsavel pela eliminagdo de substancias tdxicas catalisando uma reagdo
de conjugacdo nucleofilica de glutationa reduzida com o composto toxico facilitando a
excrecdo (SABADIN et al., 2017).

Metabdlitos presentes em plantas sdo utilizados como antioxidantes para prevenir

doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Extrato da casca de jabuticaba (Plinia peruviana)
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(25, 50 e 100 mg/mL), atuou como antioxidante em lesdes de pele em camundongos. A acéo
foi devido ao aumento na atividade das enzimas catalase e glutationa oxidase (PITZ, 2018).

2.3 FATORES ANTINUTRICIONAIS DE ORIGEM PROTEICA

Os fatores antinutricionais podem provocar efeitos fisioldgicos adversos ou diminuir a
biodisponibilidade de nutrientes. Lectinas e inibidores de protease sdo capazes e interfir na
digestibilidade, absorcdo ou utilizacdo de nutrientes e, se ingeridos em altas concentracdes,
podem acarretar efeitos danosos a saide (BENEVIDES et al., 2011; SOUZA et al., 2019).

2.3.1 Lectinas

Lectinas sdo proteinas que se ligam de forma especifica a carboidratos. Devido a sua
especificidade em se ligar a sitios e receptores especificos na superficie das células intestinais,
as lectinas podem interferir na absorcdo de nutrientes e causar danos a saude (Tabela 1)
(SILVA; SILVA, 2000). Essa classe de proteina é toxica pois é capaz de causar distdrbios
imunolégicos devido ao desconforto gastrointestinal por meio da interacdo das lectinas com
as células epiteliais intestinais, aglutinar glébulos vermelhos e interferir no reparo celular
(MIYAKE et al., 2007; WO; SUN, 2011).

Para a deteccdo de lectinas em uma solucdo, realiza-se um ensaio de hemaglutinacdo
que consiste em uma dilui¢do seriada da amostra com posterior adicdo de eritrocitos. Quando
ha formag&o de uma rede entre os eritrocitos e a lectina, constata-se a hemaglutinacéo (Figura
4) (SILVA, 2016).

Tabela 2 - Toxicidade de algumas lectinas

Autor Proteina/Lectina Animais de teste Dose letal (DLso)
) Hemaglutinina de 50 mg/kg — Via
Liener e Pallansch (1952) ) Ratos ) )
soja intraperitoneal
) Hemaglutinina de > 500 mg/kg — Via
Liener e Rose (1953) ) Ratos
soja oral
Aglutinina de 50 mg/kg— Via
Jaffe (1960) Camundongos

feijdo preto intraperitoneal



Joshi (1972)

Csaky e Fekete (2004)
Audi et al. (2005)

Ballerstadt et al. (2006)

Silva et al. (2020)

Aglutinina de
Feijdo-de-lima

Lectina da soja
Ricina

ConA

Fracdo rica em

lectinas (MVRL)

Ratos e

camundongos

Ratos

Camundongos

Camundongos

Camundongos
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Letal nas doses de
65 e 140 mg/kg,
respectivamente —

Via intraperitoneal

50 mg/kg — Via oral.
30 mg/kg — Via oral
0,022 mg/kg — Via
intravenosa
> 5000 mg/kg — Via

oral

Fonte: Adaptado de Wo e Sun (2011)

Figura 4 - Atividade hemaglutinante na auséncia (A) e na presenca (B) de lectinas

&

<> Atividade Hemaglutinante vista a “olho nu”.

& Atividade Hemaglutinante vista em microscopio 6tico

(100x). E: Eitrdcitos tratados com Glutaraldeido; AP: Agregado Proteico (lectina WSMoL); RH: Rede de

Hemaglutinacéo.
Fonte: O Autor (2023)
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Lectinas ja foram isoladas de diversos tecidos de plantas onde atuam na protecdo
contra agentes fitopatogénicos, estando presente de forma mais concentrada em locais
estratégicos para defesa do organismo (SILVA, 2020). Lectinas sdo capazes de interferir no
crescimento e sobrevivéncia de microrganismos e promover efeitos antinutricionais em
insetos, causando desconforto no trato intestinal (VANDENBORRE et al., 2011).

2.3.2 Inibidor de Protease

Inibidores de protease podem ser definidos como proteinas que atuam inativando ou
reduzindo a atividade de diversos tipos de enzimas por atuarem competindo com os substratos
pelo sitio ativo das proteases (competitivo), ou interagindo com outras regiGes da molécula
enzimatica (ndo competitivo) (KIM et al., 2009; ROCHA-FILHO, 2015). Esses inibidores
podem ser classificados em familias de acordo com a classe de enzimas que inibem, sendo
denominados, por exemplo, inibidores de serinoproteinases, metaloproteinases e
cisteinoproteinases, entre outros (PANDO, 2010).

Os inibidores de origem vegetal, particularmente os inibidores de serinoproteases, tém
sido amplamente estudados devido ao seu papel na defesa das plantas (PAIVA et al., 2013).
Inibidores de proteases apresentam inimeras atividades, como as atividades anticoagulante,
antitumoral, antimicrobiana e antiparasitéaria (LI et al., 2007). No entanto, foram observadas
alteracbes metabdlicas do péancreas (aumento da secrecdo enzimaética, hipertrofia e
hiperplasia) e reducdo da taxa de crescimento, a presenca de inibidores de tripsina na
alimentacdo a base de leguminosas (SILVA; SILVA, 2000).

A tripsina é uma serinoprotease que possui em seu sitio ativo uma triade catalitica
constituida pelos residuos de serina, aspartato e histidina e as principais familias de inibidores
de serinoproteinases sao Kunitz e Bowman-Birk (ROCHA-FILHO, 2015).

A atividade ininidora de tripsina pode ser determinada utilizando o substrato sintético
Noa-Benzoil-DL-arginina-4-nitroanilida (BApNA). De acordo com Pontual et al. (2012),
incuba-se a amostra com a tripsina e 0 BApNA. Caso haja a presenca do inibidor, esse ira se
ligar a tripsina, impedindo a quebra do substrato (ndo havera mudanca na coloracdo da
reacdo). No entanto, na auséncia da inibicdo, o BApNA serd quebrado, liberando p-

nitroanilida, alterando a cor da reacéo (figura 5).

Figura 5 - Formacdo do complexo tripsina/substrato ou nenhuma formacéo do complexo na presenca de um

inibidor competitivo de tripsina.
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Tripsina + BApNA ——* Tripsina + BApNA ————» Tripsina + Na-benzoil-DL-arginina + p-nitroanilida

|'T = l l

Tripsina + Inibidor + BApNA > Complexo Inativo + BApNA

Fonte: Paiva et al. (2013)
2.3.3 Precipitagdo proteica para concentracao de lectinas e inibidores de protease

A precipitacdo utilizando aditivos é fundamental em processos e purificacdo e
concentracdo de proteinas. Proteinas quando submetidas a precipitacdo se tornam insoluveis
em relacdo ao meio devido a reducéo das forgas atrativas entre soluto e o solvente ou devido a
alteracdo no meio acarretar o aumento da atragdo entre as proteinas que se agregam de forma
mais intensa e com isso geram a formacao de um precipitado (CARVALHO, 2015).

A distribuicdo de cargas na estrutura da proteina determina a ocorréncia ou ndo de
forcas de van der Waals (mais fracas e principalmente presentes em compostos apolares) e
interacOes eletrostaticas (mais intensas e tipicas de compostos polares), sendo possivel
manipuléa-las por meio de alteraces no potencial hidrogeniénico (pH). Quando héa equilibrio
entre as cargas positivas e negativas dos aminoacidos presentes nas proteinas definimos como
ponto isoelétrico (pl) e corresponde ao pH de solubilidade minima da proteina em questao
(REMIAO et al., 2003).

O uso de solventes organicos, como acetona e alcéol, na precipitacdo ocorre devido a
sua caracteristica apolar que tende a interagir com os residuos hidrofébicos da proteina,
propiciando uma desestabilizacdo das cargas e reduzindo a constante dielétrica da solucdo que
neutraliza as cargas da proteina. No entanto, o uso isolado de solventes causa alteragdes na
estrutura da proteina levando a perda da atividade (CROWELL et al., 2013;
TSCHELIESSNIG et al., 2014).

A precipitacdo de proteinas por sais, uma técnica classica relatada inicialmente por
Hofmeister em 1888, ocorre pela neutralizacdo de cargas superficiais da proteina e reducéo da
camada de hidratacdo (CARVALHO, 2015). Precipitacdo ocorrida por altas concentracdes de
sais sdo denominadas de salting-out, com desidratacdo da proteina por acdo salina, separando

em sobrenadante e precipitado (Figura 6). Nesse caso, ha uma reducdo da quantidade de agua
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disponivel sendo mais perceptivel em moléculas de proteinas devido a grande area superficial
destas moléculas (CHANG, 2009).

Figura 6 - Precipitacdo de proteinas por alta concentragéo (0-60% p/v) de sulfato de amdnio

; =Sobrenadante

3 ' Precipitado

Fonte: O Autor (2023)

Sulfatos e fosfatos sdo 0s agentes precipitantes de escolha quando o objetivo é isolar
proteinas bioativas, uma vez que ndo ocorre desnaturacao proteica (VOET; VOET, 2013). O
sulfato de aménio é um dos agentes precipitantes mais utilizados, devido a sua elevada
solubilidade que permite o aparecimento de forgas idnicas intensas. Sulfato de amoénio, em
concentragdo de saturacdo, aplicado em processo de purificacdo de imunoglobulinas, mostrou
resultados relevantes na recuperacdo e rendimento proteico (MARIAM et al., 2015). Para
eliminacdo do sal presente no precipitado pode ser utilizado o processo de dialise (ALVES et
al., 2020).

2.4 A ESPECIE Moringa oleifera

A Moringa oleifera (familia Moringaceae) ¢ uma espécie nativa da Africa e Asia,
sendo conhecida popularmente como lirio branco, quiabo-de-quina ou simplesmente moringa.
Arvore perene e de crescimento rapido, pode ser encontrada em regides tropicais e semi-
aridas, tolerando condig@es climéticas inospitas (ANWAR et al., 2007; MARACAJA et al.,
2010). No Brasil, a espécie foi introduzida como planta ornamental no estado do Maranhao
desde 1950 e atualmente pode ser encontrada em toda regido Nordeste e em alguns estados do
Sul, Sudeste e Centro-oeste (GALLAO et al., 2006; CYSNE, 2006).

A espécie apresenta copa em formato de guarda-chuva e caule delgado, acinzentado e,
na maioria das vezes, Unico. A raiz, coberta por uma casca espessa, porosa e reticulada de
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coloracdo parda externamente e branca, internamente, se assemelha a espécie raiz-forte, como
a Armoracia rusticana, na aparéncia e no sabor picante (CACERES et al., 1992). As folhas
sdo verde-palidas, deciduas alternadas, bipinadas ou tripinadas e com perciolos, medindo de
40 a 50 centimetros de comprimento. As flores sdo monoclinas, perfumadas e de cor
esbranquicada, onde encontramos célice e corola, e agrupadas em inflorescéncias terminais do
tipo cimosa. Os frutos possuem cor esverdeada e formato de péndulo linear e triangular com
20 a 50 cm de comprimento. Quando secos, adquirem tonalidade marrom e quebram com
facilidade, liberando de 15 a 20 sementes. As sementes, por sua vez, sdo globoides, com cerca
de 1 cm de didmetro, sdo externamente escuras na parte interna encontramos uma massa
branca e oleosa (Figura 7) (CYSNE, 2006).

. /i hih)

ra 7 - Caule (A), folhas (B), flores (C), fruto maduro (D) e sementes (E) da M. oleifera
= oy o 0 NSRRI BT AY N i N AOATE X
nh . , j i )

Fonte: Barros et al. (2021)

M. oleifera é utilizada como forragem animal (folhas e sementes), producédo de biogas

(folhas), componente de fertilizantes (semente) e de adubo verde (folhas), complemento
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nutricional (suco das folhas), tratamento da agua (sementes) e para fins ornamentais. Estudos
atribuem diversas propriedades bioldgicas & M. oleifera, como atividade coagulante
(sementes), inseticida (flor, folhas e sementes), antitumoral (Ssementes), antinoceptiva
(sementes), anti-inflamatoria (folhas), antimicrobiana (sementes), antidiabética (folhas),
antioxidante (folhas), antiespasmdédica (folhas) (COELHO et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2011; SANTOS et al., 2012; PANDA et al., 2013; PEREIRA, 2014).

A M. oleifera é bastante utilizada no campo alimentar devido ao seu alto valor
nutricional (Tabela 2) principalmente em paises com programas de nutricdo voltados a
populagéo carente. Vagens imaturas séo ricas em fibras e baixo teor de gordura e as flores
possuem elevado percentual de célcio, potéssio, flavonoides e aminoécidos essenciais. As
folhas apresentam quantidade significativa de célcio, ferro, proteinas e vitaminas (FERREIRA
et al., 2008; SANCHEZ-MACHADO et al., 2010).

A M. oleifera tem sido testada em laboratério para tratamento de inimeras patologias,
como infeccdo de pele, anemia, cllera, asma e até ansiedade e se mostrou eficaz contra
processos inflamatorios, epilepsia, hipertensao, febre, Ulceras e diversos carcinomas (LAI et
al., 2010; HUANG et al., 2012; SINGH; SHARMA, 2012; BERKOVICH et al, 2013).

Tabela 03 - Composicao nutricional de folhas, vagens e flores de M. oleifera em diferentes regifes

Constituinte  Africa do Sul* Nigéria Brasil® México*
(9.100g™) Folhas Folhas Folhas Folhas Vagens Flores
Carboidratos - 63,11+0,17 4436+1,02 58,02+10 71,76+22 68,49+0,5
Proteina 30,29+1,48 17,01+0,10 28,65+0,04 2242+14 1934+0,2 1892+1,3
Lipidios 6,50 £ 1,042 2,11+£0,11 709+043 496+01 128%+01 291+0,3
Cinzas 7,64 £0,433 7,93+0,12 109+08 1460+09 7,62+03 9,68+0,7
Umidade 9,53+0,194 3,21+0,10 9,0+0,17 - - -
Ca(mg.100g%) 3,65+ 0,036 1,91 +0,08 2,97 - - -
Mg (mg.100gY) 0,50 + 0,005 0,38 £0,01 1,90 - - -
K (mg.100g™?) 1,50 + 0,019 0,97 £0,01 4,16 - - -
Zi (mg.100g%)  3,103+0,341 0,60 + 0,003 1,58 - - -

Fe (mg.100g™) 49,07 +0,022 107,48 +0,002 103,12 - - -

1: Moyo et al. (2011); 2: Ogbe e Affiku, (2012); 3:Teixeira et al. (2014); 4: Sdnchez-Machado et al. (2010). Ca:
Calcio; Mg: Magnésio; K: Potassio; Zi: Zinco; Fe: Ferro. (-) Nao determinado.
Fonte: O Autor (2023)
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2.4.1 Atividades bioldgicas de tecidos de M. oleifera

2.4.1.1 Raiz

As raizes de M. oleifera sdo bastante utilizadas como agente fitoterapico para o
tratamento de doengas como a asma, gota, lombalgia, reumatismo, espleno e hepatomegalia,
inflamacGes e calculos renais (KARADI et al., 2006). A raiz possui atividades
antimicrobianas contra bactérias Gram-negativas (Salmonella enteritica e Vibrio
parahaemolyticus) (DALUKDENIYA et al., 2016) e é relatado ser potente agente
antiulcerogénico (CHOUDHARY et al., 2013). Na casca da raiz sdo encontrados alcaloides
(moringina e moringinina), flavonoides, saponinas, terpenoides, esteroides, taninos e, um
principio ativo antibiotico, a ptergospermina (SHASTRI, 1995; RAJ et al., 2011).

O pb6 da raiz surge como uma alternativa promissora ao tratamento de agua
contaminada por E. coli. Morgan, Opio e Migabo (2019) mostraram que o pé da raiz possui
atividade antimicrobiana ap6s seu uso frente a agua contaminada de cdrregos. Na maior
concentracdo testada (600 mg/L), o po da raiz reduziu em 87% as coldnias de E. coli.

Extrato da raiz, obtido com acetona, apresentou boa atividade antibacteriana e
antifngica com CMI < 1 mg/mL, contra isolados de B. subtilis, S. aureus e Candida
albicans. Os autores também observaram que a atividade antioxidante dos extratos acetona,
etanolico, aquoso e metanolico das raizes foi melhor, em comparacdo com o0s extratos de
folhas (TSHABALALA et al., 2019).

Extratos de raiz também ja foram estudados como agentes diuréticos. Karadi et al.
(2006) testaram os efeitos do extrato aquoso (AqE) e alcoolico (AICE) em ratos Wistar com
urolitiase por aumento da excrecdo renal de calcio e fosfato, em decorréncia de alimentacédo
rica em etileno glicol. Os extratos ndo apresentaram toxicidade aguda nos animais a uma dose
de 2.000mg/kg. Os extratos foram administrados por 28 dias, por gavagem a uma
concentracdo terapéutica de 200 mg/kg. Ambos os extratos, reduziram significativamente os
niveis elevados de oxalato de célcio, atuando na sua sintese endogena.

O extrato estanolico da raiz, rico em alcaloides, ndo foi toxico para camundongos
tratados semanalmente (35, 46 e 70 mg/Kg) e diariamente (3,5, 4,6 e 7,0 mg/Kg). No entanto,
nas concentragdes mais elevadas das aplicagdes semanais (70mg/kg) e diarias (7,0 mg/kg)
foram detectadas alteracBes nos fatores de coagulagdo, na quantidade de proteinas totais,
niveis de colesterol e bilirrubina sérica (MAZUMDER et al., 1999).
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2.4.1.2. Casca do caule

Al-Asmari et al. (2015) demonstraram a citotoxicidade do extrato metandlico da casca
do caule em linhagens de células de cancer de mama (MDA-MB-231) e cancer de reto (HCT-
8) na dose de 500 pg/mL reduziu em 50% a viabilidade celular em ambas as linhagens, com
indice de apoptose de 27% para MDA-MB-231 e 29% para HCT-8. A citotoxicidade do
extrato pode estar relacionado a presenca de isotiocinatos, acido palmitico e eugenol (AJA et
al., 2014; AL-ASMARI et al., 2015).

A casca do caule também ¢é fonte de 4-(a-L-ramnopiranosiloxi)-benzilglicosinolato. Os
glicosinolatos possuem um &tomo de carbono central ligado a um grupo tioglicose através de
um atomo de enxofre e a um grupo sulfato por um atomo de nitrogénio. Os grupos funcionais
contendo enxofre e nitrogénio sdo Otimos sequestradores de metais pesados em solucédo
aquoso. Baseado nisso, Reddy et al. (2012), utilizaram o p6 seco da casca do caule como um
“bio absorvente”, denominado de MOB (M. oleifera bark), para remocdo de Ni (II) de
amostras de agua. Os autores concluiram que MOB pode ser utilizado com sucesso na

separacao do metal pesado da agua com uma taxa de eficiéncia de recuperagédo de 98,02%.

2.4.1.3 Sementes

As sementes de M. oleifera séo ricas em proteinas e lipidios e comumente utilizadas
na purificacdo de agua como um coagulante natural, precipitando micro-organismos e
particulas em suspensdo (GHEBREMICHAEL et al., 2005). Pesquisas demonstraram efeitos
dos compostos coagulantes das sementes como a clarificacdo de dguas e remocéo de turbidez
(NDABIGENGESERE; NARASIAH, 1998), remocdo de corantes de aguas descartadas por
industrias (BEDEKAR et al. 2016) e remocdo de metais pesados (ACHEAMPONG et al.
2012). Estudos mostram que proteinas, incluindo lectinas, sdo envolvidas nesse processo
(SANTOS et al., 2005; KATRE et al., 2008; SANTOS et al., 2009).

Saponinas, taninos, alcaloides, isotiocianatos, flavonoides e proteinas, como as
lectinas, sdo exemplos de compostos que ja foram isolados das sementes de M. oleifera
(PEREIRA et al., 2011; GIFONI et al., 2012). As sementes sdo fontes das lectinas que foram
isoladas utilizando diferentes procedimentos experimentais e apresentaram caracteristicas
extruturais e fisico-quimicas, bem como propriedades bioldgicas diferentes (SANTOS et al.,
2005; KATRE et al., 2008; SANTOS et al., 2009).
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A lectina cMoL (do inglés, M. oleifera lectin) tem atividade coagulante e é capaz de
remover acidos himicos presentes na dgua (SANTOS et al., 2009). Oliveira et al. (2011)
demonstraram que cMoL promoveu mortalidade de pupas de Anagasta kuehniellae e
atribuiram tal fato a sua propriedade de reconhecer e ligar quitina. Paiva et al. (2011)
reportaram a atividade inseticida de cMoL (1,5 mg/mL) contra a casta de operarios de cupins
da espécie Nasutitermes corniger. A lectina cMoL ainda foi capaz de aumentar a producao de
ROS mitocondriais desencadeando ativacdo de caspases em células de melanoma (LUZ et al.,
2017).

A lectina WSMoL (do inglés, water-soluble M. oleifera lectin) mostrou-se eficiente
para coagulacdo e mortalidade de bactérias presentes em aguas, ndo apresentando efeito
mutagénico nem genotdxico (concentracdes de 0,0125 a 0,8 pug/ul) (FERREIRA et al., 2011;
ROLIM et al., 2011) e foi eficiente na remocdo de metais pesados presentes na agua
(FREITAS et al., 2016). A lectina foi ativa contra as bactérias isoladas: Bacillus sp.,
Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae e Micrococcus luteus (MOURA et al., 2015; CORIOLANO et al., 2020). E
também apresentou atividade anti-Candida frente a isolados de
C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis (SANTOS et al., 2021).

WSMoL néo foi citotoxica para células mononucleares de sangue periférico humano e
ndo hemolitica para eritrdcitos murinos. A lectina (6,25 pg/mL) exibiu atividade
antiinflamatéria em macrofagos de murinos estimulados com lipopolissacarideo (LPS),
regulando a producdo de Oxido nitrico, TNF-a e IL-1 (ARAUJO et al., 2013). A lectina
também apresentou atividade inseticida contra larvas de Anagasta kuehniella (OLIVEIRA et
al., 2017), ovos e larvas de Aedes aegypti (COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2012;
AGRA-NETO et al., 2014; ALVES et al., 2020). No entanto, na concentracao larvicida (CLsg
= 0,197 mg/mL) para A. aegypti provocou efeitos letais e subletais em embrides e larvas de
zebrafish (Danio rerio), ndo sendo recomendado seu uso em ambientes onde existam
organismos ndo alvos (SILVA et al., 2017). Adicionalmente a lectina apresentou efeito
estimulante sobre a oviposicdo em condigdes de laboratério e de campo simulado (SANTOS
etal., 2012; SANTOS et al., 2014).

Extrato das sementes de M. oleifera apresenta atividade antimicrobiana contra isolados
de interesse clinico, como as bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, leveduras do género Candida sp. e dermatofitos como Trichophyton sp.,
Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, além dos fungos fitopatogénicos Aspergillus
niger, Fusarium sp., Mucor sp., e Rhizopus sp. (PEREIRA et al., 2011; GIFONI et al., 2012;


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/enterococcus-faecalis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/klebsiella-pneumoniae
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/klebsiella-pneumoniae
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/micrococcus-luteus
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SHEBEK et al., 2015; BRILHANTE et al., 2015; KINI et al., 2017; SILVA-NETO et al.,
2017).

Estudos de toxicidade utilizando as sementes de M. oleifera ja foram realizados.
Oluduro e Aderiye (2009), ofertaram diariamente por 21 dias &gua com as sementes de M.
oleifera em diferentes concentracdes (1,0 a 10,0 mg/mL) a ratos Wistar e verificarm que
doses acima de 2,0 mg/mL ocasionavam danos hepéticos nos animais. Kim et al. (2018), em
seu estudo de toxicidade oral aguda com extrato hidroalcoolico enriquecido com
isotiocianato-1, mostrou que apenas na maior concentracao testada de 1,0 g/Kg foi capaz de
desencadear toxicidade nos animais, com perda de peso corporal e diminuicdo do consumo
alimentar. Essa concentracdo também ocasionou necrose em células germinativas testiculares

e distencéo gastrointestinal.

2.4.1.4 Flores

As flores de M. oleifera sdo bastante utilizadas no tratamento de ascites, reumatismo e
picadas venenosas, estimulantes cardiacos e, por serem ricas em célcio e potassio, sao
consumidas por algumas populacdes (ANWAR et al., 2007; SANCHEZ-MACHADO et al.,
2010).

As flores apresentam propriedades antioxidantes devido a presenga de o e y-tocoferol e
atividade antibacteriana atribuida ao alcaloide pterigospermina (ANWAR et al., 2007;
FALASCA; BERNABE, 2008). Moura et al. (2011), reportaram que 0 extrato aquoso e e a
fracdo proteica precipitada de flores de M. oleifera foram ativos contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas.

A atividade anti-inflamatéria do extrato hidroetandlico das flores mediada por
citocinas em macréfagos induzidos por lipopolissacarideo (LPS), foi investigada por Tan et
al. (2015). O extrato inibiu a producdo de 6xido nitrico (NO), reduziu a expressdao dos
mediadores inflamatorios NF-xB, iINOS e COX-2 e as citocinas pro-inflamatérias IL-6, IL-1
e TNF-a e aumentou os niveis de IkB e citocina IL-10 rapidamente, sugerindo que o extrato
possui agdo anti-inflamatoria.

O extrato aquoso de flor de M. oleifera contém metabolitos secundarios como
triterperno, esterol e flavonoides, além de um inibidor de tripsina proteico denominado de
MoFTI (M. oleifera flower trypsin inhibitor) (PONTUAL et al., 2012). Pontual et al. (2012)
associaram o efeito deletério na mortalidade de larvas de A. aegypti, a presenca do inibidor

proteico no extrato. Rocha-Filho et al. (2015), relataram o efeito desse extrato em
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Biomphalaria glabrata e Schistosoma mansoni e toxicidade em larvas de Artemia Salina. O
extrato aquoso das flores foi toxico para individuos adultos de B. glabrata de maneira dose-
dependente, no entanto apresentou uma Clso (0,2 + 0,015 mg mL) bem menor para A.
salina, devendo seu uso ser controlado. O extrato aquoso das flores e MoFTI foram avaliados
quanto a toxicidade para macréfagos peritoneais murinos e células Vero e valores de CLso
acima de 400 pg/mL foram determinados para macrdfagos peritoneais e auséncia de
toxicidade para células Vero na concentracao de até 500 pg/mL (PONTUAL et al., 2018).

MoFTI foi citotoxico para células do sarcoma 180 e, em modelo animal, povocou
efeito antiangiogénico e causou forte redugcdo no peso do tumor (90,1% - 97,9%), sem
demonstrar evidéncias de toxicidade (15 e 30 mg/kg) (PATRIOTA et al., 2020). MoFTI
também foi capaz de reduzir o edema de pata e, em um modelo de peritonite, MoFTI reduziu
a migracao leucocitaria, extravasamento de plasma e os niveis de NO, TNF-a, IL-6, IL-17A,
IL-4 e IL-10 (PATRIOTA et al., 2021).

2.4.1.5 Folhas

As folhas de M. oleifera tém alto valor nutricional com altos niveis de proteinas,
vitaminas, potassio, calcio, fosforo, ferro, aminoacidos essenciais, antioxidantes (incluindo -
caroteno) e flavonoides (OHTAA et al, 2017; VERGARA-JIMENEZ et al., 2017;
SULASTRI et al., 2018; LIN et al., 2018). No entanto, a composicdo bioativa das plantas
depende de varios fatores, como estado fisioldgico da planta, condi¢bes climéticas e origem
geogréfica (BLASI et al., 2016, LOMBARDI et al., 2017).

Devido a alta concentragdo de vitaminas, minerais, aminoacidos e metabdlitos
secundarios nas folhas, a populacdo utiliza a moringa na preven¢do de mais de 300 doengas,
embora ndo existam estudos cientificos suficientes que atestem a dose segura para uso
(FAHEY, 2005; MANUWA; SEDARA; TOLA, 2020). Atividades bioldgicas de extratos
foliares de M. oleifera e compostos isolados foram relatados na literatura. Atividades anti-
inflamatorias, antidiabéticas, antioxidantes e anticAncer foram detectadas em preparacdes a
partir de folhas de moringa (ANWAR et al., 2007). E possivel que as propriedades
farmacologicas das folhas de M. oleifera estejam intimamente associadas a presenca de
flavonoides, taninos, glucosinolatos, carotenoides e proteinas (MA et al., 2020).

Flavonoides também sdo encontrados nas folhas de M. oleifera. Os flavonoides
possuem baixa toxicidade e ha um crescente interesse publico e industrial por essa classe de
composto (GULATI, 2015; SEVTAP et al., 2019). Estudos com folhas de M. oleifera,
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utilizando diferentes solventes de extracdo (SREELATHA; PADMA, 2009) mostraram que 0
extrato aquoso e hidroetandlico continham flavonoides em sua constituicdo e Suresh et al.
(2020) mostraram que o extrato metanolico de folhas também é rico em flavonoides.

As folhas de M. oleifera contém uma quantidade consideravel de proteina bruta, em
comparagcdo com outras partes da planta, e a composic¢do nutricional pode variar de acordo
com a localidade, como mostra a tabela 01 (SANCHEZ-MACHADO et al, 2010; MOYO et
al., 2011; OGBE; AFFIKU, 2012; TEIXEIRA et al.,, 2014). Nas folhas também s&o
encontradas proteinas de baixa digestibilidade (TEIXEIRA et al., 2014). Em trabalho recente,
nosso grupo de pesquisa identificou a presencga de fatores antinutricionais (lectina e inibidor
de tripsina) em preparac@es proteicas obtidas das folhas de M. oleifera.

2.4.1.5.1 Toxicidade de folhas de M. oleifera

Devido a auséncia de avaliacdo e comprovacdo de seguranca do uso em alimentos e a
comercializacdo irregular dos produtos a base de M. oleifera, a Anvisa (Agéncia Brasileira de
Vigilancia Sanitaria) proibiu, por meio da Resolucdo RE n° 1.478/2019, a fabricacéo,
importagdo, comercializagdo, propaganda e distribuicdo de alimentos que contenham M.
oleifera. A maioria dos produtos comercializados e consumidos pela populacdo é a base de
folhas.

Asare et al. (2012), em estudo de toxicidade aguda em ratos, utilizou extrato aquoso
(3.000 mg/Kg) de folhas de M. oleifera, por administracdo oral. A concentracao elevada nao
foi capaz de causar toxicidade nos animais, no entanto, o extrato etandlico das folhas
administrado por gavagem uma Unica vez em uma dose de 2000 mg/Kg, causou alteragdes em
enzimas hepaticas séricas e na morfologia dos hepatocitos (OKUMU et al., 2016).

Em um estudo de toxicidade, o extrato aquoso das folhas foi administrado por 60 dias
nas concentragdes de 250, 500 e 1500 mg/Kg, ndo foram observadas alteragdes nos
parametros hematologicos e bioquimicos e na qualidade espermatica dos animais que
receberam o tratamento, mas houve uma diminui¢do do consumo alimentar dependente da
dose (AWODELE et al., 2012).

Extrato metanolico administrado oralmente (100, 200, 400 e 1000 mg/Kg) por 28 dias
consecultivos em ratos, foi capaz de causar alteragbes histopatologicas no figado, rins,
pulmao, baco e coracdo e elevar o nimero de leucocitos em todas as concentragdes testadas.
A dose de 1000 mg/Kg também desencadeou alteragdes comportamentais (AJAY1; MOODY;
AKINTAYO, 2016).
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LesGes hepética e renal foram observadas pelas alteracBes sericas dos niveis de ALT
(alanina aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase) e creatinina em animais que
receberam as doses de 200 e 400 mg/Kg de extrato metanolico de folhas por oito semanas
(OYAGBEMI et al., 2013).

Um isolado proteico obtido das folhas de M. oleifera com agdo semelhante a insulina
(Mo-LPI), ndo foi toxico para camundongos em uma administracdo em dose Unica de 2.500
mg/kg. Os animais ndo apresentaram alteracdo em seu padrdo comportamental bem como nao
houve diferenca significativa no peso corporal ou consumo alimentar quando comparado com
0 grupo ndo tratado (PAULA et al., 2017)

2.4.1.5.2 Atividade antioxidante e efeito hepatoprotetor de folhas de M. oleifera

Compostos ricos em polifenois possuem propriedades antioxidantes e sdo capazes de
reduzir os danos oxidativos em tecidos por meio da eliminagdo dos radicais livres
(NIEDZWIECKI et al., 2016; THAPA; CARROLL, 2017). Pina et al. (2018) reportaram a
presenca de compostos antioxidantes como acido clorogénico, glucosideos e flavonoides em
extrato metandlico de folhas de M. oleifera.

Estudos realizados por Sinha et al. (2011; 2012) mostraram que camundongos albinos
receberam previamente a uma exposi¢do por radiacdo ionizante para aumento do extresse
oxidativo, extrato hidroetandlico de folhas de M. oleifera por 15 dias consecutivos. O
tratamento prévio foi eficaz na restauracdo nos niveis de glutationa (GSH) e preveniu a
peroxidacdo oxidativa (SINHA et al., 2011; 2012). Uma; Fakurazi; Hairuszah (2010)
demonstraram que a pré-administracdo de 3.000 mg/Kg de extrato hidroetandlico de folhas de
M. oleifera em camundongos com hepatotoxicidade aguda induzida por paracetamol diminuiu
significativamente a peroxidacdo lipidica e restaurou os niveis de glutationa-S transferase
(GST), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) no figado dos animais, em
comparagdo com o controle.

O extrato etandlico das folhas também reduziu lesdo hepética decorrente de dieta rica
em gordura em camundongos. Os resultados sugeriram que o tratamento protegeu o figado
dos danos causadados pela dieta hiperlipidica, conforme parametros de histologia, enzimas
hepaticas séricas e antioxidantes e uma menor peroxidagdo lipidica (DAS et al., 2012).

Extrato etandlico de folhas de M. oleifera (150 e 300 mg/kg v.0.) aplicado em modelo
de toxicidade hepatica experimentalmente induzida por diclofenaco sddico (DcNa) em ratos

machos, normalizou a atividade da glutationa peroxidase, glutationa-S-transferase, catalase e
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glutationa, quando comparados com os animais ndo tratados com o extrato (EL-HADARY;
RAMADAN, 2019).

Animais diabéticos tratados com o isolado proteico Mo-LPI de folhas de M. oleifera
(PAULA et al., 2017) tiveram uma reducdo do estresse oxidativo pela diminuicdo do nivel de

malondialdeido e aumento da atividade da enzima catalase; o estudo demosntrou o efeito
antioxidante de Mo-LPI.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
Os resultados e discussdes obtidos para esse trabalho foram divididos em dois artigos:

e Avaliacdo da citotoxicidade e toxicidade oral aguda do extrato salino e da fracdo rica em
proteinas de folhas de Moringa oleifera Lam, e;

e Avaliacdo da toxicidade subaguda, atividade antioxidante e analise metabolémica em

ratos wistar tratados com fracdo rica em proteinas das folhas de Moringa oleifera Lam.
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Resumo

As folhas de Moringa oleifera Lam. (rabanete) sdo ricas em proteinas e amplamente utilizadas
na medicina e na alimentacdo. Este estudo investigou a presenca de metabolitos secundarios,
ferro e proteinas antinutricionais (inibidor de tripsina e lectina) em extrato foliar (LE) e fracdo
rica em proteinas (PRF) obtidos das folhas de M. oleifera e determinou a citotoxicidade para
linfécitos mononucleares de sangue periférico humano (PBMC), atividade hemolitica e
toxicidade aguda in vivo e genotoxicidade para camundongos. A presenca de inibidor de
tripsina e concentracdo de lectina e ferro foi determinada. Analise fitoquimica foi realizada
por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Citotoxicidade para PBMC e ensaio hemolitico foram realizados. A toxicidade
aguda na dose de 2000 mg/kg administrada oralmente a camundongos por 14 dias foi
avaliada. A genotoxicidade foi avaliada por ensaio cometa e teste de micronucleo. Rutina,
vixetina e inibidores de tripsina foram detectados em LE e PRF, enquanto lectinas estiveram
presentes apenas em PRF. Nenhuma das amostras foi citotdxica. Os animais tratados com LE
e PRF apresentaram alteragcGes comportamentais como autolimpeza, pedalada e diminuicdo da
deambulacdo apenas na primeira hora apds o tratamento. Os parametros hematoldgicos dos
animais do grupo tratado foram semelhantes aos do grupo ndo tratado. Um aumento
significativo nos niveis sericos de alanina aminotransferase e discreta infiltragdo leucocitaria
com vacuolizacdo citoplasmatica nos hepatdcitos foram detectados em animais tratados com
LE. As preparagdes ndo foram genotoxicas ou mutagénicas. LE e PRF n&do sdo agentes
antinutricionais e nao apresentam toxicidade aguda. LE e PRF ndo séo agentes genotoxicos ou
mutagénicos. O presente estudo contribui para a determinagdo da seguran¢a do uso de

proteinas foliares de M. oleifera.

Palavras-chave: Lectina. Inibidor de Tripsina. Rutina. Vitexina.
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Lista de abreviaturas: ALP: fosfatase alcalina; ALT: alanina aminotransferase; AnnV:
anexina V; ANOVA: analise de variancia; AST: aspartato aminotransferase; BApNA: N-a-
benzoil-DL-arginil-4-nitroanilida; CHCM: concentracdo média de hemoglobina corpuscular;
CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia; DF: frequéncia de dano; DI: indice de danos;
DP: desvio padrdo; EDTA: acido etilenodiamina tetraacético; FITC: isotiocianato de
fluoresceina; GGT: gama-glutamil transferase; HCM: hemoglobina corpuscular media; LE:
extrato de folha; MN: micronucleo; PBMCs: células mononucleares do sangue periférico;
PBS: solucdo salina tamponada com fosfato; PC: controle positivo; PCEs: eritrocitos
policromaticos; PI: iodeto de propidio; PRF: fracdo rica em proteinas; TLC: cromatografia em

camada fina; VCM: volume corpuscular médio.
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1. Introducéo

O tratamento de doencas utilizando plantas medicinais é uma pratica importante na
sociedade. Devido a sua origem natural, as plantas sdo frequentemente utilizadas sem
comprovacao cientifica de eficacia e seguranca, podendo causar efeitos nocivos dependendo
da dose e forma de administracdo (Adewale et al., 2016; Oliveira et al., 2018). Ensaios in vivo
sd0 necessarios a avaliacdo da seguranca de compostos naturais e a toxicidade é detectada
guando se observa a morte do animal, alteracdes no comportamento, presenca de lesées em
orgdos e alteracGes nos biomarcadores séricos (Oliveira et al., 2016). Testes de toxicidade
aguda podem ajudar a definir o grau de toxicidade intrinseca de uma substancia, auxiliar na
identificacdo de 6rgaos que podem ser alvo de efeitos indesejados e na selecdo de doses a
serem utilizadas para estudos de longo prazo (Almeida, 2014).

Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) é uma espécie nativa da Asia e é popularmente
conhecida como rabanete ou moringa. E uma arvore perene e de rapido crescimento que pode
ser encontrada em regides tropicais e semiaridas (Maracaja et al., 2010; Kou et al., 2018). As
pessoas utilizam as folhas de M. oleifera para preparar saladas e chas e a farinha derivada do
p6 da folha de moringa é consumida como suplemento multivitaminico (Manuwa et al.,
2020). As folhas de M. oleifera apresentam alto valor nutricional devido a presenca elevada
de proteinas, vitaminas, potassio, calcio, fosforo, ferro, aminoéacidos essenciais, antioxidantes
(incluindo B-caroteno) e flavonoides (Ohtaa et al., 2017; Vergara-Jimenez et al., 2017,
Sulastri et al., 2018; Lin et al., 2018). Na medicina tradicional, as folhas de moringa sao
usadas para tratar feridas, dores de cabega, hemorroidas, febre, dor de garganta, bronquite,
infeccdes nos olhos e ouvidos, escorbuto e catarro (Anwar et al., 2007).

As propriedades bioldgicas das folhas de M. oleifera também foram demonstradas. O

consumo de po de folhas secas leva a uma reducdo significativa nos niveis de glicose no



84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

47

sangue em pacientes (Owens 11l et al., 2020). O uso de um extrato metanolico de folhas
resultou em reducdo significativa da perda de peso, polidipsia, tolerancia a glicose e niveis
plasmaticos de enzimas hepaticas, em ratos com diabetes induzida por tratamento com
estreptozotocina (Muzumbukilwa et al., 2019). Berkovich et al. (2013) e Tiloke et al. (2018)
mostraram que extratos aquosos de folhas causaram apoptose em varios tipos de células
cancerigenas, com supressdo de vias de sinalizacdo pro-inflamatérias e promocdo de um
ambiente antiproliferativo. A bioatividade das folhas de M. oleifera tem sido associada a
presenca de flavonoides, taninos, glucosinolatos, carotenoides e proteinas (Ma et al., 2020).

As folhas de M. oleifera contém uma quantidade consideravel (28,7%) de proteinas
com baixa digestibilidade in vitro, sendo relatada a presenca de inibidores de tripsina e
lectinas (Khatun et al., 2009; Teixeira et al., 2012, 2014). Lectinas e inibidores de tripsina
podem ser considerados fatores antinutricionais que interferem na absorcdo de nutrientes e
levam ao desenvolvimento de hipertrofia pancreatica (Kala; Mohan, 2012). Alatorre-Cruz et
al. (2018) relataram que uma fragcdo de lectina obtida de Phaseolus acutifolius exibiu
toxicidade em ratos em uma dose oral diaria de 50 mg/kg administrada por seis semanas. A
fracdo levou a um aumento na contagem de granulécitos no sangue, causou hipertrofia com
vacuolizacdes e alargamento trabecular no pancreas, e desencadeou atrofia das vilosidades do
intestino delgado e pontos de cripta do célon, sem normalizacdo em um periodo de
recuperacdo de duas semanas ap6s a conclusdo de tratamento.

Asare et al. (2012) demonstraram que o extrato aquoso obtido das folhas de M.
oleifera ndo apresentou toxicidade em ratos na dose de 3000 mg/kg; entretanto, em
levantamento bibliogréfico, revelamos a indisponibilidade de estudos referentes ao exame de
toxicidade de preparacfes proteicas derivadas de folhas. Assim, o presente estudo foi
conduzido para investigar o extrato salino (LE) e a fragéo rica em proteinas (PRF) obtidas das

folhas de M. oleifera quanto a presenca de metabolitos secundarios, ferro, inibidor de tripsina
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e lectina, e determinar a citotoxicidade para linfocitos humanos, atividade hemolitica e

toxicidade aguda in vivo e genotoxicidade em camundongos.

2. Materiais e métodos

2.1. Extrato e fracdo rica em proteinas das folhas

Folhas de Moringa oleifera Lam. (verificado com www.theplantlist.org), conhecido
como rabanete, foram coletados em marco de 2018 no campus da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) em Recife, Brasil (-8.0510095,-34.9483206), com autorizacdo do
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (38690) do Ministério do Meio
Ambiente do Brasil. Um exemplar de comprovante (nimero 73.345) esta depositado no
herbario Dardano de Andrade Lima (Instituto Agronémico de Pernambuco, Recife, Brasil).

As folhas secas foram trituradas para obter o pé da amostra, ap6s isso o pé (7,5 g) foi
homogeneizado com NaCl 0,15 M (100 mL) usando um liquidificador (5 min a 25 °C). Em
seguida, a mistura foi filtrada em papel de filtro e o filtrado foi centrifugado (9000 x g, 15
min, 4°C). O sobrenadante coletado correspondeu ao extrato foliar (LE) a 7,5%.

Para obter a fracdo rica em proteinas (PRF), o p6 da folha (7,5 g) foi suspenso em
tampaéo citrato-fosfato 0,1 M pH 3,0, contendo NaCl 0,15 M (100 mL) e homogeneizado por
4 h a 25°C usando um agitador magnético. Apos a filtracdo e centrifugacdo (9000 x g, 15 min,
4°C), o sobrenadante obtido foi tratado com sulfato de aménio a 60% de saturacéo de acordo
com os metodos descritos por Green e Hughes (1955). Em seguida, foi realizada
centrifugacdo (9000 x g, 15 min, 4°C) e o precipitado foi coletado, em seguida dialisado

contra agua destilada, correspondente ao PRF.
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2.2. Determinacao da concentracgdo de proteina e a presenca de inibidor de tripsina e lectina

A concentracdo de proteina foi determinada de acordo com os protocolos relatados por
Lowry et al. (1951), utilizando uma curva padrédo (31,25-500 ug/mL) de albumina sérica
bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A presenca de inibidor de tripsina foi
investigada de acordo com os métodos descritos por Pontual et al. (2012) usando microplacas
de 96 pocos. Aliquotas (10 ¢ 20 puL) de amostras foram incubadas com 5 puL de 0,1 mg/mL de
tripsina bovina (Sigma-Aldrich), 5 pL de 8 mM N-a-benzoil-DL-arginil-4-nitroanilida
(BApNA), e o volume foi ajustado para 200 puL usando 0,1 M Tris-HCI pH 8,0 em 0,15 M
NaCl. No tubo controle, a amostra foi substituida por tampdo Tris. A absorbancia a 405 nm
foi determinada no tempo zero e apds incubacdo a 37°C por 120 min; o ensaio foi realizado
em triplicado. Uma unidade de atividade do inibidor de tripsina foi definida como a
quantidade de inibidor que diminuiu a absorbancia em 0,01 em comparagdo com o controle.

A presenca de lectinas foi avaliada por meio do ensaio de atividade hemaglutinante
realizado em microplacas de 96 pocos com fundo em V, de acordo com os métodos descritos
por Paiva e Coelho (1992). Aliquotas (50 ulL) da amostra foram diluidas em sériec em NaCl
0,15 M antes da adicdo de 50 pL de uma suspensdo (2,5%, v/v) de eritrocitos de coelho
submetidos a fixacdo com glutaraldeido (Bing et al., 1967). A atividade hemaglutinante foi
registrada como o reciproco da maior diluicdo da amostra que promoveu a hemaglutinacdo. A
atividade hemaglutinante especifica foi definida como a razdo entre a atividade

hemaglutinante (titulo) e a concentragéo de proteina (mg/mL).

2.3. Determinacéo da concentracgéo de ferro
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A concentracdo de ferro foi determinada usando um reagente comercial (Labtest
Diagnostics SA, Brasil). Dez miligramas de peso seco de LE e PRF foram diluidos em 1,0 mL
de agua deionizada (10 mg/mL). Apoés centrifugacdo (1400 x g por 15 min a 28°C), o
sobrenadante (0,25 mL) foi usado para medir o teor de ferro. Agua deionizada foi usada como
controle negativo e uma solucdo de ferro (500 pg/dL) foi usada como controle positivo. A
absorbancia foi medida em 560 nm em espectrofotdmetro com ajuste para zero usando o
branco, e a absorbancia inicial (Abl) foi determinada. Adicionou-se ferrozina (0,025-28
mmol/L) e a mistura foi incubada a 37°C em banho-maria por 10 min, apds isso a absorbancia
final (Ab2) foi determinada. A concentracdo de ferro foi expressa em pg/dL usando a seguinte

equacao:

Concentracao de ferro (ug/dL) = (Abz — Abs) * 500 / Abp

onde Abs representa a absorbancia inicial, Ab2 representa a absorbancia final e Abp denota a

diferenga entre a absorbancia final e o controle positivo inicial.

2.4. Cromatografia em camada delgada (CCD)

LE, PRF ou padrées (1 mg/mL) foram aplicados manualmente em placas
cromatograficas de silica gel 60-F254 (Macherey-Nagel, Alemanha). As placas foram
analisadas em cubas ap0s saturacdo com a fase movel por 15 min a 28°C. Apds a eluicdo, as
placas foram secas a 28°C e observadas sob ultravioleta (254 e 365 nm) e luz visivel. Em
sequida, foram submetidos ao desenvolvimento utilizando reagentes especificos para cada
metabolito. Foram utilizados os seguintes padrées: taninos hidrolisaveis, acido galico; taninos

condensados, catequina; flavonoides, rutina e quercetina; derivados cinamicos, acido
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clorogénico ¢ acido cafeico; terpenos e esterdides, B-sitosterol; cumarinas; saponinas, escina;

quinonas, senosideo A; alcalbides, atropina; e agucares redutores, D-maltose.

2.5. Analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Amostras de LE e PRF (5 mg) foram transferidas para um baldo volumétrico de 10 mL
e submetidas a solubilizacdo em etanol 50% (v/v). Finalmente, eles foram filtrados através de
membranas de PVDF (0,45 um). A analise por HPLC foi realizada utilizando o sistema
Ultimate 3000 HPLC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) acoplado a um
detector de arranjo de fotodiodos (DAD) e equipado com uma bomba binaria (HPG-3%00RS),
um desgaseificador e um amostrador equipado com um loop de 20 pL (ACC-3000). O
comprimento de onda foi fixado em 350 nm. As separa¢fes cromatograficas foram realizadas
usando a coluna Phenomenex C18 (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 um) equipada com a pré-coluna
Phenomenex C18 (4 mm x 3,9 um). As separacOes foram realizadas a 25°C. As fases mdveis
consistiam em agua ultrapura (A) ou metanol (B) acidificada com acido trifluoroacético a
0,05%, e a vazdo foi ajustada para 0,7 mL/min. Um programa de gradiente foi considerado da
seguinte forma: 0—5 min, 20%-25% B; 5-10 min, 25%-40% B; 10-20 min, 40%-80% B; 20—
25 min, 80%—-85% B; 25-30 min, 85%-40% B; 30-32 min, 40%—-20% B; 32—34 min, 20% B.
Os dados foram analisados apds a injecdo em triplicata e foram processados usando o
software Chromeleon 6.8 (Thermo Fisher Scientific). Os padrdes (vitexina e rutina; Sigma-
Aldrich) preparados em metanol e diluidos em dgua purificada a 10 pg/mL foram submetidos
a analise nas mesmas condicGes descritas a amostra. Os contetudos foram calculados de

acordo com as equacdes lineares derivadas dos padrdes utilizados.
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2.6. Citotoxicidade para linfécitos mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs)

Amostras de sangue (volume amostral: 45 mL) foram coletadas de cinco doadores
saudaveis ndo fumantes e introduzidas em tubos de heparina (Vacuette). Todos os doadores
assinaram e forneceram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica Humano da UFPE (protocolo n°
33719520.9.0000.5208). PBMCs foram coletados por centrifugacdo em gradiente de
densidade das amostras usando Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala,
Suécia), e a viabilidade celular foi avaliada usando azul de tripano (Sigma-Aldrich). As
células foram utilizadas apenas quando a viabilidade foi superior a 98%. Para uso em ensaios,
PBMCs foram cultivados no meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) com 10% (p/v) de soro fetal
bovino (FBS; Sigma-Aldrich) em placas de 24 pocos (TPP Techno Plastic Products, Suica)
em uma densidade de 108 células/poco.

Os linfécitos foram cultivados na auséncia (controle) ou presenca de LE ou PRF
(6,25-50,0 ug/mL) por 24 h. Apds centrifugacdo (450 g, 4°C, 10 min), o sobrenadante foi
descartado e 1,0 mL de solucdo tamponada de fosfato salino (PBS) foi adicionado ao
precipitado. As células foram ressuspensas e submetidas a centrifugacdo nas mesmas
condig@es. O sedimento foi ressuspenso em 300 pL de tampdo de ligagdo (HEPES 10 mM pH
7,4, NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM e CaCl, 1,8 mM) e transferido para um tubo
citbmetro marcado. Adicionou-se anexina V (AnnV) conjugada com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (1:500) e iodeto de propidio (Pl, 20 ug/mL). A citometria de fluxo foi
realizada na plataforma FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, EUA), e os resultados
foram analisados no software CellQuest Pro (BD Biosciences). As células AnnV—/Pl+ foram
consideradas necroticas e as células AnnV+/Pl- foram consideradas em estagios iniciais de

apoptose. As células duplamente negativas foram consideradas células viaveis.



233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

53

2.7. Ensaio hemolitico

Amostras de sangue (volume amostral: 5-10 mL) foram obtidas de voluntarios
saudaveis e introduzidas em tubos heparinizados (protocolo do Comité de Etica n°
3719520.9.0000.5208). Os eritrocitos humanos foram isolados por centrifugacdo (500 x g, 10
min). Os eritrécitos foram submetidos a cinco lavagens com NaCl 0,15 M. A cada tubo,
foram adicionados 1,1 mL de suspensdo de eritrocitos (2%, v/v) e 0,4 mL de LE ou PRF
(0,125-2,0 mg/mL de proteina). Além disso, NaCl 0,15 M e saponina (0,0025%) foram
usados como controles negativo e positivo, respectivamente. Apos 60 min de incubacéo
(37°C), a centrifugacdo (1400 x g, 28 °C ou 10 min) foi realizada e a absorbancia do
sobrenadante a 540 nm foi registrada. A atividade hemolitica foi expressa como uma

porcentagem de hemolise usando a seguinte férmula:

Atividade hemolitica (%) = (As — An) x 100 / (Ap — An).

Onde, As representa a absorbancia no teste de amostra, An denota absorbancia no controle

negativo e Ap indica absorbancia no controle positivo.

2.8. Animais

O ensaio de toxicidade aguda foi realizado com camundongos Swiss fémeas (Mus
musculus L.) pesando 30-35 g; os animais foram obtidos do biotério do Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Assami (LIKA) da UFPE. Antes da realizagdo dos experimentos, 0s

camundongos foram aclimatados por cinco dias no laboratorio de experimentagcdo animal do
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Departamento de Bioquimica da UFPE. Os animais foram mantidos a uma temperatura de
21+1°C com fotoperiodo de 12:12 e acesso ad libitum a racdo (Purina Brasil, Sdo Paulo,
Brasil) e agua. Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e

foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFPE (processo n° 0070/2018).

2.9. Toxicidade oral aguda

2.9.1. Tratamentos

LE e PRF foram dissolvidos em NaCl 0,15 M e a toxicidade aguda foi avaliada por
administracdo oral. Os camundongos foram separados em trés grupos (n = 3): um grupo
controle que recebeu veiculo e dois grupos experimentais que receberam LE ou PRF na dose
de 2000 mg/kg de peso corporal (OECD, 2001). Os camundongos foram observados
inicialmente nas primeiras 4 horas e até o 14° dia para sinais comportamentais, conforme
métodos descritos por Malone (2003). O peso corporal e o consumo de &gua e racdo foram
avaliados diariamente. Ao final do 14° dia de tratamento, os camundongos foram anestesiados
com solucéo de cetamina e xilazina (2:1, v/v, i.p.) para coleta de sangue. Posteriormente, 0s
camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical, apds o qual foram coletadas
amostras de figado, rim, bago e coracdo para analise histoldgica. Além disso, o peso de cada
orgdo foi determinado e a massa e 0 peso relativo foram calculados (peso do 6rgao por 10 g

de peso corporal).

2.9.2. Analise bioquimica e hematologica
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As amostras de sangue dos animais foram coletadas em um tubo contendo um gel
separador. Os niveis séricos de proteina total, albumina, alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), gama-glutamil transferase
(GGT), uréia e creatinina foram medidos por meio de Kits especificos (Labtest Diagndstica,
Lagoa Santa, Brasil) com o auxilio do analisador COBAS Mira Plus (Roche Diagnostics
Systems, Basileia, Suica). A analise hematoldgica foi realizada por meio de amostras de
sangue coletadas em tubos contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetraacético
(EDTA) e avaliadas por meio de analisador automatico (Animal Blood Counter-ABC Vet,
Montpellier, Franca) e por microscopia Optica considerando 0s seguintes parametros:
contagem de eritrocitos, nivel de hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular

média (CHCM) e contagens de leucdcitos totais e diferenciados.

2.9.3. Avaliacao histopatoldgica

As amostras de figado, rim, baco e coragdo dos animais controle e tratados foram
processadas para andlise histoldgica. Resumidamente, fragmentos dos érgdos foram fixados
em formalina tamponada (10%, v/v), ap6s isso foram desidratados com uma série gradual de
etanol (70-100%); em seguida, foram diafanizados em xilazina e incluidos em parafina.
Cortes histoldgicos (5 mm de espessura) foram submetidos a coloracdo com hematoxilina-
eosina e montados em laminulas. Os cortes foram observados em microscopio Olympus
acoplado a camera digital Moticam 1,3 MP (Motic Incorporation Ltd, Causeway Bay, Hong

Kong).

2.10. Ensaios de genotoxicidade
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2.10.1. Grupos experimentais e coleta de sangue

Para avaliar se LE e PRF podem induzir danos genéticos e mutagénese, 0 ensaio do
cometa e o teste de micronucleo (MN) foram realizados usando amostras do sangue periférico
dos animais. Vinte camundongos machos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais com cinco animais cada. O grupo controle negativo (grupo NC) recebeu 0,3
mL de NaCl 0,15 M via gavage, e 0s grupos teste receberam 2000 mg/kg LE (grupo LE) e
2000 mg/kg PRF (grupo PRF) via gavage. O quarto grupo recebeu ciclofosfamida (Sigma-
Aldrich, C0768) por via intraperitoneal na dose de 25 mg/kg de peso corporal e foi
considerado um controle positivo (grupo PC) para ambos 0s ensaios. Amostras de sangue
foram coletadas por incisdo na porcdo final da cauda 6 h e 24 h ap6s a administracdo das
amostras para a realizacdo dos ensaios cometa e micronucleo, respectivamente. Os animais
foram entdo sacrificados por meio da administracdo de altas doses de anestésicos (cetamina

300 mg/kg e xilazina 30 mg/kg).

2.10.2. Ensaio do cometa

O dano genético as células sanguineas nucleadas foi avaliado pelo ensaio do cometa
seguindo o protocolo proposto por Tice et al. (2000). Inicialmente, uma amostra de sangue de
15 pL obtida dos grupos controle e teste foi homogeneizada usando 100 uL de agarose de
baixo ponto de fuséo (0,5% LM), e essa mistura foi entdo depositada em laminas revestidas
com agarose 0,5% padrdo. As laminas foram cobertas com laminula e incubadas a 4°C por 10
minutos. Apés o resfriamento, as laminulas foram removidas e as laminas foram colocadas

em uma solucédo de lise (2,5 M cloreto de sodio [NaCl], 100 mM EDTA], 10 mM Tris, 1%
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Triton X-100, DMSO 10%, pH 13) por 48 h. Apoés a lise, as laminas foram colocadas em
tampédo de eletroforese alcalina (NaOH 1 M e sal dissédico EDTA 200 mM, pH 13) por 20
min e depois submetidas a eletroforese em camara horizontal por 20 min a £ 300 mA e 32 V.
As laminas foram submetidos a neutralizagdo por 15 min em tampéao Tris-HCI 0,4 M a pH
7,5, apods isso foram fixados por 5 min em etanol absoluto. Para visualiza¢do dos nucleoides,
as laminas foram submetidas a coloragdao com 30 pL de solugdo de brometo de etidio
(0,0002% p/v). As analises foram realizadas usando um microscopio de fluorescéncia (Zeiss-
imager M2) com uma objetiva de ampliacdo de 40x e um filtro AlexaFluor 546. Todos 0s
procedimentos, inclusive os de coleta de sangue, foram realizados sob luz vermelha.

Para quantificar o dano ao DNA, foram avaliados 100 nucleoides derivados de cada
animal. Cada nucleo foi classificado em uma das cinco classes a seguir de acordo com a
proporcdo de DNA na cauda e na cabeca do cometa: 0 (sem dano), 1 (leve dano aparente), 2
(dano médio), 3 (médio-alto dano) e 4 (alto dano) (Collins et al., 2008). Para anélise de 100
nucleoides, cada animal foi avaliado usando dois pardmetros, a saber, indice de dano (DI) e
frequéncia de dano (DF). Os valores de DI variam de O (sem dano) a 400 (dano méximo),
enquanto os valores de DF variam de 0 a 100 para cada animal testado (Collins et al., 2008;

Sousa-Coelho et al., 2018).

2.10.3. Teste de micronucleo

Amostras de sangue (volume de amostra: 5 pul) obtidas de todos os animais tratados
foram colocadas em laminas previamente revestidas com laranja de acridina e cobertas com
uma laminula (Hayashi et al., 1990). Trés laminas foram preparadas por animal e 2.000

eritrocitos policromaticos (PCEs) foram analisados coletivamente para verificar a presenca de
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micronucleos. A analise foi realizada usando um microscopio de fluorescéncia (Zeiss-imager,

M2) com uma objetiva de ampliacdo de 40x e um filtro AlexaFluor 488 (OECD, 2016).

2.11. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) e foram submetidos a
analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. A significancia

estatistica foi estabelecida em p < 0,05.

3. Resultados

Este estudo auxiliou na caracterizacdo de duas preparacdes foliares de M. oleifera
guanto a presenca de metabdlitos secundarios, ferro e duas classes de proteinas, bem como na
determinacdo da toxicidade das preparacdes por meio de ensaios in vitro envolvendo células
humanas e ensaios in vivo envolvendo camundongos. As folhas de M. oleifera contém
inibidor de tripsina e lectina (Khatun et al., 2009; Teixeira et al., 2012, 2014); no entanto, 0
uso de NaCl 0,15 M para extracdo de proteina aqui realizada resultou na obtencdo de LE
contend proteina (4,4 mg/mL) e exibindo apenas atividade inibidora de tripsina (55,38 U/mg).
Em seguida, com o objetivo de solubilizar a lectina, foi utilizado citrato-fosfato 0,1 M pH 3,0
contendo NaCl 0,15 M como solugdo de extracdo. De fato, 0 extrato tampdo apresentou
atividade inibidora de tripsina (54,5 U/mg) e lectina (atividade hemaglutinante especifica:
1,97) e foi selecionado para producédo da fracdo rica em proteinas (PRF). PRF continha 6,4
mg/mL de proteina e apresentou atividades de inibidor de tripsina (87,89 U/mg) e lectina
(atividade hemaglutinante especifica: 2,5) superiores as observadas para o extrato tampéo. LE

e PRF foram selecionados para investigacdo posterior por diferirem em sua composicao
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protéica, 0 que permitiria identificar a contribuicdo de cada classe para as propriedades
bioldgicas.

A andlise de CCD revelou a presenca de flavonoides em LE e PRF. A anélise de
CLAE foi realizada monitorando o perfil em um comprimento de onda de 350 nm para a
deteccdo de flavondides (Figura 1A). Vitexina e rutina foram identificadas em ambas as
preparacdes em picos com tempos de retencdo em torno de 24,70 min e 25,75 min,
respectivamente. Os espectros de varredura dos picos confirmaram a presenca de rutina e
vitexina (Figura 1B). Os teores de rutina para LE e PRF foram de 0,12 g% e 0,04 g%,
respectivamente, enquanto o teor de vitexina foi de 0,01 g% para LE e 0,05 g% para PRF. De
acordo com os espectros de varredura dos demais picos (Figura Complementar), foi possivel
identificar a presenca de outros derivados de flavonoides.

Estudos realizados com células humanas sdo essenciais para determinar a viabilidade
de preparacOes vegetais para aplicacdes terapéuticas (Sak, 2012). LE e PRF nédo exibiram
citotoxicidade contra PBMCs e ndo causaram hemdlise. Na avaliacdo de LE e PRF para
toxicidade oral aguda, camundongos tratados com uma dose de 2.000 mg/kg foram
observados por 14 dias e mortalidade ndo foi observada.

Em relagdo aos sinais comportamentais, foram observados sinais estimulantes nos
primeiros 30 min no grupo submetido ao tratamento com LE, como autolimpeza e pedalada,
seguido de sinal depressivo de diminuicdo da deambulacdo, no intervalo de 30-45 min,
quando comparado ao controle. Apenas sinais de diminuicdo da deambulacdo foram
observados nos animais tratados com PRF durante o periodo de scream hipocratico (60 min).
Os efeitos de LE e PRF cessaram ap06s 60 min.

O consumo de &gua e o peso corporal médio nos animais tratados com LE e PRF
foram semelhantes aos do grupo controle, enquanto a diminui¢cdo do consumo de racao foi

detectada apenas nos animais tratados com LE, conforme mostrado na Tabela 1.
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A determinacdo de parametros hematoldgicos e bioquimicos é importante para definir
a toxicidade de uma preparacao, pois uma alteracdo nesses parametros indica a ingestdo de
compostos toxicos. Os parametros hematologicos (Tabela 2) dos animais tratados com LE e
PRF foram semelhantes aos do grupo nédo tratado. A analise bioguimica (Tabela 3) revelou
um aumento significativo (p < 0,05) nos niveis de ALT nos animais tratados com LE.

Para investigar se as condi¢fes consideradas na preparacdo do extrato permitiram a
solubilizacdo do ferro, as concentracdes do metal foram determinadas em LE e PRF. LE
contém ferro (21,47 pg/dL) em concentracdo 23,8 vezes maior que PRF (0,90 ug/dL) e,
portanto, a contribuicdo do complexo ferro-rutina para o aumento de ALT pelo LE nao pode
ser excluida.

O uso de medicamentos e preparacdes fitoterapicos estd frequentemente associado ao
aumento dos niveis de ALT, e alteracBes nos niveis séricos de ALT podem indicar danos
hepatocelulares (Aliyu et al., 2006; Kim et al., 2008). A analise macroscopica dos 6rgaos de
camundongos tratados com LE e PRF ndo mostrou alteragcdes de cor, volume ou textura
quando comparado ao controle. Além disso, os pesos relativos do coragdo, rim, baco e figado
ndo diferiram significativamente dos pesos dos 6rgdos obtidos dos animais controle (Tabela
4).

A Figura 2 mostra a avaliacdo histoldgica dos 6rgdos de camundongos obtidos dos
grupos controle, LE e PRF. As amostras de figado dos animais tratados com LE apresentaram
discreto infiltrado leucocitario com presenca de vacuolizagéo do tipo reversivel no citoplasma
dos hepatdcitos, concordando com as alteracbes encontradas nos niveis de ALT. Em
contraste, os figados dos animais controle e dos tratados com PRF apresentaram aspectos
homogéneos com a presenca de uma capsula externa fina e demonstraram o desenvolvimento
de parénquima, veias centrolobulares de diferentes calibres, hepatdcitos poligonais e corddes

de hepatdcitos regulares.
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Os achados histologicos obtidos para os rins dos animais tratados com LE e PRF
(Figura 2) foram semelhantes aos obtidos para os animais do grupo controle, apresentando
componentes estruturais bem definidos com cépsula fibrosa externa, glomérulos homogéneos
e presenca do espaco Bowman. Os tabulos proximais e distais distorcidos ndo apresentaram
alteracdes de calibre ou forma com auséncia de manchas inflamatérias. Os dados histoldgicos
estavam de acordo com o0s parametros bioguimicos de uréia e creatinina, ndo apresentando
alteracdes significativas em relacéo ao grupo controle, indicando auséncia de toxicidade renal.

A Figura 2 mostra fotomicrografias do baco e do coracdo dos animais. A arquitetura
do baco foi preservada nos animais tratados com LE e PRF na presenca de polpa branca e
vermelha, semelhante aos achados obtidos para os animais controle. Os tecidos cardiacos do
grupo controle e dos grupos tratados com LE e PRF ndo apresentaram degeneracao
miocardica com sarcoplasma e fibras integradas.

Os dados obtidos dos ensaios de microndcleo e cometa sdo mostrados na Figura 3.
Uma comparacdo entre os grupos controle negativo e tratado revelou que LE e PRF néo
promoveram aumento na frequéncia de micronlcleos em eritrocitos policroméaticos ou
aumento no DF ou ID das células sanguineas nucleadas. No grupo controle positivo, houve
aumento na frequéncia de microndcleos, DF e ID quando comparado ao grupo controle
negativo. Os ensaios de micronUcleos e cometas sdo considerados importantes avaliagdes em
genética toxicolégica (OCDE, 2016) e sdo considerados bons indicadores da seguranca de
novos produtos, incluindo medicamentos fitoterapicos (Rocha-Miranda et al., 2019). Nossos
dados indicaram que LE e PRF na dose de 2000 mg/kg ndo apresentaram genotoxicidade ou

mutagenicidade.

4. Discussao
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Um dos objetivos do presente estudo foi avaliar uma preparagdo proteica contendo
inibidor de tripsina e lectina, uma vez que essas duas classes de proteinas foram relatadas em
folhas de M. oleifera (Khatun et al., 2009; Teixeira et al., 2012, 2014). Flavonoides também
foram encontrados em LE e PRF. Os flavonoides sdo um grupo de polifendis presentes nas
plantas que conferem protecdo contra os danos oxidativos causados pelos radicais livres
(Zhou et al., 2003; Asgary et al.,, 2005). Os flavonoides demonstram varias atividades
farmacoldgicas, incluindo efeitos anticancerigenos, anti-inflamatorios, antiangiogénicos e
reguladores no sistema cardiaco (Pérez-Jiménez et al., 2013; Priya et al., 2017).

A maioria dos flavonoides sdo sollveis em agua. Em um estudo previamente relatado
realizado com folhas de M. oleifera, envolvendo o uso de diferentes solventes de extracao,
Sreelatha e Padma (2009) mostraram que extrato aquoso a 16,7% (p/v) continha 2,7 g/100 g
de flavonoides, enquanto o extrato hidroetandlico continha uma concentracdo mais elevada
(6,2 ¢g/100 g). A rutina (quercetina 3-ramnosilglicosideo) e a vitexina (apigenina-8-C-
glicosideo) apresentam atividades antioxidante, antidlcera, anticancerigena, anti-inflamatoria,
antidiabética, antimutagénica e antioxidante (Nafees et al., 2015; Aksu et al. ., 2017; Rosa et
al., 2019; Caglayan et al., 2019).

Estudos relataram que a vitexina na concentra¢do de 200 pg/mL, inibidor de tripsina
obtido das sementes de Inga vera Willd. na concentracdo de 100 pg/mL e lectina das
sementes de M. oleifera na concentragdo de 50 pg/mL ndo apresentam toxicidade contra
PBMCs (Rosa et al., 2019; Coriolano et al., 2020). Além disso, o inibidor de tripsina das
flores de M. oleifera (MoFT]I) apresentou baixa toxicidade in vitro contra macrofagos murinos
(407,01 pg/mL) e néo foi citotoxico para células Vero em concentracBes de até 500 pg/mL
(Pontual et al., 2018). O MoFTI também ndo afetou a viabilidade de PBMCs quando testado

em concentracOes de até 500 pg/mL (Nova et al., 2020). Uma lectina obtida da raiz de
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Portulaca elatior Mart. ex Rohrb. também ndo apresentou atividade hemolitica em eritrocitos
humanos (Silva et al., 2019).

LE e PRF ndo induziram toxicidade oral aguda. Ensaios de toxicidade aguda
envolvendo a administracdo oral de extratos aquosos de folhas de M. oleifera foram
conduzidos por Adedapo et al. (2009), com doses variando de 400 a 6400 mg/kg, por
Awodele et al. (2012), com doses variando de 1.000 a 3.000 mg/kg, e por Asare et al. (2012),
com doses variando de 400 a 2000 mg/kg. Em todos os casos, nenhuma mortalidade foi
observada apos o tratamento.

Lectinas e inibidores de tripsina pertencem ao grupo de proteinas vegetais toxicas
(Dang; Van-Damme, 2015); entretanto, LE e PRF contendo essas classes de proteinas nao
promovem mortalidade. Assim, apresentam baixa toxicidade (DLsg acima de 2000 mg/kg) de
acordo com o protocolo 423 da OCDE. Notavelmente, o presente estudo destaca a primeira
avaliacdo de um concentrado proteico derivado de folhas de M. oleifera para toxicidade
aguda.

Awodele et al. (2012) também mostraram que a administracdo oral de extrato aquoso
de folhas nas doses de 400, 800, 1600, 3200 e 6400 mg/kg promoveu letargia nos animais nas
primeiras duas horas apds a administracao. As alteracdes comportamentais detectadas apos 0s
tratamentos com LE e PRF podem ser atribuidas a presenca de flavonoides. Selvakumar et al.
(2013) mostraram que os flavonoides (incluindo a rutina) possuem a capacidade de atravessar
a barreira hematoencefalica e demonstrar acGes no sistema nervoso central, levando ao
exercicio de efeitos ansioliticos e sedativos. O teor de rutina no LE é trés vezes maior do que
no PRF, e isso pode estar relacionado a sinais estimulantes detectados apos o tratamento com
LE. Souza et al. (2018) demonstraram que animais tratados com extrato hidroalcodlico de
folhas de Annona muricata L. contendo rutina (5,20 mg/g), quando administrado (500 a 2000

mg/kg) uma vez por 14 dias, promoveu efeitos como sedacédo e diminuicdo da deambulacéo.
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Sinais estimulantes também podem ser atribuidos ao estresse causado durante a
gavagem, uma vez que foi relatado que o estresse agudo pode alterar as funcoes
gastrointestinais através do sistema nervoso autbnomo com aumento da secrecdo acida e
atividade das enzimas digestivas (Zuardi, 2010). No entanto, tal fenémeno pode nao causar 0s
sinais estimulatérios do LE, uma vez que os sinais ndo foram detectados ap6s a administracdo
de PRF por gavagem. Meenu-Krishnan e Murugan (2016) também néo detectaram alteracdes
comportamentais quando os animais foram tratados com inibidor de protease de Solanum
aculeatissimum Jacq. (500 a 1000 g/kg) por via oral uma vez por 7 dias.

Diferentemente dos achados relatados no presente estudo, os achados relatados por
Adedapo et al. (2009) mostraram que o uso de 6,0% de extrato aquoso da folha de M. oleifera
na faixa de dosagem de 400 a 2000 mg/kg promoveu perda de peso em um periodo de 21 dias
de tratamento. O fato de LE e PRF ndo reduzirem o ganho de peso revelou que os inibidores
de tripsina e lectina das folhas de M. oleifera ndo exerceram efeito antinutricional. Meenu-
Krishnan e Murugan (2016) também ndo detectaram perda de peso em animais tratados com
inibidor de protease de S. aculeatissimum (500 a 1000 g/kg) por via oral por 7 dias.

Madingol et al. (2016) relataram que a ingestdo reduzida poderia ser atribuida a
presenca de metabdlitos secundarios toxicos, e o fato de o PRF ndo alterar esse parametro
sugeriu que o constituinte ativo era um metabdlito secundario e ndo uma proteina. Estresse ou
adaptacdo fisiol6gica a ingestdo de novos alimentos também podem reduzir o consumo
alimentar (Ouédraogoa et al., 2011); no entanto, esta hipdtese foi invalida aqui, pois PRF foi
administrado nas mesmas condi¢fes consideradas para LE e ndo alterou esse parametro.
Curiosamente, o consumo de folhas de M. oleifera tem sido considerado pelas pessoas para
perda de peso, e Nahar et al. (2016) demonstraram a atividade anti-obesidade do pé de folhas

de M. oleifera.
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Apenas LE causou um aumento nos niveis de ALT. Oliveira et al. (2015; 2016)
mostraram que animais que receberam por via oral (2000 mg/kg) extrato etandlico de folhas
de Morus alba L. contendo flavonoide rutina apresentaram aumento nos niveis de ALT. O
aumento da atividade da ALT pode ser resultado da maior concentracdo de rutina no LE do
gue no PRF.

Roy et al. (2015) demonstraram que o complexo vanadio-rutina administrado por via
oral (120 mg/kg) promoveu mortalidade de camundongos Balb/C e aumentou os niveis de
ALT, sugerindo que a formacdo de um complexo rutina-metal de transicdo resultou em
toxicidade. A folha de M. oleifera contém 103,1 mg/100 g de ferro (Teixeira et al., 2014), e é
possivel que a alteracdo na atividade da ALT seja atribuivel a formacdo de um complexo
ferro-rutina. No entanto, os dados histologicos associados aos parametros biogquimicos
revelaram que LE e PRF ndo causaram danos hepaticos graves.

Ensaios in vitro e in vivo demonstraram que flavondides isolados e extratos contendo
flavondides geralmente apresentam baixa toxicidade e propriedades bioldgicas interessantes
do ponto de vista da saide humana (Peixoto et al., 2019). A rutina ndo exibiu citotoxicidade
na concentracdo de 200 UM usada em hepatdcitos de ratos, exerceu um efeito protetor contra
a fibrose hepéatica induzida por tioacetamida e impediu o desenvolvimento de
hepatotoxicidade induzida por metotrexato em um modelo animal (Caglayan et al., 2019).

A inibicdo do crescimento e a hipertrofia tém sido associadas a presenca de inibidores
de tripsina e lectinas, componentes que causam inflamacdo gastrica, nausea, diarreia,
sangramento local, les@o renal e destruicdo do epitélio do trato gastrointestinal (Sinha et al.,
2017; Ramteke et al., 2019). O presente estudo demonstrou que a presenca de inibidores de
tripsina e lectinas em PRF n&o levou a danos histologicos. Patriota et al. (2021) também
mostraram que animais tratados com inibidores de tripsina isolados das flores de M. oleifera

(15 e 30 mg/kg) ndo apresentaram alteracfes nos parametros bioguimicos, hematologicos e
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histologicos. Ramos et al. (2020) demonstraram que a lectina isolada das folhas de Schinus
terebinthifolia Raddi (1 e 5 mg/kg) ndo foi toxica para animais tratados por via oral por um
periodo de 7 dias, mas animais tratados com extrato salino foliar (100 mg/kg) com atividade
de lectina apresentou alteracdes no valor de AST e no nimero de mondcitos do sangue
periférico. LE e PRF ndo sdo agentes genotoxicos ou mutagénicos. No entanto, notadamente,
Asare et al. (2012) detectaram genotoxicidade apos a realizacdo de tratamento com extrato

aquoso derivado da folha de M. oleifera na dose de 3000 mg/kg.

5. Concluséo

O extrato (LE) e o concentrado protéico (PRF) derivados das folhas de M. oleifera
contendo flavonoides, lectina e inibidores de tripsina ndo apresentaram propriedades
citotoxicas, hemoliticas, genotdxicas ou mutagénicas. A mudanca de comportamento e o
aumento dos niveis de ALT detectados in vivo provavelmente estdo relacionados a presenca
de flavondides. As folhas de M. oleifera sdo utilizadas para consumo como alimento e
medicamento, e este estudo mostra que LE e PRF nédo sdo agentes antinutricionais e ndo
apresentam toxicidade aguda. LE e PRF ndo sdo agentes genotoxicos ou mutagénicos. O
presente estudo contribui para a determinacdo da seguranca do uso de proteinas foliares de M.

oleifera e incentiva a continuidade na realizacdo de pesquisas toxicologicas.
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854  Tabela 1 - Consumo de &gua e racdo e ganho de peso dos camundongos controle e tratados

855 com LE e PRF das folhas de Moringa oleifera por 14 dias.

Parametros Controle LE PRF
Consumo de agua (mL) 25,46 = 0,80 23,55 + 0,66 24,71 +£0,33
Consumo de comida (g) 17,64 £1,21 13,14 £ 1,05* 17,85+ 1,65
Ganho de peso (9) 38,85 + 3,09 40,01 + 3,54 40,12 + 3,47

856  Os valores representam a media £ DP (n=3/grupo). Diferencas significativas (p > 0,05) foram
857  encontradas em comparagdo com o controle (*).

858



80

859  Tabela 2 - Parametros hematoldgicos de camundongos tratados com LE e PRF das folha de

860  Moringa oleifera (2.000 mg/kg v.o.) por 14 dias.

Parametros Controle LE PRF
Eritrocitos (10%/mm?) 5,00+0,12 4,99 +1,04 5,02 +0,32
Hematocrito (%) 38,85+ 0,12 38,96 + 0,35 39,07 £ 0,27
Hemoglobina (g/dL) 13,22 £0,11 13,22 £ 0,28 13,41 £ 0,20
VCM (fL) 84,00 £ 0,51 83,67 £ 0,61 84,21 + 0,24
HCM (pg) 28,17 £ 0,32 28,20+ 0,20 28,01+0,35
CHCM (%) 35,22+ 0,43 35,02+0,34 35,47 £ 0,61
Leucdcitos (103 /mm3) 6,26 +0,18 6,17 0,42 6,28 + 0,55
Segmentados (%) 53,79 £ 0,66 54,74 £ 0,67 53,81+ 0,79
Limfocitos (%) 29,22 + 0,32 30,08 £ 0,35 29,28 + 0,40
Monocitos (%) 15,33 £ 0,55 15,09 £ 0,22 15,29 £ 0,42

861 VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:
862  concentracdo da hemoglobina corpuscular média. Os valores representam a média + DP
863  (n=3/grupo). N&o foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05) em comparagdo com
864 o controle.

865



866  Tabela 3 - Parametros bioguimicos do sangue de camundongos tratados com LE e PRF das

867  folha de Moringa oleifera (2.000 mg/kg v.0.) por 14 dias.

Parametros Controle LE PRF
Albumina (g/dL) 1,99 + 0,09 2,10+0,14 2,00+0,11
ALT (U/L) 68,20 £ 0,22 72,95 + 0,45* 67,95 + 0,45
AST (U/L) 92,09 +£1,02 90,07 £ 0,93 91,07 +1,01
Proteina Total (g/dL) 6,20 £ 0,10 6,12 + 0,22 6,19 + 0,24
Fosfatase alcalina (1U/L) 12,61 £ 0,08 12,38 £ 0,24 12,43 £0,16
GGT (U/L) 9,60 + 0,08 9,48 + 0,38 9,54 + 0,06
Creatinina (mg/dL) 0,23 +£0,08 0,22 £ 0,07 0,20 £ 0,09
Ureia 3,67+0,12 3,52+0,51 3,66 £ 0,14
Colesterol total (mg/dL) 78,45+ 0,21 78,44 + 0,76 79,00 = 0,09
Triglicerideos (mg/dL) 100,08 + 0,91 101,32 + 1,09 99,56 £ 0,75

868 ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato aminotransferase; GGT: gama-glutamil

869 transferase. Os valores representam a média = DP (n=3/grupo). * Diferencas significativas (p

870 > 0,05) foram encontradas em compara¢do com o controle.

871
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Tabela 4 - Avaliacdo do peso relativo (g/10 g de peso corporal do animal) de 6rgaos de

camundongos tratados com LE e PRF das folha de Moringa oleifera (2.000 mg/kg v.0.) por

14 dias.
Parametros Controle LE PRF
Coracio (g) 0,18 + 0,02 0,18 + 0,02 0,18 + 0,00
Figado (g) 2,03 +0,14 2,50 + 0,26 2,05 + 0,22
Rins (g) 0,57 £ 0,02 0,56 + 0,04 0,58 + 0,05
Bago () 0,18 £ 0,00 0,19 + 0,04 0,18 £ 0,01

Os valores representam a média £ DP (n = 3/grupo). Ndo foram encontradas diferencas

significativas (p > 0,05) em comparacdo com o controle. Ndo foram observadas diferencas

significativas (p > 0,05) entre 0s grupos.
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Legendas de figuras

Figura 1 - Caracterizacdo quimica do extrato salino foliar de Moringa oleifera (LE) e fracédo
rica em proteinas (PRF). (A) Perfis de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de
vitexina e rutina (1), LE (2) e PRF (3) em um comprimento de onda de 350 nm. (B) Espectros

de varredura de vitexina (a) e rutina (b) e seus picos correspondentes nas amostras.
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Figura 2 - Fotomicrografias representativas do figado, rim, baco e coracdo dos animais dos
grupos controle (NaCl 0,15 M), extrato da folha de M. oleifera (LE) (2000 mg/kg) e fracdo
rica em proteinas (PRF) (2000 mg/kg). Figado: Veias centrolobulares (v) de diferentes
calibres, hepatdcitos poligonais e corddes de hepatocitos regulares podem ser observados nas
imagens. Os animais tratados com LE apresentaram discreto infiltrado leucocitario na
presenca de vacuolizacdo no citoplasma dos hepatocitos. Rins: Componentes estruturais bem
definidos podem ser observados com capsula externa fibrosa, glomérulos homogéneos (Gr) e
presenca de espaco de Bowman em todos os animais tratados. Bago: A preservacdo das
estruturas pode ser observada como os nodulos linfaticos (Nd) sem alteracBes em todos os
animais tratados. Coracdo: Miocardio (M) com sarcoplasma e fibras integrais podem ser

observados. Aproximacao: 400x.
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Figura 3 - Testes de microndcleos e ensaio cometa. PCE: eritrdcitos policromaticos; NC:
controle negativo (solucédo salina); PC: controle positivo (dose de ciclofosfamida: 25 mg/kg);
LE (extrato de folha) e PRF (fracdo rica em proteinas) doses até 2000 mg/kg. As estrelas
representam resultados significativos. Os valores foram apresentados em barras apenas

quando a comparacao foi estatisticamente significativa (p < 0,05).
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903  Figura Suplementar - Espectros de varredura de outros flavondides identificados em LE e
904 PRF(c-q).
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Resumo

Estudos sobre a toxicidade de extratos organicos e aquosos das folhas de Moringa oleifera ja
foi realizado, no entanto estudos sobre a seguranca de uso das proteinas de folhas sdo
escassos. Uma fracdo (PRF) obtida a partir do extrato de folhas apresentou metabolitos
secundarios (rutina e vixetina) e proteinas (inibidor de tripsina e lectina). Nesse trabalho, foi
investigada a toxicidade oral subaguda em ratos tratados com PRF em diferentes doses (20, 40
e 80 mg/kg/dia) por 28 dias. Adicionalmente, foi determinada a atividade antioxidante de PRF
e analise metabolémica em tecido hepatico dos animais. Os animais tratados com PRF em
todas os tratamentos ndo apresentaram alteracfes comportamentais e 0s parametros
bioquimicos e hematologicos foram similares aqueles dos animais néo tratados. PRF em todas
as concentracGes aumentou os niveis de TBARS, sem alterar os de carbonila e diminuiu o
balanco redox (relagdo GSH/GSSG), enquanto aumento de atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST)
foi detectado nas concentracbes de 40 e 80 mg/kg/dia e dos niveis de sufidrilas na
concentracdo de 20 mg/kg/dia. Analise metabolémica revelou 43 metabdlitos polares no
extrato de figado e maior quantidade de aminoacidos essenciais nos animais tratados com
PRF. Um aumento da atividade enzimética da xantina oxidase foi comprovada pela
diminuicdo de hipoxantina e aumento de xantina, elevando a producdo de espécies reativas de
oxigénio. Dessa forma, PRF n&o induziu sinais de toxicidade nos animais tratados, no entanto
elevou os niveis de marcadores do extresse oxidativo. Metabolitos identificados sdo

correlacionados a dano oxidativo.

Palavras-Chave: Catalase. Superoxido Dismutase. Glutationa. Xantina. Hipoxantina.

1. Introducéo
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A desnutricdo energético-proteica € tida como um dos problemas mais comuns nos
paises em desenvolvimento causando consequéncias graves principalmente em criangas como
0 marasmo e kwashiorkor (Estrada; Jimenes; Palma, 2018). Proteinas de origem vegetal
surgem como alternativas na dieta de boa parte da populacdo desses paises, devido os altos
precos das proteinas de origem animal, levando a populacdo a consumi-las (Mune et al.,
2016).

A Moringa oleifera, popularmente conhecida como moringa, é tida como uma planta
multi-uso devido quase todas as suas partes serem utilizadas na alimentacdo e na medicina
popular. As folhas de Moringa oleifera sdo utilizadas para cuidados com a saude e
alimentacdo pelo seu alto teor de proteinas, vitaminas e minerais (Gopalakrishnan et al., 2016;
Ma et al., 2020). A farinha de folhas compde a formulacédo de alimentos infantis aumentando
0 contetdo proteico (Anwar et al., 2007). As folhas sdo bastante utilizadas para tratar
desnutricdo e para aumentar e enriquecer o leite materno de mées em fase de amamentacéo e,
de acordo com Moyo et al. (2011) e Teixeira et al. (2014), o teor proteico encontrado nas
folhas de M. oleifera é de 30,3% e 28,7%, respectivamente.

Atividades biolégicas como antioxidante e hepatoprotetora ja foram atribuidas as
folhas de M. oleifera (Gopalakrishnan et al., 2016). O extrato hidroetanélico das folhas foi
capaz de diminuir a peroxidagdo lipidica e restaurar os niveis de enzimas antioxidantes
hepaticas, em animais com hepatoxicidade aguda induzida por paracetamol (Uma et al.,
2010). Ja o tratamento por 60 dias com extrato etanolico de folhas de M. oleifera, revertou os
efeitos do dano hepatico induzido por Teclacloreto de carbono (CCls) (Singh et al., 2014).

Embora as folhas da M. oleifera representem importante fonte de proteina, produtos de
origem natural podem desencadear quadros de toxicidade em quem os consomem (Leandro et

al., 2017; Unuofin et al., 2018). Apesar da ampla utilizacdo de composto de origem natural,
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seja na alimentacdo ou na medicina popular, a toxicidade é raramente testada. Os ensaios de
toxicidade in vivo permitem a compreensdo do mecanismo de acdo de determinado produto,
indicacdo de indice terapéutico e concentracdo que ser administrada ou consumida (Denny e
Stewart, 2017). Em ensaios de toxicidade subaguda, o composto é administrado diariamente
por um periodo de 28 dias, em uma dose limite de 1000 mg/kg/dia, onde se estabelece a partir
de qual concentracdo ha a presenca sinais de toxicidade, efeito cumulativo e danos em 6rgaos
especificos (OECD, 2008; Tahraoui et al., 2010). O extrato metanolico das folhas de M.
oleifera, administrado por 28 dias na concentracdo de 1000 mg/kg, foi capaz de causar
alteracdes comportamentais, histopatologicas e desencadeou leucocitose nos animais tratados
(Ajayi et al., 2016).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa relatou a obtencdo de uma fracdo rica em
proteina (PRF) contendo lectina e inibidor de tripsina, tidos como fatores antinutricionais.
Lectinas sdo proteinas hemaglutinantes que reconhecem carboidratos que podem interferir na
digestdo e absor¢do de nutrientes, por interagir com enzimas digestivas e superficie de células
intestinais (Silva e Silva, 2000). Os inibidores de tripsina reduzem a digestibilidade de
proteinas a nivel intestinal (Carlini e Grossi-de-S&, 2002). Em estudo anterior (dados nédo
publicados), nosso grupo de pesquisa mostrou que animais tratados com PRF em uma Unica
dose (2.000 mg/kg) por via oral ndo apresentaram sinais de toxicidade ap6s 14 dias da
administragao.

O estudo relata a investigagédo de toxicidade subaguda em diferentes concentragdes de
PRF (20, 40 e 80 mg/kg/dia) administradas por um periodo de 28 dias e o efeito de PRF sob
marcadores do estresse oxidativo, atividade de enzimas antioxidantes e estado redox celular
(razdo GSH/GSSG). Tambem, foram identificados e quantificados os metabdlitos presentes

em amostras no figado de ratos Wistar tratados com PRF.
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2. Metodologia

2.1. Producéo de PRF

Folhas de M. oleifera foram coletadas no campus da Universidade Federal de
Pernambuco, em Recife, Estado de Pernambuco, com autorizacdo do Instituto Chico Mendes
de Conservacdo da Biodiversidade (38690) do Ministério do Meio Ambiente. Um exemplar
de comprovante (nimero 73.345) foi arquivado no herbario Dardano de Andrade Lima
(Instituto Agrondmico de Pernambuco, Recife, Brasil).

A fracdo rica em proteinas (PRF) foi obtida a partir da farinha de folhas (7,5 Q)
homogeneizada em agitador magnético (4 °C por 4 h) com 100 mL de tampdo citrato fosfato
pH 3,0 contendo NaCl 0,15 M. Em seguida, o homogenato foi filtrado em papel de filtro,
centrifugado (9.000 g; 15 min, 4 °C) e o sobrenadante coletado correspondeu ao extrato
tamponado. ApoOs tratamento do extrato com sulfato de aménio (60% wi/v), a fracdo
precipitada contendo proteina foi coletada apds centrifugacdo (9.000 g; 15 min, 24 °C) e em
seguida dialisada (em membrana de 3,5 kDa) contra agua destilada (6h a 4 °C),
correspondendo a PRF. O material foi concentrado por liofilizagéo e ressuspendido em NaCl
0,15 M.

A quantificagdo proteica foi realizada de acordo com Lowry et al. (1951), utilizando
curva padrédo (31,25 a 500 pg/mL) de albumina sérica bovina (BSA). A fragdo proteica (0,2
mL) foi incubada (10 min) com 1 mL de uma solucéo alcalina de cobre (1 mL de sulfato de
cobre a 0,5% (p/v) em citrato de sddio a 1% (p/v) e 50 mL de solugéo de carbonato de sédio a
2% (p/v) em hidroxido de sodio a 0,1% (p/v). Apds incubacdo em temperatura ambiente, 0,1
mL do reagente de Folin-Ciocalteus, diluido 1:1 com agua, foi adicionado aos tubos de ensaio

e, apos 30 min, foi medida a absorbéancia a 720 nm.
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2.2. Determinacao da atividade inibidora de tripsina e atividade hemaglutinante

O ensaio de atividade inibidora de tripsina foi realizado de acordo com Pontual et al.
(2012) em placa de 96 pocos de fundo chato onde foi adicionada a amostra (20 pL) a ser
testada, tripsina bovina a 0,1 mg/mL (5 pL), o substrato sintético BApNA 8 mM (5 uL)
e tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 em NaCl 0,15 M para completar um volume final de 200
uL. Antes e ap6s a incubagdo a 37 °C por 120 min, foi determinada a absorbancia em 405 nm.
No tubo controle a amostra foi substituida por tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 em NaCl 0,15
M. O teste foi realizado em triplicata. Uma unidade de atividade inibidora de tripsina (U/mg)
foi definida como a quantidade de inibidor que diminui a absorbancia em 0,01 em relacéo ao
controle.

A determinacéo de atividade hemaglutinante foi realizada em placas de microtitulacéo,
de acordo com Paiva e Coelho (1992). Aliquota de 50 puL da amostra foi serialmente diluida
em NaCl 0,15 M antes da adicdo de 50 pL de suspensdo (2,5% v/v) de eritrocitos tratados
com glutaraldeido. Uma unidade de atividade hemaglutinante (titulo) foi definida como o
inverso da maior diluicdo da amostra que promoveu total hemaglutinacdo. A atividade
hemaglutinante especifica foi definida pela razdo entre o titulo e a quantidade de proteinas
(mg). Ensaio de inibi¢do da atividade hemaglutinante foi realizado incubando (15 min, 28 °C)
PRF com as glicoproteinas (2,0 mg/mL) albumina, azocaseina, caseina e fetuina antes da

determinagéo da atividade hemaglutinante.

2.3. Avaliagéo da toxicidade subaguda

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus), mantidos no viveiro do
Departamento de Antibidticos da UFPE em ciclo 12h claro/escuro e temperatura em torno de
21°C. Todos os animais receberam agua e o0 mesmo tipo de racdo ad libitum durante todo o

experimento. O procedimento foi encaminhado para apreciacdo e teve sua execussao
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aprovada pelo Comité de Etica de uso animal da UFPE (n° 0070/2018 CEUA/UFPE).

A toxicidade subaguda foi determinada de acordo com a OECD, Guideline 407
(OECD, 2008). Os animais (60 dias) foram divididos nos seguintes grupos, cada um
composto por 5 machos: controle (C), que recebereu o veiculo (solucdo salina 0,9%); os
grupos tratados com PRF em diferentes concentracdes (T1 = 20 mg/kg; T2 =40 mg/kg e; T3
= 80 mg/kg). PRF e o veiculo foram administrados diariamente por gavagem durante 28 dias
e os ratos foram observados diariamente.

Os animais foram anestesiados com cetamina e Xilazina (2:1; v/v) no final do 28° dia,
por via intraperitoneal, e o sangue foi coletado por puncéo cardiaca para a realizacdo dos
exames hematologicos e séricos. O figado, rim, baco, coracdo e pulmao foram coletados para
analise histologica. Uma parte do figado foi removido para avaliacdo de estresse oxidativo e

uso na analise metaboldémica.

2.3.1. Analise bioquimica, hematoldgica, de hemostasia e eletrolitos

A glicose plasmética foi medida utilizando tiras reagentes One Touch Ultra Johnson &
Johnson. O sangue dos animais foi colhido e 0s seguintes parametros bioquimicos foram
avaliados: proteina total, albumina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase (GGT), uréia e
creatinina, usando kits especificos (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, Brasil) e um analisador
COBAS Mira Plus (Roche Diagnostics Systems, Basel, Suica). Analise hematologica foi
realizada utilizando um analisador automético (Sangue de animal Counter-ABC Vet,
Montpellier, Franga) e microscopia Optica; os parametros avaliados foram: eritrocitos,
hemoglobina, hematocrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e analise total e

diferenciada dos leucdcitos. A hemostasia avaliou o tempo de protrombina (TP), o tempo
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tromboplastina parcial ativada (TTPA) e o tempo de trombina (TT), utilizando kit especificos
(Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, Brasil) em coagulémetro semiautomatico (CloTimer-
Drake, Sorocaba, Brasil). A anélise de eletrdlitos (Na*, CI-, K*, Ca?") foi realizada por AVL

9180 Analisador de Eletrolitos (Roche, Brasiléia, Suica).

2.3.2. Analise histopatologica

A analise histoldgica do figado, rim, baco, coracdo e pulmado dos animais do grupo
controle e dos grupos tratados com PRF foram realizadas por microscopia optica. Fragmentos
dos 6rgdos foram fixados em formalina tamponada (10%, v/v) e em seguida desidratadas
através de uma serie gradual de etanol (70-100%), diafanizado em xilol, e incluidos em
parafina. Os cortes histologicos (5 mm) foram corados com hematoxilina-eosina e montados
usando laminulas com resina Entellan (Merck, Alemanha). Os materiais foram observados
sob um microscopio Motic BA200 acoplado a um Moticam 1.000 1.3 MP camera digital

(Motic Incorporacgéo Ltd, Causeway Bay, Hong Kong).

2.4 Avaliagao de marcadores de extresse oxidativo

2.4.1. Preparo do homogeneizado do tecido hepético

O tecido hepético foi homogeneizado em tampédo de extracdo (Tris base 50 mM e
EDTA 1 mM, pH 7,4; com adic¢do de ortovanadato de sédio 1 mM e PMSF 2 mM). Apds a
homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 1180g, a 4° C, por 10 min e 0s
sobrenadantes submetidos a quantificagdo proteica de acordo com método de Bradford et al.

(1976).
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2.4.2. Avaliacdo dos niveis de peroxidacao lipidica pela metodologia da substancia Reativa
ao Acido Tiobarbiturico (TBARS)

Para a dosagem de substancia reativa ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi utilizada a
técnica colorimétrica de Buege e Aust (1978). Adicionou-se a uma aliquota (300 ug proteina)
do homogeneizado ao &cido tricloroacético (TCA) a 30%, o material foi centrifugado a 1180g
por 10 minutos, o sobrenadante retirado e adicionado ao &cido tiobarbiturico a 0.73%. A
mistura foi incubada por 15 minutos a 100°C e em seguida resfriada, utilizada para a leitura da
absorbancia a 535nm em espectrofotometro (Biochrom Libra S12 Visible, USA), utilizando

cubetas de quartzo. Os resultados foram expressos em puM/pug de proteina.

2.4.4. Medida dos niveis de oxidacao de proteinas (Carbonilas)

A avaliacdo da oxidacdo de proteinas descrito por Zanatta et al. (2013). As proteinas
(300ung) do homogeneizado foram precipitadas em TCA a 30% seguido de centrifugacdo a
1180g por 15 minutos, o pellet foi ressuspenso e adicionado DNPH 10mM dissolvido em HCI
2.5 N e incubado em local livre de luz a temperatura ambiente durante uma hora.
Posteriormente, as proteinas precipitadas em adicdo ao TCA 20% foram centrifugadas e
passaram por uma série de lavagens com tampdo contando acetato de etila e etanol, até o
precipitado ser ressuspenso em cloridrato de guanidina e levado ao espectrofotdmetro
(Biochrom Libra S12 Visible, USA) para leitura em um comprimento de onda de 370nm

(37°C). Os resultados foram expressos em nmol/ug de proteina.

2.4.5. Avaliagdo do conteudo de sulfidrila-SH
O conteudo de sulfidrila foi determinado a partir da reagdo com o composto DTNB
[5,5'-dithiobis (2 nitrobenzoic acid)] (Ellman, 1959). A aliquota do homogeneizado (300 pg

de proteina) foi incubada no escuro apos a adicdo de DTNB 10mM e o volume final foi de 1
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mL completado com tampéo de extracdo pH 7.4 e realizada a leitura com absorbancia (30°C)
a 412nm em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados foram

expressos em M/ug de proteina.

2.4.6. Avaliacdo da atividade enzimatica da Superoxido dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade de superoxido dismutase (SOD) foi feita de acordo com
Misra ¢ Fridovich (1972). homogeneizado de figado (80 pg de proteina) foi incubado no
tampdo carbonato de sodio (0,05 %, pH 10.2, 0.1 mM de EDTA) em banho-maria a 37°C,
antes da avaliagdo da atividade enzimatica. A reagdo teve inicio pela adigdo de 20 pL de
epinefrina (150 mM), em &cido acético (0.05 %). A absorbancia foi lida a 480nm por 3 min
em espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados foram expressos em
U/mg de proteina. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de proteina requerida

para inibir a auto-oxidacdo de 1umol de epinefrina por minuto.

2.4.7. Avaliacdo da atividade enzimatica da Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi monitorada de acordo com Aebi (1974). O principio
do ensaio € baseado na determinacdo da constante k de decomposicdo de H20., que nas
nossas condicdes de temperatura e pH foi definido como 4.6 x 107. Assim, 0,3M de H,O; foi
adicionado a amostra (80 ug de proteina), seguido de adicdo do tampéo fosfato 50mM, pH 7.0
a 20°C, a absorcédo de decaimento foi monitorizada por 4 min a 240nm em espectrofotémetro
(Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os resultados foram expressos em U/mg de proteina
(Aebi, 1974). Uma unidade de catalase foi definida como quantidade de proteina requerida

para converter 1pmol de H202 em H20 por minuto.

2.4.8. Avaliacdo da atividade enzimatica da Glutationa-S-Transferase (GST)
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Em uma cubeta de quartzo de 1 mL, adicionou-se a amostra (120ug de proteina) ao
tampédo fosfato (0.1M) e EDTA (1mM), amostra, GSH (ImM) e CDNB (1mM). A
absorbancia (340mm) foi registrada por um periodo de aproximadamente 3 min com controle
da temperatura (30°C), em espectrofotometro (Biochrom Libra S12 Visible, USA). Os
resultados foram expressos em U/mg proteina. Uma unidade de atividade enzimatica da GST
foi definida como a quantidade necesséria para catalisar a formagdo de quanto 1umol do

composto DNP-SG por minuto. (Habig et al., 1974).

2.4.9. Quantificacéo do balanco redox (razdo GSH/GSSG)

A razdo GSH/GSSG foi avaliava através da quantificacdo dos niveis da glutationa
reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) segundo o método de Hissin e Hilf (1976). Em tampéo
0,1M fosfato contendo 5SmM de EDTA (pH 8.0) foi adicionado 120 pg do homogenato do
figado e o fluorescente ortoftaldeido (1uM), e entdo incubado a temperatura ambiente, por 15
minutos e lido em espectrofluorimetro modelo FLUOstar Omega (BMG Labtech, USA),
utilizando os comprimentos de onda de 350nm de excitacdo e 420nm de emissdo. Para
determinar os niveis de GSSG, a amostra foi incubada com 0.04M de N-ethylmaleimide por
30 minutos, seguido da adicdo de tampdo NaOH a 0,1M. Quando os preparos estavam
prontos, seguindo os mesmos passos de GSH foi executado para determinar GSSG. O estado

redox foi determinado pela relagdo GSH/GSSG (Hissin; Hilf, 1976).

2.5 Preparacéo e analise de amostras de tecido hepatico por ressonancia magnética nuclear
(RMN)

As amostras de tecido hepatico foram obtidas seguindo protocolo definido por
Beckonert et al. (2007) com modificag¢fes. Os solventes metanol, cloroférmio e agua destilada

estavam em temperatura de 4 °C. Tecido hepético congelado (0,5 g) foi transferido para um
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tubo de vidro e homogeneizado com metanol (4,0 mL/g) e agua (0,85 mL/g). A preparacéo foi
sonicada por 20 min. Em seguida, foi adicionado 2,0 mL/g de cloroférmio a preparacdo e
sonicada novamente. Posteriormente, foi adicionado 2 mL/g de cloroférmio e 2 mL/g de agua
ao tubo e agitado em vortex. A preparacdo foi mantida em gelo por 15 min. Os tubos foram
centrifugados a 1000 g, por 15 min a 4 °C, resultando em uma fase superior de metanol/agua
(com metabolitos polares) e uma fase inferior de cloroférmio (com compostos lipofilicos),
delimitados por proteinas e fragmentos celulares. As fases metanol/agua e cloroférmio foram
separadas e o solventes evaporados em SpeedVac. As preparacdes foram armazenas a -80 °C.

As amostras foi adicionado 600 pL de uma solucdo tamp&o [tampao fosfato de sodio,
100% de D20, pH = 7,4 e 1 mM de TSP (padréo de deslocamento)]. Todo experimento de
RMN foi realizado em espectrometro Bruker AVANCE |1l 600 MHz equipado com sonda
PABBO de 5 mm a 300K. Todos os espectros de RMN-'H foram realizados utilizando-se da
sequéncia de pulsos noesygpprlg para supressao do sinal de ressonancia da agua por pré-
saturacdo. Para todos os experimentos foram utilizados os seguintes parametros: NS: 128
(numero de experimentos); DS: 4 (nimero de experimentos falsos); D1: 4,00 s (tempo de
relaxacdo); D8: 0,09 s (tempo de mistura); TD: 64K (nimero de pontos do espectro); SW:
20,0290 ppm (largura da janela); O1P: 4,69 ppm (posicdo onde aparece o sinal referente a
agua e, portanto, é irradiada); AQ: 4,0 s (tempo de aquisi¢do); P1: 90° (angulo do pulso).

Os espectros foram pré-processados no software TopSpin® 4.1.3, onde foram
realizados correcdo de fase e calibra¢do do deslocamento quimico com referéncia no TSP (6 =
0 ppm). Para identificacdo dos metabolitos utilizou-se o software Chenomx® e do banco de
dados disponivel na plataforma online www.hmdb.ca. A matriz de dados foi preparada
utilizando-se do software MatLab®, onde todos os espectros foram sobrepostos, alinhados,

cortados e normalizados, por fim os dados foram transportados para o Excel® formando uma
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matriz de dados contendo aproximadamente 24 mil variaveis. Para a andlise estatistica

multivariada utilizou-se do software Simca® e da plataforma online www.metaboanalyst.ca.

2.6 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média = SD e submetidos a ANOVA de um fator
sequido de teste de Bonferroni. Para comparacdo dos demais dados foi utilizado o teste T de
STUDENT ndo pareado. O nivel de significancia foi mantido em p <0,05 para todas as

analises.

3. Resultados e Discussao

Estudos mostram que as folhas de M. oleifera sdo uma boa fonte de proteinas de
origem vegetal e rica em macro e micronutrientes (Moyo et al., 2011; Teixeira et al., 2014),
além disso apresentam uma grande importancia farmacoldgica, devido a atividades biologicas
como a antioxidante e hepatoprotetora (Singh et al., 2014).

PRF foi obtida das folhas de M. oleifera seguindo protocolo pré-estabelecido. PRF
apresentou concentracdo proteica de 6,0 mg/mL, atividade lectinica especifica (AHE) de 2,67
tituloY/mg/mL inibida pelas glicoproteinas (albumina, azocaseina, caseina e fetuina: 0,67) e
inibidora de tripsina especifica (AITE) de 81,4. Em trabalho anterior, além de lectina e
inibidor de tripsina, foi observado que PRF também apresentava os flavonoides rutina e
vitexina e baixa concentracdo de ferro. PRF ndo foi citotoxica, hemolitica e genotoxica e
também ndo desencadeou sinais de toxicidade (analise comportamental, hematoldgica,
bioquimica e histoldgica) quando administrada em Gnica dose (2.000 mg/kg) no intervalo de

14 dias.
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Inibidores de proteases sd@o considerados compostos antinutricionais por interferir na
absorcéo de nutrientes devido a sua atividade inibitdria sobre enzimas digestivas em humanos
e animais (Kostekli; Karakaya, 2017). Inibidores de tripsina impedem a hidrdlise de proteinas
e, consequentemente, que aminoacidos sejam liberados e absorvidos, causando desconforto
gastrico (Scrimgeour et al., 2006). A presenca de inibidores de tripsina em compostos naturais
interfere no metabolismo normal e sistémico de dérgdos como pancreas, figado e dos
musculos, prejudicando a taxa de crescimento dos animais (Lima et al., 2004). As lectinas,
por sua vez, interferem na absor¢do de nutrientes por meio da ligacdo aos receptores
glicoproteicos das células epiteliais da mucosa intestinal (Daffodil et al., 2016). Lectinas sdo
capazes de resistir a digestdo gastrica e intestinal e permanecerem intactas por varios dias
(Alatorre-Cruz et al., 2018). Poucos estudos sobre a toxicidade subaguda de proteinas obtidas
das folhas de M. oleifera foram relatadas. Para responder esse questionamento, este trabalho
determinou a toxicidade oral em dose repetida de PRF por 28 dias e suas consequéncias a
nivel hepético.

Na avaliacdo da toxicidade, apds a administracdo oral de PRF nas concentracfes de
20, 40 e 80 mg/kg/dia, ndo foram observados sinais estimulantes ou depressores durante o
periodo 60 min de observacéo referentes ao screening hipocratico.

Na figura 1A, observamos que PRF ndo interferiu no ganho de peso dos animais
tratados, mesmo na concentragdo mais elevada, em comparagdo com 0 grupo controle.
Também ndo houve diferenca significativa no consumo de racdo (Figura 1B) e de agua
(Figura 1C), o que indica que administracdo de doses repetidas por via oral de PRF ndo teve
efeito sobre o desenvolvimento dos animais. Também ndo houve mortalidade o que indica
que aplicacdo diaria de PRF, nas concentraces mencionadas, &€ considerada de baixa
toxicidade de acordo com protocolo 407 da Organization for Economic Co-Operation and

Development (OECD, 2008).
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Figura 1: Efeito da PRF (20, 40 e 80 mg/kg por via oral) ou solucédo salina 0,9% (controle) no ganho de peso

corporal (A), consumo semanal de alimentos (g) (B) e agua (mL) (C) de ratos Wistar tratados por via oral por 28

dias.
10.04
A 9.5 —e—  Control
o 9.01 - 20 mg/kg
E 8.5+ —— 40 mg/kg
Et 8.0 —¥— 80 mg/kg
5 7.5
£ 7.0
< 6.51
2 6.0
5.5+
5.0 T T T T
A N " R
Days
B 150+
mm Control
= 20 mg/kg
< 100+ B3 40 mg/kg
'é =3 80 mg/kg
£
2 50
0_.
0 7 14 21 28
Days
C 300+
mm Control
-~ = 20 mg/kg
£ 200 = 40 mg/kg
3 =3 80 mg/kg
=
2 100
0- =
0 7 14 21 28
Days

Sem resultado significativo em relacdo ao controle com p <0,05. ANOVA two way (teste de Tukey). Fonte: O

Autor (2023)

No entanto, para avaliar efetivamente a seguranca de PRF é necessario investigar se ha
sinais de toxicidade através parametros hematoldgicos, bioquimicos, hemostasia e
concentracdo de eletrolitos. As analises hematoldgicas e de coagulacdo (hemostaticos) sao
capazes de fornecer informacgdes sobre o status fisioldgico e patoldégico em humanos e
animais uma vez que o sistema hematopoiético ¢ um dos alvos mais sensiveis a compostos

toxicos (Rahman et al., 2001; Igwebuike et al., 2007). No presente estudo, ndo foram
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355  detectadas alteracbes hematoldgicas (Tabela 1) e hemostasia (Tabela 2) uma vez que 0s
356  valores encontrados para 0s animais do grupo controle e tratados ndo diferiram

357 estatisticamente.

358
359 Tabela 1 - Parametros hematoldgicos de ratos Wistar tratados com a PRF em dose repetida por 28 dias.
Tratamentos
Parametros
Controle 20 mg/kg 40 mg/kg 80 mg/kg
RBC 8,33%0,65 8,11+0,55 7,89+0,69 8,03+0,73
HCT 40,18+1,49 39,45+1,66 40,24+1,89 39,78+2,04
HB 13,37+0,46 13,95+0,90 13,61+0,87 13,84+1,03
MCV 52,29+1,81 52,68+1,32 51,94+1,85 52,89+1,27
MCH 17,08+0,53 16,88+1,10 17,13+0,91 16,92+0,87
MCHC 34,55+0,63 34,91+1,18 35,04+1,01 35,54+0,97
PLT 882,55+9,85 893,66+9,13 899,83+9,05 880,43+8,74
WBC 8.,6+0,78 8,22+0,65 8,06+0,78 8,45+0,80
SEG 70,45%3,27 71,56+2,79 72,142 65 70,44+2,83
LYM 24,27+0,81 25,04+0,93 24,82+0,87 25,18+0,71
MON 3,51+0,50 3,31+0,36 3,40+0,41 3,43+0,54
BOS 0,09+0,02 0,12+0,05 0,10+0,04 0,14+0,07
EOS 1,57+0,32 1,62+0,38 1,46+0,40 1,52+0,32

360 RBC: Eritrécitos (108/mmd); HCT: Hematocrito (%); HB: Hemoglobina (g/dL); MCV: Volume corpuscular
361 médio (%); MCH: Volume corpuscular da hemoglobina (%); MCHC: Volume corpuscular da concentragdo da
362  hemoglobina (%); PLT: Plaguetas (103/mm?3); WBC: Leucdcitos (10%/mmd); SEG: Segmentados (%); LYM:
363 Linfocitos (%); MON: Monacitos (%); BOS: Basofilos; EOS: Eosinofilos. Valores representados com média +
364  desvio padrdo (n=5/group). Diferencas significantes (p > 0,05) ndo foram encontradas em compara¢do com o

365  controle. Fonte: O Autor (2023)
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366
367 Tabela 2 - Pardmetros hemostaticos de ratos Wistar tratados com a PRF em dose repetida por 28 dias.
Parametros (segundos)
Tratamentos
APTT PT TT

Controle 16,07+0,98 13,35+0,93 19,13+1,21
20 mg/kg 17,04+1,45 13,03+1,09 20,05+1,26
40 mg/kg 15,87+1,28 13,79+0,84 20,14+1,33
80 mg/kg 15,78+1,31 14,04+1,23 19,39+1,20

368  APTT: Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada; PT: Tempo de Protrombina; TT: Tempo de Trombina.
369  Valores representados com média + desvio padrdo (n=5/group). Diferencas significantes (p > 0,05) ndo foram

370  encontradas em comparagdo com o controle. Fonte: O Autor (2023)

371

372 A interpretacdo do perfil hematoldgico pode fornecer dados necesséarios para avaliacdo
373  da saude animal, indicando a ocorréncia de alteragdes que podem ser causadas por estresse,
374 nutricdo, idade, dentre outros fatores (Campbell, 2004). Asiedu-Gyekye et al. (2014), em seu
375  estudo de toxicidade subaguda com aplicacdes diérias infusdo de folhas de M. oleifera (MOE)
376  por 14 dias, mostraram que as concentracdes de (40 e 80 mg/kg/dia) desencadearam um
377 aumento nos valores de leucdcitos, diminuicdo do volume corpuscular médio e aumento
378  significativo da contagem de plaquetas, em comparacgdo ao controle. No entanto, ndo foram
379  observadas reacdes adversas e achados histopatolégicos evidentes de toxicidade. Dessa forma,
380  os autores concluiram que a infusdo das folhas de M. oleifera é razoavelmente seguro para
381  consumo.

382 Ingestdo por longos periodos de substancias quimicas de origem vegetal podem causar
383  danos em orgdos como figado, rim, coracao e até mesmo o sistema gastrointestinal (Ramaiah,
384  2007; Greaves, 2007). Lesbes em orgdos-alvos podem surgir mediante administracdo de

385 compostos toxicos e serem detectadas por enzimas especificas, como nos casos de lesdo
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hepatica com elevacdo dos niveis de enzimas transaminase, como a enzima alanino
aminotransferase (ALT). ALT é um marcador mais sensivel que aspartato aminotransferase
(AST), pois esta localizada no citosol dos hepatdcitos e dano tecidual hepatico acarreta
liberacdo dessa enzima na corrente sanguinea (Janeway, 2005).

As analises bioquimicas mostraram uma diminuicdo significativa nos niveis de glicose
sanguinea dos animais tratados com todas as concentracfes de PRF, em comparacdo com
controle. Devido a sua especificidade em se ligar a sitios e receptores especificos na superficie
das células intestinais, as lectinas podem acarretar interferéncia na absorcdo da glicose
(Redondo e Alvarez-Pellitero., 2010). A lectina presente em PRF tem afinidade por
glicoproteina e é possivel que o efeito hipoglicemiante de PRF ocorra devido a interferéncia
no processo de absorcao por interacdo da lectina com receptores glicosilados na superficie dos
enterdcitos. Asanuma-Date et al. (2012) avaliaram a internalizacdo de glicose por Sodium-
glucose cotransporter type 1 (SGLT-1) na presenga de a-amilase pancreatica e de lectinas. O
estudo revelou que as lectinas ndo interferiram na absorcdo de glicose por SLGT-1 mas
diminuicdo na captacdo da glicose pelo sistema foi detectada quando foi utilizada a associagédo
entre lectina e a-amilase pancreéatica, que é uma enzima que apresenta afinidade por regies
altamente glicosiladas presentes nas membranas das bordas em escova dos enterdcitos.

Paula et al. (2017) demonstraram o efeito semelhante a insulina de um isolado
proteico (Mo-LPI) com atividade lectinica obtido de folhas de M. oleifera. A administracdo
diaria por sete dias de Mo-LPI (500 mg/kg i.p.) em animais diébeticos, resultou em
diminuicdo significativa no nivel de glicose sanguinea, de forma lenta e gradual, com efeito
redutor semelhante ao da insulina. Adiconalmente, Mo-LPI apresentou reagdo cruzada com
um anticorpo anti-insulina. PRF é um isolado proteico também produzido a partir das folhas
de M. oleifera que apresenta atividades bioldgicas distintas daquelas de Mo-LPI, desde que

apenas PRF apresenta atividade hemaglutinante com eritrécitos de coelho e tem efeito
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hipoglicemiante quando adminstratada por via oral. Atividades biologicas distintas podem ser
decorrentes da presenca de diferentes constituintes em PRF e Mo-LPl. O procedimento
utilizado para producdo de Mo-LPI diferentemente daquele utilizado na producdo de PRF,
incluiu a presenca no tampdo de extracdo de inibidores de serino (fluoreto de
fenilmetilsulfonil) e metaloproteases (acido etilenodiaminotetraacético) o que pode resultar
em diferentes misturas de peptideos e de polivinilpolipirrolidona que pode ter resultado em
diferente constituicdo de metabdlitos secundarios.

PRF contém os flavonoides rutina e vitexina e o efeito hipoglicemiante também pode
ser devido a presenca de metabolitos secundéarios. Jadhav e Puchchakayala (2012)
demonstraram que a rutina (100 mg/kg) diminuiu a concentracdo de glicose plasmatica em
ratos diabéticos por aumento da captacdo celular e diminui¢édo da atividade de transportadores
de glicose. Outros flavonoides como a quercetina e acido elagico demonstraram 0 mesmo
efeito. Adicionalmente, Sunarwidhi, Sudarsono e Nugroho (2014) atribuiram o efeito
hipoglicemiante do extrato etanolico de folhas de Azadirachta indica a flavonoides como a
rutina (2,90%), reduzindo significativamente o nivel da glicose plasméatica em ratos com
diabetes mellitus induzida por estreptozotocina.

Biomarcadores renais, hepaticos e perfil lipidico dos animais tratados com PRF em
relagdo ao controle (Tabela 3), sugerem que o efeito cumulativo de PRF ndo causou alteracéo
em tecidos alvos. Resultados semelhantes foram observados no estudo de Awodele et al.
(2012), onde os autores revelaram que animais tratados diariamente com extrato aquoso de
folhas de M. oleifera nas concentragdes de 250, 500 e 1500 mg/kg/dia, durante 60 dias, ndo
apresentaram alteragcdes dos parametros bioquimicos analisados. No entanto, em nosso estudo
anterior onde o extrato salino das folhas de M. oleifera, elevou os valores de ALT em ensaio
de toxicidade aguda (2.000 mg/kg), sendo atribuido tal efeito a uma alta concentragcdo de

rutina e ferro (complex ferro-rutina).
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De acordo com Kurpinska e Skrzypczak (2010), dietas ricas em proteinas podem
ocasionar diminuicdo da funcdo renal com elevacdo dos niveis de ureia e creatinina. No
entanto, a administracdo diaria de PRF, ndo causou alteracGes desses biomarcadores nos
animais tratados em comparacdo com o controle, diferentemente do estudo conduzido por
Asiedu-Gyekye et al. (2014) que relataram niveis de ureia sanguinea elevados nos animais

tratados com infusdo de folhas de M. oleifera em uma concentracdo de 80 mg/kg/dia.

Tabela 3 - Pardmetros bioquimicos do sangue de ratos Wistar tratados com a PRF em dose repetida por 28 dias.

Tratamentos
Parametros

Controle 20 mg/kg 40 mg/kg 80 mg/kg
GLU 103,66+8,50 78,67+5,03* 81,30+3,21* 87,00+2,04*
ALB 40,55+2,71 42,10+2,82 40,69+2,75 42,58+3,10
ALT 56,99+2,77 58,06+2,55 55,77+3,21 57,50+3,38
AST 143,57+4,27 139,94+6,31 148,66+7,30 140,79+6,13
ALP 14,17+0,93 15,22+1,20 13,79+1,32 14,90+1,51

BIL 0,58+0,19 0,49+0,17 0,54+0,15 0,53+0,19
GGT 15,26+1,02 14,62+1,08 14,45+1,27 15,56+1,31
TP 69,21+2,33 68,88+4,24 71,09+4,78 70,62+4,16

UR 0,38+0,11 0,44+0,13 0,36+0,16 0,42+0,17

CRE 4,06+0,81 3,92+0,78 3,81+0,80 3,90+0,74
TC 74,29+3,12 75,11+4,09 77,25+4,46 75,83+4,78
TG 80,10+3,71 82,58+4,79 83,02+5,46 82,7145,28
HDL-c 32,35+2,01 33,61+3,44 34,50+3,81 35,03+4,20
LDL-c 28,82+1,77 28,13+2,13 27,29+2,34 28,56+2,78
VLDL 14,65+1,24 13,84+1,89 14,41+1,22 15,07+1,55
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GLU: Glicose mg/dL; ALB: albumina (g/dL); ALT: alanina aminotransferase (U/L); AST: aspartato
aminotransferase (U/L); ALP: fosphatase alcalina (U/L); BIL: bilirubina (mg/dL); GGT: gama-glutamil
transferase; TP: proteina total (g/dL); UR: uréia sanguinea (mg/dL); CRE: creatinina (mg/dL); TC: colesterol
total (mg/dL) TG: triglicerideos (mg/dL); HDL.: lipoproteina de alta densidade; LDL-c: lipoproteina de baixa
densidade; VVLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade. Valores representados com média + desvio padréo
(n=5/group). Diferencas significantes (p > 0,05) foram encontradas em comparacéo com o controle (*). Fonte: O

Autor (2023)

Compostos naturais administrados em doses elevadas e de forma repetida, podem
causar danos nos glomérulos e tabulos renais, o que resulta na perda da funcdo de filtracao
glomerular, diminuicdo da reabsorcdo tubular e perda de capacidade de absorcdo de ions
(Zhou et al., 2017). Adicionalmente, alteracdes na funcionalidade renal também podem ser
visualizadas através de eletrdlitos plasmaticos (Bellomo et al., 2012). Ndo foram observadas
alteracOes significativas nas concentracdes dos eletrolitos em todos os grupos tratados com
PRF, em comparacdo com o controle (Tabela 4).

Dessa forma, andlise sanguinea dos parametros analisados revelou que PRF nas

concentragdes analisadas ndo foi desencadeou toxicidade nos animais tratados.

Tabela 4 - Avaliacao dos eletrdlitos no soro sanguineo de ratos Wistar tratados com a PRF

Parametros
Tratamentos
Na* Ca®* Cl K*
Controle 122,45+8,36 93,53+6,72 92,32+4 57 7,34+0,61
20 mg/kg 125,36+9,28 93,44+5,39 92,91+5,61 7,57+0,84
40 mg/kg 128,52+7,22 96,61+5,21 91,49+6,35 7,41+0,77
80 mg/kg 123,55+9,01 95,38+6,38 92,20+5,33 7,62+0,71

Valores representados com média + desvio padrdo (n=5/group). Diferencas significantes (p > 0,05) ndo foram

encontradas em comparacdo com o controle. Fonte: O Autor (2023)
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Em andlise histopatologica, PRF ndo apresentou sinais de toxicidade em nenhuma das
concentracdes administradas. A analise do tecido renal revelou glomérulos com distribuicéo
homogénea e morfologia cortical preservada, com manutencdo do espaco de Bowman, para
todos os animais (Figura 2 A — D). Tubulos proximais e distais contorcidos bem definidos
sem sinais aparentes de degeneracdo ocasionados pelo tratamento. O bago no grupo controle
(Figura 2A) mostrou uma arquitetura normal com polpas vermelha e branca bem delimitadas
de dimens@es normais. Nos grupos tratados com PRF (Figura 2B — D) apresentaram aparéncia
e morfologia normais.

O tecido cardiaco dos animais que receberam a solucdo salina (Figura 2A) e tratados
com PRF (Figura 2B — D) apresentaram estrutura miocardica preservada, sem sinais de
degeneracdo, necrose, inflamacdo ou outras alteracdes. O tecido pulmonar dos animais
tratados com PRF também apresentou morfologia normal como no grupo controle.

A avaliacdo histopatoldgica do figado mostrou filamentos regulares de hepatdcitos
com espago sinusoidal bem definido. Veias lobulares com calibres usuais definidos,
circundado por tecido conjuntivo frouxo, sem atividade reativa visivel, para 0s grupos
controle e tratados com PRF (Figura 2 A — D), sugerindo conformidade com o0s niveis

normais das enzimas hepaticas, que indicam auséncia de lesdes nesse 6rgao.
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483 Figura 2 - Fotomicrografias representativas do figado, rim, baco, pulméo e coracédo de animais dos grupos controle (NaCl 0,15M) (A) e fracéo rica em proteinas (PRF) nas

484 concentragdes de 20 mg/kg/dia (B), 40 mg/kg/dia (C) e 80 mg/kg/dia

485
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Figado: As veias centrolobulares (Cv) de calibres diferentes, hepatocitos poligonais e filamentos de hepatdcitos
regulares (setas), sdo observados nas imagens. Rins: Possivel ver componentes estruturais bem definidos com
uma capsula fibrosa externa, glomérulos homogéneos (Gr) e presenca do espaco de Bowman em todos os
tratamentos. Baco: Estruturas preservadas como os nddulos linfaticos (Nd) sem alteracdes em todos os
tratamentos. Pulm&o: parénquima pulmonar com arquitetura preservada com bronquiolos (Br), septos alveolares
e alvéolos normais (As). Coracdo: Pode ser observado miocardio (M) com o sarcoplasma e fibras integras.

Aproximag&o: 400x. Fonte: O Autor (2023)

O estresse oxidativo pode causar lesdo tecidual relacionado com desordens
fisiopatologicas, logo, biomarcadores de estresse oxidativo, TBARS e carbonila foram
avaliados (Figura 3). Os lipidios sdo mais susceptiveis a oxidacdo pelos radicais livres do que
as proteinas, devido os elétrons mais expostos e vulneraveis presentes nos acidos graxos
insaturados (Trachootham et al., 2008), o que foi constatado uma vez que os resultados
mostraram que a administracdo de PRF por 28 dias causou peroxidagdo lipidica, com
elevacdo dos niveis de TBARS (Figura 3A), sem alterar os niveis de carbonila (Figura 3B) em
todas as concentragdes.

O estresse oxidativo pode ser induzido por um aumento nos agentes pré-oxidativos ou
por um sistema de defesa antioxidante insuficientes ou defeituosos como reportado por Cogo
et al. (2009) e Ferreira et al. (2016). As maiores concentragdes de PRF elevaram a resposta
antioxidante enzimatica de SOD (Figura 3D), CAT (Figura 3E) e GST (Figura 3F) em

comparagdo com o grupo controle.
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512 Figura 3 - Niveis de biomarcadores do estresse oxidativo TBARS(A), Carbonila (B) e Sulfidrila (C),
513 antioxidantes enzimaticos Superéxido Dismutase (SOD) (D), Catalase (CAT) (E) e Glutationa-S-Transferase
514 (GST) (F) e antioxidantes ndo enzimaticos Glutationa reduzida (GSH) (G) e oxidada (GSSG) (H) em

515 homogeneizado de figado de ratos Wistar tratados com fracdo rica em proteinas (PRF) nas concentracfes de 20

516 mg/kg/dia, 40 mg/kg/dia e 80 mg/kg/dia e NaCl 0,15 M (controle) durante 28 dias.
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518  Os valores representam a média + desvio padrdo (n = 5/grupo). Diferencas significativas (p> 0,05) foram

519 encontradas em comparacdo com o controle (a) e entre grupos (b, 20mg/kg; ¢, 40mg/kg). Fonte: O Autor (2023)
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O aumento das enzimas antioxidantes ocorreu para favorecer a eliminacdo do anion
superdxido formado no estresse oxidativo. Essa eliminacdo ocorreu pela acdo da enzima
superéxido dismutase (Mn-SOD ou Cu/Zn-SOD), gerando como produto o peroxido de
hidrogénio (H202). Na presenca de H»O> os grupamentos sulfidrilas das proteinas de
membrana sdo oxidados para sua forma sulfénica (Cys-SOH), causando alteracdes alostéricas
que alteram a atividade dessas proteinas (An et al., 2015). Provavelmente, o aumento de
H>0O>, elevou a atividade da catalase, auxiliando os hepatdcitos na detoxificagdo de espécies
reativas de oxigénio, convertendo H20, em &gua e oxigénio (Belo e Souza, 2016), protegendo
os grupamentos sulfidrilas (Figura 3 C) e diminuindo o dano proteico como foi observado
pela dosagem de carbonila. A glutationa-S-transferase é capaz de regular o produto de
peroxidacdo lipidica, eliminando o agente oxidante da célula (Awasthi et al., 2017), logo, o
aumento de GST se justifica.

A razdo tiol/dissulfeto encontrado entre 0 GSH e GSSG (par redox ndo equilibrado)
difere substancialmente entre os compartimentos celulares. No entanto, uma alteracédo
significativa na proporcdo GSH/GSSG indica altera¢cbes no metabolismo redox da célula
(Flohe, 2013). Dessa forma, alguns altores consideram que a proporcao de glutationa reduzida
para oxidada dentro das células pode ser usada como um marcador de estresse celular (Zitka
etal., 2012)

No estresse oxidativo hd uma maior oxidacdo da glutationa que pode ser exportado
para fora da célula, o que contribui para uma perda liquida de GSH intracelular sob a forma
de GSSG (Jones, 2002). De acordo com Shan et al. (1990), a disponibilidade limitada do
NADPH tambeém pode levar ao aumento do GSSG e, consequentemente a uma diminuicao de
GSH, deixando as células mais sensiveis ao dano oxidativo. Os niveis elevados de GSSG e

diminuidos de GSH em todos os tratamentos com PRF (Figura 3G e 3H), sugerem uma
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diminuicdo da atividade da enzima glutationa redutase devido uma baixa disponibilidade de
NADPH interferindo na razdo GSH/GSSG.

Analise metabolémica tem sido aplicada em estudos de toxicidade demonstrando que
o perfil metabdlico desempenha papel importante na descoberta e validacdo de novos
biomarcadores, bem como contribui para o entendimento e interpretacdo dos mecanismos de
acao toxica no organismo (Canuto et al., 2018). Os metabdlitos sdo produtos finais ou
intermediarios nas vias anabdlicas ou catabolicas, logo, alteracdes nesses perfis fornecem
informacdes sobre as vias potencialmente afetadas (Xido et al., 2017)

A figura 4 mostra a representagdo do espectro RMN-H (figura 4A) dos metabolitos
obtidos do extrato polar do figado dos ratos. Foram identificados 43 metabolitos com base na
analise deconvolucdo espectral utilizando Chenomx e a literatura (Xido et al., 2017) e
validagdo por 2D da espectroscopia por J-resolvido *H (JRES) (figura 4B). Dentre os
metabolitos identificados, hd uma variedade de aminodcidos, carboidratos, produtos da
glicdlise, quebra de triacilglicerois, intermediarios do ciclo do &cido citrico entre outros. As

atribuicBes detalhadas dos metabdlitos estdo listadas na tabela 5.

Figura 4 — Espectro de RMN-'H 600 MHz unidimensional (A) de metabdlitos tipicos do extrato polar do figado

e espectroscopia 2D por J-resolvido *H (B) (controle qualitativo).
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F1 [ppm]

Fonte: O Autor (2023)

—T—
F2 [ppm]

Tabela 5 - Deslocamento quimico e multiplicidade dos metabdlitos identificados, em amostra polar de tecido

hepético de ratos

Numeracao Metabdlito d 'H (ppm) e multiplicidade
1 Acido Pantoténico 0.89 (si), 0.93 (si)
2 Isoleucina 0.94 (tri), 0.99 (du)
3 Leucina 0.97 (ddu), 1.71 (mult)
4 Valina 0.99 (du), 1.04 (du), 2.26 (mult)
5 Etanol 1.18 (tri)
6 3-Acido Hidroxibutirico 1.20 (du)
7 Lactato 1.33 (du), 4.11 (qua)
8 Treonina 1.33 (du), 4.25 (mult)
* N&o ldentificado 1.39 (du)
9 Alanina 1.48 (du)
10 Lisina 1.69 (qui), 3.02 (tri)
11 Acetato 1.92 (si)



12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

31

32

33

34

Glutamato
Metionina
Succinato
2-Oxoglutarato
Aspartato
Sarcosina
2-Deoxiguanosina
Trimetilamina
Dimethilglicina
Etanolamina

Colina

Glicose

Betaina
Metanol
Glicerol
Glicina
Serina
Manose
Alontoina
2-Etilacrilato
Uracila

Citidina
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2.06 (mult), 2.13 (mult), 2.36 (mult)
2.14 (si), 2.64 (tri)

2.40 (si)

2.44 (tri), 3.01 (tri)

2.67 (qua), 2.81 (ddu)

2.74 (si)

2.76 (qui)

2.88 (si)

2.93 (si)

3.14 (tri)

3.2 (si), 4.06 (mult)

3.23 (qua), 3.40 (tri), 3.41 (tri), 3.47 (mult), 3.50
(tri), 3.54 (ddu), 3.64 (mult), 3.72 (tri), 3.74 (qua),
3.76 (qua), 3.83 (mult), 3.90 (ddu), 4.65 (du), 5.24
(du)

3.27 (si), 3.88 (si)

3.36 (si)

3.56 (qua), 3.65 (qua)

3.56 (si)

3.93(ddu), 3.97 (ddu)

4.91 (si), 5.18 (du)

5.39 (si)

5.58 (si)

5.8 (du), 7.55 (du)

5.91 (du), 6.07 (du), 7.84 (du)
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35 Fumarato 6.52 (si)

36 Tirosina 6.9 (du), 7.19 (du)

37 Histidina 7.11 (si), 7.84 (si)

38 Triptofano 7.28 (tri), 7.73 (du)

39 Fenilalanina 7.33 (du), 7.37 (tri), 7.43 (tri)

40 Niacinamida 7.6 (mult), 8.25 (mult), 8.71 (ddu), 8.94 (du)
41 Xantina 7.91 (si)

42 Hipoxantina 8.19 (si), 8.21 (si)

43 FAPi-adenina 8.35 (si)

~* Metabdlito ndo identificado no Chenomix RMN Suite. FAPi: formamidopirimidina. Multiplicidade indicada
por: singuleto (si), dupleto (du); tripleto (tri), quarteto (qua), quinteto (qui), multipleto (mult) e duplo dupleto

(ddu). Fonte: O Autor (2023).

A deconvolugédo espectral foi realizada para obter a concentracdo individual dos
metabdlitos pelo espectro de RMN. Os resultados foram normalizados e obtivemos uma
estimativa da concentracdo absoluta dos metabdlitos presentes no figado dos animais, onde
posteriormente foi realizada analise multivariada dos dados.

O gréfico de PLS-DA (Figura 5A), indica que houve uma separagdo entre 0s quatro
grupos: 0 grupo controle e os trés grupos tratados com PRF (20, 40 e 80 mg/kg/dia). Os
pontos agrupados indicam que os metabolomas das amostras foram semelhantes, enquanto os
pontos dispersos implicam diferencgas distintas (Rocha et al., 2020). Dessa forma, as amostras
foram mantidas e é mostrada a correlacdo entre as variaveis (metabolitos) em PC1 e PC2
(Figura 5B), identificando as varidveis significativas responséveis pela separacdo entre os
grupos. Os parametros estatisticos R? (0.809) e Q? (0.611), mostram que ha uma boa
correlagdo nos modelos, indicando alta afinidade e capacidade preditiva. De acordo com o

préprio SIMCA, Q? > 0,5 é admitido para uma boa previsibilidade, logo, nossos dados foram



123

594  considerados aceitaveis para a qualidade do ajuste em sistemas bioldgicos (R?> 0,7 e Q? >
595 0,4) (Jiménez-Contreras et al. 2009).

596 Para uma melhor visualizacdo da variacdo dos metabolitos entre os grupos tratados e o
597  grupo controle, foi construido o mapa de calor (Figura 6).

598

599 Figura 5 - Gréafico de scores das amostras obtido por PLS-DA dos animais tratados com PRF em diferentes

600 concentracgdes e tratados com NaCl 0,15 M (controle) (A). Grafico do loadings para o PLS-DA relacionando os

601 pesos da PC1 e PC2 (B).
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Figura 6 - Dendograma associado ao mapa de calor (heatmap) para os 43 metabdlitos. A cor esta correlacionada
positivamente com intensidade da variacdo dos metab6litos com vermelho indicando alta intensidade e azul

indicando baixa intensidade.
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A figura 6 evidencia uma diminuicdo da concentracdo de glicose e manose nos
animais tratados, o que ja era esperado devido seu efeito hipoglicemiante. Quando os niveis
glicémicos caem abaixo dos niveis fisiologicos normais, os fatores glicorreguladores sao
ativados para conter a hipoglicemia principalmente por meio da intensificacdo da
gliconeogénese e glicogendlise hepatica e, como consequéncia, ocorre a insulinemia e as
respostas dos horménios contrarreguladores entram em acdo. A medida que as reservas de
glicogénio se esgotam, a producdo de glicose pela gliconeogénese aumenta (Bavelloni, 2011).
N&do foram encontrados metabolitos da via glicolitica ou glicogénio hepéatico na amostra de
figado dos animais, isso aliado ao efeito hipoglicemiante sugere que a gliconeogénese esta
sendo utilizada para producdo de compostos glicidicos a partir de outros compostos como
aminoéacidos, lactato e piruvato.

O processo da gliconeogénese é energeticamente desfavoravel e sé ocorre em
condicdes em que ATP e NADH estejam disponiveis. O ATP necessario sera obtido por meio
da oxidacédo de acidos graxos, e a manutencdo do equilibrio NAD*/NADH é necessaria para
manter a via ativa; curiosamente observamos que a concentracdo de lactato nos animais
tratados estava diminuida e isso pode ser resultante por um aumento da atividade da lactato
desidrogenase que oxida lactato a piruvato por meio da reducdo de NAD"™ a NADH, sendo
essa uma das vias de manutencéo do equilibrio NAD*/NADH (Alshawi e Agius, 2019).

Uma diminuicdo da concentracdo de glicose (Figura 7), interfere diretamente na
producdo de glicose-6-fosfato que €& um intermedidrio comum a via glicolitica,
gliconeogénese, glicogénese e via das pentoses fosfato. Sob as condicdes hipoglicemiantes ja
contextualizadas, podemos supor que a via das pentoses-fosfato possa estar diminuida, uma
vez que a glicose-6-fosfato estaria sendo deslocada para sintese de glicose. O NADP
citosolico e reciclado a NADPH pela via oxidativa da pentose-fosfato principalmente no

figado, sendo essa via necessaria para manter relagio NADPH/NADP normal. Estando essa
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via supostamente suprimida havera diminuicdo da producdo de NADPH (Chen et al., 2019).
Portanto esse quadro metabolico que foi acionado em resposta a hipoglicemia, gerada por
PRF, pode explicar a diminuicdo do balanco redox das glutanionas (GSH/GSSG) (Figuras 3G
e 3H), o qual foi observado pelos ensaios de analise do estresse oxidativo, pois necessitam do
equilibrio NADPH/NADP mantido pela via da pentose-fosfato.

Acidos graxos livres e o glicerol sdo exemplos de intermediérios para produgio de
enérgia. Os acidos graxos normalmente sdo encontrados ligados ao glicerol, formando os
triacilglicerdis. O triacilglicerol do tecido adiposo é quebrado liberando acidos graxos livres e
glicerol. O glicerol é transportado livremente pelo sangue até o figado, onde pode ser
utilizado na gliconeogénese. Os &cidos graxos ligam-se a albumina para serem carreados no
plasma e quando absorvidos pelas células hepéticas serdo direcionados para beta-oxidacao
(Nelson e Cox, 2018).

O glicerol hepatico nos animais tratados com PRF estava diminuido, esse dado
associado a valores de triacilglicerdis e VLDL normais no perfil bioquimico sugere a
utilizacdo do glicerol na via da gliconeogénese. Esse deslocamento ocorre por meio da
fosforilacdo do glicerol, pela glicerol quinase, gerando glicerol-3-fosfato que sera oxidado &
diidroxiacetona fosfato e este Gltimo convertido em gliceraldeido-3-fosfato, intermediario da
gliconeogénese (Nelson e Cox, 2018).

O acumulo de é&cidos graxos sinaliza a disponibilidade desse metabdlito como
combustivel para a producdo de energia. Na matriz mitocondrial os &cidos graxos serdo beta-
oxidados e produzem Acetil-CoA, o qual tera sua energia conservada em NADH e ATP por
meio do ciclo do &cido citrico, ou entdo serdo deslocados para producéo de corpos cetdnicos
(Vishwanath, 2016). A conversdo de &cidos graxos em glicose ndo é possivel pois a reacéo a
piruvato desidrogenase é irreversivel e ndo existe outra rota que possibilite a carboxilagdo e

reducdo do Acetil-CoA até piruvato (Stacpoole et al., 2017). Em condicGes de hipoglicemia,
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0s acidos graxos serdo mobilizados para serem fontes de energia e 0 excesso de Acetil-CoA
sera um ativador alostérico das enzimas de sintese de corpos cetbnicos. Essa afirmativa
explica os niveis aumentados de 3-hidroxibutirato e acetato encontrado nos hepatdcitos de
individuos tratados com PRF. O 3-hidroxibutirato pode ser utilizado como fonte energética
para o cerebro em casos de hipoglicemia, atuando também como neuroprotetor (Pereira et al.,
2010).

O Acetil-CoA também ¢ obtido por uma descarboxilacdo oxidativa do piruvato,
produto da acdo catalitica da piruvato desidrogenase. Piruvato desidrogenase é um complexo
de 3 enzimas que agem sequencialmente e necessitam de 5 coenzimas: o pirofosfato de
tiamina (TPP — thiamine pyrophosphate), dinucleotideo de flavina-adenina (FAD — flavin
adenine dinucleotide), Coenzima A (CoA), dinucleotideo de de nicotinamida-adenina (NAD —
nicotinamide adenine dinucleotide) e lipoato. Coenzima A e NAD tem como percussores o
acido pantoténico e a niacinamida, respectivamente, que sdo vitaminas essenciais a nutricdo
humana. Os resultados observados nos individuos tratados mostram niveis elevados de
niacinamida e acido pantoténico, sugerindo que o complexo piruvato desidrogenase esta com
sua atividade aumentada, provavelmente por um aumento da sintese proteica (up-regulation)
que elevou a necessidade respectivas coenzimas e, portanto, a concentracdo dessas no
citoplasma.

A alimentacdo rica em proteinas fornece aminoacidos com cadeias laterais com
estruturas variadas. Em condigdes hipoglicémicas os aminoacidos serdo mobilizados para
gerarem energia; inicialmente ocorrerdo reacfes de transaminagdes que removem e
transferem o grupo amino de um aminoacido para um alfa-cetoacido especifico para formagéo
de outros aminoacidos e bases nitrogenadas, ou 0 grupo amino pode ser eliminado sob a

forma de ureia e o esqueleto carb6nico ser oxidado para gerar energia (Santos et al., 2015). A
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alta concentracdo de aminoacidos nos individuos tratados com a PRF, pode estar refletindo a
utilizacdo e direcionamento desses para as vias de producéo de energia.

Os aminoacidos provenientes de proteinas de origem alimentar séo absorvidos para a
sangue e encaminhados ao figado por meio do sistema porta-hepatico. Em caso de
hipoglicemia, o glucagon mobiliza e aumenta a captacdo de aminoacidos no figado. O figado
é um Orgao importante para 0 metabolismo dos aminoacidos, pois constantemente sintetiza
aminoacidos ndo essenciais para atender as exigéncias do organismo (Maragon; Melo, 2004).
As folhas de M. oleifera sdo ricas em aminoacidos essenciais (Melesse et al., 2012) e foi
constatado que a concentracdo de aminoacidos essenciais estava mais elevada no figado dos
animais tratados com PRF (Figura 6).

Aminoacidos glicogénicos ou glicocetogénicos sdo convertidos em piruvato ou
intermediarios do Ciclo do Acido Citrico como fumarato, succinil-CoA e 2-oxaloglutarato
que podem sofrer oxidacdo a oxalacetato. Fumarato é um intermediario do Ciclo do Acido
Citrico que pode ser obtido pela degradacédo da tirosina e a baixa concentracdo de fenilalanina
nos animais tratados com PRF, pode indicar que esse aminoacido foi convertido em tirosina
pela enzima fenilalanina hidroxilase. Tirosina € 0 Unico aminoédcido ndo essencial

glicocetogénico que, ao gerar fumarato, libera acetoacetato (Matthews et al., 2007).
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Figura 7 — Esquema das principais vias metabdlicas

envolvidas.
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Fonte: O Autor (2023)

O aumento da concentracdo de 2-oxoglutarato e glutamato e a ndo alteracdo dos niveis
de ureia plasmatica nos animais tratados com PRF, sugere ativacdo do processo de
transaminacgdo, onde 0s compostos nitrogenados podem ser utilizados para produzir novos
aminoéacidos ou novos compostos (Kristensen et al., 2002). O aumento de 2-oxoglutarato
pode ser explicado pela gliconeogénese anaplerotica, por ativacdo das transaminases ligadas
ao glutamato no figado para gerar fonte de carbono derivado do catabolismo de aminoacidos.
No figado, o esqueleto carbdnico da glutamina serve como precursor para a gliconeogénese
(Alpers, 2006) e aumento fisioldgico nos niveis de 2-oxoglutarato ja foram observados em
leveduras e bactérias (Brauer et al., 2006), no figado de pombos em jejum (Kaminsky et al.,
1982) e em humanos apoés exercicio fisico (Brugnara et al., 2012).

Acetato encontrou-se elevado nos animais tratados com PRF. Os esqueletos

carbdnicos de muitos aminoacidos podem ser utilizados sob a forma de acetato. A quebra de
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treonina libera glicina e acetaldeido que por sua vez é convertido em acetato pela acetaldeido
desidrogenase. Acetato pode ser convertido em acetil-CoA pela enzima acetil-CoA sintetase
(Wang et al., 2009) e dessa forma, o0 aumento de aminoacidos e intermediarios do Ciclo do
Acido Citrico encontrados no metaboloma dos animais pode indicar que esse ciclo foi
acionado para a producéo de energia.

Dietas ricas em proteinas também podem interferir no metabolismo das purinas e
pirimidinas. Como mencionado anteriormente, a diminuicdo da glicose inibe a via das
pentoses fosfato e, consequentemente, a producdo de ribose, requerida para a formacgdo dos
acidos nucleicos pode estar comprometida. O metabolismo de alguns aminoacidos como
glutamina, aspartato e alanina podem produzir guanina via deoxiguanosina. A Xxantina é
produto da conversdo da hipoxantina pela acdo da enzima xantina oxidade que faz parte do
metabolismo das purinas (xantosina — deoxiguanosina). Essa mesma enzima, catalisa a
oxidacdo da xantina em &cido Urico, produto final no metabolismo das purinas em humanos.
Em alguns mamiferos (como nos ratos), aves e répteis, o &cido Urico € convertido em
alantoina pela enzima urato oxidase (Lai et al., 2015). O aumento de xantina e diminuicdo da
hipoxantina nos animais tratados com PRF, pode indicar aumento da atividade da enzima
xantina oxidase.

A xantina oxidase ¢ uma das responsaveis pela formacdo extra-mitocondrial de
espécies reativas de oxigénio. Os elétrons derivados do substrato no cofator Mo (molibdénio)
da xantina oxidase reduzem Oz no cofator FAD na forma univalente, 0 que acarreta a geragédo
de anion superdxido (O27) que, quanto de forma bivalente, forma peroxido de hidrogénio
(H202) (Kelley et al., 2010). Dessa forma, o aumento da peroxidacao lipidica detectado nos
animais tratados com PRF, como mencionado antrriormente, pode estar relacionado com a

producéo de EROs pela acéo da xantina oxidase.
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Niveis elevados de citidina e uracila, s&o correlacionados a aumento no metabolismo
das bases pirimidicas, e 0 aumento de citidina ocasiona aumento de colina e etanolamina.
Difosfato de citidina (CDP) é importante intermediario na formacdo de fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina, fosfolipidios de membrana celular e 0 aumento desses metabolitos no
metaboloma de animais tratados com PRF, pode ser devido a degradacdo oxidativa (Lager et
al., 2015) detectado pelos nives de TBARS no tecido hepatico dos animais tratados.

Vale salientar que os niveis de colina e betaina estdo elevados nos animais tratados
com PRF. A colina ¢ a betaina sdao obtidas da dieta ou por sintese “de novo” nos tecidos
(Ueland, 2011). No figado, a betaina é obtida pela oxidacéo da colina é convertida em betaina
aldeido por acao da enzima colina-desidrogenase e a betaina aldeido € posteriormente oxidado
a nivel mitocondrial em betaina pela betaina aldeido-desidrogenase (Li et al., 1986). Dessa
forma, a colina esté relacionada ao metabolismo do monocarbono. A colina é sintetizada de
novo a partir da catalise da fosfatidiletanolamina pela enzima fosfatidiletanolamina-N-
metiltransferase (PEMT) (Ueland, 2011).

A betaina é conhecida por melhorar os efeitos adversos do alcool e gordura no figado
(Barak et al., 1997). A betaina também serve como uma fonte de monocarbono quando outras
fontes se tornam limitadas (folato e metionina, por exemplo). Além disso, uma suplementacao
de betaina e colina tem efeito redutor nos niveis de homocisteina (Olthof e Verhoef, 2005).

Para verificar as suposi¢Oes levantadas nesse trabalho, realizamos uma correlagéo
entre os metabdlitos encontrados na amostra polar do figado dos ratos com os indicadores do
estresse oxidativo. Os resultados sdo observados em um mapa de calor (Figura 8).

Na figura 8 podemos observar uma forte correlacdo da relacdo GSH/GSSG com as
concentragdes de glicose, manose, glicerol, alantoina e o aminoacido serina. Como
mencionado anteriormente, glicose e manose sao metabdlitos envolvidos na via das pentoses-

fostato. O glicerol é produto da quebra de triacilglicerois, o qual pode ser utilizado como
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intermédiario no processo da gliconeogénese. E, consequentemente, envolvidos na reducéo de
NADP a NADPH. A enzima glutationa redutase (GR) € responsavel pela reducdo de GSSG
em GSH, usando uma molécula de NADPH como doadora de elétrons (Couto; Wood; Barber,
2016). Com a diminuicdo de NADPH a atividade da enzima é comprometida, podendo causar
dano oxidativo tecidual como foi relatado.

Kristal et al. (1999), relataram que aumento simultaneo nos niveis de xantina e o acido
pode ocorrer em quadros de disfuncdo mitocondrial progressiva, como no diabetes tipo 1.
Como a alantoina é o produto final da degradacdo das purinas e nos animais tratados com
PRF esse metabdlito estava diminuido, pode-se deduzir que PRF promova alteracdo a nivel
mitocondrial. Adicionalmente, 0 aumento de xantina ocorreu pela acdo da enzima xantina
oxidase, elevando a produgéo de H202, como mencionamos anteriormente.

A serina € um aminoacido ndo essencial capaz de melhorar a expressdo génica da
glutationa peroxidase e esta envolvida na producédo da glutationa reduzida como precursor da
glicina, um dos aminoacidos que forma a glutationa (Zhou et al., 2017). Dessa forma, a
diminuicdo de serina provavelmente se deu pela sintese de glicina na tentativa de aumentar a
producdo da glutationa (Maddocks et al., 2013).

Uma outra forte correlacdo é observada entre a colina, sulfidrilas e glutationa S-
Transferase (GST). Em ratos foi constatado que a colina dietética reduziu o produto de
oxidagdo de proteinas em mitocéndrias do cérebro (Pacelli et al., 2010), corroborando com 0s
nossos achados. Em ratos, o figado é considerado o 6rgdo mais sensivel a alteragdes nos
niveis de colina e deficiéncia de colina, leva as mitocondrias & dano oxidativo. Em ratos, a
deficiéncia de colina diminuiu as concentracGes hepaticas de colina e de metabolitos de colina
(Zeisel; Blustajn, 1994) e, portanto, é provavel que os niveis elevados de colina encontrados

nos animais tratados com PRF, elevou a producéo de GST para sanar o dano oxidativo.
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Figura 8 - Correlagdo dos metabdlitos encontrados na amostra polar do figado dos ratos com hiomarcadores do estresse oxidativo.
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Conclusédo

PRF ndo desencadeou mudanca comportamental e ndo foi agente antinutricional nas
concentracdes de 20, 40 e 80 mg/kg em aplicacOes diarias por 28 dias. PRF ndo desencadeou
alteracdes hematoldgicas, homeostase, eletrolitos ou histopatologicas. PRF apresentou efeito
hipoglicemiante. PRF aumentou os niveis de TBARS, sem alterar carbonilas ou sufidrilas, o
que ocasionou a aumento da atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa-S-transferase (GST) nas maiores concentracdes (40 e 80 mg/kg/dia). PRF
também diminuiu a correlacdo dos antioxidantes proteicos ndo enzimaticos (GSH/GSSG) em
todas as concentracdes.

PRF atuou como uma substancia hipoglicemiante que hipoteticamente atua na
diminuicdo da captacdo da glicose pelos enterdcitos. Esse efeito causou deplecdo dos niveis
de glicose e glicogénio hepatico que levou a ativacdo das rotas de oxidacao de acidos graxos e
biossintese de corpos cetdnicos, além de ativacdo da gliconeogénese e utilizacdo de
aminoacidos como percussores de rotas glicocetogénicas, uma vez que foi observado aumento
dos intermediarios do Ciclo do Acido Citrico. PRF também alterou o equilibrio redox, uma
vez que os baixos niveis de glicose podem afetar negativamente a sintese do NADPH pela via

da pentose-fosfato, diminuindo a eficiéncia do sistema antioxidante da glutationa.
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4 CONCLUSOES

e Lectina, inibidor de tripsina, os flavonoides rutina e vitexina e ferro foram identificados no
extrato salino (LE) e fracdo rica em proteina (PRF) obtidos de folhas de M. oleifera;

e LE e PRF ndo apresentaram toxicidade aguda apds administracdo oral de Unica dose de
2000 mg/kg, em 14 dias. Foram observadas alteracBes comportamentais em ambos 0s
tratamentos. J& aumento da ALT e infiltrado leucocitario hepatico foi detectado apenas nos
animais tratados com LE. LE e PRF ndo foram citotdxicos, hemoliticos ou genotdxicos;

e PRF ndo apresentou toxicidade subaguda para os animais avaliados apds administracao
oral em doses repetidas de 20, 40 e 80mg/kg/dia, durante 28 dias. Os dados mostraram que
PRF: a) ndo promoveu alteracbes comportamentais e nos parametros hematoldgicos, de
hemostasia, eletrolitos e histopatologicos; b) PRF foi agente hipoglicemiante; c) elevou os
niveis de TBARS no figado dos animais tratados sem causar danos oxidativos em proteinas
(carbonila); d) elevou a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST) nas maiores concentragdes testadas, em
resposta ao estresse oxidativo e; €) diminuiu a relacdo ndo enzimaticas glutationa reduzida
e glutationa oxidada em todas as concentragdes testadas;

e 43 metabolitos polares foram identificados no figado de animais tratados com PRF. O
estudo revelou que PRF foi fonte de aminoacidos essesnciais, elevou a producdo de
radicais livres extra-mitocondriais, ocasionando dano oxidativo, comprometeu a producao
de coenzimas reduzidas (NADPH), ativou a via da gliconeogénese e o Ciclo do Acido

Citrico.
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ANEXO A — Vias Metabolicas
Glicolise e Gliconeogénese (Disponivel em: https://www.genome.jp/pathway/map00010)
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Metabolismo do Piruvato (Disponivel em: https://www.genome.jp/pathway/map00620)
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Ciclo do Acido Citrico (Disponivel em: https://www.genome.jp/pathway/map00020)
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Via das Pentoses Fosfato (Disponivel em: https://www.genome.jp/pathway/map00030)
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Metabolismo dos Glicerofosfolipidios (Disponivel em: https://www.genome.jp/pathway/map00564)
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Metabolismo das Pirimidinas (Disponivel em: https://www.genome.jp/pathway/map00240)
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Metabolismo das Purinas (Disponivel em: https://www.genome.jp/pathway/map00230)
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ANEXO B - Autorizagio Comité de Etica e Pesquisa com Animais

1\

Oficio n® 16/19

Universidade Federal de Pernambuco

Centro de Biociéncias
Av, Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE — Brasil
Fones: 2126 8842
ceua@ufpe.br

Recife, 10 de abril de 2019

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Patricia Maria Guedes Paiva

Departamento de Bioquimica

Centro de Biociencias

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0070/2018

Certificamos que a proposta intitulada “Atividade Biologicas de preparacées de
folhas de Moringa oleifera,” registrado com o n°® 0070/2018 sob a responsabilidade
de Prof. Patricia Maria Guedes Paiva que envolve a produgdo, manutencio ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - 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 DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 27/03/2019.

Finalidade

() Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagao

Maio de 2019 a feverreiro de 2022

Espécie/linhagem/raca

Rato heterogenico

N° de animais 152

Peso/ldade 50-60g

Sexo Macho (59) fémea (93)

Origem Bioterio do Departamento de Antibioticos

Atenciosamente,

Prof. Sebastiao R. F, Silve
355 Vice-Presidente CEUAIUFPE
SIAPE 2345691
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ANEXO C — Autorizagdo Comité de Etica e Pesquisa com Humanos

UFPE - UNIVERSIDADE

CEP ﬁ FEDERAL DE PERNAMBUCO - w-p

A== CAMPUS RECIFE -
uFrE UFPE/RECIFE

PARECER CONSUBSTANCLADD DO CEP
DA0CE D PROJETD DOE PESOUIIEA
Thulo da Pesguisa: ATIVIDADES CITOTGXICA, HEMOLITICA E IMUNOMODULADORA DE
PREFARACOES VEGQETAIS ENRIOUECIOAS DE PROTEINAS BIOATIVAS
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ANEXO D - Simula Curricular

HISTORICO ACADEMICO

SIGAA - Sistema Integrado de Gestio de Atividades Académicas

UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

PROPG

Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cldade Universitiria, Recife - PE

Histérico Escolar - Emitido em: 30/01/2022 as 17:07

Dados Pessoais

Neme: ROBSON RAION DE VASCONCELOS ALVES

Data de Nascimento: 151211991

Mome do Pai:
Nome da Mae:

Programa:
Nivel:
Curso:

Curriculo:

Area de Concentragiio:

Linha de Pesguisa:

Orientador:

Forma de Ingresso:

Més/Ano Inicial:
Trancamentos:

Profrogagies:

Tipo Salda:

Més/Ano de Salda:

RONNIE RAION ALVES DE ANDRADE
LENILDA LIRA DE VASCONCELOS ALVES

Dados do Vinculo do Discente

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS - CB

DOUTORADO
CIENCIAS BIOLOGICAS
CBID0S Status: ATIVO

BIOLOGIA QUIMICA PARA A SAUDE

1133984 - PATRICIA MARIA GUEDES PAIVA

SELEGAO DE POS-GRADUAGAO

MAR/2018

0 meses

0 mesas

Data da Defesa:

Disciplinas e Atividades Cursadas/Cursando

Matricula: 20183026354
Local de Mascimento:NAO INFORMADO/--

indices Académicos
CR: 4.0

(Inefica Sa Cosfisnts de Aansimana: 0.0 - 4.0

Més Atual: 47

Prazo para Conclusao (Padrac / MARI2022

Imicia Fim Componente Curricular Turma | CH c Freq % |Conceito Situagdo
CANCEROLOGIA EXPERIMENTAL
o2/2018 072018 | DCBO1O Dra SUENE CARNEIRD DO NASCIMENTO (604) CE &0 100,0 A APROVADO
CANCELAMENT
e — ~ beRags |ATVIDADE DE ORIENTAGAO INDIVIDUAL N P 3 : o
JINSTITUCIOMNAL
TOPICOS EM NANOBIOTECNOLOGIA E BIOFOTONICA - ESSE
072020 0772020 | DCEOED | COMPOMENTE SERA MINISTRADO REMOTAMEMNTE Li}] 45 3 100,0 A APROVADD
Dva ADRIANA FONTES [45h)
CARACTERIZAGAD E APLICAGAD DE BIOMOLECULAS PARA
FINS BIOTECNOLOGICO
oaiz020 | ce2020 | Dceeay |FINS BIOTECNOLOGICO | S (151, D MARIA DAS GRACAS o1 | 30| 2 | 1000 A APROVADD
CARNETRO D CLINHA [15h)
PRy N DCEags | ATIVIDADE DE ORIENTAGAD INDIVIDUAL — o | o N i MATRICULADD
032024 072021 | DCReaT ATIVIDADE DE QUALIFICACAC/PRE-BANCA DE DOUTORADD _ o o _ . APROVADO
08/2021 - Deeagg | E-E DE DOUTORADO - o | o - - MATRICULADO
_ _ DCEO0Z EVOLUGAD DO PENSAMENTO CIENTIFICD _ 45 3 100,0 A DISPENSADO
_ _ DCEO04 SEMINARIOS EM BIOTECNOLOGIA _ 45 3 100,0 A DISPENSADO
_ B DCEa2i ANALISE ESTRUTURAL E AFLICACGES DE LECTINAS _ 45 3 100,0 A DISPENSADO
-~ - DCeosg | BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR ~ |4s| 3 | 1woo| A |oisPENsADO
_ _ DCBOEO SEMINARIOS EM BIOLOGIA QUIMICA FARA A SAUDE _ 45 3 100,0 A DISPENSADO
= - DCBAET PROTEINAS E SURS APLICACOES - 45 3 100,0 A DISPENSADO
- - Deaggg | PROTEINAS INSETICIDAS - |a5| 3 | 1w00] a |oiseensano
Carga Hordria Integralizada/Pendente
Obrigatdrias Optativos Total
Exigidio 180 hi 270 h| 450 h
Integralizado 180 hi 270 h| 450 h
Pendents* 0 hi Oh O hi
*Contabilizado com base no vakor estabekecido no minimo exigide da estrutura cumicular.
Obs_: A coluna (C) indica os créditos dos componentes cumiculares.
Componentes Curriculares Obrigatdrios Pendentes:1
Codigo Componente Curricular CH
DCBBaOY TESE DE DOUTORADO Matriculado Oh
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CURRICULO LATTES

Robson Raion de Vasconcelos Alves

Formacao académicaltitulacao

2018 - 2022

2016 - 2018

2020 - 2022

2010 - 2014

2020

Doutorado em Ciéncias Biologicas.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Titulo: ATIVIDADES BIOLOGICAS DE PREPARACOES DE FOLHAS DE Moringa
oleifera

Orientador: Patricia Maria Guedes Paiva

Coorientador: Mariana Pinheiro Fernandes

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

Mestrado em Ciéncias Bioldgicas.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Titulo: AVALIACAO DE ATIVIDADE OVICIDA DE LECTINAS LIGADORAS DE
QUITINA CONTRA Aedes aegypti, Ano de obtencéo: 2018

Orientador: Patricia Maria Guedes Paiva

Coorientador: Thiago Henriqgue Napole&o

Bolsista do(a): Fundagdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de
Pernambuco

Especializagdo em Hematologia Clinica.
Faculdade Sucesso, FACSU, Brasil

Graduacédo em Biomedicina.

Faculdades Integradas de Patos, FIP, Patos, Brasil

Titulo: PREVALENCIA DE HIPERTENSAO ARTERIAL EM PACIENTES COM
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA EM TRATAMENTO HEMODIALITICO
Orientador: Angela Maria Sales Barros

Bolsista do(a): Programa Universidade para Todos

Ensino Profissional de nivel técnico em Técnico em Qualidade.
Servigo Nacional de Aprendizagem Comercial - SE, SENAC-SE, Aracaju, Brasil

Formacao complementar

2020

2020

2020 - 2020

2020 - 2020

2020 - 2020

2020 - 2020

Auxiliar de Laborat6rio de Microbiologia. (Carga horaria: 162h).
SENAI - Departamento Regional de Goias, SENAI/DR/GO, Goiania, Brasil

Extensdo universitaria em Docéncia em Educacdo a Distancia. (Carga horéria:
240h). Escola Superior Aberta do Brasil, ESAB, Vila Velha, Brasil

Curso de curta duragdo em Coronavirus (COVID-19): Manejo dos Casos
Suspeitos. (Carga horéaria: 1h). Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert
Einstein, IIEPAE, Sao Paulo, Brasil

Extenséo universitaria em Excel Béasico e Intermediario. (Carga horéria: 30h).
Instituto Federal de Pernambuco, IFPE, Recife, Brasil

Extensdo universitaria em Desenvolvendo as Habilidades Socioemocionais.
(Carga horéria: 24h). Instituto Federal de Pernambuco - Campus Igarassu, IFPE,
Igarassu, Brasil

Curso de curta duragdo em Prevencao de infecgdo. (Carga horaria: 1h).
Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, IEPAE, Sao Paulo, Brasil



2020 - 2020

2019 - 2020

2020 - 2020

2020 - 2020

2019 - 2019

2019 - 2019

2019 - 2019

2018 - 2018

2018 - 2018
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Curso de curta duracao em Uso correto dos EPI's pela equipe assistencial. (Carga
horéria: 1h). Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, IIEPAE, Sao
Paulo, Brasil

Extens&@o universitaria em Metodologia da Pesquisa Cientifica 12 oferta MOOC.
(Carga horaria: 30h). Fundacao Oswaldo Cruz, Fiocruz, Ribeirao Preto, Brasil

Extensdo universitaria em SolugBes biotecnolégicas aplicadas as agfes de
enfrentamento a COVID-19. (Carga horaria: 25h). Universidade Federal de
Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Extensado universitaria em Hemograma, Anemia e Linfadenopatia. (Carga horaria:
30h). Fundacao Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre,
UFCSPA, Porto Alegre, Brasil

Extensdo universitaria em VIII Curso de Extensdo em Bioética e Manejo de
Animais de Laboratério. (Carga horaria: 21h). Universidade Federal de
Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Extensdo universitaria em Aspectos Bioquimicos e Fisiolégicos do metabolismo
dos substratos energétic. (Carga horaria: 40h). Universidade Federal de
Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Curso de curta duragdo em IN VITRO AND IN VIVO ANTICANCER ACTIVITY OF
SYNTHETIC, BIOTECHNOLOGICAL, AN. (Carga horaria: 8h). Universidade
Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Citometria de Fluxo. . (Carga horéaria: 8h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Extensdo universitdria em Capacitagdo no Uso e Manejo de Animais de
Laboratorio. (Carga horéaria: 60h). Universidade de Sdo Paulo, USP, Sao Paulo,
Brasil

Prémios e titulos

2021

2021

2020

2020

2019

Producéao

Mencdo honrosa - Modalidade Oral, Reuni@o Regional da Federacdo de
Sociedades de Biologia Experimental - FeSBE.

Mencéo honrosa - Modalidade Oral, | Congresso Brasileiro de Nanobiotecnologia -
COBIONTEC

Menc¢do Honrosa - 20 melhores trabalhos na modalidade poster, | Congresso
Norte-Nordeste Multidisciplinar Sobre O Cancer

Menc¢éo Honrosa - 3° lugar Modalidade Oral, XXVI Semana de Biomedicina UFPE

Mencao Honrosa - 1° lugar modalidade poster, Simpdésio de Proteinas Bioativas -
UFPE

Artigos completos publicados em periddicos

1. DA SILVA, ABDENEGO RODRIGUES; DE OLIVEIRA, WESLLEY FELIX; DA SILVA, POLLYANNA
MICHELLE; DE SIQUEIRA PATRIOTA, LEYDIANNE LEITE; DE VASCONCELOS ALVES, ROBSON
RAION; DE OLIVEIRA, ANA PATRICIA SILVA; DOS SANTOS CORREIA, MARIA TEREZA; PAIVA,
PATRICIA MARIA GUEDES; VAINSTEIN, MARILENE HENNING; FILHO, PAULO EUZEBIO
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CABRAL; FONTES, ADRIANA; NAPOLEAO, THIAGO HENRIQUE. Quantum dots conjugated to
lectins from Schinus terebinthifolia leaves (SteLL) and Punica granatum sarcotesta (PgTel) as
potential fluorescent nanotools for investigating Cryptococcus neoformans. INTERNATIONAL
JOURNAL OF BIOLOGICAL MACROMOLECULES. v.192, p.232 - 240, 2021.

2. SILVA, SUELLEN PEDROSA DA; COSTA, CLARICE BARBOSA LUCENA DA; SILVA, JOSE
DAYVID FERREIRA DA; ALVES, Robson Raion de Vasconcelos; SILVA, GUILHERME ANTONIO
DE SOUZA; FREITAS, ANDERSON FELIPE SOARES DE; GUEDES, CAIO CESAR DA SILVA;
MARINHO, AMANDA DE OLIVEIRA; PAIVA, PATRICIA MARIA GUEDES; NAPOLEAO, THIAGO
HENRIQUE. Resistance mechanisms of Cryptococcus spp. and plant compounds as tools to combat
them. RESEARCH, SOCIETY AND DEVELOPMENT. v.10, p.e57810212819 -, 2021.

3. OLIVEIRA MARINHO, AMANDA; RODRIGUES DA SILVA, ABDENEGO; RAION DE
VASCONCELOS ALVES, ROBSON; DO BOM PARTO LOPES VIEIRA LIMA, MAGALY; ALVES DE
ALMEIDA JUNIOR, ANTONIO SERGIO. Tratamento de Hemofilicos A Grave Atendidos no Hospital
de Hematologia da Fundagdo HEMOPE, com Inibidor de Fator VIII Através da Imunotolerancia.
ENSAIOS E CIENCIA (CAMPO GRANDE. IMPRESSO). v.25, p.252 - 258, 2021.

4. ALVES, R.R.V.; Prazeres, G. B.; SILVA, S. P.; SILVA, P. M.; COELHO, LUANA C.B.B;
NAPOLEAO, T. H.; PAIVA, Patricia M. G. Antifungal activity of Moringa oleifera seed extract -
ANNALS OF THE 1 ST BRAZIL-FRANCE SYMPOSIUM ON MEDICINAL CHEMISTRY. BIOFAR:
REVISTA DE BIOLOGIA E FARMACIA. v.186, p.34 -, 2020.

5. MOURA, M.C.; PROCOPIO, T.F.; FERREIRA, G.R.S.; ALVES, R.R.V.; SA, RA.; PAIVA, P.M.G.;
INGMER, H.; COELHO, L.C.B.B.; NAPOLEAO, T.H. Anti-staphylococcal effects of <i>Myracrodruon
urundeuva</i> lectins on non-resistant and multidrug resistant isolates. JOURNAL OF APPLIED
MICROBIOLOGY. v.XXX, p.JAM-2020-1275.R -, 2020.

6. ALVES, R.R.V.; DA SILVA, ABDENEGO RODRIGUES; SILVA, P. M.; NAVARRO, DANIELA MAF;
NAPOLEAO, T. H.; PAIVA, PATRICIA MARIA GUEDES. ATIVIDADE OVICIDA DE FRAGOES
PROTEICAS DE Myracrodruom urundeuva. REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA PARA
O PROGRESSO DA CIENCIA. v.72, p.1 - 4, 2020.

7. MEDEIROS, MARIO L.S.; ALVES, ROBSON R.V.; OLIVEIRA, BENNY F.; NAPOLEAO, THIAGO
H.; PAIVA, PATRICIA M.G.; COELHO, LUANA C.B.B.; BEZERRA, ANA C.D.S.; SILVA, MICHELE
D.C. In vitro effects of Moringa oleifera seed lectins on Haemonchus contortus in larval and adult
stages. EXPERIMENTAL PARASITOLOGY. v.218, p.108004, 2020.

8. ALVES, ROBSON RV; SOARES, TATIANA; BENTO, ELINALDO FL; ROLDAN'FILHO, RICARDO
S; SOUZA, BARBARA SS; LIMA, MARCELE KN; NASCIMENTO, JESSICA S; COELHO, LUANA
CBB; SA, ROBERTO A; LIMA, THAMARAH A; GONCALVES, GABRIEL GA; BRAYNER, FABIO A;
ALVES, LUIZ C; NAVARRO, DANIELA MAF; NAPOLEAO, THIAGO H; PAIVA, PATRICIA MG.
Ovicidal lectins from Moringa oleifera and Myracrodruon urundeuva cause alterations in chorionic
surface and penetrate the embryos of Aedes aegypti eggs. PEST MANAGEMENT SCIENCE. v.76,
p.730 - 736, 2020.

9. DE SOUZA SILVA, GUILHERME ANTONIO; DA SILVA, SUELLEN PEDROSA; DA COSTA,
MARCOS AURELIO SANTOS; DA SILVA, ABDENEGO RODRIGUES; DE VASCONCELOS ALVES,
ROBSON RAION; ANGELO MENDES TENORIO, FERNANDA DAS CHAGAS; DA SILVA MELO,
ALANNE RAYSSA; DE FREITAS, ANTONIO CARLOS; LAGOS DE MELO, CRISTIANE MOUTINHO.
SARS-CoV, MERS-CoV and SARS-CoV-2 infections in pregnancy and fetal development. Journal of
Gynecology Obstetrics and Human Reproduction., p.101846, 2020.

10. ALVES, Robson R. V.; MAIA NETO, Luiz da Silva; ALMEIDA, Maria Margareth Camara;
RODRIGUES, Priscila M. B. To observe changes of female sex hormones after chemical induction of
Diabetes Mellitus. International Research Journal of Obstetrics and Gynecology. v.1, p.1 - 5, 2018.

11. MAIA NETO, Luiz da Silva; ALVES, R. R. V.; OLIVEIRA, E. P.; AMORIM, F. D.; ALMEIDA, Maria
Margareth Camara; RODRIGUES, Priscila M. B. PREVALENCE OF DYSLIPIDEMIAS IN SWISS
MICE WITH DIABETES MELLITUS INDUCED BYALLOXAN-MONOHYDRATE. Experimental
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Pathology and Health Sciences. v.8, p.11 - 12, 2017.

12. LEITE, AHP.; SILVA, NQ; MORATO, CBA; ALVES, Robson R. V. Hpv como fator de risco para o
cancer peniano. REVISTA BRASILEIRA DE EDUCACAO E SAUDE. v.5, p.01 - 06, 2015.

13. ALVES, Robson Raion de Vasconcelos; MAIA NETO, Luiz da Silva; BARROS, Angela Maria
Sales Hipertensao arterial como fator de desencadeamento da insuficiéncia renal crénica em usuarios
do Centro de Hemodidlise do Municipio de Patos-PB - VII ENCONTRO PARAIBANO DE
BIOMEDICINA (EPB) DAS FIP. REVISTA COOPEX. v.5, p.1 - 63, 2014.

Capitulos de livros publicados

1. SILVA, J. N. O.; GUEDES, CAIO CESAR DA SILVA; SILVA, S. P.; FREITAS, ANDERSON FELIPE
SOARES DE; ALVES, R.R.V. Estudos antimicrobianos com Aloe vera: uma revisdo In: Ciéncias
Bioldgicas: os desafios da pesquisa na atualidade.l ed.Jodo Pessoa: Instituto Medeiros de Educacao
Avancada, 2021, v.1, p. 484-502.

2. GUEDES, CAIO CESAR DA SILVA; ALVES, R.R.V.; SILVA, J. N. O.; BARROS, M. C.; FREITAS,
ANDERSON FELIPE SOARES DE. O potencial de lectinas no diagndstico do cancer In: Ciéncias
Biolbgicas: os desafios da pesquisa na atualidade.1 ed.Jodo Pessoa: Instituto Medeiros de Educacao
Avangada, 2021, v.1, p. 78-97.

3. ALVES, R.R.V,; SILVA, S. P.; FREITAS, ANDERSON FELIPE SOARES DE; SILVA, J. N. O.;
GUEDES, CAIO CESAR DA SILVA. Prevaléncia da hipertenséo arterial em pacientes que realizam
tratamento de hemodialise em um Municipio da Paraiba In: Enfermagem: os desafios da pesquisa na
atualidade.1 ed.Joédo Pessoa: Instituto Medeiros de Educacdo Avancgada, 2021, v.1, p. 551-569.

4. SILVA, N. R. G.; ALVES, ROBSON RV; SILVA, A. R.; NAPOLEAO, T. H.; PAIVA, Patricia M. G.
Adenanthera pavonina e suas aplicacdes na salde e biotecnologia: uma revisdo In: Biotecnologia:
tecnologia a servi¢o da saude.1 ed.Jodo Pessoa: Instituto Medeiros de Educagdo Avancada — IMEA,
2020, v.1, p. 56-73.

5. ALVES, R.R.V,; SILVA, A. R.; Prazeres, G. B.; Santos, E. M. G.; COELHO, LUANA C.B.B;;
NAPOLEAO, T. H.; PAIVA, Patricia M. G. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PREPARACOES DE
Moringa oleifera Lam: UMA REVISAO In: Encontro Brasileiro Para Inovacéo Terapéutica.1 ed.Recife:
UFPE, 2020, p. 434-439.

6. ALVES, R. R. V.; PAIVA, Patricia M. G. Avaliacdo de atividade ovicida de lectinas contra Aedes
aegypti In: Aqui se faz ciéncia!.1 ed.Goiania: Editora Espaco Académico, 2020, p. 38-40.

7. FREITAS, ANDERSON FELIPE SOARES DE; GUEDES, CAIO CESAR DA SILVA; SILVA, J. N. O.;
ALVES, R.R.V. Avaliagao fitoquimica do extrato hidroalcoolico das folhas de Calotropis procera In:
Farmécia: os desafios da pesquisa na atualidade.l ed.Jodo Pessoa: Instituto Medeiros de Educacéo
Avancada, 2020, v.1, p. 274-293.

8. ALVES, Robson R. V.; SILVA, N. R. G.; ARAUJO, C. A. S;; SILVA, J. N. O;; SILVA, C. E. S
PAIVA, Patricia M. G. Citotoxicidade de sementes de Moringa oleifera frente a células de céancer de
mama: uma revisdo In: Anais do | Congresso Norte-Nordeste Multidisciplinar Sobre O Céancer.2
ed.Jodo Pessoa: Desenvolva-se, 2020, p. 79-79.

9. ALVES, Robson R. V.; SILVA, N. R. G.; SILVA, A. R.; NAPOLEAO, T. H.; PAIVA, Patricia M. G.
Lectinas ovicidas no controle do mosquito Aedes aegypti In: Biotecnologia: tecnologia a servigo da
salde.1 ed.Jodo Pessoa: Instituto Medeiros de Educacdo Avancada — IMEA, 2020, v.1, p. 124-142.

10. SILVA, S. P.; ALVES, R.R.V.; SILVA, J. N. O.; GUEDES, CAIO CESAR DA SILVA; FREITAS,
ANDERSON FELIPE SOARES DE. Mecanismos de resisténcia de Candida spp. frente a
antimicrobianos convencionais e uso de lectinas no controle desses patégenos In: Saulde: os
desafios da pesquisa na atualidade.3 ed.Jodo Pessoa: Instituto Medeiros de Educa¢do Avancada,
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2020, v.03, p. 585-608.

11. BARROS, M. C.; ALVES, R.R.V.; SILVA, S. P.; SILVA, J. D.; AMORIM, Poliana K; COELHO,
LUANA C.B.B.; NAPOLEAO, T. H.; PAIVA, Patricia M. G. Moringa oleifera toxicology: an overview In:
Moringa oleifera: properties, Applications and Health Effects.1 ed.New York: NOVA Science
Publishers, 2020, v.1, p. 35-68.

12. SILVA, A. R.; ALVES, R.R.V.; NAPOLEAO, T.H. NANOSISTEMAS QUANTUM DOTS-LECTINAS
COMO ALTERNATIVA NA INVESTIGACAO DE GLICANOS EM ESTRUTURAS DE CANDIDA In:
Encontro Brasileiro Para Inovacado Terapéutica.1 ed.Recife: UFPE, 2020, p. 137-141.

13. ALVES, R.R.V.; ROLDAN FILHO, R. S.; BENKO-ISEPPON, A. M.; NAPOLEAO, T. H.; PAIVA,
Patricia M. G. PERFIL DESCRICIONAL DE LECTINAS DE RELEVANTE INTERESSE BIOLOGICO A
PARTIR DA ESPECIE Microgramma vacciniifolia In: Encontro Brasileiro Para Inovacéo Terapéutica.l
ed.Recife: UFPE, 2020, p. 589-594.

14. SILVA, A. R.; ALVES, ROBSON RYV; SILVA, N. R. G.; NAPOLEAO, T. H. Propriedades fisico-
guimicas de biomateriais aplicados na regeneragdo tecidual guiada In: Odontologia: tecnologia a
servigo da saude 1.1 ed.Jodo Pessoa: Instituto Medeiros de Educacdo Avancada — IMEA, 2020, v.1,
p. 207-223.

Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

1. SILVA, A. R.; ALVES, R.R.V.; SILVA, P. M.; MARINHO, A. O.; NAPOLEAO, T. H. MODELAGEM
DOS FRAGMENTOS OBTIDOS POR ESPECTROCOPIA DE MASSA DA LECTINA DA SACOTESTA
DA PUNICA GRANATUM (PGTEL) In: Semana de Biomedicina: Saude, Ciéncia e Sociedade, 2020,
Recife. Anais da Semana de Biomedicina: Saude, Ciéncia e Sociedade. , 2021.

2. SILVA, A. R.; MARINHO, A. O.; ALVES, R.R.V.; NAPOLEAO, T. H. PERFIL PROTEICO DO
EXTRATO SALINO DAS FOLHAS DA SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS In: Semana de Biomedicina:
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Pernambuco

2. ARAUJO, L. C. C.; PAIVA, Patricia M. G.; ALVES, R.R.V. Participacdo em banca de Ana Gabrielle
Barros Silva. Avaliacdo da toxicidade em doses repetidas e genotoxicidade da infusdo das
folhas de Moringa oleifera Lam, 2021. (Ciéncias Biologicas) Universidade Federal de Pernambuco

3. NAPOLEAO, T. H.; AMORIM, Poliana K; ALVES, R.R.V. Participacdo em banca de Clarice
Barbosa Lucena da Costa. Avaliacao de atividades antioxidante e fotoprotetora e da toxicidade
aguda in vivo de extratos salinos de Portulaca elatior, 2021. (Ciéncias Bioldgicas) Universidade
Federal de Pernambuco
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4. GOMES, B. S.; SANTANA, F. C.; ALVES, R.R.V. Participagdo em banca de MARIA CLARA
BEZERRA ALIPIO. PROPAGACAO DE FAKE NEWS SOBRE A EFICACIA DO KIT COVID:
EFEITOS E CONSEQUENCIAS SOBRE O USO DE MEDICAMENTOS SEM COMPROVACAO
CIENTIFICA CONTRA A COVID-19., 2021. (Ciéncias Biolégicas) Universidade Federal de
Pernambuco

5. ALVES, R.R.V.; FERREIRA, G. R. S.; NAPOLEAO, T. H. Participagdo em banca de Beatriz
Rodrigues da Silva. AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA LECTINA DA
SARCOTESTA DE Punica granatum (PgTeL) CONTRA CEPAS DE Escherichia coli
PRODUTORAS DE BETALACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO (ESBLS)., 2020. (Ciéncias
Biolégicas) Universidade Federal de Pernambuco

6. ALVES, R. R. V.; PAIVA, Patricia M. G. Participacdo em banca de Stella Cristina Cabral da Silva.
EFICIENCIA LARVICIDA E OVICIDA DE COMPRIMIDOS CONTENDO FRACAO DE SEMENTE DE
Moringa oleifera NO CONTROLE DE Aedes aegypti, 2019. (Farmacia) Universidade Federal de
Pernambuco

7. PAIVA, Patricia M. G.; VILELA, L. M.; ALVES, Robson R. V. Participacdo em banca de Ricardo
Salas Roldan-Filho. Prospecc¢éo e potencial antimicrobiano de biomoléculas ativas de Croton
heliotropiifolius Kunth e Euphorbia tirucalli Linn (Euphorbiaceae)., 2019. (Ciéncias Bioldgicas)
Universidade Federal de Pernambuco

8. ALVES, Robson R. V.; PAIVA, Patricia M. G.; MOURA, Maiara C. Participacdo em banca de
Juliane Nancy de Oliveira Silva. Atividade antibacteriana da lectina isolada da sarcotesta de
Punica granatum (PgTelL) contra Listeria monocytogenes, 2018. (Ciéncias Biolégicas)
Universidade Federal de Pernambuco

9. PAIVA, Patricia M. G.; ALVES, Robson R. V. Participagdo em banca de Matheus Cavalcanti de

Barros. Investigacdo das atividades citotoxicas e genotdxicas do extrato aquoso e lectinas das
sementes de Moringa oleifera, 2018. (Ciéncias Bioldgicas) Universidade Federal de Pernambuco

Participacdo em banca de comissdes julgadoras
Outra

1. Comisséo de Avaliagdo dos Trabalhos Desenvolvidos no Centro de Iniciagdo Cientifica do
Colégio Santa Maria, 2019. Colégio Santa Maria

2.1 Simpésio de Proteinas Bioativas da UFPE, 2019. Universidade Federal de Pernambuco
3. lll Jornada de Inovacéo e Pesquisa da UNISAOMIGUEL e FOCCA, 2019. UNISAOMIGUEL

4. A ESTRATEGIA DE_ SAUDE DA FAMILIA COMO CENARlO PRIVILEGIADO PARA AS
PRATICAS DE EDUCACAO EM SAUDE: UM RELATO DE EXPERIENCIA - Avaliador online, 2018
Instituto Federal de Pernambuco

5. AS INFLUENCIAS DA VITAMINA D NA SAUDE DOS PACIENTES PORTADORES DO VIRUS
DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV) - Avaliador online, 2018. Instituto Federal de Pernambuco

6. AS PRINCIPAIS ALTERAQOES MOLECUL,ARES NA MICROBIOTA E NOS LINFOCITOS T CD4
DECORRENTES DA INFECCAO PELO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV) -
Avaliador online, 2018. Instituto Federal de Pernambuco

7. Comissao de Avaliagao dos Trabalhos Desenvolvidos no Centro de Iniciagao Cientifica do
Colégio Santa Maria, 2018 Colégio Santa Maria

8. | Congresso Pernambucano de Fisiologia e Cognicdo, 2018. Universidade Federal de
Pernambuco
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9. 1l Jornada de Inovacéo e Pesquisa da UNISAOMIGUEL e FOCCA, 2018. UNISAOMIGUEL

10. Il Simpédsio Pernambucano de Biociéncias - Apresentacdes orais de resumos expandidos,
2018. Universidade Federal de Pernambuco

11. Il Simpo6sio Pernambucano de Biociéncias - Apresentacfes orais de resumos simples,
2018. Universidade Federal de Pernambuco

12. 1l Simpésio Pernambucano de Biociéncias - Avaliador online, 2018. Universidade Federal de
Pernambuco

13. XVIIl Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensdo da UFRPE - JEPEX 2018, 2018. Universidade
Federal Rural de Pernambuco

14. XVIII Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensdo da UFRPE - JEPEX 2018 (Online), 2018.
Universidade Federal Rural de Pernambuco
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