VIRTUS IMPAVIDA
vy vy

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

MATHEUS CAVALCANTI DE BARROS

INVESTIGACAONTOXICOLC')GICA E COMPOSICAO FITOQUIMICA
DA INFUSAO DAS FOLHAS DE Moringa oleifera Lam.

Recife
2021


https://www.google.com/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwi32ODumrjbAhUCfpAKHe1UDaoQjRx6BAgBEAU&url=https://pt.wikipedia.org/wiki/Universidade_Federal_de_Pernambuco&psig=AOvVaw2ZtQMzxo7nUmYXn7eH4qiQ&ust=1528139890023508

MATHEUS CAVALCANTI DE BARROS

INVESTIGAQAQTOXICOLOGICA E COMPOSICAO FITOQUIMICA
DA INFUSAO DAS FOLHAS DE Moringa oleifera Lam.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito para a obtencdo do titulo de mestre em
Ciéncias Bioldgicas.

Area de concentrac&o: Biotecnologia

Orientadora: Prof2 Dr2. Patricia Maria Guedes Paiva

Recife
2021



Catalogacao na fonte
Elaine C Barroso
(CRBA4 1728)

Barros, Matheus Cavalcanti de
Investigacdo toxicologica e composicao fitoquimica da infusdo das folhas de Moringa
oleifera Lam. / Matheus Cavalcanti de Barros — 2021.

77 f..l, fig., tab.
Orientadora: Patricia Maria Guedes Paiva
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro
de Biociéncias. Programa de PoOs-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas,
2021.
Inclui referéncias e anexo.

1. Plantas medicinais 2. Toxicidade- testes 3. Antioxidantes |. Paiva, Patricia

Maria Guedes (orient.) Il. Titulo

615.321 CDD (22.ed.) UFPE/CB — 2021-127




MATHEUS CAVALCANTI DE BARROS

INVESTIGACAO '[OXICOLC)GICA E COMPOSICAO FITOQUIMICA
DA INFUSAO DAS FOLHAS DE Moringa oleifera Lam.

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em  Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para a obtencao do titulo de mestre
em Ciéncias Biologicas.

Aprovada em: 09/03/2021.

BANCA EXAMINADORA

Prof2. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva (Orientador)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Thiago Henrique Napole&do (Examinador Interno)

Universidade Federal de Pernambuco

Dr. Alisson Macario de Oliveira (Examinador Interno)

Universidade Federal de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

A Deus, por toda forca e inspiracdo que movem a minha vida.

A minha méae, Tina Charles, por todos os ensinamentos, abracos e carinhos
gue néo me fizeram cair mesmo nos momentos de maior dificuldade.

Ao meu pai, Valdomiro Alves, pelos incentivos para continuar.

A minha familia, pois aqui esta a consumac&o de um sonho que vai muito além
de mim mesmo. Agradeco em especial & minha avo, Terezinha Cavalcanti, por sempre
ter acreditado em mim e incentivado os meus estudos.

A Prof.2 Dr.2 Patricia Maria Guedes Paiva, pelos preciosos ensinamentos e
apoio que foram muito além dos muros da Universidade. Com a Professora, iniciei
minha vida académica no ano de 2015, quando comecei a primeira iniciacao cientifica
no Laboratorio de Bioguimica de Proteinas da Universidade Federal de Pernambuco.

Ao Prof. Thiago Henrique Napoleéo, por todos ensinamentos e apoio técnico,
em especial na redacéao cientifica.

Ao Dr. Alisson Macério pelo apoio imprescindivel nos experimentos e conselhos
relativos aos trabalhos.

A Dr2 Larissa Cardoso Corréa de Araujo Videres, por ter compartilhado comigo
seus conhecimentos desde o inicio da minha trajetoria.

A Ana Gabrielle, aluna de iniciacéo cientifica que me acompanhou durante toda
etapa experimental.

Aos colegas e amigos do Laboratério de Bioquimica de proteinas, pela
disponibilidade em colaborar e momentos compartilhados.

Aos amigos que ndo sdo da Universidade, agradeco por todo apoio nessa
caminhada e pelas escutas, as quais foram essenciais para perseverar neste sonho.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),

pelo apoio financeiro.



RESUMO

A infusdo das folhas de Moringa oleifera Lam. € usada pela populacdo no tratamento
de inflamacédo, hiperglicemia e para controle de peso. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu a comercializacao de alimentos que apresentem
M. oleifera na sua composicao devido a falta de dados sobre toxicidade. A presente
dissertacdo investigou a composicdo fitoquimica, as atividades antioxidante e
hemolitica in vitro e a toxicidade in vivo de infusdo das folhas de M. oleifera. As folhas
(10 g) foram adicionadas a agua destilada e ap6s 100 °C a 15 min, a mistura foi filtrada
e liofilizada. A caracterizacao fitoquimica foi feita por cromatografia de camada
delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A atividade
antioxidante foi avaliada pelos testes do DPPH e ABTS (31,25 - 1.000 pg/mL) e os
resultados representados pela concentracdo de antioxidante que inibiu 50% dos
radicais (ICso). A atividade hemolitica foi realizada com eritrécitos de camundongos
(31,25 - 1.000 pg/mL) e os resultados expressos como a concentracdo que promoveu
50% de hemolise (ECso). O ensaio de toxicidade aguda usou camundongos albinos
Swiss fémeas administrados oralmente com dose Unica da infusdo a 2000 e 5.000
mg/kg com posterior analise nas primeiras duas horas e durante 14 dias. Os animais
foram avaliados quanto ao peso corporal, consumo de agua e racdo, parametros
bioquimicos e hematolégicos e histologia do figado, baco e rins. A genotoxicidade e a
mutagenicidade in vivo da infusdo (2000 mg/kg) foi analisada através do ensaio
cometa e teste do microndcleo, respectivamente. A CCD detectou flavonoides,
derivados cinamicos e saponinas e a CLAE detectou derivados cinamicos e
flavonoides. Foram obtidos valores de 108,12 + 1,59 ug EAT/mg para fenois totais,
2,69 £ 0,36 ug ER/mg para flavonoides e 0,74 + 0,06 ug EC/mg para cumarinas. A
infusdo tem atividade antioxidante (Clso 51,51 + 4,54 pug/mL e 53,95 + 3,26 ug/mL, nos
testes do DPPH e ABTS, respectivamente) e ndo tem atividade hemolitica (CEso
superior a 1000 pg/mL). Na dose de 5.000 mg/kg os animais apresentaram
taquicardia, aumento de ambulacdo e agitacdo nas primeiras duas horas de
observacdo. As duas doses ndo alteraram o peso ou 0 consumo de agua e racao,
bem como os parametros bioquimicos, hematologicos e histolégicos nos animais
tratados. Genotoxicidade e mutagenicidade nao foram detectadas na dose de 2000
mg/kg. O estudo revela que a infusédo das folhas de M. oleifera é fonte de polifenois e

agentes antioxidantes, os quais estao relacionados com suas aplicacdes biologicas.



Além disso, a preparacdo nao € hemolitica, ndo tem toxicidade aguda e ndo causa
efeito adverso ao material genético. Contudo, avaliacdo do comportamento dos
animais indica o uso de doses até 2.000 mg/kg.

Palavras-chave: Antioxidante. Hemodlise. Metabdlitos. Planta. Toxicidade.



ABSTRACT

The Moringa oleifera Lam. leaves infusion is used by the population in the treatment
of inflammation, hyperglycemia and for weight control. The Brazil's National Health
Surveillance Agency (ANVISA) has prohibited the sale of foods that contain M. oleifera
in their composition due to the lack of data regarding toxicity. The present dissertation
investigated the phytochemical composition, antioxidant and hemolytic activities in
vitro and in vivo toxicity of M. oleifera leaves infusion. The leaves (10 g) were added
to distilled water and after 100 ° C at 15 min, the mixture was filtered and lyophilized.
Phytochemical characterization was performed by thin layer chromatography (CCD)
and high-performance liquid chromatography (HPLC). The antioxidant activity was
evaluated by the DPPH and ABTS tests (31.25 - 1,000 pug/mL) and the results
represented by the concentration of antioxidant that inhibited 50% of the radicals (ICso).
Hemolytic activity was performed with mouse erythrocytes (31.25 - 1,000 pg/mL) and
the results expressed as the concentration that promoted 50% of hemolysis (ECso).
The acute toxicity test used female Swiss albino mice administered orally with a single
dose of the infusion at 2000 and 5,000 mg/kg with subsequent analysis in the first two
hours and for 14 days. The animals were evaluated for body weight, water and feed
consumption, biochemical and hematological parameters and histology of the liver,
spleen and kidneys. In vivo genotoxicity and mutagenicity of the infusion (2,000 mg/kg)
were analyzed using the comet assay and micronucleus test, respectively. CCD
detected flavonoids, cinnamic derivatives and saponins and HPLC detected cinnamic
derivatives and flavonoid. Values of 108.12 + 1.59 ug TAE/mg were obtained for total
phenols, 2.69 + 0.36 ug RE/mg for flavonoids and 0.74 + 0.06 pug CE/mg for coumarins.
The infusion has antioxidant activity (ICso = 51.51 + 4.54 pg/mL and 53.95 + 3.26
png/mL, in the DPPH and ABTS tests, respectively) and has no hemolytic activity (ECso
greater than 1000 pug / mL) mL). At a dose of 5,000 mg / kg, the animals presented
tachycardia, increased ambulation and agitation in the first two hours of observation.
The two doses did not change the weight or consumption of water and feed, as well as
the biochemical, hematological and histological parameters in the treated animals.
Genotoxicity and mutagenicity were not detected at a dose of 2000 mg / kg. The study
reveals that the infusion of M. oleifera leaves is a source of polyphenols and
antioxidants, which are related to their biological applications. In addition, the

preparation is not hemolytic, has no acute toxicity and does not cause adverse effect



on the genetic material. However, evaluation of the animals' behavior indicates the use

of doses up to 2,000 mg/kg.

Keywords: Antioxidant. Hemolysis. Metabolites. Plant. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Moringa oleifera Lam. (Moringaceae), também conhecida como moringa, cedro ou
quiabo-de-quina, é nativa do sul da Asia, na regido do Himalaia, do nordeste do
Paquist&o ao norte da Bengala ocidental - india, sendo também amplamente cultivada
na Africa e América do Sul, especialmente no Nordeste brasileiro (AYERZA, 2012).
Basicamente todas as partes da planta possuem relevancia econémica ou medicinal,
motivo pelo qual ficou conhecida como a arvore maravilhosa ou milagrosa em muitos
paises (CHUMARK et al., 2008).

As folhas de M. oleifera tém sido usadas como suplemento dietético devido ao
seu conteudo nutricional, apresentando quantidades consideraveis de minerais
essenciais, vitaminas, aminoacidos e acidos graxos (MOYO et al.,, 2011). Folhas
frescas dessa planta possuem 4 vezes a quantidade de vitamina A da cenoura, 7
vezes a vitamina C da laranja, 4 vezes o calcio do leite e 3 vezes o potassio da banana
(THURBER; FAHEY, 2009). A riqueza nutricional dessa planta fez com que ela fosse
indicada como uma alternativa sustentavel de suplemento alimentar para aqueles que
sofrem de desnutricdo, especialmente nos paises em desenvolvimento (GUPTA et al.,
2018).

Além de potencial nutricional, as folhas de M. oleifera tém demonstrado diversas
propriedades medicinais importantes, incluindo atividade antioxidante (VONGSAK et
al., 2013), anticancerigena (BERKOVICH et al., 2013), antimicrobiana (MANDAL et
al., 2014), hipotensora (BOSE, 2007) e cicatrizante (MUHAMMAD et al., 2013).

A infusdo das folhas é umas das formas de uso mais empregadas pela populacao,
sendo utilizada na medicina popular como alternativa anti-inflamatéria e hipoglicémica,
bem como para controle de peso e muitos outros usos (COZ-BOLANOS et al., 2018).
Produtos a base das folhas dessa planta sdo comercializados no Brasil e envolvem a
formulagcédo das folhas em capsulas para a suplementacdo alimentar, sabonetes e
outros cosmeéticos, chés e alimentos.

Existe uma percepcdo na populacdo que o uso de plantas no tratamento de
doencas € natural, seguro, barato e eficaz (CAMPOS et al., 2016). Apesar disso, a
utilizacdo de plantas para fins medicinais pode provocar o surgimento de efeitos
indesejados, por vezes com risco a vida (ELVIN-LEWIS, 2001). A exposicao a agentes

toxicos de plantas pode ocasionar danos ao material genético e a 6rgaos, tais como
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pele, figado, rins e cérebro (KLAASSEN; WATKINS, 2012; VILLASENOR,;
LIMSYLIANCO; DAYRIT, 1989).

A realizacao de testes visando determinar a toxicidade é essencial, visto que este
fator pode limitar o uso biotecnoldgico e farmacolégico de novos produtos (ARAUJO
et al., 2013). Por isso, as agéncias regulatorias requerem estudos toxicoldgicos para
0 registro de novos produtos, mesmo que sejam de origem natural. Nesse sentido, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu a comercializacao,
distribuicdo, fabricacéo, importacdo e propaganda de alimentos que apresentem M.
oleifera na sua composicao, por meio da Resolucdo n° 1.478/2019, considerando nao
haver avaliacdo e comprovacdo de seguranca do uso da espécie. Desta forma, os
potenciais usos das folhas de M. oleifera e a escassez de estudos que garantam a
seguranca da sua utilizacédo, justificam a avaliagédo da infusdo das folhas dessa planta

guanto a toxicidade, composicao fitoquimica e atividade antioxidante.
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2 OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Determinar a toxicidade da infusdo das folhas de Moringa oleifera a partir de

ensaios in vitro e in vivo em camundongos albinos Swiss, caracterizar a composi¢céo

fitoquimica dessa preparacéo e avaliacao de atividade antioxidante.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Obter a infuséo das folhas de M. oleifera;
Avaliar a atividade hemolitica in vitro da infuséo;
Investigar a toxicidade aguda da infuséo das folhas de M. oleifera;
Determinar a genotoxicidade e mutagenicidade in vivo da infusdo utilizando o
ensaio cometa e o teste de micronucleo, respectivamente;
Identificar polifenois presentes na infusdo através de cromatografia de camada
delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);
Quantificar o contetdo de fenois totais, flavonoides e cumarinas na amostra,
Avaliar o potencial antioxidante in vitro da preparacéo através dos testes do DPPH
e ABTS.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Moringa oleifera

Moringa oleifera € a mais conhecida e estudada das treze espécies que
compdem a familia monogenérica Moringaceae (LEONE et al., 2015). Também
conhecida como moringa, cedro ou quiabo-de-quina, a planta é nativa do sul da Asia,
na regido do Himalaia, do nordeste do Paquistdo ao norte da Bengala ocidental - india
(SHARMA et al., 2011; FAHEY, 2005). Originalmente, € uma planta de regido
semiarida, mas adapta-se a uma ampla variedade de condigcbes ambientais pouco
favoraveis, como baixa disponibilidade de agua e solos pouco férteis (HASSAN;
IBRAHIM, 2013). Desta forma, além da Asia, também & amplamente cultivada em
diversas regides do mundo, como na Africa (ex. Nigéria e Egito) e na América do sul
(ex. Paraguai e nordeste do Brasil) (AYERZA, 2011; RAMACHANDRAN; PETER,;
GOPALAKRISHNAN, 1980).

A moringa (Figura 1) é geralmente considerada uma arvore de pequeno ou
médio porte, podendo atingir 5 a 15 metros de altura e 20 a 40 cm de didmetro de
caule (ARAUJO, 2010; SANCHEZ-MACHADO; LOPEZ-CERVANTES; VAZQUEZ,
2006). As folhas (Figura 1B) medem de 30 a 60 cm de comprimento, sdo pecioladas,
bi ou tripinadas, compostas e imparipinadas, com 3 a 9 foliolos obovados medindo de
1,5 a 2,5 cm (HASSAN; IBRAHIM, 2013). As flores pentameras estédo dispostas em
inflorescéncias do tipo cimosa, possuem coloracéo branco-amarelada e aroma doce
(Figura 1C). Os frutos (Figura 1D) possuem de 30 a 120 cm e apresentam formato
capsular, dividindo-se em trés valvas que abrigam cerca de 20 sementes aladas
oleaginosas de cor marrom (Figura 1E) (RADOVICH, 2011).

M. oleifera é considerada uma planta de curta duragéo, alcancando 20 anos em
meédia. Seu desenvolvimento pode ocorrer por meio de semeadura ou estaquia,
dependendo das condicdes de producdo (SANCHEZ-MACHADO; LOPEZ-
CERVANTES; VAZQUEZ, 2006). Uma arvore pode produzir por ano cerca de 1.600
frutos, totalizando em meédia 24.000 sementes e a producdo de folhas pode ser
aumentada ou mantida com poda frequente (ARAUJO, 2010). O principal produtor de
moringa é a india, com uma produco anual de 1,1 a 1,3 milh&o de toneladas de frutos,
sendo 90% desse total produzidos nos estados do sul e informacdes sobre a producéo
em outros paises sdo escassas (AYERZA, 2011; RAJANGAM, 2001).
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Figura 1 — Aspectos gerais da Moringa oleifera (A), folhas compostas (B), flores e

inflorescéncia (C), fruto capsular (D) e sementes aladas (E).

Fonte: Rolim (2007); Santos (2007)

Devido a alta taxa de assimilagdo de CO2, M. oleifera pode desempenhar um
papel importante na reducéo do aquecimento global, atuando como reservatoério desse
gas (THAKUR; BAJAGAIN, 2020). Além disso, todas as partes da planta podem ser
tradicionalmente usadas para diferentes fins (Tabela 1), com destaque para os
medicinais e nutricionais, motivo pelo qual tornou-se conhecida em diversos lugares
do mundo como “arvore milagrosa” (DABA, 2016; ASHFAQ; BASRA; ASHFAQ, 2012).

Arvores de M. oleifera também s&o utilizadas como cercas ou para
ornamentagcdo, e a madeira € relativamente macia, sendo bastante usada como
combustivel para cozinhar e para a fabricacdo de papel (SEIFU; TEKETAY, 2020;
ARAUJO, 2010). Das cascas podem ser usadas as fibras como cordas ou as
preparacdes aquosas ou alcodlicas para o tratamento de diabetes, hipertensdo e
picadas de cobra ou escorpido (POPOOLA; OBEMBE, 2013). A raiz € empregada
para alimentacdo no leste africano, bem como anti-helmintico e para tratar dor de
dente (POPOOLA; OBEMBE, 2013). Adicionalmente, o extrato metandlico da raiz
dessa planta apresentou efeito anti-inflamatério quando avaliado no modelo de bolséo
de ar (GEORGEWILL; GEORGEWILL; NWANKWOALA, 2010).
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Tabela 1 — Usos de Moringa oleifera

Parte da Parte da
Usos Usos

planta planta

* Biocombustiveis;

« Alimentacdo humana e de * Lenha;

outros animais; + Carvéo vegetal;

Sementes . . L . )

« Usos industriais (ex: fabricagéo Madeira | - Papel;

de cosméticos e lubrificacao); * Gomas;

« Medicina popular. * Medicina popular.

* Alimentacdo humana; * Corantes;

» Ornamentacgao; * Producéo de cordas;
Flores o

+ Medicina popular; Casca * Medicina popular.

* Produgéao de mel.

+ Carvao ativado;
Fruto - Alimentag&o humana: Raiz * Alimentagao humana;

- Medicina popular. * Medicina popular.

* Biomassa;

* Suplemento alimentar animal; « Potencializador de crescimento vegetal;
Folhas . ~ )

* Alimentagdo humana; - Biopesticida.

* Medicina popular;

Fonte: Adaptado de Pereira (2015)

As flores de M. oleifera podem ser consumidas in natura e o néctar também é
utilizado para producdo de mel (HASSAN; IBRAHIM, 2013). Popularmente sao
utilizadas como antiartriticas, agentes hipocolesterolémicos e para tratar resfriados
(DABA, 2016). Além disso, de acordo com Rocha-Filho et al. (2015), o extrato aquoso
das flores apresenta atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata, hospedeiro
intermediario natural da esquistossomose. Os frutos sao geralmente consumidos
cozidos e na medicina popular sao utilizados no tratamento de problemas no figado,
diarreia e dores nas articulacbes (DABA, 2016). Arora e Onsare (2014) demonstraram

o alto potencial antimicrobiano do extrato acetbnico do fruto dessa planta
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(concentracdo minima bactericida, CMB, de 300 mg/L) contra um isolado clinico de

Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

As sementes tém sido empregadas em muitos lugares, incluindo no nordeste
do Brasil, onde 4gua potavel é escassa, para o tratamento de agua para consumo
humano devido a presenca de moléculas coagulantes (FERREIRA et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 1999). O dleo das sementes pode ser utilizado na culinaria geral, na
lubrificac@o de reldgios e outras maquinarias delicadas, na fabricacédo de perfumes e
como combustivel (SANTOS et al., 2015). O extrato aquoso das sementes apresentou
atividades larvicida e ovicida contra Aedes aegypti, mosquito transmissor dos virus
causadores da febre amarela, chikungunya e dengue (SANTOS et al., 2012; COELHO
et al.,, 2009). Ademais, outros estudos tém demonstrado as atividades anti-
inflamatoria, antitumoral e antimicrobiana das sementes (OLIVEIRA et al., 2018;
ARAUJO et al., 2013)

Apesar de basicamente todas as partes de M. oleifera serem empregadas para
alguma finalidade, a folha geralmente € a mais utilizada tradicionalmente devido a
facilidade de obtencdo, alta concentracdo de metabodlitos ativos e o0 néo
comprometimento da planta durante a coleta (SIVASANKARI; ANANDHARAJ;
GUNASEKARAN, 2014). As folhas séo ricas em fito-hormdnios e na agricultura podem
ser usadas como estimulador natural do crescimento das plantas, aumentando o
rendimento de diferentes culturas (ASHFAQ; BASRA; ASHFAQ, 2012). Outros relatos
cientificos indicam o uso das folhas para a producdo de biogas e como agente de
limpeza doméstica (PALIWAL; SHARMA; PRACHETA, 2011). Embora haja um amplo
espectro de aplicacdes para as folhas de M. oleifera, o que torna essa parte a mais
reconhecida e utilizada pela populacdo sao as propriedades medicinais e nutricionais

gue apresenta.
3.1.1 Potenciais medicinais das folhas de M. oleifera

Estudos etnobotanicos envolvendo M. oleifera indicam que preparacdes obtidas a
partir das folhas dessa planta sao tradicionalmente empregadas para o tratamento de
malaria, febre tifoide, artrite, inchacos, cortes, hipertensdo, bem como para estimular
a lactacdo e melhorar o sistema imunoldgico (SIVASANKARI; ANANDHARAJ;
GUNASEKARAN, 2014; POPOOLA; OBEMBE, 2013). Além disso, infusdes e outras

preparacdes aquosas tém sido utilizadas na medicina popular como anti-inflamatorio,
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hipoglicémico e para controle de peso (COZ-BOLANOS et al., 2018). Nesse sentido,
diversas pesquisas tém sido desenvolvidas com o objetivo de comprovar os potenciais

medicinais (Figura 2) das folhas dessa planta e elucidar seus mecanismos de agéo.

Figura 2 — Potenciais medicinais das folhas de Moringa oleifera

Antioxidante Citoprotetor
Imunomodulador 2
Hipolipidémico
Hipotensor Antiulcerogénico

Anticancer
Antibacteriano

Folhas de
Cicatrizante i
Morlnga Revitalizagao
oleifera da pele
Antiviral
Cardioprotetor
Neuroprotetor
Desintoxicagao Hepatopros-tor Antifiingico
Hipoglicémico Anti-inflamatorio

Fonte: O autor

Devido a alta quantidade de polifenois, o potencial antioxidante das folhas de
M. oleifera tem sido amplamente relatado na literatura, tanto a partir de abordagens in
vitro como in vivo. Siddhuraju e Becker (2003) observaram gue 0s extratos aquoso,
hidrometandlico e hidroalcoolico de folhas de moringa coletadas em diferentes regides
da india inibiram de 89,7% a 92,0% a peroxidac&o do acido linoleico de maneira dose-
dependente (ECso= 0,08 — 0,3 mg/mL). Além disso, o0 extrato hidroalcéolico das folhas
também exibiu alta atividade antioxidante através do método de sequestro do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazil - DPPH (ECso = 62,94 ug/mL) e do poder de reducédo do ion
ferro - FRAP (51,50 mmol FeSO4 equivalentes/100 g extrato) (VONGSAK et al., 2013).
O extrato etil-acetato das folhas (50 e 100 mg/kg) administrado oralmente durante 14
dias em ratos intoxicados com tetracloreto de carbono (CCls) foi capaz de reduzir os
danos oxidativos causados por esse composto, tais como o aumento dos niveis de
peroxidacao lipidica e o decaimento da atividade da superéxido dismutase e catalase
(VERMA et al., 2009). Adicionalmente, Lugman et al. (2012) observaram uma alta
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correlacéo positiva entre 0s ensaios in vitro e in vivo realizados para as propriedades
antioxidantes do extrato aquoso e etanolico das folhas de M. oleifera. De acordo com
0S autores, o extrato aquoso foi mais eficaz em melhorar os marcadores de estresse
oxidativo, aumentando os niveis de glutationa (GSH) e reduzindo os niveis de

peroxidacao lipidica em camundongos tratados oralmente.

De acordo com Lin, Zhang e Chen (2018), a capacidade de neutralizar espécies
reativas de oxigénio (EROs) est4 diretamente relacionada a prevencdo de doencas
nao transmissiveis, como obesidade e diabetes. Segundo Manohar et al. (2012), o
tratamento de coelhos saudaveis com o extrato aquoso das folhas de M. oleifera (200
mg/kg) diminuiu significativamente os niveis sanguineos de glicose apos duas horas
(14,01% de reducdo), além disso, o mesmo tratamento em coelhos diabéticos
provocou reducao maxima de glicose de 15,2% duas horas apds o tratamento. O alto
potencial antidiabético do extrato aquoso das folhas de moringa também foi
confirmado experimentalmente em ratos albinos a partir de analises
histomorfométricas e ultra-estruturais das células-beta pancreaticas (YASSA,
TOHAMY, 2014). Estudos com modelos animais (BAIS; SINGH; SHARMA, 2014;
CHUMARK et al., 2008) e em humanos (NAMBIAR et al., 2010) tem relatado os efeitos
hipolipidémicos das folhas de M. oleifera, tais como reducdo dos niveis de

triglicerideos e aumento de HDL (high-density lipoprotein).

In vitro, macréfagos derivados de mondcitos humanos previamente tratados
com a fracdo etil-acetato das folhas e posteriormente expostos a um extrato etandlico
de cigarro apresentaram reducdo na producao do fator de necrose tumoral (TNF-a),
Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina 8 (IL-8) a nivel proteico e de RNAmM (KOOLTHEAT
et al., 2014). Resultados similares foram observados para um concentrado do extrato
aquoso das folhas, o qual diminuiu significativamente a expressao génica e a
producdo de marcadores inflamatérios em macrofagos RAW utilizando modelo de
inflamacé&o induzida por lipopolissacarideo (LPS) (WATERMAN et al., 2014). In vivo,
0 extrato aquoso das folhas de M. oleifera (10, 30 e 100 mg/kg) apresentou atividade
anti-inflamatoéria de maneira dose-dependente no teste de edema de pata induzido por
carragenina em camundongos (SULAIMAN et al., 2008). Em relacdo ao efeito
imunomodulador, os extratos metandlico e etandlico das folhas estimularam a
resposta imune celular e humoral (GUPTA et al.,, 2010; SUDHA et al., 2010).
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Resultados similares também foram observados para 0s extratos aquoso e
hidroalcéolico (EL SHANAWANY et al., 2019; BANJI; BANJI; KAVITHA, 2012).

O potencial anticancer das folhas de M. oleifera tem sido demonstrado a partir
de diferentes abordagens experimentais. Potesta et al. (2019) observaram que o efeito
citotéxico do extrato aquoso das folhas foi dependente da dose (a partir de 0,01
mg/mL) e do tipo celular, uma vez que as células Jukart (linfoblastos leucémicos de
células T) e células THP1 (mondcitos leucémicos) foram mais suscetiveis aos
tratamentos que as células mononucleares de sangue periférico humano (PBMCs).
Em uma abordagem in vivo utilizando um modelo de tumor de melanoma murino,
Purwal et al. (2010) observaram que a administragcédo oral de 500 mg/kg durante 15
dias dos extratos metandlico e hidrometanolico das folhas de M. oleifera promoveu o
retardo no crescimento de tumores e um aumento significativo da expectativa de vida

dos animais de 48% e 32%, respectivamente.

No tocante a atividade antibacteriana, Abalaka et al. (2012) observaram que 0s
extratos aquoso e cloroférmico das folhas apresentaram valores de concentracao
minima inibitéria (CMI) entre 10 e 20 mg/mL e CMB entre 20 e 40 mg/mL para as
cepas gram-negativas Escherichia coli, Salmonella typhi e Pseudomonas aeruginosa.
Estudos desenvolvidos com o método de diluicdo em disco tém indicado atividade das
folnas dessa planta contra cepas gram-positivas, como Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis (MANDAL et al., 2014; PEIXOTO et al., 2011). A atividade
antifangica do extrato etandlico das folhas foi observado contra os dermatofitos
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum e
Microsporum canis (OLUDURO, 2012; CHUANG et al., 2007). Além disso, extratos
das folhas inibiram o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), o virus herpes (HSV-1)
e o0 virus da febre aftosa (FMDV) (KUROKAWA et al., 2016; YOUNUS et al., 2016;
SANGAR et al., 2015). De acordo com Biswas et al. (2020), os mecanismos de acao
antiviral dos extratos das folhas envolvem a inibicdo da replicacao viral resultante da

ligacdo a proteinas e enzimas, bem como a ativacao da imunidade celular.

Em relacdo aos efeitos protetores, o extrato aquoso das folhas neutralizou
significativamente os impactos hemato e imunotoxicos promovidos pela melamina, um
contaminante alimentar, e melhorou a fragilidade osmética dos eritrocitos de ratos
Wistar expostos a vapor de gasolina (ABD-ELHAKIM et al., 2018; AZEEZ et al., 2017).
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De acordo com Hannan et al. (2014), o extrato etanodlico das folhas possui um efeito
neuroprotetor, promovendo a sobrevivéncia neuronal e crescimento de neuritos.
Ademais, o extrato aquoso (100 mg/kg) administrado por via oral em dose Unica
restaurou o dano cardiaco promovido pelo fosforeto de aluminio em ratos (GOUDA,;
EL-NABARAWY; IBRAHIM, 2018). A administracdo do extrato etanolico por 30 dias
também reduziu marcadores de danos hepaticos em ratos expostos a hidrocarbonetos
e ao antibidtico levofloxacina (FARID; HEGAZY 2019; AIRAODION et al., 2019).

Em estudo conduzido por Dahiru et al. (2006), o extrato aquoso das folhas de
M. oleifera apresentou efeito antiulcerogénico em ratos utilizando o modelo de Ulcera
gastrica induzida por indometacina. Resultados similares foram observados para o
extrato etandlico das folhas, o qual foi capaz de reduzir Ulceras gastricas induzidas
por etanol e aspirina (VERMA et al., 2012). Adicionalmente, preparacdes obtidas a
partir das folhas também apresentaram potencial cicatrizante a partir do aumento
significativo da proliferacéo, viabilidade e migracao de fibroblastos dérmicos humanos
(CHIN et al., 2018; MUHAMMAD et al., 2013). Uma formulacdo de creme contendo
3% do extrato das folhas de M. oleifera aumentou o efeito de revitalizacdo da pele em
humanos sobre parametros como textura, rugosidade e suavidade (ALI; AKHTAR;
CHOWDHARY, 2014).

Folhas de M. oleifera contém glicosideos nitrilicos, niazirina e niazirinina,
compostos que sao relacionados a atividade hipotensiva (BOSE, 2007). George, Ajayi,
Oyemike (2018) demonstraram a eficiéncia do extrato aquoso das folhas de M. oleifera
no controle da hipertenséo arterial sistémica e ocular em trinta humanos adultos
normotensivos (idade média de 28,93 + 1,62) de maneira dose-dependente. Outro
estudo demonstrou que o efeito anti-hipertensivo do extrato aquoso das folhas em
ratos pode ser mediado pelo alivio da disfuncéo vascular e do estresse oxidativo, bem
como pela promocdo do vasorrelaxamento dependente do endotélio
(AEKTHAMMARATA; PANNANGPETCH; TANGSUCHARIT, 2019).

3.1.2 Potencial nutricional das folhas de M. oleifera

Devido ao alto conteudo nutricional, M. oleifera também tem sido usada para
combater a desnutricdo nos paises tropicais em desenvolvimento, especialmente
entre maes que amamentam e criancas (GUPTA et al., 2018). As folhas apresentam

guantidades consideraveis de vitaminas, minerais essenciais, aminoacidos e acidos



25

graxos (MOYO et al.,, 2011). De acordo com a Organizacdo Nado Governamental
(ONG) Trees of Life, folhas dessa planta possuem aproximadamente 4 vezes a
quantidade de vitamina A da cenoura, 7 vezes a vitamina C da laranja, 4 vezes o calcio
do leite e 3 vezes o potassio da banana (Figura 3) (THURBER; FAHEY, 2009).

Figura 3 — Potencial nutricional das folhas de M. oleifera em comparacédo a outros vegetais.
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Fonte: Adaptado de Trees for life (2011)

M. oleifera tem sido reconhecida devido a alta quantidade de nutrientes que
apresenta, tais como proteinas, acidos graxos, fibras, carboidrato, vitaminas e
aminoécidos essenciais (STADTLANDER; BECKER, 2017). De acordo com Teixeira
et al. (2014), a farinha das folhas (g/100g) contém 28,7% de proteina bruta, 7,1% de
gordura, 10,9% de cinzas e 44,4% de carboidratos, bem como perfil proteico (mg/g)
de 3,1% de albumina, 0,3% de globulinas, 2,2% de prolamina, 3,5% de glutelina e
70,1% de proteinas insoluveis. Nas folhas estdo presentes todos os aminoacidos
essenciais, dentre 0s quais 0s mais abundantes séo o acido glutamico (2,66 g/100g),
acido aspartico (2,185 g/100g) e leucina (2,07 g/100g). No que diz respeito a
composicdo de acgUcares, observou-se a predominancia de glicose (6,65 g/100g) e
frutose (3,96 g/100g) (AL-JUHAIMI et al., 2017a). Mais da metade (57%) dos acidos
graxos das folhas sdo insaturados, sendo o acido a-linoleico o mais abundante (AL-
JUHAIMI et al., 2016; MOYO et al., 2011).
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Folhas de M. oleifera também representam uma boa fonte de minerais, 0s quais
estdo envolvidos em processos essenciais como a coagulacdo sanguinea e a
producdo de energia (DHAKAR et al.,, 2011). Tal efeito pode ser resultado da
expressdo de transportadores e proteinas de armazenamento de minerais, conforme
relatado por Pasha et al. (2019). Folhas frescas e secas, respectivamente, possuem
altos teores de calcio (440 e 2185 mg/100g), potassio (259 e 1236 mg/100g),
magnésio (42 e 448 mg/100g), ferro (0,85 e 25,6 mg/100g) e outros minerais
(MULYANINGSIH; YUSUF, 2018; GOPALAKRISHNAN; DORIYA; KUMAR, 2016).
Comparativamente, de acordo com a Tabela brasileira de composicao de alimentos,
a banana da terra possui 328 mg/100g de potassio e o leite integral contém 123
mg/100g de célcio (UNICAMP, 2011). Além disso, a administracao das folhas de M.
oleifera como suplemento dietético de ferro em ratos demonstrou ser mais eficiente e
benéfica no combate aos efeitos da deficiéncia de ferro comparado a suplementos
sintéticos (SAINI et al., 2014).

Em relacdo a composicao vitaminica, folhas frescas contém de 11.300 a 23.000
Ul de vitamina A (FERREIRA et al., 2008; RAMACHANDRAN; PETER;
GOPALAKRISHNAN, 1980). O conteudo de [-caroteno, composto provitamina A,
varia em folhas frescas (6,6 mg/100g de extrato seco), secas (18,5 mg/100g) e
liofilizadas (66 mg/100g) (MOYO et al., 2011; ZHANG et al., 2011; KIDMOSE et al.,
2006). Comparativamente, a cenoura apresenta 3,4 mg/100g de [-caroteno
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA.; AMAYA-FARFAN, 2008). Em adicdo, folhas
liofilizadas apresentaram 271 mg/100g de vitamina C, enquanto a laranja (Citrus
aurantium L.) possui 34,7 mg/100g (UNICAMP, 2011; ZHANG et al., 2011). Folhas
frescas de M. oleifera também séo fontes de vitamina E (9,0 mg/100g) e de vitaminas
do complexo B, tais como tiamina (0,06 mg/100g) e riboflavina (0,05 mg/100g)
(CHING; MOHAMEDE, 2001; RAMACHANDRAN; PETER; GOPALAKRISHNAN,
1980).

Varios estudos tém relacionado folhas de M. oleifera a fortificac&o de alimentos,
cujo principal objetivo envolve a adigdo de nutrientes essenciais a alimentos basicos
para melhorar seu valor nutricional (OYEYINKA; OYEYINKA, 2016). A utilizacao de
folhas de M. oleifera para a fabricacdo de pado em diferentes propor¢cdes promoveu
aumento significativo nos teores proteicos e de fibra bruta (CHINMA; ABU; AKOMA,
2014; SENGEV; ABU; GERNAH, 2013). A adi¢ao de 10% da farinha das folhas para
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a producéo de biscoitos aumentou significativamente o conteudo de proteinas (8,8
para 11,6 g %), ferro (1,9 para 5,09 mg %), célcio (33,8 para 272,3 mg %) e 3-caroteno
(O para 1.600 pg %) (DACHANA et al., 2010). O uso das folhas de M. oleifera na
fortificacdo de produtos lacteos, como iogurte e queijo também tem sido reportado
(KUIKMAN; O'CONNOR, 2015; SALEM et al., 2013). Apesar da melhoria nutricional,
a utilizacdo das folhas de M. oleifera como fortificante ainda necessita ser aprimorada
devido a perda de qualidades sensoriais que interferem na aceitacdo do produto, tais
como a cor, o sabor e o aroma (OYEYINKA; OYEYINKA, 2016).

Folhas de M. oleifera também apresentam grande potencial como recurso
alimentar para animais nao humanos. A inclusdo da farinha das folhas (25, 50, 75 e
100%) ao invés da torta de sementes de algod&o na dieta de carneiros ndo afetou o
ganho de peso e apresentou taxa de conversdo alimentar similar ao controle
(ADEGUN et al., 2013). Coelhos alimentados com folhas de M. oleifera (20, 40 e 60%)
por 8 semanas aumentaram significativamente o consumo de ragéo e ganho de peso
corporal em relacdo aos da dieta controle (ADENIJI; LAWA, 2012). Adicionalmente,
Mukumbo et al. (2014) ndo observaram efeitos negativos na eficiéncia de conversao
alimentar e qualidade da carne de suinos alimentados com até 5% de folhas de

moringa na dieta.
3.1.3 Composicao fitoquimica

Véarios compostos bioativos tém sido encontrados nas folhas de M. oleifera, tais
como vitaminas, carotenoides, polifenois, acidos fendlicos, flavonoides, alcaloides,
glicosinolatos, isotiocianatos, taninos, saponinas, oxalatos e fitatos (LEONE et al.,
2015). Os dados relacionados a quantificacdo desses compostos sdo bastante
diversificados, uma vez que podem variar de acordo com fatores como condi¢cbes
ambientais, genética da planta e métodos de secagem, extracdo e analise (JOSHI;
MEHTA, 2010). Pasha et al. (2019) observaram que enzimas envolvidas na
biossintese de vitaminas e metabdlitos como quercetina e kaempferol estdo altamente

expressas nas folhas de M. oleifera.

As folhas de M. oleifera também s&o boas fontes de polifenois, com
valores que variam de 2.090 e 12.200 mg Equivalente de acido galico/100g, sendo
gue os principais compostos sao flavonoides e acidos fendlicos (LEONE et al., 2015).

kaempferol, quercetina, isoramnetina e apigenina séo os flavonoides mais comuns
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nas folhas de M. oleifera, existindo em abundancia como glicosideos ligados a um
amplo espectro de agucares (LIN; ZHANG; CHEN, 2018). No que diz respeito aos
acidos fendlicos, o acido galico € o mais abundante no extrato aquoso das folhas
dessa planta (1.034 pg/g) (SINGH et al., 2009). De acordo com Kumar e Pandey
(2013), flavonoides apresentam efeitos protetores contra muitas infecgdes (doencas
bacterianas e virais) e doencas degenerativas, como problemas cardiovasculares e
cancer (VERMA; SINGH; MISHRA, 2013). Ja os acidos fendlicos sdo estudados
principalmente por seus potenciais antioxidante, anti-inflamatorio, antimutagénico e
anticancer (LEONE et al., 2015).

A presenca de alcaloides tem sido igualmente relatada para as folhas de M.
oleifera, tais como o N,a-L-ramnopiranosil vincosamida, composto responséavel pelo
efeito cardioprotetor observado por Panda et al. (2013) em ratos expostos ao farmaco
isoproterenol. Adicionalmente, o 4-a-rhamnopiranosiloxi-benzil estd presente no
extrato metandlico e foi identificado como o glicosinolato dominante nas folhas de M.
oleifera, estando relacionado as atividades antimicrobianas e anti-inflamatoria
(FORSTER et al., 2015).

Ademais, compostos antinutricionais, os quais podem reduzir a biodisponibilidade
de alguns nutrientes, tém sido identificados nas folhas dessa planta. De acordo com
Richter, Siddhuraju e Becker (2003), folhas liofilizadas apresentaram saponinas (6,4
g equivalentes de diosgenina por 100 gramas (DE/100g), taninos (0,5 g TAE/100q) e
fitatos (2.3 g/100g). No que diz respeito as folhas secas, valores da ordem de 5 g
DE/100g, 1,4 g equivalente de acido tanico por 100 gramas (TAE/100g) e 3,1 g/100g
foram obtidos para os trés compostos supramencionados (MAKKAR; BECKER, 1996).
Inibidores de tripsina (1,45 unidade de tripsina inibidas por grama (TUl/g) e oxalatos
(10,5 mg/g) também foram identificados nas folhas (TEIXEIRA et al., 2014). Apesar
disso, tem sido demonstrado que métodos simples, como a fervura, podem reduzir a

guantidade de antinutrientes nas folhas de M. oleifera (SALLAU et al., 2012).
3.2 PRODUTOS A BASE DAS FOLHAS DE M. oleifera

Mediante sua composi¢éo fitoquimica e nutricional, bem como os potenciais
biotecnolégicos e farmacolégicos que apresenta, a moringa tem recebido grande
importancia na producao de mercadorias, exibindo também relevancia econdmica. Na

Figura 4 estéao representados alguns produtos a base das folhas dessa planta que ja
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sdo comercializados no Brasil e no mundo. O consideravel potencial medicinal das
folhas de M. oleifera levou ao desenvolvimento formulagdes comerciais como a Shrigu
pela empresa indiana The Himalaya Drug Company, indicada para suprimir a
inflamagé&o e a dor nas articulagées. Produtos comercializados no Brasil envolvem a
formulacdo das folhas em capsulas para a suplementacdo alimentar, sabonetes e

outros cosmeéticos, chas e alimentos com folhas na composicao.

Figura 4 — Produtos a base das folhas de M. oleifera.
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Fonte: The Himalaya Drug Company (2021).

3.3 TOXICIDADE DE PLANTAS

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevengao
de doencas, é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
(VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Fatores como o alto custo dos
medicamentos industrializados e o dificil acesso da populacdo a assisténcia médica
tém contribuido para o aumento da utilizacdo dessas plantas como recurso medicinal
(SOUSA, 2016). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento utilizam praticas tradicionais nos seus
cuidados basicos de saide, sendo que 85% desta utiliza plantas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006). Existe uma percepcdo na populagdo que o uso de plantas no

tratamento de doencas é natural, seguro, barato e eficaz (CAMPOS et al., 2016).
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Apesar disso, a utilizacdo de plantas para fins medicinais pode provocar o surgimento
de efeitos indesejados, por vezes com risco a vida (ELVIN-LEWIS, 2001). Assim, com
0 objetivo de controlar e documentar a ocorréncia de intoxicagdes por plantas, foi
criado em 1998 o Programa Nacional de Informacdes sobre Plantas Toxicas, inserido

no Sistema Nacional de Informacdes Toxico-farmacoldgicas (SINITOX).

Dados do SINITOX indicam que o numero de intoxicacdes causadas por
plantas no Brasil em 2016 foi de 1207 casos, incluindo 3 6bitos, o que corresponde a
1,24% dos casos de intoxicacdo humana ocorridos. As plantas ocupam o 17° lugar,
em numero de casos de intoxicagdo com a maioria dos casos registrados
concentrados nas regides Sul e Sudeste (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2016). Vale
salientar que o numero total de ocorréncias esta subnotificado, uma vez que muitos
casos nao sao registrados ou sao notificados como exposicdo a agente téxico
desconhecido (MONSENY et al., 2015).

As intoxicacBes podem ocorrer a partir de contato Unico (agudo) ou continuado
(crbnico) e acidental ou intencional. A exposicao a agentes toxicantes de plantas pode
ocasionar efeitos toxicos em diversos Orgaos, tais como pele, figado, rins e cérebro
(KLAASSEN; WATKINS, 2012). A exemplo, o contato com tricomas de espécies do
género Urtica causa dor e eritema (HENZ, 1998). A utilizacdo do ch& de boldo pode
causar hepatotoxicidade e efeitos abortivos e teratogénicos (RUIZ et al., 2008).
Espécies do género Xanthium (Asteraceae) promovem a necrose tubular renal em
animais utilizados na pecuéria (WANG et al., 2011). Ademais, o consumo da mandioca
brava (Manihot esculenta) est4 associado a problemas neurolégicos crénicos em
alguns paises africanos (BOTHA; PENRITH, 2008).

3.4 AVALIACAO TOXICOLOGICA PARA O REGISTRO PRODUTOS VEGETAIS

No Brasil, resolugbes da Agénica Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
visam a normatizacdo do registro de medicamentos obtidos empregando-se
exclusivamente matérias-primas vegetais, conhecidos como fitoterapicos. Dentre
elas, a Resolugcdo — RDC n° 48/2004, a qual dispde sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos, condiciona o registro a apresentacdo de estudos que comprovem a
seguranca de uso e as indicacdes terapéuticas do produto através de uma das trés

opcOes abaixo:
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8.1. Atingir no minimo 6 pontos, com estudos publicados entre as obras da lista
de referéncias bibliogréaficas para avaliacdo de seguranca e eficacia de
fitoterdpicos, conferidos de acordo com a escala descrita a seguir:
a) Trés (3) pontos a cada inclusédo em obra relacionada no Grupo I.
b) Dois (2) pontos a cada inclusdo em obra relacionada no Grupo |I.
c) Um (1) ponto a cada inclusdo em obra relacionada no Grupo Il
d) Meio (0,5) ponto a cada incluséo em publicacé@o técnico-cientifica, brasileira
e/ou internacional, ndo incluidas nos Grupos |, Il e lll, que contenha informacgdes
relativas a seguranca de uso e as indicac@es terapéuticas propostas. No minimo
50% da pontuacao obtida devera originar-se de estudos em seres humanos.

8.2. Apresentar comprovagdo de seguranca de uso (toxicologia pré-clinica,
toxicologia clinica) e de eficacia terapéutica (farmacologia pré-clinica,
farmacologia clinica) do medicamento. Os ensaios clinicos deverdo atender as
exigéncias estipuladas pelo Conselho Nacional de Saude - CNS. Os ensaios de
toxicologia pré-clinica deverao utilizar como parametro minimo o guia para a
realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos.

8.3. Apresentar levantamento bibliografico (etnofarmacoldgico e de utilizagéo,
documentacdes técnico cientificas ou publicacdes).

De acordo com a Instrugdo Normativa ANVISA n° 5/2010, o Grupo |l da lista de

referéncias mencionada pela legislacdo envolve monografias, teses ou dissertacoes

contendo informag@es etnofarmacoldgicas, dados quimicos e dados de estudos pré-

clinicos e clinicos.

Plantas que apresentam alto potencial nutricional e farmacoldgico, como a M.
oleifera, podem ser equivocadamente enquadradas na categoria de alimentos, a qual
€ isenta de obrigatoriedade de registro em alguns casos, conforme a Res. ANVISA —
RDC n°27/2010. Desta forma, até meados de 2019, produtos das folhas de M. oleifera
eram amplamente comercializados no Brasil como alimentos, no entanto a ANVISA
proibiu a comercializacdo, distribuicdo, fabricacdo, importacdo e propaganda de
alimentos que apresentem M. oleifera na sua composicdo, por meio da Res. n°
1.478/2019 (ANEXO A), considerando nao haver avaliacdo e comprovacao de

seguranca do uso da espécie.

O guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos,
aprovado por meio da Res. ANVISA n° 90/2004, estabelece a realizagao de diferentes
testes para assegurar o uso desses produtos. A toxicidade aguda avalia os efeitos
apos exposicao a uma dose Unica ou dose fracionada administrada no periodo de 24

horas. A toxicidade apds exposicdo em doses repetidas visa examinar os efeitos da
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exposicao continua ao produto. Ao final dos experimentos, sdo avaliadas alteracoes
comportamentais, variagdo do peso corporeo, consumo de agua e racao, parametros
hematologicos e bioquimicos e exames anatomopatologicos. Além disso o guia
também sugere a execucdo de testes de genotoxicidade para avaliar danos ao

material genético.
3.5 GENOTOXICIDADE

Agentes quimicos, fisicos ou biolégicos podem interagir com o material
genético e causar mutacbes, as quais podem estar associadas a instabilidade
gendmica, cancer, malformacfes, disturbios metabdlicos e doencas neuroldgicas
(PODURI et al., 2013; MIYAMAE et al., 1998). Diante dos riscos provocados pela
exposicdo a agentes genotdxicos e mutagénicos, a exigéncia de testes de
genotoxicidade € essencial para aprovacdo de novos produtos por agéncias
reguladoras (ARALDI et al., 2015). Os tipos de danos ao acido desoxirribonucleico
(DNA) variam de quebras simples ou duplas da fita, ligacdes cruzadas das bases entre
si e proteinas ou pela adi¢do de substancias quimicas entre as bases (KLAASSEN;
WATKINS, 2012). Diversos ensaios podem ser utilizados para avaliacdo genotoxica,
0S mais empregados sdo os testes de Ames e Kado, o ensaio cometa e o teste do

micronucleo.

O teste de Ames avalia a genotoxicidade através da capacidade da substancia
testada de induzir mutac6es ao DNA de linhagens bacterianas mutantes, revertendo-
as para o estado selvagem (MARON; AMES, 1983). Kado et al. (1983) aumentaram a
sensibilidade do teste utilizando linhagens mutadas de Salmonella typhimurium
incapazes de biossintetizar histidina, desta forma, apenas as col6nias que tiveram a

mutacédo revertida poderiam crescer em um meio sem o aminoacido.

O ensaio cometa em condicfes alcalinas (pH >13), consiste em um método
sensivel, barato e estatisticamente robusto para detectar quebras de fita simples e
dupla, resultantes, por exemplo, de interacdes diretas com DNA e sitios &lcali-labeis
(COSTA; TEIXEIRA, 2014). Estas quebras podem ser reparadas, resultando em
nenhum efeito persistente, ser letais para a célula, ou ser fixadas em uma mutacéao,
resultando em uma mudanca viavel permanente (LOVELL, 2018). Para a realizacao
do ensaio (Figura 5), uma suspensao celular homogeneizada com agarose

anteriormente lisada para a remoc¢ado das membranas nuclear e celular € submetida a
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uma corrida de eletroforese (pH > 13,0), com posterior analise em microscopia de
fluorescéncia para classificacdo dos nucleoides de acordo com o grau de dano
(ARALDI et al., 2015).

Figura 5 — Principais etapas do procedimento geral do ensaio cometa: as células sao
embutidas em agarose na superficie de uma lamina microscépica (A), lisadas para produzir

nucleoides (B) e submetidas a eletroforese para obtencédo de cometas (C).

A B C
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Fonte: Afanasieva e Sivolob (2018).

Por fim, o teste do micronucleo identifica a presenca de fragmentos acéntricos
expelidos do nucleo principal em estagios finais da anafase, podendo ser formados
por dois mecanismos: quebras cromossémicas (clastogénese) ou ruptura do aparato
mitotico (aneugénese) (ARALDI et al., 2015). Com a formag&o do micronucleo (Figura
6), danos cromossdmicos induzidos durante o Ultimo ciclo celular dos eritroblastos
podem ser observados na medula 6éssea apds 24 horas ou no sangue periférico apés
48 horas da inducéo do dano (GRAWE, 2005).

Figura 6 — Cinética de maturacao de eritrécitos e evolugdo temporal do dano cromossémico

induzido em eritroblastos e expresso como micronucleo.
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ABSTRACT

Moringa oleifera Lam. is a tree species with high food, medicinal, and industrial values,
being widely cultivated and used in treatment of water for human consumption. The
use of M. oleifera is increasing and its commercialization has driven the search for
scientifically proven information about safety and therapeutic effectiveness. Natural
compounds can trigger risks to human health, being essential the evaluation of the
safe use of plants for humans and animals. This work aimed to carry out a review on
the progress of researches related to the toxicological assessment of M. oleifera
preparations, providing an overview of the investigation of the safety of this plant use
in the last 11 years. This review was designed to address different toxicology models
and consists of a collection of 77 articles describing studies on M. oleifera toxicity. The
efficiency of M. oleifera preparations in reaching specific cellular targets has been
highlighted by in vitro studies, indicating a high potential of this plant against cancer
cell lines. Investigations of the acute, subacute, and chronic toxicity of moringa
preparations have demonstrated the absence of toxicological effects depending on the
tested concentration, route of administration, time of exposure, plant tissue or organ,
extraction method and animal model. Other data have also demonstrated the low
genotoxic and mutagenic potential of M. oleifera and its relevant protective activities
against DNA damage. The researches developed until today have focused mainly on
leaves and seeds, but studies involving other parts of this plant are needed, since all

of them are used for some purpose.

Disponivel em: https://novapublishers.com/shop/moringa-oleifera-properties-

applications-and-health-effects/
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Resumo

Objetivo do estudo: O presente trabalho investigou a composicao fitoquimica, a
atividades antioxidante, o potencial hemolitico, a toxicidade aguda, a genotoxicidade
e a mutagenicidade da infusao das folhas de M. oleifera.

Materiais e métodos: A composicao fitoquimica foi determinada por cromatografia de
camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e pela
quantificacdo de fenois totais, flavonoides e cumarinas. A atividade antioxidante foi
avaliada pelos testes do DPPH e ABTS e a atividade hemolitica usou eritrécitos de
camundongos. O ensaio de toxicidade aguda usou camundongos albinos Swiss e
administracdo oral em dose Unica a 2.000 e 5.000 mg/kg. Os animais foram avaliados
quanto ao peso corporal, consumo de agua e racdo, parametros bioquimicos e
hematoldgicos e histologia do figado, baco e rins. A genotoxicidade e a
mutagenicidade in vivo da infusdo (2.000 mg/kg) foi avaliada pelo ensaio cometa e
teste do micronucleo.

Resultados: A CCD e CLAE indicaram a presenca de flavonoides, derivados
cinamicos e saponinas. Foram obtidos valores de 108,12 + 1,59 ug EAT/mg para
fenois totais, 2,69 £ 0,36 ug ER/mg para flavonoides e 0,74 + 0,06 pg EC/mg para
cumarinas. A infusdo apresentou atividade antioxidante e os valores de Clso
determinados foram 51,51 + 4,54 e 53,95 = 3,26, nos testes do DPPH e ABTS,
respectivamente. Atividade hemolitica néo foi detectada desde que a CEso foi superior
a 1.000 pg/mL. O ensaio de toxicidade aguda revelou que a dose de 5.000 mg/kg
promoveu taquicardia, aumento de ambulacdo e agitacdo. As duas doses nao
induziram ganho de peso e aumento do consumo de agua e racao e nao foi detectado
alteracdo de parametros bioquimicos, hematoldgicos e histolégicos, bem como

genotoxicidade e mutagenicidade.
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Conclusdes: A infusdo das folhas de M. oleifera € uma das formas de uso mais
empregadas pela populacédo. O estudo revela que a infusdo das folhas de M. oleifera
é fonte de polifenois e agentes antioxidantes, ndo € hemolitica, ndo tem toxicidade
aguda e ndo causa efeito adverso ao material genético. Contudo, avaliagcdo do
comportamento dos animais indica que doses maiores que 2.000 mg/kg devem ser

evitadas.

1. Introducéo

Moringa oleifera (Moringaceae) também conhecida como moringa, cedro ou
quiabo-de-quina, é nativa do sul da Asia, na regido do Himalaia, do nordeste do
Paquist&o ao norte da Bengala ocidental - india, sendo também amplamente cultivada
na Africa e América do Sul (Ayerza, 2011; Keatinge et al., 2017). Devido aos
diversificados potenciais usos que apresenta, seja nutricional ou farmacoldgico, essa
planta foi promovida a uma ampla divulgacdo em varios paises, motivo pelo qual tem

sido referida como a arvore maravilhosa ou milagrosa (Ashfaq et al., 2012).

Folhas de M. oleifera tem recebido grande destaque devido ao seu contetdo
nutricional, sendo indicada como uma alternativa sustentavel de suplemento alimentar
para aqueles que sofrem de desnutricdo, especialmente nos paises em
desenvolvimento (Gupta et al., 2017). Se tratando da composicéo, as folhas frescas
dessa planta possuem 4 vezes a quantidade de vitamina A da cenoura, 7 vezes a
vitamina C da laranja, 4 vezes o calcio do leite e 3 vezes o potassio da banana (Falowo
et al., 2018; Thurber e Fahey, 2009). Alem disso, também tém sido demonstradas
diversas propriedades medicinais importantes para as folhas, incluindo atividade
anticancerigena (Berkovich et al., 2013), anti-inflamatoria (Giacoppo et al., 2017),

antimicrobiana (Mandal et al., 2014) e efeito neuroprotetor (Sulaiman et al., 2008).
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Uma das formas de uso mais empregadas na preparacao das folhas pela populagéo
€ a infusdo. De acordo com Coz-Bolafios et al. (2018) infusdes e outras preparacdes
aguosas das folhas de M. oleifera sao utilizadas como alternativas anti-inflamatorias

e hipoglicémicas, bem como para o controle de peso

No entanto, a utilizacdo de produtos de origem natural de forma indiscriminada
pode provocar efeitos colaterais indesejados com consequéncias severas, incluindo
risco a vida (Elvin-Lewis, 2001). Dados relacionados a composic¢éao fitoquimica de M.
oleifera sdo bastante diversificados, pois variam de acordo com fatores como as
condicbes ambientais e métodos de extracdo, os quais podem influenciar na
toxicidade de diferentes preparacfes (Joshi e Mehta, 2010). Assim, devido a falta de
avaliacdo e comprovacéo de segurancga no uso da M. oleifera, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu a comercializa¢éo, distribuicdo, fabricacéo,
importagcdo e propaganda de alimentos que apresentem essa planta na sua
composicdo no Brasil por meio da Resolugdo n°® 1.478/2019. Uma vez que a infuséo
€ a forma mais comum de utilizacdo das folhas de M. oleifera pela populacdo, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar a composi¢do fitoquimica, determinar a
atividade antioxidante e avaliar a toxicidade da infuséo das folhas de M. oleifera a

partir de ensaios in vitro e in vivo.

2. Materiais e métodos

2.1 Material vegetal e preparacéo da infusao

As folhas de M. oleifera (voucher n® 73.345, Herbario Dardano de Andrade
Lima, Instituto Agrondmico de Pernambuco, Recife, Brasil) foram lavadas com agua
destilada, secas a temperatura ambiente, moidas e armazenadas até a utilizagao.

Para preparacao da infusdo, as folhas (10 g) foram misturadas a agua destilada (100
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mL) previamente aquecida (100 °C) e deixadas em repouso por 15 min. Em seguida,
a mistura foi filtrada em papel filtro, liofilizada e armazenada no congelador (-6° C) até

a realizacao dos testes.

2.2. Caracterizacao fitoquimica
2.2.1 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A infusdo diluida em metanol (1 mg/mL) e os padrbes foram aplicados de forma
manual em placas cromatogréficas de silica gel 60 - F 254 (Macherey-Nagel ®,
Alemanha). ApOs a aplicacdo das amostras e eluicdo com solventes organicos 15
min), as placas foram secas a temperatura ambiente e observadas sob luz ultravioleta
(254 e 365 nm). Em seguida, as placas foram reveladas com reagentes especificos
para cada metabdlito: AICls (flavonoides e derivados cindmicos), FeCls (taninos
hidrolisaveis), vanilina cloridrica (taninos condensados) e o reagente de Liebermann-
Burchard (saponinas). As bandas obtidas foram comparadas as bandas dos padrdes

acido cafeico, quercetina e rutina, acido gélico, catequina e escina.

2.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A infusdo diluida em metanol (250 uL, 1 mg/mL) foi analisada por CLAE em
sistema de HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, EUA) acoplado a um
detector arranjo de fotodiodo (DAD; Thermo Fisher Scientific). O comprimento de onda
foi fixado em 270 nm e as separagOes cromatograficas foram obtidas com uma coluna
Cis (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 um; Supelco ®) equipada com pré-coluna (Cis de 4 mm
x 3,9 m; Phenomenex ®). As separac¢des foram efetuadas a temperatura de 25 + 1 °C
e a fase mével foi constituida por agua ultrapura (A) e metanol (B) com fluxo ajustado

a 0,7 mL/min. Um programa de gradiente foi aplicado como segue: 0-5 min, 20-25%
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de B; 5-10 min, 25-40% de B; 10-20 min, 40-80% de B; 20-25 min, 80-85% de B; 25-
25,5 min, 85-40% de B; 25,5-26 min, 40-20% de B; 26-27 min, 20%B. Os dados foram
analisados, apdés a injecdo em triplicata, e processados usando o software

Chromeleon 6.8 (Dionex/Thermo Fisher Scientific, EUA).

2.2.3 Quantificacéo de fendis totais

O contetdo de fendis totais foi avaliado usando o ensaio Folin-Ciocalteu
adaptado para microplacas de 96 pocos (Margraf et al.,, 2015). Primeiramente, a
infusdo diluida em agua destilada (20 pL; 0,2 mg/mL) foi misturada com 100 pL do
reagente Folin-Ciocalteu (10 % v/v). Apés 5 min, uma aliquota de 100 pL de carbonato
de sdédio (7,5% p/v) foi adicionada a mistura e a placa foi agitada por 20 s. Apés
repouso durante 60 min no escuro a 25 °C, a absorbéancia foi medida a 740 nm usando
um leitor de microplacas. Uma curva de calibracéo foi preparada usando &cido tanico
(0,5,1,0,1,5, 2,0, 2,5,5,0, 7,5 e 10 ug/mL) e o contetdo de fenois totais foi expresso
como microgramas equivalentes de &cido tanico por miligrama de infusdo (ug

EAT/mg). O teste foi realizado em triplicata.

2.2.4 Quantificagdo de flavonoides totais

O teste foi realizado de acordo com (Sobrinho et al., 2008), com modificac¢des.
A infuséo diluida em agua destilada (0,2 mL; 1 mg/mL) foi misturada com acido acético
glacial (120 pL), piridina (2 mL; 20% v/v em etanol) e cloreto de aluminio (0,5 mL; 5%
p/v) e o volume foi completado com agua destilada até 10 mL. Apo6s incubacéo (30
min; 26 °C) no escuro, a absorbancia foi medida a 420 nm. Uma curva padrao foi
preparada usando rutina (0,05—-2 pg/mL). O teor de flavonoides foi expresso em
microgramas equivalentes de rutina por miligrama de extrato (ug ER/mg). O teste foi

realizado em triplicata.
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2.2.5 Quantificacdo de Cumarinas

O ensaio foi realizado de acordo com (Osorio e Martins, 2004), com
modificacdes. A infusdo diluida em agua destilada (0,5 mL; 1 mg/mL) foi transferida
para tubos de ensaio contendo agua destilada (2 mL) e acetato de chumbo (500 pL,
5% p/v). ApOs agitacdo e adicdo de agua destilada (7 mL), uma aliquota desta solugéo
foi adicionada a 8 mL de acido cloridrico (0,1 M). Apés 30 min, a absorbancia da
solucéo final foi medida a 320 nm. Uma curva padrao de cumarina (0,4—16 mg/mL) foi
feita e os resultados foram expressos como microgramas equivalentes de cumarinas

por miligrama de extrato (ug EC/mg). O teste foi realizado em triplicata.

2.3 Atividade antioxidante

2.3.1 Sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

O ensaio foi realizado de acordo com (Santos et al., 2018). A infusdo diluida
em metanol foi testada em concentracdes variando de 15,62 a 1.000 pg/mL. Em cada
ensaio, 280 pL da solucdo DPPH foram adicionados a cada amostra (em volume
variavel da solucao estoque, para obter as concentracdes testadas). Apos 30 min, a
reducdo do DPPH foi determinada por alteracdo colorimétrica a 517 nm usando
metanol como branco e a concentracao de antioxidante necesséria para liberar 50%
do DPPH presente (Clso) foi determinada. O teste é baseado na transferéncia de
elétrons por uma substancia antioxidante, sendo o DPPH (coloracéo roxa) reduzido a

difenil-picril hidrazina (coloracdo amarela). O teste foi realizado em triplicata.

2.3.2 Teste do ABTS

O teste foi realizado em microplacas de 96 pocos. A solugcéo estoque de ABTS+

foi diluida em metanol para obter uma absorbéancia de 0,70 a 734 nm e em seguida,
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200 pL desta solucdo foi adicionado a 2 pL da infusdo diluida em metanol
(concentracdes de 15,62 a 1000 pg/mL). A absorbancia a 734 nm foi medida 6 min e
0 resultado expresso como a concentracdo necessaria para liberar 50% do ABTS+
presente (Clso). O ensaio ABTS é baseado na transferéncia de elétrons, pois na
presenca de um agente antioxidante o ABTS+ é reduzido a ABTS, promovendo a

perda da coloracdo azulada. O teste foi realizado em triplicata.

2.4 Experimentacgdo animal

Camundongos albinos Swiss fémeas pesando entre 25 e 30g foram obtidos no
Biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Antes do uso nos experimentos, os animais foram
alojados sob condi¢des padronizadas (22 + 2 °C, em ciclo 12-12 h claro/escuro e 50-
60% de umidade) e alimentados com uma dieta padrao de camundongos ad libitum.
Os protocolos experimentais foram aprovados pelo comité de ética no uso de animais

(CEUA) da UFPE sob o protocolo n° 22/2019.

2.4.1 Atividade hemolitica

Para realizacdo do teste, sangue fresco de camundongos foi obtido apés
anestesia por meio de punc¢édo cardiaca em tubos heparinizados. Os Eritrécitos foram
lavados quatro vezes com soro fisiolégico (1.000 g, 5 min) e depois ressuspendidos
para obter uma suspensdo de eritrocitos a 2%. Posteriormente, a suspensdo de
eritrocitos (1,1 mL) foi incubada (37° C, 2 h) com a amostra (400 pL) diluida
seriadamente (31,25 - 1.000 pg/mL). Agua e soro fisiolégico foram utilizados como
controles positivo e negativo, respectivamente. Apds isso, as amostras foram
centrifugadas (1.000 g, 5 min) e o sobrenadante transferido (100 pL) para placa de 96

pocos para determinacdo de absorbancia a 540 nm em leitor de microplacas. Dois
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experimentos independentes foram realizados em duplicata. Foi calculada a
concentracdo efetiva que resultou em 50% de hemodlise (ECso), quando comparadas

com as observadas nos controles.

2.4.2 Toxicidade oral aguda

A toxicidade aguda foi determinada de acordo com o Guideline 423 da
Organization for Economic Cooperation and development (OECD, 2002).
Camundongos albinos Swiss fémeas (n = 5 para cada grupo) receberam uma dose da
infusdo das folhas diluida em NaCl 0,15 M (2000 e 5000 mg/kg) ou do veiculo (NaCl
0,15 M) e os animais foram observados nas primeiras 2 h e depois a cada 24 h
diariamente durante 14 dias. Sinais como atividade geral, irritabilidade, resposta ao
toque, contorcbes, tremores, convulsGes, taquicardia, piloerecdo, movimentos
estereotipados, sonoléncia, defecacdo, diarreia e miccdo foram analisados. Os
animais foram avaliados diariamente através da pesagem e do consumo de agua e
ragdo. No 14° dia, os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (2:1; v/v),
por via intraperitoneal, para coleta de sangue. O figado, rim e baco foram coletados

para analise macroscépica e histoldgica.

O sangue foi obtido por puncao cardiaca e transferidos para um tubo contendo
EDTA. Os seguintes parametros foram obtidos: eritrocitos, hemoglobina, hematocrito,
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e analise total e
diferenciada dos leucocitos em analisador hematolégico automatico MaxCell Vet 500
D e microscopio 6ptico Olympus. Outra parte do sangue foi transferida para um tubo
contendo gel separador e centrifugado a 3,500 rpm por 10 min para obtencao de soro

e avaliacdo dos seguintes parametros: albumina, alanina aminotransferase (ALT),
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aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamil transferase (GGT), proteinas totais,
ureia, creatinina, colesterol total e triglicerideos usando kits especificos (Labtest
Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil) em analisador automatico COBAS Mira Plus (Roche

Diagnostics).

As analises histoldgicas do figado, rim e baco dos camundongos foram
realizadas por microscopia Optica. Seccdes dos érgaos foram fixadas em formalina
tamponada (10%, v/v), desidratadas através em etanol, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. Posteriormente, cortes histolégicos (5 um) foram obtidos,
corados com hematoxilina-eosina e montados usando laminulas com resina. As

amostras foram observadas usando um microscoépio optico.

2.4.3 Ensaio cometa

A dose utilizada no ensaio cometa foi escolhida de acordo com os resultados
do teste de toxicidade aguda. Camundongos albinos Swiss fémeas (n = 5 para cada
grupo) foram divididos em trés grupos, os quais receberam por via oral a infusao
(2.000 mg/kg) ou a solucéo salina (0,15 M) ou Metotrexato (MTX) a 20 mg/kg por
injecdo intraperitoneal. Apos 24 h, 60 uL de sangue total foram coletados da cauda
por puncgdo venosa e foi realizada a versao alcalina do ensaio do cometa, segundo
Singh et al. (1988) com modificagbes. Em cada ensaio, 20 pL de sangue foram
misturados com 110 pyL de 0,5% de agarose de baixo ponto de fusdo a 37 °C,
colocados em laminas totalmente solidificadas cobertas com uma camada de agarose
padrao e revestidas com laminula. Em seguida, as laminas foram mantidas a 4 °C por
30 min, imersas durante 1 h a 4 °C em solucdo de lise gelada e em seguida
transferidas para cuba de eletroforese e cobertas com solucdo tampéo. A corrida

eletroforética foi realizada a 4 °C, por 20 min, corrente de 32V e 300 mA. Apos a



45

corrida, as laminas foram submersas em solucéo de neutralizacdo por 15 min, secas
e fixadas com etanol durante 5 min. Para analise, as laminas foram coradas com
iodeto de propideo e para cada tratamento foram analisados 100 nucleoides em
microscopio de fluorescéncia, os quais foram classificados de acordo com o dano
observado (classes 0,1,2,3 ou 4). O indice de danos foi calculado multiplicando o
namero de nucleoides observados em cada classe de dano pelo valor da classe. A
frequéncia de dano (%) foi calculada com base no niumero de células com cauda em
relacdo as células sem danos a cada tratamento. Trés experimentos independentes

foram realizados.

2.4.4 Teste do micronucleo

Os animais dos mesmos experimentos usados para o ensaio do cometa foram
usados no teste do micronucleo. Apos 48 h dos tratamentos descritos anteriormente,
60 pL de sangue total foram coletados da cauda por puncdo venosa. O sangue
coletado (5 pL) foi depositado em laminas coradas previamente com laranja de
acridina (1 mg/mL) e coberto com laminula (Eiji et al., 1999). Posteriormente, as
laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia Zeiss-Imager M2, com
objetiva de 40X, utilizando o filtro Alexa Fluor 488. A presenca de micronucleos foi

analisada em 2.000 eritrécitos policromaticos (PCE) por animal.

2.5 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos pela média £ desvio padrdo. Em relacédo a
toxicidade aguda, a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo pés-teste
de Bonferroni foi usada para calcular a significancia estatistica entre os grupos com o
GraphPad Prism Software 5.0 (GraphPad Software, EUA). Para a analise da

genotoxicidade e mutagenicidade, os grupos tratados e o controle negativo foram
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comparados pelo teste estatistico ndo paramétrico de Wilcoxon-Mann-Witney. Um

valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

3. Resultados

3.1 Cromatografia de camada delgada (CCD) e Cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE)

Bandas com coloracdes amarela-esverdeada e azuladas obtidas na triagem da
amostra por meio da CCD revelou que a infusdo contém flavonoides e derivados
cindmicos, respectivamente. Além disso, a observacao de coloracdo semelhante ao
padrdo escina revelou a presenca de saponinas na amostra. Taninos hidrolisaveis e

condensados nao foram detectados.

A impressao digital por CLAE indicou a presenca de oito compostos principais,
dos quais dois picos corresponderam a derivados cinamicos e 0s demais
apresentaram espectros da classe dos flavonoides (Figura 1A). Os picos observados
nos tempos de retencao 8.13 min (a) e 12.39 min (b), cujos maximos de absorcao
foram 217/325.3 nm e 217.8/326.6 nm, respectivamente, indicam da presenca de
derivados cindmicos com espectro de varredura semelhante aos padrdes de &cido
cafeico (217.5/324.2 nm) e acido clorogénico (217.6/325.1 nm) (Figura 1B). Ja os
picos c-h apresentam espectros de absorcao semelhante a classe de flavonoides, com
tempos de reten¢éo 14.69 min (214.7/270/340 nm, ¢), 16.96 min (212.7/270/337.2 nm,
d), 18.45 min (203/256.3/356.1 nm, e), 18.69 min (203.3/256.3/356.4 nm, f), 19.56 min
(198.4/265.1/350 nm, g) e 19.91 min (199.5/265.1/350 nm, h). Dentre os flavonoides,
foi possivel identificar a presenca de rutina (f). Adicionalmente, foram calculados os

teores de derivados cinamicos totais [0,59 g% (0,12%)] calculados como &acido



a7

cafeico, teor de rutina [1,29 g% (0,05%)] e teor de flavonoides totais [3,34 g% (1,22%)]

calculados como rutina.

3.2 Conteuldo de fenois totais, flavonoides e cumarinas e atividade antioxidante

O conteudo de fenois, flavonoides, cumarinas e a atividade antioxidante da
infusdo estdo representados na tabela 1. O conteudo de fenois totais foi de
108,12+1,59 ug equivalentes de acido tanico por miligrama de infusdo. Ja o teor de
flavonoides e cumarinas corresponderam a 2,69 £ 0,36 e 0,74 + 0,06 ug, equivalentes
de rutina e cumarina por miligrama de infusdo, respectivamente. A atividade
antioxidante, obtivemos valores de ICso da ordem de 51,51 + 4,54 e 53,95 + 3,26

pg/mL para os testes do DPPH e ABTS, respectivamente.

3.3 Potencial hemolitico

Nos resultados de atividade hemolitica, a concentracdo que causa 50% de
hemolise dos eritrocitos de camundongos ndo foi determinada, uma vez que nas
concentracfes testadas da infusao ndo apresentou hemdlise. Assim, a ECso foi

representada como sendo maior que 1.000 pg/mL.

3.4 Toxicidade oral aguda

3.4.1 Avaliacao comportamental

Nas primeiras duas horas ap6s administracdo oral da infusdo das folhas de M.
oleifera na dose de 5.000 mg/kg, os camundongos apresentaram alteracbes
comportamentais tais como taquicardia, aumento de ambulagdo e agitacdo nos
animais tratados a 5.000 mg/kg. Ja o tratamento oral com 2.000 mg/kg néo
demonstrou sinais atipicos comportamentais. Além disso, o tratamento com a infuséo

ndo promoveu diferencas significativas (p>0.05) em relagdo ao consumo de agua e
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racao durante 14 dias de observacédo. No entanto, uma reducéo significativa (p<0.05)
no ganho de peso foi observada para ambos os tratamentos com a infusdo quando

comparado ao controle negativo (Tabela 2).

3.4.2 Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Na tabela 3 estdo representados os parametros hematoldgicos de
camundongos tratados oralmente com solucdo salina ou infusdo de folhas de M.
oleifera. Nenhuma diferenca significativa (p>0.05) dos tratamentos em relagdo ao
controle negativo no numero de eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracao de

hemoglobina corpuscular média (CHCM) e andlise total e diferenciada dos leucdcitos.

Os dados relativos aos parametros bioquimicos analisados estdo
representados na tabela 4. Nao foi observada diferenca significativa dos tratamentos
em relacdo ao controle negativos nos niveis de albumina, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamil transferase (GGT), proteinas
totais, ureia, creatinina, colesterol total e triglicerideos em compara¢cdo ao controle

negativo.

3.4.3 Peso de 6rgaos e andlise histopatolédgica

Foi observada diminuicao significativa (p<0.05) no peso dos figados e rins dos
animais tratados em comparacao ao controle. Nenhuma diferenca foi encontrada para
0 baco em ambos os tratamentos (Tabela 5). A analise histopatolégica néo indicou
alteracdes nos figados, bacos e rins dos animais tratados com a infuséo das folhas de

M. oleifera (Figura 2).

3.5 Genotoxicidade e mutagenicidade
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Os resultados relativos a genotoxicidade e mutagenicidade estdo
representados na figura 4. Os valores de indice (ID = 42,4 + 11,26) e frequéncia de
danos (FD = 27,2 + 7,36) obtidos com o ensaio cometa nao diferiram do controle
negativo (ID = 38,6 + 0,99; FD = 27,6 + 5,86) e foram inferiores aos obtidos para o
controle positivo (ID = 268,8 + 14, 55; FD = 97,6 + 2.07) (Fig. 3 A-B). Além disso,
mutagenicidade também nao foi observada com os resultados obtidos com o teste de
micronucleo, no qual o nimero de eritrécitos micronucleados foi de 3.0+1,0 e de
3.0£1.58 para o tratamento oral com infusdo ou salina. JA o tratamento com o
metotrexato promoveu formacédo de micronucuicleo com média de 24.8 + 5.63 (Fig. 3

Q).

4. Discussao

Mesmo diante da ampla utilizacao da infusédo das folhas de M. oleifera, estudos
relacionados a sua seguranca de uso e composicao fitoquimica ainda sdo escassos.
Isso nos motivou a realizar a investigacao fitoquimica e toxicoldgica em camundongos
utilizando concentracdes e modelos animais segundo as recomendacdes de agéncias
regulamentadoras como a OECD e a ANVISA.

A caracterizacéo fitoquimica evidenciou que a infusdo das folhas de M. oleifera
€ majoritariamente composta por polifenois pertencentes as classes dos flavonoides
e derivados cinamicos. Tal resultado corrobora com outros estudos, 0s quais tém
evidenciado as folhas de M. oleifera como boas fontes de polifenois, cujos principais
compostos pertencem a classe dos flavonoides (Lin et al., 2018). Em adicdo, de
acordo com (Leone et al., 2015), o contetudo de polifenois em folhas secas varia de
2.090 e 12.200 mg equivalente de acido galico por 100g (GAE/100g).

Compostos fendlicos desempenham papeis importantes na prevengdo de

doencas cronicas relacionadas ao estresse oxidativo, como diabetes e cancer, devido



50

ao seu potencial antioxidante (George; Dellaire; Rupasinghe, 2017). A avaliacao da
atividade antioxidante realizada neste estudo revelou que a infusdo das folhas de M.
oleifera € um antioxidante forte, pois apresenta ICso entre 50 e 100 pg/mL (Fidrianny;
Alvina; Sukrasn, 2014). Estudo realizado por (Vongsak et al., 2013) revelou que o
extrato hidroalcéolico de folhas M. oleifera também exibiu alta atividade antioxidante
no método DPPH com ECso de 62,94 ug/mL.

Partindo do principio da ampla utilizacéo de infusédo de M. oleifera, investigar a
toxicidade oral € essencial para atestar a seguranca para populacdo que faz uso.
Nesse sentido, para avaliar o efeito toxico preliminar da infusdo, ensaiamos o
potencial hemolitico, pois permite investigar a capacidade de um produto em promover
a formacé&o de poros ou causar ruptura da membrana dos eritrocitos e causar anemia
hemolitica (Zohra e Fawzia, 2014). Em nossa avaliacdo a infusdo de folhas de M.
oleifera ndo promoveu lise de células vermelhas com ECso maior que 1.000 pg/mL
podendo assim ser considerada segura para utilizacdo in vivo (Costa-Lotufo et al.,
2005).

Baseado na auséncia de efeitos toxicos no ensaio preliminar, avaliamos a
toxicidade aguda em camundongos, pois o teste permite explorar os efeitos causados
pelo produto quando administrado em uma Unica dose (OECD, 2002). A administracéo
da infusdo de folhas de M. oleifera até 5.000 mg/kg nao foi letal, entretanto alteracbes
no comportamentais dos animais nas primeiras duas horas de observacao sugere que
0 uso indiscriminado deve ser evitado. A preparacdo nao alterou os parametros de
consumo de agua ou racao e diminuiu levemente o ganho de peso dos animais em
relacdo ao controle negativo.

O tratamento agudo com a infusdo ndo promoveu alteragdo nos parametros

hematoldgicos. A avaliacdo dos parametros hematologicos em animais pode ser
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traduzida para humanos, fornecendo informacdes sobre o sistema hematopoiético e
as respostas imunoldgicas apds administracéo do produto testado (Igwebuike et al.,
2007; Olson et al., 2000). Adicionalmente, o0s niveis séricos de parametros
bioquimicos (albumina, ALT, AST, GGT, fosfatase alcalina, proteinas totais,
creatinina, ureia e colesterol total) avaliados nao apresentaram diferencas
significativas em relacéo ao controle. Os niveis de ALT e AST sado os parametros mais
utilizados para indicar o grau de dano hepatico (Al-Mamary et al., 2002). A
determinacao quantitativa de creatinina e ureia sdo marcadores importantes da funcéo
renal e elevacbes nos niveis desses parametros sdo indicativos de lesédo renal
(Akindele et al., 2014). Comparativamente, (Asare et al., 2012) avaliaram que o
tratamento extrato aquoso de folhas de M. oleifera diminuiu os niveis de albumina e
ureia e ndo induziu alteracédo nos parametros hematoldgicos de ratos na concentracao
de 3.000 mg/kg.

Geralmente, 0s pesos dos rins e do figado sé@o ferramentas Uteis em estudos
de toxicidade devido a sua sensibilidade para prever o efeito da toxicidade e se
correlacionarem bem com as alterac6es histopatolégicas (Amna et al., 2013). Apesar
disso, a reducédo do peso dos rins e figados observadas para os grupos tratados em
relacdo ao controle negativo no presente estudo ndo corroboraram com as analises
histopatolégicas e bioquimicos, as quais nao indicaram danos significativos nos
orgaos observados. Diferentemente, (Okumu et al., 2016) revelaram que o extrato
metanalico das folhas (2.000 mg/kg) em dose Unica causou distor¢des na arquitetura
das células do figado de ratos. Assim, observa-se que a forma de preparacdo
influencia os aspectos toxicologicos das folhas de M. oleifera (Barros et al., 2021).

Mesmo nédo apresentando toxicidade, algumas preparacdes podem promover

danos ao material genético, causando mutacdes, as quais podem estar associadas a



52

instabilidade gendmica, cancer, malformacfes, disturbios metabdlicos e doencas
neuroldgicas (Miyamae et al., 1998; Poduri et al., 2013). O ensaio cometa em
condicbes alcalinas (pH >13), consiste em um método sensivel, barato e
estatisticamente robusto para detectar quebras de fita simples e dupla, resultantes,
por exemplo, de interacdes diretas com DNA e sitios alcali-labeis (Costa and Paulo
Teixeira, 2014). O teste do microndcleo identifica a presenca de fragmentos acéntricos
expelidos do nucleo principal em estagios finais da anafase, podendo ser formados
por quebras cromossOmicas (clastogénese) ou ruptura do aparato mitotico
(aneugénese) (Araldi et al., 2015). Os resultados do presente estudo indicaram que a
infusdo das folhas ndo causou dano genotoxico ou mutagénico significativo a 2.000
mg/kg. No entanto, (Asare et al., 2012) observaram que o extrato aquoso das folhas
de M. oleifera na concentracdo de 3.000 mg/kg aumentou o namero de eritrécitos
policromaticos micronucleados em ratos.

O aumento da utilizacdo de plantas pela populacdo para o tratamento de
doencas e a existéncia de uma percepcédo popular que o uso de plantas é natural e
seguro reforcam a necessidade de estudos de toxicidade envolvendo preparagdes
vegetais. Assim, 0os usos tradicionais de M. oleifera e os dados do presente trabalho
estimulam outros estudos a fim de elucidar os efeitos do uso de diferentes

preparacdes envolvendo esta planta.

5. Conclusdes

A infusdo de folhas de M. oleifera € uma rica fonte de polifenois e agentes
antioxidantes, os quais podem promover beneficios a saude. A preparacdo néao
apresentou potencial hemolitico, toxicidade aguda e ndo causa efeito adverso ao
material genético. Os presentes dados em conjunto a outros estudos reforgcam que o

meétodo de extracdo e a dose sdo fatores que interferem na observacéo dos efeitos
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toxicoldgicos das folhas de M. oleifera. Desta forma, recomenda-se evitar o aumento
indiscriminado desta preparacdo em doses acima de 2.000 mg/kg devido a

observacéo de alteracdo comportamental em animais.
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Legendas de figuras

Figura 1. Perfil de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a infusédo de
folhas de Moringa oleifera. Legenda: (A) Impresséo digital da infusédo (a-h: compostos
detectados) e substancia de referéncia (rutina-f). (B) Espectro de UV dos oito
compostos detectados na infusdo (a - b: derivados cindmicos; ¢ - h: compostos
caracteristicos de flavonoides).

Figura 2. Fotomicrografias representativas do figado, rim e baco de camundongos
fémeas dos grupos controle e tratados com infusao de folhas de M. oleifera nas doses
de 2.000 e 5.000 mg/kg.

Legenda: Figado: a veia centrolobular (cv) é vista em todas as imagens mostrando
corddes de hepatdcitos intactos e organizados. Rim: Glomérulos renais (Gr) e os tubos
contorcidos (pontas de seta) preservados e ordenados. Bago: os nédulos linfaticos
(Nd) estdo bem definidos nos grupos controle e tratado.

Figura 3. Avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade da infuséo de folhas de M.
oleifera (2.000 mg/kg).

Legenda: indice de danos (A) e Frequéncia de danos (B) aferidos através do ensaio
cometa; C - Numero de eritrdcitos policromaticos com micronucleo.
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Tabela 1. Conteuido de fenois totais, flavonoides e cumarinas e atividade antioxidante

do extrato das folhas de M. oleifera.

Fenois totais Flavonoides Cumarinas
DPPH (Clso)  ABTS (Clso)

(Mg EAT/mg)  (ug ER/mg)  (ug EC/mg)

108,12+1,59 2,69+0,36 0,74+0,06 51,51+4,54 53,95+3,26

ICs0 (Mg/mL): concentracdo necessaria para liberar 50% de DPPH ou ABTS+. Dados

representados pela média + desvio padréo.

Tabela 2. Consumo de 4gua (mL/animal/dia) e racdo (g/animal/dia) e ganho de peso
corporal (g) em camundongos tratados com dose Unica (2.000 e 5.000 mg/kg) da

infusdo das folhas de M. oleifera.

Parametro Controle 2.000 mg/kg 5.000 mg/kg
Agua (mL/animal/dia) 6,36 £ 0,74 7,31+£0,95 7,13+1,02
Racao (g/animal/dia) 4,90 + 0,80 558+0,71 4,69 +0,73
Granho de peso (g) 3+1,58 1,8+0,84 1,2+0,45

Valores representados pela média + DP (n = 5/grupo). *p > 0.05 em compara¢ao ao

controle negativo.
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Tabela 3. Parametros hematologicos de camundongos tratados com dose Unica da
infusdo das folhas de M. oleifera (2.000 e 5.000 mg/kg).

Infuséo
Parametro Controle 2.000 mg/kg 5.000 mg/kg
Eritrécitos (106/mm3) 6,14+0,22 5,87+0,76 5,98+0,55
Hematdcrito (%) 38,24+2,01 39,81+1,24 39,41+1,78
Hemoglobina (%) 14,55+0,58 14,63+0,65 14,84+0,70
VCM (%) 49,23+2,53 50,01+1,33 50,16+1,42
HCM (%) 17,88+0,52 17,56%0,80 17,71+0,67
CHCM (%) 35.90+1.17 35,16+1,43 35,48+1,39
Leucdcitos (103/mm3) 8,77+0,43 8,58+0,70 8,64+0,88
Segmentados (%) 70,12+2,07 70,37+1,45 71,04+1,87
Linfécitos (%) 23,19+0,20 23,54+0,48 23,55+0,54
Mondcitos (%) 3,13+0,14 3,25+0,37 3,32+0,30
Eosinofilos (%) 0,03+0,01 0,03+0,01 0,04+0,01
Basofilos (%) 1,46%0,25 1,47+0,34 1,51+0,39

VCM: Volume corpuscular médio; HCM: Hemoglobina corpuscular média; CHCM:

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média. Valores representados pela média

+ D.P. (n=5/grupo). Nenhuma diferenga significativa (p > 0.05) foi encontrada em

relacdo ao controle negativo.
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Tabela 4. Parametros bioquimicos de camundongos tratados com dose Unica da
infusdo das folhas de M. oleifera (2.000 e 5.000 mg/kg).

Infuséo
Parametro Controle 2.000 mg/kg 5.000 mg/kg
Albumina (g/dL) 38,20+1,36 37,95+2,17 38,05+2,43
ALT (U/L) 58,55+1,20 57,96+2,34 58,35+2,05
AST (U/L) 124,4045,32 127,89+6,21 125,66+4,54
GGT (U/L) 13,60+0,34 13,67+0,35 13,54+0,40
Fosfatase alcalina (IU/L) 12,44+0,19 12,28+0,54 12,37+0,25
Proteinas totais (g/dL) 60,22+1,21 60,15+1,58 61,15+2,03
Creatinina (mg/dL) 4,22+0,35 4,20+0,42 4,39+0,51
Ureia 0,34+0,08 0,30+0,11 0,32+0,15
Colesterol total (mg/dL) 101,72+5,30 102,55+5,17 101,79+4,19
Triclicerideos (mg/dL) 65,23+1,45 65,59+2.77 65,41+3,21

ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato aminotransferase; ALP: Fosfatase
alcalina; GGT: gama-glutamil transferase. Nenhuma diferenca significativa (p > 0.05)

foi encontrada em relagéo ao controle negativo.

Tabela 5. Avaliacdo do peso relativo (mg/g do peso corporal do animal) de
camundongos tratados com dose Unica (2.000 e 5.000 mg / kg) da infusdo das folhas

de M. oleifera.

Infuséo
indice de 6rgéos (mg/g)  Controle 2.000 mg/kg 5.000 mg/kg
Figado 64,53 + 3,88 47,88 + 2,52*a 47,56 £ 1,75*@
Rim 13,36 + 1,80 10,73 + 0,92*2 10,50 + 0,61*2
Baco 592+1,72 6,17 + 0,772 6,15+ 1,032

Valores representados pela média + DP (n = 5/grupo). *p > 0.05 em comparacao ao
controle negativo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente

em comparagdo com o outro grupo tratado.
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6 CONCLUSOES

A elucidacdo dos efeitos toxicolégicos do uso das folhas de M. oleifera é
essencial para garantir utilizacdo segura dessa planta pela populacdo de acordo com
os beneficios nutricionais e medicinais ja relatados na literatura. Além disso, fatores
como o modelo animal adotado, método e concentracdo de producdo do extrato,
tempo de exposicdo e rota de administragdo devem ser considerados para as

investigacdes toxicologicas de preparacdes obtidas a partir de M. oleifera.

O estudo com a infuséo das folhas (10%) revelou que essa preparagao consiste
em uma boa fonte de polifenois e agentes antioxidantes e ndo apresentou atividade
hemolitica in vitro em eritrécitos de camundongos. A investigacdo da toxicidade aguda
em camundongos (2.000 e 5.000 mg/kg) nado indicou a presenca de efeitos sobre 0
peso corporal, consumo de agua e racao e parametros bioquimicos, hematoldgicos e
histol6égicos em ambas as concentracfes, no entanto, a avaliagdo do comportamento
dos animais indica 0 uso de doses até 2.000 mg/kg. Além disso, nenhum efeito

adverso ao material genético foi induzido pela administracdo oral da infusdo (2.000
mg/kg).
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ANEXO A

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA
42 DIRETORIA
GERENCIA-GERAL DE INSPECAO E FISCALIZACAO SANITARIA

RESOLUCAO-RE N2 1.478, DE 3 DE JUNHO DE 2019

O Gerente-Geral de Inspecdo e Fiscalizagdo Sanitaria, no uso das atribuicdes
que lhe confere o art. 171, aliado ao art. 54, |, § 12 do Regimento Interno aprovado pela
Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n® 255, de 10 de dezembro de 2018, resolve:

Art. 12 Adotar a(s) medida(s) cautelar(es) constante(s) no ANEXO.

Art. 292 Esta Resolugdo entra em vigor na data de sua publicacdo.

RONALDO LUCIO PONCIANO GOMES
ANEXO

1. Empresa: Todas.

Produto - (Lote): ALIMENTOS QUE APRESENTEM MORINGA OLEIFERA NA SUA
COMPOSICAO, EM QUAISQUER FORMAS DE APRESENTACAO(todos); MORINGA OLEIFERA
COMO INSUMO PARA ALIMENTOS, EM QUAISQUER FORMAS DE APRESENTACAO(todos);
Tipo de Produto: Alimento

Expediente n2: 0360332/19-6

Assunto: 70351 - MEDIDA CAUTELAR- Acdes de Fiscalizacdo em Vigilancia Sanitaria

Acbes de fiscalizagdo: Proibicdo - Comercializagdo, Distribuicdo, Fabricacdo, Importacdo,
Propaganda

Motiva¢do: Considerando ndo haver avaliagdo e comprovagao de seguranca do uso da
espécie Moringa oleifera em alimentos; Considerando que produtos denominados e/ou
constituidos de Moringa oleifera vém sendo irregularmente comercializados e divulgados
com diversas alegagdes terapéuticas ndo permitidas para alimentos, infringindo os arts. 21,
23, 31 e 56 do Decreto-Lei n2 986, de 21 de outubro de 1969; item 4.3 da Resolug3o Anvisa
n°® 16, de 30 de abril de 1999; item 3.5 da Resolugdo Anvisa n°® 18, de 30 de abril de 1999;
item 3.1, alineas b, e, f e g da Resolugdo - RDC n° 259, de 20 de setembro de 2002.
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