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RESUMO

Moringa oleifera é uma planta nativa do leste da Africa e sul da india, com cultivo
expandido globalmente em regides tropicais e subtropicais. Reconhecida por seu valor
nutricional e propriedades medicinais, produz moléculas com potencial antibacteriano,
gue podem ser alternativas menos toxicas em comparacgao a antibidticos comerciais.
Este estudo teve como objetivos otimizar e caracterizar um extrato aguoso de folhas
de M. oleifera, determinar sua toxicidade in vivo e seu efeito contra bactérias, fungos
e virus. O extrato otimizado de M. oleifera (OEMo) foi produzido por maceracéo a 5%,
utilizando um delineamento fatorial. No ensaio de toxicidade subcronica in vivo,
camundongos machos e fémeas receberam diariamente doses orais de 250, 500 e
1000 mg/kg do OEMo por 13 semanas. A atividade antibacteriana e antifingica foi
avaliada in vitro pela determinagcdo do efeito no crescimento, sobrevivéncia e
formacdo de biofilmes. Sinergismo com antibidticos também foi investigado. A
determinacao da atividade antibacteriana in vivo com as larvas de Tenebrio molitor
ocorreu com a concentracao inibitéria minima do OEMo (125 ug/mL e 500 pg/mL) e
as larvas foram infectadas por Escherichia coli e Serratia marcescens. A determinagao
da atividade antiviral do OEMo (0,3 a 0,9 mg/mL) usou células Vero CCL-81 infectadas
por virus Chikungunya. O ensaio de toxicidade subcrdnica revelou que as doses de
250 e 500 mg/kg ndo causaram alteracdes significativas nos parametros fisiolégicos,
hematoldgicos ou histoldgicos, indicando baixa toxicidade. No entanto, a dose de 1000
mg/kg reduziu o peso corporal e consumo alimentar, além de elevar as transaminases
hepaticas, sugerindo possivel toxicidade hepatica. O OEMo, em todas as
concentracfes, reduziu significativamente os niveis de colesterol e triglicerideos,
evidenciando seu potencial anti-hiperlipidémico. OEMo foi antibacteriano contra E. coli
e S. marcescens, com concentracdes minimas inibitérias (CMI) de 125 ug/mL e 500
pg/mL, respectivamente. Além disso, inibiu a formacéo de biofilmes dessas bactérias
em mais de 50%, nas concentracdes de 100 e 400 ug/mL, e reduziu a viabilidade
celular em 38% (E. coli) e 18% (S. marcescens). Quando combinado com o antibiético
ceftazidima, o extrato apresentou efeito sinérgico, ampliando a eficacia do tratamento
contra ambas as bactérias. OEMo ndo apresentou atividade antifingica para as
espécies de Candida e Cryptococcus testadas. Em modelo in vivo com larvas de T.
molitor, o extrato ndo causou toxicidade e reduziu significativamente a mortalidade
associada a infeccao por E. coli. Em relac&o a atividade antiviral, OEMo apresentou
acdo contra o virus Chikungunya, ampliando seu espectro antimicrobiano, mesmo
infectadas, as celulas permaneceram viaveis indicando a atividade antiviral do extrato.
Essas descobertas abrem importantes perspectivas para a utilizacao clinica do OEMo
e incentivam novos estudos para explorar 0s mecanismos de acdo envolvidos nas
atividades biolégicas detectadas e para a definicAo de possiveis aplicacbes
terapéuticas.

Palavras — chave: Bactéria, Fungo, Virus, toxicidade in vivo.



ABSTRACT

Moringa oleifera is a plant native to East Africa and South India, with widespread
cultivation in tropical and subtropical regions worldwide. Recognized for its nutritional
value and medicinal properties, it produces molecules with antibacterial potential that
may serve as less toxic alternatives to commercial antibiotics. This study aimed to
optimize and characterize an aqueous extract of M. oleifera leaves, assess its in vivo
toxicity, and evaluate its effects against bacteria, fungi, and viruses. The optimized M.
oleifera extract (OEMo) was obtained through 5% maceration using a factorial design.
In the subchronic in vivo toxicity assay, male and female mice received daily oral doses
of 250, 500, and 1000 mg/kg of OEMo for 13 weeks. Antibacterial and antifungal
activities were assessed in vitro by analyzing effects on microbial growth, survival, and
biofilm formation. Synergism with antibiotics was also investigated. In vivo antibacterial
activity was evaluated using Tenebrio molitor larvae exposed to the minimum inhibitory
concentrations of OEMo (125 pg/mL and 500 pg/mL), followed by infection with
Escherichia coli and Serratia marcescens. Antiviral activity (0.3 to 0.9 mg/mL) was
tested in Vero CCL-81 cells infected with Chikungunya virus. Subchronic toxicity tests
revealed that 250 and 500 mg/kg doses caused no significant changes in physiological,
hematological, or histological parameters, indicating low toxicity. However, the 1000
mg/kg dose led to reduced body weight and food intake, along with elevated liver
transaminases, suggesting potential hepatotoxicity. OEMo significantly reduced
cholesterol and triglyceride levels at all tested doses, highlighting its anti-
hyperlipidemic potential. OEMo exhibited antibacterial activity against E. coli and S.
marcescens, with minimum inhibitory concentrations (MICs) of 125 yg/mL and 500
Mg/mL, respectively. It also inhibited biofilm formation by more than 50% at
concentrations of 100 and 400 ug/mL and reduced cell viability by 38% (E. coli) and
18% (S. marcescens). When combined with the antibiotic ceftazidime, the extract
demonstrated a synergistic effect, enhancing treatment efficacy against both bacteria.
OEMo showed no antifungal activity against the tested Candida and Cryptococcus
species. In the T. molitor larvae model, the extract was non-toxic and significantly
reduced mortality associated with E. coli infection. Regarding antiviral activity, OEMo
exhibited an effect against Chikungunya virus, broadening its antimicrobial spectrum;
despite viral infection, treated cells remained viable, indicating antiviral activity. These

findings open important perspectives for the clinical use of OEMo and encourage



further studies to explore the mechanisms underlying its biological activities and define

possible therapeutic applications.

Keywords: Bacteria, Fungus, Virus, in vivo toxicity.
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INTRODUGCAO

Moringa oleifera Lamarck € uma planta pertencente a familia Moringaceae
nativa da Africa Oriental e Sul da india, porém o cultivo ocorre em regides tropicais e
subtropicais em todo o mundo (DZUVOR et al., 2021). As folhas da moringa séo
popularmente utilizadas na alimentacéo, tendo em vista que toda a sua anatomia
vegetal é comestivel e possui beneficios, sendo esta espécie uma relevante fonte de
proteinas, vitaminas e minerais (OYEYINKA et al., 2018).

Essa espécie tem conquistado seu espaco nas pesquisas de diversas areas,
visto que seu uso na medicina folclorica é reconhecido ha muito tempo, principalmente
para tratar patologias associadas a inflamacéo e a dor (MEHWISH et al., 2022). A
moringa é popularmente utilizada contra conjuntivite, tratamento de anemia, no
controle da pressao arterial e glicemia (KASHYAP et al.,, 2022). As folhas de M.
oleifera  apresentam atividade antibacteriana (BUDARAGA; PRAMANA,;
WELLYALINA, 2020). O extrato aquoso da folha, foi utilizado para estudo neural
contra acdo da nicotina in vivo e 0s autores revelaram que ele foi capaz de prevenir
cromatolise, distorcdo das células corticais cerebelares e déficit neurocomportamental
(OMOTOSO et al., 2018). O extrato hidroetandico das folhas possuem atividade
antioxidante (VATS; GUPTA, 2017). As folhas também possuem atividade
antileishmania (HAMMI et al., 2020), efeitos contra broncoconstricdo, inflamacao das
vias aéreas e asma (SURESH; SISODIA, 2020).

Os produtos naturais derivados da moringa, além de serem tratamentos
eficazes, também podem ter um melhor custo econdmico e serem menos téxicos do
gue os produtos sintéticos (AWARE et al., 2022). Apesar de todos os efeitos benéficos
desta espécie, € importante enfatizar a necessidade de entender e determinar a
toxicidade de produtos naturais, considerando que este fato pode restringir o potencial
biotecnolégico e farmacéutico do produto (AWARE et al., 2022).

Tendo em vista os diversos estudos sobre a composi¢céo quimica das folhas de
M. oleifera, & importante aprofundar as pesquisas sobre a padronizagédo de solucdes
extrativas que visam assegurar principios de reprodutibilidade da extracéo, o que pode
afetar a eficiéncia e seguranca do uso. Assim, avaliar a influéncia da concentragéao
vegetal, propriedades fisico-quimicas e método de extracdo de solugbes extrativas
vegetais deve ser o primeiro passo durante o desenvolvimento tecnoldgico de

fitofarmacos (ALl et al., 2018). Autores relatam a presenca de polifenéis como
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constituinte responsavel por atividades biologicas da moringa, sendo assim
considerados marcadores quimicos da espécie (COZ-BOLANOS et al., 2018).

Desta forma, com base no tipo de extragdo, solvente e fatores ambientais, a
composi¢do quimica de M. oleifera pode ser afetada, gerando respostas toxicoldgicas
e farmacoldgicas distintas (JOSHI; MEHTA, 2010). Com base nisso, devido a falta de
relatorios de estudos de toxicidade de preparacdes de Moringa oleifera cultivadas no
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu a producéo,
comercializacao, distribuicdo e importacao de produtos contendo partes de M. oleifera
(BRASIL, 2019).

Nesse contexto, o estudo da atividade antimicrobiana e antiviral de M. oleifera
torna-se especialmente relevante diante da importancia clinica de determinadas cepas
bacterianas. Entre os microrganismos bacterianos de maior preocupacgado estao
Escherichia coli e Serratia marcescens, ambos amplamente distribuidos e comumente
associados a infeccdes oportunistas, sobretudo em ambientes hospitalares
(TAVARES-CARREON et al., 2023; NESSE et al., 2023). E. coli destaca-se como uma
das principais causadoras de infeccdes do trato urinario e infecgbes entéricas (NESSE
et al., 2023), enquanto S. marcescens esta frequentemente relacionada a quadros de
pneumonia, infeccbes de feridas e septicemias, com alta incidéncia em pacientes
imunocomprometidos (TAVARES-CARREON et al., 2023). Esses patégenos
possuem mecanismos de viruléncia variados, como a formacédo de biofilmes, que
dificultam o tratamento e favorecem a persisténcia da infecgdo (TAVARES-CARREON
et al., 2023; NESSE et al., 2023).

Além dos desafios bacterianos, infeccées virais também representam uma
preocupacao crescente, especialmente no contexto de arboviroses tropicais. O virus
Chikungunya (CHIKV), transmitido por mosquitos do género Aedes, é responsavel por
surtos epidémicos caracterizados por febre aguda, mialgia intensa, artralgia
incapacitante e, em alguns casos, manifestacdes neurolégicas cronicas (BARROS
FILHO et al., 2024). A auséncia de antivirais especificos ou vacinas aprovadas para
Chikungunya reforca a necessidade urgente de investigacdo de novos compostos
bioativos de origem natural (BARROS FILHO et al., 2024), como os derivados de M.
oleifera.

Diante disso, a presente tese teve como objetivo otimizar e caracterizar um
extrato aquoso padronizado de folhas de Moringa oleifera (OEMo), avaliar sua

toxicidade subcr6nica in vivo e investigar seu potencial antimicrobiano e antiviral.
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Assim, este trabalho fornece evidéncias experimentais relevantes sobre a
seguranca e eficacia do extrato aquoso de M. oleifera, demonstrando seu potencial
como agente terapéutico alternativo no controle de infec¢cdes bacterianas e virais.
Além de ampliar o conhecimento cientifico sobre a planta, os dados obtidos podem
subsidiar futuras avaliacdes regulatorias e aplicacdes farmacéuticas, especialmente
em paises tropicais onde a moringa é amplamente disponivel e agentes infecciosos

como o virus Chikungunya apresentam alta incidéncia.

1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. Moringa oleifera

Moringa oleifera € uma das 16 espécies do género Moringa, sendo a mais
importante economicamente por possuir propriedades nutricionais, industriais e
medicinais (MATIAS et al., 2023). Originalmente é uma espécie nativa da Africa
Oriental e Sul da India e é popularmente chamada de moringa ou cedro (MATIAS et
al., 2023). Essa espécie consegue se adaptar facilmente a diversos ambientes, como
uma pouca disponibilidade hidrica e solos com baixo nivel de nutrientes (HASSAN;
IBRAHIM, 2013). Sendo assim, a moringa pode ser cultivada amplamente pelo

mundo.

M. oleifera € uma arvore de porte grande (Figura 1) que pode chegar a 12
metros, também pode ser caracterizada por ter uma coroa aberta em forma de guarda-
chuva, com raizes profundas, com galhos jovens que podem ser encontrados cobertos
de penugem esbranquicada (OLIVEIRA et al., 2022; GUALBERTO et al., 2014). Além
disto, pode-se destacar alguns aspectos morfoldgicos dessa espécie, como folhas
alternadas, flores pentargicas com cor entre branco a creme e um fruto em formato de
capsula de 3 apices, que é conhecido como “vagem” (Figura 2) (CAVALCANTE et al.,
2017; LIU et al., 2018).
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Figura 1: Arvore de Moringa oleifera.

Fonte: Oliveira et al. (2022)

Os frutos de moringa sdo verdes na juventude e tornam-se marrons quando
maduros, sendo a semente rica em Oleo. A planta produz suas sementes no primeiro
ano que esteja em condicdes favoraveis para seu desenvolvimento. Ao chegar a
estacdo mais Umida, é possivel evidenciar a floragéo e ao adentrar na estacédo seca a
planta perde suas folhas. Em cercas ocasifes, esses dois fenbmenos podem
acontecer simultaneamente, desta forma, floresce juntamente as caidas das folhas,
ou flora e produz frutos (OLIVEIRA et al., 2022).
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Figura 2: Aspectos morfolégicos de Moringa oleifera: A — caule, B — folhas, C — flores, D —
vagem, E - sementes e F — Raizes.

Fonte: Oliveira et al. (2022)

De acordo com Boateng et al. (2018) o cultivo de moringa é incentivado com o
objetivo de aumentar a seguranca alimentar e diminuir a desnutricdo em paises em
desenvolvimento. A folha, a vagem e a flor séo os locais com alto teor nutricional; as
folhas possuem vitamina A e C, calcio, ferro e fésforo, além de duas vezes mais
proteinas que o leite e trés vezes mais potassio que as bananas (ASENSI,
VILLADIEGO; BERRUEZO, 2017). Os frutos sdo compostos por elevados teores de
proteinas. As sementes detém aproximadamente 40% de 6leo comestivel e podem

fornecer 4cido oleico, esterois e tocoferodis (SINGH et al., 2020).

Além do uso alimentar, M. oleifera pode ser utilizada em bioenergia,
ornamentacao, agricultura e na medicina (AHMAD et al., 2016; AGBOUN et al.,2016;
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BAPTISTA et al., 2017). Em decorréncia do alto teor de producdo do d6leo das
sementes, a moringa é um o6timo fator de conversdo de biodiesel, o qual tem
caracteristicas de estabilidade oxidativa, viscosidade e uma 6tima concentracdo de
cetano, tornando o biodiesel de moringa uma 6tima possibilidade de substituicdo de
outros utilizados na indastria (NI1J; BALAJII; ANUSHYA, 2019). Em outro ambito, essa
espécie é muito conhecida no uso de purificacdo da agua, pois suas sementes séo
um substituto para coagulantes quimicos nas esta¢fes de tratamento de agua, além

da capacidade de remover microrganismos (PAIXAO et al., 2018)

Por fim, a moringa pode ser conhecida como “arvore milagrosa”, tendo em vista
seu uso medicinal. Os extratos da folha témalgumas atividades biolégicas descritas
na literatura como: anti-inflamatorio (COZ-BOLANOS et al., 2018), larvicida contra
Aedes aegypti (SILVA et al., 2021), antitumoral (AL-ASMARI et al., 2015), antifungica
(ATRI et al., 2020), cicatrizante (108), diurética, entre outras. Basicamente todas as
partes dessa espécie podem ter alguma finalidade benéfica para a populacéo,
contudo, a folha é comumente utilizada em decorréncia da acessibilidade de coleta.

Para compreender a ampla variedade de atividades biolégicas da moringa, €
importante conhecer a sua composicao fitoquimica e a seguranca do uso de

compostos naturais e seus derivados.

1.1.1. Composicao fitoquimica

O conhecimento popular sobre o uso das plantas em conjunto com as
informacdes etnofarmacoldgicas, torna-se o ponto principal que direciona as
pesquisas das propriedades com fins terapéuticos (SUNTAR, 2020). As plantas sdo
amplamente estudadas por pesquisadores de diversas areas e esse interesse é
motivado por serem uma fonte de moléculas com potenciais bioativos para a

sociedade (ANAND et al., 2020).

Os compostos bioativos, também chamados de metabdlitos secundarios, sao
produzidos pelas plantas com intuito de protecdo contra microrganismos e
predadores, ou para simbiose, competicao e outras acdes benéficas para a espécime
(OLIVEIRA et al., 2022). Esses metabdlitos secundarios caracterizam a planta e

auxiliam a entender quanto ao uso medicinal e industrial.
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Os caules, folhas, flores, vagens e sementes de M. oleifera possuem
metabdlitos secundarios que séo bioativos, por exemplo flavonoides, acidos fendlicos,
glicosideo e glicosinolatos (MBIKAY, 2012). Além disto, foram identificados vitaminas
(A, B1, B2, B3, C e E), carotenoides, alcaloides, taninos, saponinas, oxalatos, fitatos,
isotiocianatos e minerais (SHIH et al., 2011; ZHANG et al., 2011; COPPIN et al., 2013;
PRABAKARAN et al., 2018; LIN et al., 2018; DJANDE et al., 2018; XU; CHEN; GUO,
2019). Contudo, a distribuicdo e a quantidade desses compostos sao variaveis, nos
tecidos da planta, em decorréncia da localizagdo geogréfica, o solo e o clima, entre
outros fatores (SINGH et al., 2020). Ademais, € importante ressaltar que a extracao
desses compostos secundarios também depende da forma de extracdo e do solvente
utilizado (VONGSAK et al., 2013).

De acordo com Liu e colaboradores (2022), até inicio de 2022 havia sido
encontrados e descritos quase quarenta compostos da classe de flavonoides nos

tecidos de moringa (Tabela 1).

Tabela 1: Compostos de flavonoides identificados na Moringa oleifera.

N° Nome do Composto Tecido

1 Astragalin Folhas

2 Quercetin-3-O-(6"-malonylglucoside) Folhas

3 Quercetin-3-O-rhamnosylglucoside Sementes,
Folhas

4 Kaempferol-3-O-(6"-malonylglucoside) Folhas

5 Quercetin-3-0O-3-D-(6"-O-3-hydroxy-3-methylglutaryl)-glucoside Folhas

6 Kaempferide-3-0-2",3"-diacetylglucoside Folhas

7 Kaempferol-3-O-[B-glucosyl-(1—2)]-[a-rhamnosyl-(1—6)-O-B-glucoside- Folhas

7-O-arhamnoside

8 Kaempferide-3-O-(2"-O-galloylrhamnoside) Folhas
9 Kaempferide-3-O-(2"-O-galloylrutinoside)-7-O-a-rhamnoside Folhas
10  Kaempferol-3-O-[a-rhamnosyl-(1—2)]-[a-rhamnosyl-(1—4)-B-glucoside- Folhas

7-O-a-rhamnoside
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N°  Nome do Composto Tecido

11  Quercetin 3-O-rutinoside Vagem

12 Quercetin 3-O-glucoside Sementes,
Folhas

13  Kaempferol 3-O-rutinoside Vagem

14 Isorhamnetin 3-O-(6"-malonylglucoside) Vagem

15  Quercetin Sementes

16  Kaempferol Sementes

17  Kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside Folhas

18  Quercetin-3-O-B-D-glucopyranoside Folhas

19  Isoquercitrin Folhas

20  7-O-(B-D-glucopyranosyl)-5-O-Menaringenin-4'-[a-L-rhamnopyranosyl- Tronco

(1—2)]-B-D-glucopyranoside

21  Quercetin-3-O-B-D-(6"-O-malonyl)-glucoside Folhas

22  Kaempferol-3-O-3-D-(6"-O-malonyl)-glucoside Folhas

23 Myricetin Folhas

24 Isorhamnetin Folhas

25  Apigenin Folhas

26  Daidzein Folhas

27  Genistein Folhas

28  Luteolin Folhas

29  Quercetin-O-3,7-diglucoside Folhas

30  Apigenin-O-8-glucoside Folhas

31  Quercetin-O-3-glucoside Folhas

32  Apigenin-7-C-glucoside Folhas

33  Kaempferol-O-3,7-diglucoside Folhas
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N°  Nome do Composto Tecido
34  Quercetin-3-acetylglucoside Folhas
35 Kaempferol-O-3-glucoside Folhas
36  Kaempferol-O-7-glucoside Folhas

Fonte: Liu et al. (2022) (Adaptado)

Os carbamatos sdo metabdlitos secundarios que possuem atividade bioldgicas
como antioxidante e antibacteriana, sendo identificados cerca de 35 compostos dessa
classe nos tecidos de moringa, em grande maioria nas folhas (LIU et al., 2022;
ANWER et al., 2007).

Os fendis, incluindo ésteres e glicosideos, sdo caracterizados por possuirem
um anel aromatico substituido por hidroxila fendlica. Esse tipo de composto atua com
sequestradores de radicais livres ou agente quelante, e estdo de forma predominante
na composicao das folhas de M. oleifera (LIU et al., 2022). S&o mais de 40 compostos
isolados e identificados e suas estruturas quimicas podem ser observadas na Figura
3.

Sendo assim, moringa demonstra ser uma fonte abundante de compostos
bioativos que possuem um grande beneficio a sautde humana e desta forma, é um

alvo de estudos farmacoldgicos.
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Figura 3: Estrutura quimica de alguns fenois identificados em Moringa oleifera.
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Legenda: (72) Cryptochlorogenic acid; (73) 4-O-(4'-O-a-D-glucopyranosyl)-caffeoyl quinic acid; (74) 4-0-(3'-O-a-
D-glucopyranosyl)-caffeoyl quinic acid; (75) Methyl 2-[4-(a-L-rhamnopyranosyl)phenyl]acetate; (76) 1-O-phenyl-o-
L-rhamnopyranoside (77) Gallic acid; (78) p-Coumaric acid; (79) Ferulic acid; (80) Vanillin; (81) Caffeic acid; (82)
Protocatechuic acid, (83) Cinnamic acid; (84) Ellagic acid (85) 4-Hydroxymellein; (86) Moringyne; (87) Benzoic acid
4-0O-a-rhamnosyl-(1—2)-B-glucoside; (88) Benzoic acid-4-O-B-glucoside; (89) Benzaldehyde-4-O-§-glucoside; (90)
Benzyl B-D-xylopyranosyl-(1—6)-B-D-glucopyranoside; (91) Benzyl-B-D-glucopyranoside; (92) 4-(a-L-
rhamnopyranosyloxy) Benzaldehyde; (93) Methyl vanillate; (94) De-O-methyllasiodiplodin; (95)
Methylparaben; (96)p-Hydroxybenzaldehyde; (97) Methyl ferulate; (98) Trans-ferulic acid; (99) Epicatechin; (100)
Catechin; (101) Lasiodiplodin; (102) p-Hydroxybenzoic acid; (103) Benzyl B-D-arabinopyranosyl-(1—6)-8-D-
glucopyranoside; (104) Benzoic acid; (105) Methyl-p-hydroxybenzoate; (106) a-Tocopherol; (107) y-Tocopherol;
(108) 2-Hydroxylcoumaric acid; (109) Sinapic acid; (110) Gentistic acid; (111) Syringic acid; (112) 4-0O-(4'-O-a-D-
glucopyranosyl)-caffeoyl quinic acid; (113) 4-O-(3'-O-a-D-glucopyranosyl)-caffeoyl quinic acid; (114) Chlorogenic
acid; (115) 4-O-caffeoyl quinic acid; (116) 5-O-caffeoyl quinic acid.

Fonte: Liu et al. (2022)

1.1.2. Atividade Antimicrobiana

Moringa oleifera é usada na medicina tradicional ha séculos, a populacao utiliza
diversas partes da arvore para tratar doencas como infec¢do de pele, anemia, asma,
tosse, diarreia, inchago, dores de cabeca, histeria, colera, distirbios respiratorios,
escorbuto, diabetes e dor de garganta (PADAYACHEE; BAIJNATH, 2020). A partir do
conhecimento popular, a ciéncia buscou entender as atividades biolégicas de M.

oleifera e descrever seus mecanismos de acao.
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Desde 1981 os efeitos antibacterianos e antifungicos foram relados para M.
oleifera, na época foi isolado das sementes o composto 4-(a-L-
rhamnosyloxy)benzylisothiocyanate, o qual foi responsavel pela atividade
antimicrobiana frente Mycobacterium phlei e Bacillus subtilis, com concentracdo
bactericida minima de 40 e 56 pmol/L, respectivamente (EILERT; WOLTERS;
NAHRSTEDT, 1981). A partir desse momento, outras pesquisas foram desenvolvidas
para compreender a extensao das atividades antimicrobianas com os extratos de

moringa.

Chuang e colaboradores (2007) observaram atividade antifiingica do extrato
etandlico das folhas frente Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes,
Epidermophyton floccosum e Microsporum canis, resultados também encontrados por
Oluduro e colaboradores (2012). O extrato aquoso de folhas apresentou atividade
frente Penicillium spp e Mucor spp, em concentracdes de 15 mg/mL. Ademais, 0
extrato etandlico inibiu das folhas os fungos Candida albicans e Penicillium spp. Tanto
para o extrato aquoso, como para o etandlico das folhas, foi revelada a presenca de
alcaloides, flavonoides, saponinas, terpenoides, esteroides, taninos, cardioglicosideos
e amino&cidos que podem atuar como moléculas antimicrobianas (RAJ et al., 2011).
As proteinas das sementes de M. oleifera inibiram as cepas de Fusarium oxysporum,
Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Colletotrichum gloesporioides e Colletotrichum
musae com concentracao inibitéria minima (CIM) de 0,05 mg/mL (GIFONI et al., 2012),
Trichophyton mentagrophytes com CIM de 45uM (LOPES et al., 2020), além de
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei, com CIM
de 9,45 a 37,9 uM, respectivamente (SILVA NETO et al., 2020). A lectina de sementes
soluvel em agua de M. oleifera, WSMolL, foi eficaz na inibicdo das cepas de C.
albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis (SANTOS et al., 2020).

O extrato das raizes de Moringa oleifera mostrou atividade frente P. aeruginosa,
S. aureus, E. coli e Proteus mirabilis (RAJ et al., 2011). O fruto de moringa também
possui atividade antimicrobiana, de acordo com Arora e Onsare (2014), o extrato
acetbnico do fruto teve atividade contra MRSA (Staphylococcus aureus resistente a

meticilina).



26

WSMoL também apresentou atividade antibacteriana frente E. faecalis,
Klebsiella pneumoninae, Serratia sp e Micrococcus luteus. De acordo com Coriolano
et al. (2020), a lectina foi capaz de promover aglutinagcéo e causar extravasamento de
proteinas bacterianas, além disto, para as bactérias gram-negativas foi possivel

observar uma diminuicéo da atividade de proteases extracelulares.

O extrato das folhas de M. oleifera, que utilizou acetona como solvente,
demonstrou atividade antibacteriana significativa frente Klebsiella pneumoniae, com
CIM minima de 0,78 mg/mL (NDHLALA et al., 2014). Abalaka e colaboradores (2012)
mostraram atividade de extrato aquoso e cloroférmico das folhas de M. oleifera frente
E. coli, S. typhi e P. aeruginosa, com CIM variando de 10 a 20 mg/mL e concentragao
bactericida minima (CBM) de 20 a 40 mg/mL. Corroborando com os autores, outras
pesquisas demonstraram atividade frente P. aeruginosa e para K. pneuomoniae,
contudo utilizando extrato metandlico da folha de moringa (NUHGRAHA et al., 2020;
ILANKO et al., 2019). Também foi encontrado atividade antibacteriana para as cepas
gram-positivas, S. aureus e E. faecalis (MANDAL et al., 2014, PEIXOTO et al., 2011).
De acordo com Adji e colaboradores (2022), os extratos oriundos de folhas de moringa
apresentaram mais atividade antibacteriana frente bactérias gram-negativas que para
gram-positivas. Através de uma pesquisa na literatura foi visto as cepas que tiveram
inibicdo do crescimento quando utilizado extrato de folhas de moringa na atividade
(Figura 4).

A atividade antimicrobiana da moringa (Moringa oleifera) est4 associada a
presenca de compostos bioativos, especialmente os flavonoides. Esses metabdlitos
secundarios, encontrados em alta concentracéo na planta, atuam de diferentes formas
contra microrganismos (XIAO et al., 2020). Um dos principais mecanismos € a inibicao
da sintese de &cidos nucléicos, afetando diretamente o DNA e o RNA bacterianos
(XIAO et al., 2020). Alem disso, os flavonoides prejudicam a integridade da membrana
celular bacteriana e de estruturas internas, como microssomos e lisossomos, ao inibir
enzimas essenciais, como ATPases e fosfolipases. Essas alteracdes levam a
formacdo de complexos com proteinas extracelulares e promovem a liberacdo de
conteudos intracelulares das bactérias (XIAO et al., 2020). Outro efeito importante € a
interferéncia no metabolismo energético dos microrganismos, reduzindo sua

capacidade de utilizar oxigénio para a producgéo de energia (DONGMO et al., 2015).
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Figura 4: Atividade antibacteriana de extratos da folha de Moringa oleifera

Gram-positivas Gram-negativas

S. aureus Mandal et al. (2014) E. coli Enerijiofi et al. (2021)

B. cereus Xiao et al. (2020) V. parahaemolyticus  Peixoto et al. (2011)

C. perfringens Naeem et al. (2022) A. caviae Peixoto et al. (2011)

E. faecalis Peixoto et al. (2011) S. typhi Abalaka et al. (2012)

S. pneumoniae Abdallah; Machina; Ibrahim (2022) S. enteritidis Boumaza-Hamladiji et al. (2023)

S. epidermis Dayal et al. (2013) V. cholerae Xiao et al. (2020)

S. mutans Elgamily et al. (2016) V. vulnificus Brilhante et al. (2015)
S. flexneri Isitua; Ibeh; Olayinka (2016)
S. sonnei Isitua; Ibeh; Olayinka (2016)
S. dysenteriae Isitua; Ibeh; Olayinka (2016)
Shigella boydii Isitua; Ibeh; Olayinka (2016)
K. pneuomoniae Nughrana et al. (2020)
P. aeruginosa llanko et al. (2019)
P. vulgaris llanko et al. (2019)
A.baylyi llanko et al. (2019)
A. baumannii Shriwastav et al. (2023)
P. rettgeri Shriwastav et al. (2023)
S. maltophilia Shriwastav et al. (2023)

Fonte: A autora (2025)

Outros metabdlitos secundarios que possuem importante funcéo na atividade
antimicrobiana sdo os compostos fendlicos. Esses compostos conseguem formar
pontes de hidrogénio com proteinas, que resulta em danos na estrutura da proteina e

lesiona a parede celular e membrana citoplasmética (XIAO et al., 2020).

Os taninos sdo compostos que possuem atividade antibacteriana a partir da
inibicdo da enzima transcriptase reversa e topoisomerase do DNA (XIAO et al., 2020;
ADJI et al., 2022). Outros compostos capazes de inibir a enzima topoisomerase do
DNA séo os alcaloides, também presentes na composi¢ao fitoquimica da moringa
(XIAO et al., 2020; ADJI et al., 2022). As saponinas sdo metabdlitos secundarios que
tem uma acao detergente que pode diminuir a tensédo superficial da parede celular
bacteriana, e assim causar lise celular (ADJI et al., 2022). Os esteroides também tém
atividade antibacteriana, a qual esta relacionada com os lipideos da membrana,

através de uma interagdo com membranas fosfolipidicas, com propriedades
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permeaveis a compostos lipofilicos. Dessa forma, os esteroides possibilitam a

diminuicao da integridade e morfologia da membrana (ADJI et al., 2022).

1.1.3. Toxicidade

De acordo com Liu et al. (2022), poucos estudos referentes seguranca do uso
de moringa foram realizados. Em 2019, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) proibiu a producao, comercializacao, distribuicdo e importacao de produtos
contendo M. oleifera (BRASIL, 2019), esse posicionamento foi em decorréncia a falta
de relatérios de estudos de toxicidade de preparacdes de M. oleifera cultivadas no
Brasil. Ademais, outros érgaos reguladores, como o Food and Drug Administration
(FDA), nao apresentaram dados sobre o uso de Moringa oleifera na alimentag&o ou
como suplemento alimentar (BARROS et al., 2022).

Awodele e colaboradores (2012) realizaram um estudo experimental conduzido
para avaliar a toxicidade do extrato aquoso de folhas de M. oleifera, camundongos
albinos machos da linhagem Wistar foram submetidos a testes de toxicidade aguda e
subcroénica. No teste de toxicidade aguda, o extrato foi administrado por via oral em
doses de até 6400 mg/kg e por via intraperitoneal em doses de até 2000 mg/kg. Para
a avaliacdo subcrénica, os animais receberam doses orais diarias de 250, 500 e 1500
mg/kg durante 60 dias consecutivos, enquanto o grupo controle recebeu apenas agua
destilada. Durante o experimento, foram analisados parametros de qualidade
espermatica, indicadores hematol6gicos, biomarcadores bioquimicos de funcéo
hepéatica e renal (enzimas hepaticas, ureia e creatinina), além de exame

histopatolégico dos tecidos.

Os resultados indicaram uma dose letal média (LD50) estimada em 1500
mg/kg, sugerindo baixa toxicidade do extrato. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (P=0,05) nos parametros analisados entre os animais
tratados e o grupo controle. Esses achados apontam que o extrato nao induziu
alteracdes hematologicas, bioquimicas ou reprodutivas nas condi¢des testadas. Aléem
disso, ndo houve diferenca significativa no ganho de peso entre 0os grupos, embora
tenha sido verificada uma reducdo dose-dependente no consumo alimentar nos
animais que receberam doses entre 250 e 1500 mg/kg (Awodele et al., 2012). Essa

alteracéo, no entanto, ndo comprometeu o desenvolvimento ponderal dos animais. A
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analise histopatoldgica também néo revelou danos estruturais relevantes nos tecidos
avaliados. Diante desses resultados, 0os autores concluiram que o extrato aquoso de
folhas de M. oleifera apresenta um perfil de seguranca adequado para administracédo
oral nas doses e periodo estudados (Awodele et al., 2012).

O extrato da semente de M.oleifera foi avaliado em relagdo a sua
genotoxicidade em estudo utilizando o DNA de plasmideo, bem como os ensaios de
Salmonella typhirium com TA97, TA98, TA100 E TA102 com presenca e auséncia de
metabolizacdo hepatica. O extrato ndo foi genotoxico em concentracao de 0,2 ug/uL,
contundo doses maiores que 0,6 pg/pL foram genotoxicas apds metabolizacdes
hepéticas (ROLIM et al., 2011).

Na avaliacao de toxicidade aguda de 14 dias, Asare et al. (2012) utilizaram uma
supra-suplementacao do extrato aquoso de moringa para avaliar a seguranca no uso
como suplemento nutricional. M. oleifera foi genotoxica em niveis supra-
suplementacdo de 3000 mg/kg, entretanto, foi segura em ingestéo igual ou menor a
1000 mg/kg.

Saleem et al. (2020) avaliaram a toxicidade subcronica (90 dias) do extrato
metandlico da folha de moringa em camundongos. O estudo apresentou que para as
dosagens testadas (150, 300 e 600 mg/kg), ocorreu diminuicdo do peso corporal,
colesterol e lipoproteinas de baixa densidade, por outro lado, a contagem de plaquetas
aumentou. Os érgaos tiveram avaliacdo histol6gica normal. Segundo Saleem et al.
(2020), o extrato da planta pode ser seguro até 2000 mg/kg em dose Unica e 0 uso a

longo prazo (90 dias) ndo apresentou significativas toxicidades sistémicas.

Em uma avaliacéo de doses repetidas por 28 dias, com a infusédo das folhas de
moringa, ndo ocorreram alteracdes no peso, consumo de agua e rac¢ao, e nenhuma
alteracdo bioquimica, histolégica e histolégica. Entretanto, alteragcbes de
comportamento foram observadas nas 2 primeiras horas apds a administracdo da
dose de 5000 mg/kg (BARROS et al., 2022). No mesmo estudo, as doses de 500 e

1000 mg/kg, do p6 das folhas de moringa, promoveram danos hepaticos e renais.

E visivel a necessidade de mais estudos acerca da atividade toxicologica de M.
oleifera, bem como a seguranca do uso a longo prazo. Os estudos, até o0 momento,
apresentam uma defasagem em informag8es do uso de moringa de forma crénica,

mesmo sendo uma espécie tdo utilizada na populacao.
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1.2.Planejamento Fatorial para otimizacéo do extrato

Com o volume crescente de dados gerados pela pesquisa cientifica, surge a
necessidade de métodos eficientes para sua analise e interpretacdo. Nesse contexto,
as ferramentas estatisticas ndo apenas facilitam a organizacdo e a exploracdo dos
dados, mas também séo fundamentais para identificar padrfes, testar hipéteses e
garantir a robustez dos resultados. A capacidade de aplicar essas ferramentas de
forma adequada é essencial para que a ciéncia continue avancando e gerando

conhecimentos que realmente contribuam para o progresso da sociedade.

As ferramentas estatisticas tém se consolidado como recursos essenciais para
a otimizacdo de processos industriais, especialmente quando associadas ao Design
of Experiments (DOE). O DOE consiste em um conjunto de testes planejados com
base em critérios cientificos e estatisticos, permitindo a analise sistemética da
influéncia de diversas variaveis nos resultados de um processo ou sistema. Essa
abordagem nao apenas contribui para a melhoria continua e o controle estatistico dos
processos, mas também potencializa a eficiéncia e a inovacdo no desenvolvimento
tecnoldgico e industrial (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

O planejamento experimental € um método importante quando o objetivo é
estudar o efeito conjunto de diferentes fatores em relagdo a uma variavel de resposta
de interesse. As técnicas de planejamento experimental desempenham um papel
crucial na melhoria das caracteristicas de qualidade de produtos e processos, ao
mesmo tempo em gque buscam otimizar o uso de recursos e reduzir o numero de testes
necessarios. Diante da crescente demanda por otimizacdo, os profissionais tém se
voltado para essas metodologias como forma de minimizar custos e tempos, ao
mesmo tempo que maximizam o rendimento, a produtividade e a qualidade dos
produtos. Esse movimento reflete a necessidade de desenvolver processos cada vez
mais eficientes, atendendo tanto a necessidade de reducdo de custos quanto a
exigéncia de maior desempenho e precisdo nos resultados (RODRIGUES; IEMMA,
2014).

Dentre as varias abordagens disponiveis para o planejamento experimental, os
sistemas de planejamento fatorial se destacam por sua capacidade de avaliar

simultaneamente o impacto de diversas variaveis, utilizando um namero reduzido de
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experimentos. Essa caracteristica 0s torna especialmente eficazes quando
comparados a métodos uni variados, que analisam uma variavel por vez. O
planejamento fatorial, ao permitir a analise conjunta de multiplos fatores, proporciona
uma visdo mais abrangente e eficiente dos efeitos das variaveis no processo ou
produto, o que contribui diretamente para a otimizacdo e a melhoria continua da
qualidade (SILVA et al., 2021).

Para realizar o planejamento fatorial, € fundamental compreender dois
conceitos principais: fator e nivel. O fator refere-se a cada variavel do sistema em
estudo, enquanto o nivel corresponde as diferentes condicdes de operacdo dos
fatores de controle que sao investigadas nos experimentos. De acordo com Neves et
al. (2002), o planejamento fatorial pode ser representado por bk, sendo k o nimero de
fatores e “b” o numero de niveis escolhidos. O caso mais simples pode ser
considerado quando o fator k se apresenta em apenas dois niveis, sendo assim sao
realizadas 23 observacdes da variavel resposta. Essa representacdo indica que, em
um planejamento com 2 niveis para 3 fatores (23), serdo necessarios 8 experimentos
distintos. (NEVES et al., 2002).

Os planejamentos fatoriais do tipo 2« sdo amplamente utilizados por permitirem
a identificacdo de tendéncias importantes, mesmo quando a exploragcdo completa de
grandes regifes no espaco das variaveis ndo € viavel. Nesse tipo de planejamento,
0s niveis das variaveis sdo geralmente codificados com os sinais (+) e (-), atribuidos
de forma arbitraria, sem interferir nos experimentos ou na interpretacdo dos resultados
(CUNICO et al., 2008). Esses sinais facilitam a organizacédo das variaveis em matrizes
de planejamento e permitem calcular a influéncia de cada fator e de suas interacdes

no sistema analisado.

Outro aspecto essencial do planejamento fatorial € a realizacdo de réplicas ou
repeticdes, que servem para estimar o erro experimental e verificar a reprodutibilidade
do método utilizado. E importante diferenciar o nimero de experimentos do nimero
de condicfes experimentais, pois as réplicas sao adicionadas a essas condi¢cdes para
compor o total de experimentos. Além disso, a realizacdo aleatoria dos ensaios e
replicatas é fundamental para evitar distor¢ces estatisticas e garantir a qualidade e a

confiabilidade dos resultados.
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1.3. Aspectos regulatorio para registro e pesquisa de plantas medicinais

O uso de plantas com fins terapéuticos pela populacdo € reconhecido ha
décadas, tanto pela sociedade de baixa renda quanto a de maior poder aquisitivo
(SENIGALIA et al., 2020). Para Campos (2016), as pessoas possuem uma idealizacao
de que o tratamento de doencas com plantas € seguro e eficaz. As plantas medicinais
sdo aquelas que podem ser administradas a um ser vivo, por qualquer via, para fins
terapéuticos. Essas plantas possuem toxicidade relatadas como inferior & de
medicamentos sintéticos, contudo, mesmo com variados beneficios contra doencas,

podem apresentar graus de toxicidade (MARTINS et al., 2012).

A intoxicacdo por plantas pode ocorrer por diferentes meios, como contato
dérmico agudo ou crdnico, ingestdo de partes cruas da espécie ou uso de cha e
infusdes, além do uso por meios de produtos industrializados com produtos naturais

em sua composicao (MELO, 2021).

Para as plantas medicinais existem algumas causas que Sao responsaveis por
provocar uma intoxicacdo, como o periodo de uso, falta de informacdes sobre as
condicBes de cultivo, identificacdo errdbnea da espécie e esquema posoldgico. Ainda,
podem ocorrer interacbes indesejadas com farmacos sintéticos e também com
substancias de outras plantas utilizadas em xaropes caseiros, chas e medicacdes
fitoterapicas (GONCALVES et al., 2022). Em decorréncia do uso indiscriminado e os
possiveis efeitos indesejados, € necessario estar atento ao uso na populacéo, bem

como o estudo das substancias presentes nas plantas e sua toxicologia.

Em 1998, foi criado o Programa Nacional de Informacdes sobre Plantas Téxicas
no Brasil, com o intuito de analisar e protocolar ocorréncia por intoxicacdes por
plantas. O Sistema Nacional de Informagbes Toxico- Farmacolégica (SINTOX)
registrou mais de 900 casos de intoxicacdo humana por uso de plantas medicinais em
2016 (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2016). Em 2017, o Brasil foi listado em oitavo
lugar em envenenamento por plantas. Desde 2018 que o SINTOX nao registrou casos
de intoxicacdo, envenenamento e 6bitos por plantas, esse cenario persiste até o
momento atual margo de 2025 (FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ, 2025).

Em 1967, o Brasil iniciou uma politica de aprofundamento nos aspectos

regulatorios para registro e desenvolvimento de medicamentos a base de plantas
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medicinais. A portaria de n.° 22/1967, estabeleceu o Servico Nacional de Fiscalizacao
da Medicina e da Farméacia (SNFMF), neste momento foi dado o passo inicial para o
uso de fitoterdpicos em preparacdes terapéuticas (BRASIL, 1967), para isto seria
necesséria a realizacdo de ensaios farmacoldgicos clinicos e ndo-clinicos. Quase 10
anos depois, em 1976, a Lei de n.° 6.360 relata sobre os produtos a base de plantas
medicinas submetidas ao controle da Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1976). Em 1995,
a portaria n.° 6 instituiu prazos para que os fabricantes demonstrassem dados de
eficicia e seguranca dos fitoterapicos (BRASIL, 1995).

As normas e regulamentacdes de fitoterapicos ficaram mais uma vez em um
hiato de quase 10 anos, e apenas em 2004 com a RDC n.° 48 ocorreu a disposi¢cao
sobre os registros de fitoterapicos. Essa resolucao incube que o registro do fitoterapico
ocorra com a apresentacao de estudos que possam comprovar a seguranca de uso
(ANVISA, 2004). A partir de entdo, existe o primeiro guia para realizar ensaios de
toxicidade com a Resolugcdo ANVISA n.90/2004, que contempla testes de toxicidade
aguda, de doses repetidas e de genotoxicidade, esta Ultima para quando existir o uso
continuo ou prolongado do fitoterapico (BRASIL, 2004). Entretanto, o guia ndo detalha

0S métodos necessarios para esses ensaios.

Em 2005 e 2006, foram publicadas as RDCs n.° 267 e 219, respectivamente,
determinando que o cadastro das plantas utilizadas para preparos de chas fosse
realizado junto a Geréncia de Alimentos da ANVISA (ANVISA, 2005, 2006).

Com o crescente interesse da industria, populagdo e a comunidade cientifica
com o uso de plantas medicinais, em 2006 o governo iniciou publicacdes de portarias
para integrar a pratica dessas plantas no sistema de saude. Desta forma, a portaria
n.° 971/2006 aprova a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2006) e aprova o decreto n.°
5.813/06, que dispbe sobre a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNMF) (BRASIL, 2006). As duas resolucdes de 2006 incentivam a pesquisa e
desenvolvimento do uso de plantas medicinais, além de encorajar a adesédo na saude

publica.

Em 2010, a RDC n° 40 aprova a Farmacopeia Brasileira. Somado a este feito,
no mesmo ano a ANVISA divulgou o “Guia para a Condugéao de Estudos nao Clinicos

de Toxicologia e Seguranca Farmacologica Necessarios ao Desenvolvimento de
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Medicamentos”; essa primeira versdo fez com que as regulamentacdes brasileiras
entrassem em concordancia com documentos internacionais, como as normas da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e da Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico (OECD) (ANVISA, 2010).

Em 2014 foi estabelecida a RDC n.° 26, a qual esta em vigor para o registro de
fitoterapicos, onde define os panoramas fundamentais para o registro, como a
identificacdo botéanica da espécie, padrdo de qualidade e identidade, dados de
seguranca e eficacia que possam legitimar o uso terapéutica proposto (BRASIL,
2014).

A portaria n.° 533 foi publicada em 2012, estabelecendo que 12 plantas
medicinais fossem publicadas na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME) (BRASIL, 2012). Quase 60 anos ap0s o0 inicio das politicas e
normatizacdes voltadas as plantas medicinas no pais (Figura 5), € necessario
entender sobre mais plantas utilizadas na populagdo com fins terapéuticos e sua
seguranca, tendo em vista que desde 2012 continuam as mesmas 12 espécies
incluidas na RENAME.

Figura 5: Linha do tempo dos aspectos regulatério para registro e pesquisa de plantas
medicinais.

Lei n.° 6.360 RDC n.° 48 RDC201® RDC n.° 49 RDC n. 26:
Dispde sobre produtos Registros de (Complementacdoan”  Aprova a Farmacopeia Determina os aspectos
submetidos ao controle medicamentos Decreto '21607!;8?)3 boltics Brasileira e da outras essenciais [Pl _registro
da Vigilancia Sanitaria fitoterapicos Nacional de F;\antaS'MEdicinais providéncias de fitoterapicos
' e Fitoterapicos
......... o EY 0 U 0 o 0 9 o u
Portaria n.? 22 Portaria n°6 RDC n.° 267 Relagdo de Plantas Portaria n.° 533:
Ser\lugo Nacwyonal de Dados de Eficcia e Cadastro de plantas Medicinais de RENAME foi publicada
F|sca.lwz.agao de seguranga de para preparos de Interesse do SUS com 12 liberadas
Medicina e da fitoterapicos infusio (RENISUS) para uso

Farmacia (SNFMF)

Fonte: A autora (2025)
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1.4.Plantas medicinais e seu potencial antibacteriano

As doencas infecciosas de origem bacteriana representam uma ameaca
persistente a saude publica global, impactando de maneira significativa a
morbimortalidade em diversas popula¢des. Embora muitas bactérias exer¢cam funcdes
benéficas, como a manutencdo da homeostase intestinal e a protecdo contra
patdgenos, outras sdo agentes etioldgicos de uma ampla variedade de doencas. Entre
as principais manifestag6es clinicas associadas as infec¢des bacterianas destacam-
se as infecgBes do trato respiratério, gastrointestinal, geniturinério, além das doencas
sexualmente transmissiveis e infec¢des sistémicas de elevada gravidade. A crescente
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, registrada em ambito mundial, agrava
ainda mais este cenario e reforca a necessidade de estratégias eficazes de
prevencao, diagnostico e tratamento (WHO, 2024).

No inicio do século XX, a medicina vivenciou uma das maiores revolucdes na
histéria da saude publica com a descoberta dos antibiéticos, que se consolidaram
como um sucesso terapéutico (BUTLER; BUSS, 2006). Em 1928, Alexander Fleming
observou, de maneira pioneira, que o fungo Penicillium notatum era capaz de produzir
uma substancia, posteriormente nomeada penicilina, com potente atividade
bactericida. A introducéo dos antibiéticos na pratica clinica, especialmente a partir da
década de 1940, transformou o tratamento de infec¢bes bacterianas, reduzindo de
forma significativa a mortalidade associada a essas doencas e possibilitando avancos
médicos como cirurgias mais seguras, transplantes de oOrgdos e terapias
imunossupressoras (BUTLER; BUSS, 2006).

A eficacia dos antibidticos baseia-se em sua capacidade de interferir em
processos bioldgicos essenciais dos microrganismos, atuando, principalmente, por
meio de cinco mecanismos: inibicdo da sintese da parede celular, desorganizacéao da
funcdo da membrana celular, inibicho da sintese proteica, atuacdo como
antimetabolitos e inibicdo da sintese de &cidos nucleicos (EGOROV; ULYASHOVA;
RUBTSOVA, 2018). Contudo, 0 uso extensivo e, muitas vezes, inadequado desses
agentes terapéuticos ao longo das décadas levou ao surgimento de um problema
alarmante: a resisténcia bacteriana. Esse fenbmeno, em que as bactérias
desenvolvem mecanismos de defesa contra o0s antibiéticos, compromete

significativamente a eficacia do tratamento de infec¢des, tornando a luta contra
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doencas infecciosas mais desafiadora e exigindo novos esforcos em pesquisa e
desenvolvimento de alternativas terapéuticas (EGOROV; ULYASHOVA; RUBTSOVA,
2018).

A resisténcia antibacteriana € um fendmeno natural e evolutivo, impulsionado
pela pressao seletiva gerada pelo uso excessivo e inadequado de antibiéticos no
ambiente. As bactérias podem apresentar resisténcia por meio de diversos
mecanismos, sendo um dos principais a presenca de genes de resisténcia localizados
em plasmideos. Esses genes podem codificar proteinas responsaveis por
mecanismos de defesa, como as bombas de efluxo, que removem os antibiéticos das
células bacterianas antes que possam exercer seu efeito. Além disso, as enzimas
bacterianas podem desempenhar um papel crucial na resisténcia, uma vez que podem
degradar os antibiéticos ou modificar os sitios de ligacdo dos farmacos, inativando-os.
Esses mecanismos tornam as bactérias mais dificeis de erradicar, representando um
grande desafio no tratamento de infeccbes bacterianas (DOWLING; O'DWYER,;
ADLEY, 2017).

Figura 6: Principais mecanismos de resisténcia a antibidtico.
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Fonte: A autora (2025)
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As plantas medicinais possuem um grande potencial terapéutico no combate a
infeccbes bacterianas, oferecendo vantagens em relacdo aos farmacos sintéticos,
como menores efeitos adversos e uma menor probabilidade de induzir resisténcia. Os
agentes antimicrobianos presentes nas plantas medicinais, compostos por uma
variedade de fitoquimicos, atuam de forma ampla e podem interagir com multiplos
alvos dentro das células bacterianas, o que contribui para sua eficacia terapéutica e
resisténcia a resisténcia bacteriana observada com os antibioticos sintéticos (KUMAR;
PANDEY, 2013).

Acredita-se que os compostos secundarios identificados constituam uma
proporc¢éo inferior a 10% do total presente nas plantas. Geralmente, esses metabdlitos
atuam como mecanismos de protecdo contra microrganismos, insetos e herbivoros. A
diversidade consideravel deriva da habilidade das plantas em sintetizar uma ampla
gama de compostos aromaticos, incluindo seus derivados oxigenados (GHORBANI,
ESMAELIZADEH, 2017).

As plantas produzem compostos organicos durante os processos metabdlitos
naturais, esses compostos sédo separados em dois grupos homeados de metabdlitos
primarios e secundarios (WINK, 2010). Os metabdlitos primarios sdo essenciais para
a manutencdao vital da planta e desempenham funcao na respiracao, fotossintese e
transporte (WINK, 2010). Por outro lado, os metabdlitos secundarios séo produtos que
auxiliam na adaptacao ao estresse do meio contra radiacdo ultravioleta, doencas e
parasitas (SIMOES et al., 2010). Sendo assim, 0 estresse influencia a sintese de

metabdlitos secundarios.

Os metabdlitos secundarios podem ser promissores como antibacterianos, pois
sdo utilizados naturalmente como forma de defesa contra bactérias. O extrato das
folhas de Syzygium cumini revelou a presenca de flavonoides, alcaloides, glicosideos,
esteroides, fendis, saponinas, terpendides e taninos, e ele foi capaz de inibir o
crescimento de isolados quimicos de Salmonella enteridis, Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (TAMBE;
PEDHEKAR; HARSHALI, 2021). Extratos de Aloe vera e Morinda citrifoli tiveram
atividade frente P. aeruginosa, esse potencial foi atribuido aos compostos

secundarios, principalmente compostos fendlicos e flavonoides (ROYANI et al., 2023).
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Portanto, com o crescente e complexo cenario de resisténcia a antibidticos, é
importante aprofundar os estudos no potencial da atividade dos metabdlitos

secundérios extraido de plantas, bem como a seguranca do uso.
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2. OBJETIVOS

2.1.Geral

Otimizar e caracterizar um extrato aquoso de folhas de M. oleifera e determinar

sua toxicidade e efeito sobre bactérias, fungos e virus.

2.2.Especifico

o Preparar e otimizar (método extrativo, concentracado p/v) extrato de folhas de
Moringa oleifera;

« Caracterizar extratos de folhas de M. oleifera por cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (CCD-AE) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE);

« Quantificar os marcadores quimicos dos extratos de folhas de M. oleifera por
espectrofotometria UV-Vis e CLAE;

« Elucidar a toxicidade oral subcrénica, por 13 semanas, do extrato otimizado de
M. oleifera (OEMo) pela determinacdo dos parametros comportamentais,
bioquimicos, hematoldgicos e histoldgico;

o Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria para bactérias e fungos;

« Avaliar o potencial bactericida;

« ldentificar a atividade de inibicdo de biofilme bacteriano;

o Determinar atividade sinérgica com antibiético comercial;

« Avaliar a viabilidade celular bacteriana por citometria de fluxo;

« Verificara a toxicidade do extrato em larvas de Tenebrio molitor;

e Analisar a sobrevivéncia in vivo de larvas de Tenebrio molitor infectadas por
Escherichia coli e Serratia Marscesens;

« Examinar a citotoxicidade do OEMo em células Vero CCL-81,;

o Explorar o efeito do OEMo em células Vero CCL-81 infectadas com virus de

Chikungunya.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: Moringa oleifera (Moringaceae family), commonly known as horseradish or tree of
Dmmstick tree life, is traditionally used for various diseases, such as diabetes, hypercholesterolemia, neurological disorders,
Rutin among others.

Factorial design . . . . . .

X . . Aim of the study: To evaluate the toxicological profile of the oral use of an aqueous extract of Moringa oleifera

Toxicological evaluation . )

e L leaves for 13 weeks in mice.

Traditional medicine A . ) . 3 . L. . .
Materials and methods: Initially, a factorial design (2°) was carried out to optimize aqueous extraction using as
variables; the extraction method and proportion of drug. The 13-week repeated-dose toxicity trial used female
and male mice, with oral administration of aqueous extract of Moringa oleifera leaves at doses of 250, 500, and
1000 mg/kg. The animals were evaluated for body weight, water and feed intake, biochemical and hematological
parameters, urinalysis, ophthalmology and histopathology of the liver, spleen and kidneys.

Results: The extraction efficiency was evidenced by the extraction by maceration at 5%, obtaining the optimized
extract of Moringa oleifera (OEMo). The oral administration of OEMo did not promote significant difference (p >
0.05) in the weight gain, food and water consumption of the control animals and those treated with 250 and 500
mg/kg. However, treatment with 1000 mg/kg promoted a reduction (p < 0.05) in food intake and body weight
from the 7th week onwards in male and female mice. No alterations were detected in the hematological and
histological parameters in the concentrations tested for both sexes. The highest concentration treatment (1000
mg/kg) promoted an increase in transaminases in males and females. All concentrations promoted a significant
decrease (p < 0.05) in the serum lipid profile of mice.

Conclusion: This study developed an optimized extract of Moringa oleifera leaves, which should be used with
caution in preparations above 500 mg/kg for the long term because it leads to significant changes in liver en-
zymes. On the other hand, the extract proved to be a promising plant preparation for hyperlipidemia in mice.

its medicinal and industrial characteristics (Mehwish et al., 2022).
Moringa is popularly used against conjunctivitis, treatment of anemia,
the use of leaf juice helps to control blood pressure and blood sugar
levels (Kashyap et al., 2022). M. oleifera leaves have biological activities,
such as: antibacterial (Budaraga et al., 2020), antioxidant (Vats and
Gupta, 2017), antileishmanial activity (Hammi et al., 2020), effects
against bronchoconstriction, airway inflammation and asthma (Suresh
and Sisodia, 2018). The aqueous extract of the leaf was used for a neural
study with the action of nicotine in vivo, the authors revealed that it was

1. Introduction

Moringa oleifera Lamarck is a plant that belongs to the Moringace
family native to East Africa and South India, however cultivation occurs
in tropical and subtropical regions throughout the world (Dzuvor et al.,
2021). Moringa leaves is popularly used in food, considering that its
entire plant anatomy is edible and has benefits, this species has a rele-
vant source of proteins, vitamins and minerals (Oyeyinka and Oyeyinka,
2018).

In addition to the nutritional property, this species is well known for

able to prevent chromatolysis, distortion of cerebellar cortical cells and
neurobehavioral deficit (Omotoso et al., 2018).
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List of abbreviations

IPA Dardano de Andrade Lima Herbarium of the Agronomic
Institute of Pernambuco

EE Extractive efficiency

RC Rutin content

DR Dry residue

HPLC High Performance Liquid Chromatography

UFPE Universidade Federal de Pernambuco
CONCEA National Council for the Control of Animal
Experimentation

LIKA Laboratory of Immunology Keizo Asami
EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid

NaCl Sodium chloride

MCV Mean corpuscular volume

MCH Mean corpuscular hemoglobin

MCHC  Mean corpuscular hemoglobin concentration

AL: Alanine aminotransferase

AST Aspartate aminotransferase
GGT Gamma glutamyl transferase
BUN Blood urea nitrogen

Cv Centrilobular vein

Gr Renal glomeruli

Nd lymph nodes

Barros et al. (2022), described that the ingestion of M. oleifera leaf
powder at concentrations of 500 and 1000 mg/kg for 28 days, promoted
liver and kidney damage observed through biochemical and histopath-
ological parameters, suggesting the need for chronic studies. In view of
the various studies on the chemical composition of M. oleifera leaves, it is
important to deepen research on the standardization of extractive so-
lutions that aim to ensure principles of reproducibility of extraction,
which can affect the efficiency and safety of use. Thus, evaluating the
influence of plant concentration, physical-chemical properties and
extraction method of plant extractive solutions should be the first step
during the technological development of phytopharmaceuticals (Ali
etal., 2018). Authors report the presence of polyphenols as a constituent
responsible for biological activities, thus being considered chemical
markers of the species (Coz-Bolanos et al., 2018).

Thus, based on the type of extraction, solvent and environmental
factors, the chemical composition of M. oleifera can be affected, gener-
ating distinet toxicological and pharmacological responses (Pop et al.,
2022). Based on this, due to the lack of reports of toxicity studies of
Moriga oleifera preparations cultivated in Brazil, the National Health
Surveillance Agency (Anvisa) prohibited the production, commerciali-
zation, distribution and import of products containing parts of
M. oleifera (Brazil, 2019).

Considering the popular use of this plant in the treatment of several
diseases and the scarcity of toxicity studies, especially in Brazil, in the
present study, the toxicity of the aqueous extract of M. oleifera leaves
administered orally in mice of both sexes for 13 weeks were evaluated.
For this, first parameters of plant proportion, dry residue and rutin
content of aqueous extractive solutions were determined to obtain the
optimized extract.

2. Materials and methods
2.1. Herbal material

Leaves of Moringa oleifera were collected in Recife, Pernambuco,
Brazil (8°02'58.3" S 34°56'48.2" W), and identified by deposition of the

specimen in the Ddrdano de Andrade Lima Herbarium of the Agronomic
Institute of Pernambuco (IPA) with the specimen number (n° 73,345).
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Subsequently, the plant material was dried in a circulating air oven (48
h, 45 °C; Lucadema®), followed by grinding in a knife mill (Tecnal®).

2.2. Preparation of extractive solutions

The preparation conditions of the extractive solutions were studied
through factorial design, in order to determine which are the best pa-
rameters of the extractive process that allowed obtaining a product with
better chemical and technological characteristics. Different aqueous
extractive solutions were obtained, under the following conditions: drug
proportions (5, 10 and 15%; w/v) and methods (infusion: water 100 °C;
turbolysis: 4 cycles of 30 s with 4 min intervals; and maceration: 36 h),
following a 3” factorial design.

The responses evaluated were: marker content by high performance
liquid chromatography (rutin) and dry residue to obtain extraction ef-
ficiency, according to methodologies proposed by Galvao et al. (2018).

2.3. Dry residue

The dry residue was evaluated on an infrared balance under 130 °C
until constant weight.

2.4. Rutin content (RC)

The rutin content was calculated by HPLC, according to the meth-
odology described below (2.6.2).

2.5. Extraction efficiency

To determine the maximum extraction efficiency of rutin (RC), it was
calculated according to the formula:
RC

EE=—
DR

where: EE = extractive efficiency; RC = Rutin content; DR = dry residue.
2.6. Obtaining and characterizing the spray-dried extract

The procedure was performed in a mini spray dryer (MSD 1.0, Lab-
maq) under the following operational conditions: inlet air temperature:
130 °C, feed flow rate: 0.8 L/h and air flow rate: 40 L/min. The extract
was kept under agitation throughout the operation (Machado et al.,
2021).

2.6.1. High performance thin layer chromatography (HPTLC)

Samples (M. oleifera extracts) and standards were subjected to high-
performance thin layer chromatography with the aid of a semiautomatic
application system (Camag®) and controlled by a computer program.
After elution in appropriate chambers, the plates were observed under
ultraviolet light (254 and 366 nm) before and after derivatization with
appropriate reagents (Wagner and Bladt, 2001). After scanning, identi-
fication was performed by comparing the color and Rfs of the bands
observed in the sample profiles with the result observed for standards.

2.6.2. High performance liguid chromatography (HPLC)

The dried extracts were resuspended in water and filtered through
PVDF membranes with a 0.45 pm pore opening, before injection into the
HPLC equipment Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, EUA),
coupled to a photodiode array detector (DAD; Thermo Fisher Scientific)
and equipped with a binary pump (HPG-3x00RS, Thermo Fisher Scien-
tific), degasser and autosampler equipped with a 20 pL loop (ACC-3000,
Thermo Fisher Scientific). The analysis wavelengths were 270 and 350
nm. Chromatographic separations were obtained with a Cig column
(250 mm x 4.6 mm i.d., 5 pm; Supelco®) equipped with a pre-column
(4 mm x 3.9 pm C,g; Phenomenex®). The separations were performed
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at a temperature of 25 + 1 “C. The mobile phase consisted of ultrapure
water (A) and methanol (B), both acidified with 0.05% trifluoroacetic
acid, and flow adjusted to 0.7 mL/min. A gradient program was applied
as follows: 0-10 min, 15-25% B; 10-15 min, 25% B; 15-20 min, 25-40%
B; 20-25 min, 40-80% B; 30-32 min, 80% B; 32-34 min, 80-15% B;
34-36 min, 15% B. Data were analyzed, after injection in triplicate, and
processed using Chromeleon software (Thermo Fisher Scientific, USA).
The content of rutin was performed by peak areas of the respective
substance and the results were expressed in %w/w rutin according to the
equation for standard.

2.7. Animals and ethical aspects

This research project was developed in accordance with the current
regulations expressed in Decree No. 6,899, of July 15, 2009, which
provides for the composition of the National Council for the Control of
Animal Experimentation — CONCEA. The animals were supplied by the
Laboratory of Inmunology Keizo Asami (LIKA — UFPE) and adapted in
the premises of the Laboratory of Animal Experimentation of the
Department of Biochemistry at UFPE. Swiss albino mice weighing
around 30 g, kept for 50 days under controlled temperature conditions
(22 + 2 °C), with free access to food and drinking water on a 12 h light-
dark cycle, were used. All procedures were submitted to the Ethics
Committee on Animal Use (CEUA) of the Federal University of Per-
nambuco (process: 0014,/2020).

2.8. Repeated dose toxicity assessment for 13-weeks

The subchronic toxicity study followed the OECD 408 (1998) pro-
tocol. Swiss mice were randomized (10 animals/sex/group) into control
groups and treated with 250, 500 or 1000 mg/kg of the extract selected
for the study (based on the previous study by Barros et al., 2022). For the
treatment, the animals received a daily oral probe of 0.1 mL/10g con-
taining the appropriate dose of extract. Mice in the control group
received saline solution of 0.9% NaCl. Clinical observations (such as
behavior, appearance, external genitalia, mental status, mortality rate,
etc.) were monitored. At the end of the 13th week of the study, all mice
were fasted for 8 h and sedated with xylazine and ketamine solution
(1:10, v/v) to collect blood samples for coagulation, hematology and
biochemistry analyses. (Oliveira et al., 2019). Then, the animals were
euthanized by a high dose of anesthetic to collect internal organs for
weight, macroscopic pathology and histopathology examinations.

2.8.1. Ophthalmological analysis

An eye examination was performed throughout the study with an
indirect binocular ophthalmoscope instrument (Vantage Plus Digital,
Keeler Ltd., England) and the conjunctiva, sclera, cornea, lens and iris of
each eye were evaluated as previously described (Cha et al., 2021).

2.8.2. Hematological and biochemical analysis

Hematological analyzes were performed immediately after blood
collection, using an automated hematology analyzer (Coulter STKS,
Beckman Coulter, Miami, FL, USA) and optical microscopy. Parameters
included red blood cell and white blood cell count, hemoglobin (HB),
hematocrit (HCT), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular
hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration
(MCHC). Erythrocyte distribution width (RDW) and differential leuko-
cyte count (lymphocytes, segmented and monocytes).

For biochemical analyses, blood was centrifuged at 1480xg for 10
min to obtain serum and stored at —20 °C. The following parameters
were determined: albumin, urea nitrogen (BUN), creatinine, aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), total choles-
terol, triglycerides, total protein, alkaline phosphatase, gamma-
glutamyl transferase (GGT) and bilirubin. Measurements of these pa-
rameters were performed using specific kits (Labtest Diagnoéstica, Lagoa
Santa, Brazil) and a COBAS Mira Plus analyzer (Roche Diagnostics
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2.8.3. Urine analysis

On the last day of the experiment, urine (for 6 h) was collected from
mice in a metabolic cage to evaluate volume, pH, appearance, bilirubin
levels, protein levels, ketone levels, specific gravity, presence of blood,
glucose and urobilinogen using reactive strips for urine testing (Kasvi,
Bragzil) (Oliveira et al., 2019).

2.8.4. Evaluation of internal organs and histological analysis

Assessment of internal organ weights and macroscopic features
(color, texture, morphology) were performed after the 13-week treat-
ment phase. Histological analyzes of the liver, kidney, spleen, lung and
heart of mice in the control and treatment groups were performed by
optical microscopy. Organ sections were fixed in buffered formalin (10%
v/v), dehydrated through a graded ethanol series (70-100%) cleared in
xylol, and embedded in paraffin. Histological sections (5 pm) were
stained with hematoxylin-eosin and mounted with coverslips with
Entellan resin (Merck, Germany) (Kiernan, 2008). Samples were
observed using a Motic BA200 microscope coupled to a Moticam digital
camera.

2.8.5. Statistical analysis

Data were expressed as mean + SD and submitted to one-way
ANOVA followed by the Bonferroni test, with a significance level of p
< 0.05. Statistics were run in GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA)

3. Results and discussion

Moringa is widely used by the world population to treat diseases and
as a nutritional source (Ariani et al., 2023); however, in Brazil, the
Brazilian Health Surveillance Agency has prohibited the sale of products
based on Moringa due to the lack of long-term use safety tests (Brazil,
2019). In order to control the quality of medicinal plants and natural
products, it is necessary to identify and quantify phytochemical com-
pounds, in order to understand possible toxicities and/or biotechno-
logical and pharmaceutical actions (Aware et al., 2022). So far, there are
still few studies on the toxicity of using Moringa oleifera and its extracts
in vivo (Liu et al., 2022).Thus, this study aims to contribute with toxicity
information for 13-weeks following international protocols.

3.1. Factorial design 2°

Data from the factorial design matrix, as well as the results obtained
for the study responses, are shown in Table 1. The experiment data were
used to obtain mathematical models for each of the analyzed responses.
The mathematical models obtained showed good multiple correlation
coefficients (r?), the values of r? indicated that more than 99% of the
variation that occurred in the experiment can be explained by the
equations proposed for the respective models.

According to the responses obtained for the rutin content, it was
possible to observe that the amount of drug and method had a negative
influence on the rutin content, that is, with the maintenance of the two
factors at the upper level, the lower rutin content was evidenced
(Fig. 1A). As for the quadratic response, both had a positive influence on
the marker content, demonstrated by the observed curvature. In a study
with pomelo peels (Citrus maxima), a 2* factorial design was used to
observe which extractive condition affected the pectin obtainment, the
factors of greater interaction were related to pH and temperature, pH
and extraction time and temperature, these results suggest that the
mathematical model used can clarify the capacities of the factors studied
with the value of r? equal to 97.15% (Pagarra et al., 2019).

In relation to the dry residue, the amount of drug has a positive in-
fluence on the response (86.93) and the method also, but smaller (11.42)
(Fig. 1E). This fact is confirmed when we observe the response surface
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Table 1

Matrix of the 2° factorial design and results of dry residue, rutin content and extraction efficiency obtained for the extractive solutions of Moringa oleifera.
Encoded Variables Natural Variables DR (%) Rut (g%) EE (RUT/DR)
Plant Method Plant (w) Method 1 2 3 1 2 3 1 2 3
=1 -1 5 M 1,21 1,13 1,29 0,856 0,855 0,856 0,71 0,76 0,66
-1 o0 5 1 1,61 1,34 1,37 0,580 0,581 0,580 0,36 0,43 0,42
-1 1 5 T 1,94 1,81 2,02 0,553 0,553 0,553 0,28 0,31 0,27
0 -1 10 M 2,52 2,50 242 0,821 0,821 0,821 0,33 0,33 0,34
0 10 1 3,19 3,26 3,29 0,655 0,655 0,655 0,21 0,20 0,20
0 1 10 T 2,85 2,89 2,91 0,499 0,499 0,499 018 0,17 017
1 -1 15 M 4,51 4,55 4,55 0,462 0,462 0,462 0,10 0,10 0,10
1 15 1 4,68 4,58 4,58 0,683 0,683 0,683 015 015 0,15
1 1 15 T 4,64 4,60 4,65 0,467 0,467 0,467 0,10 0,10 0,10

M: Maceration; I: Infusion; T: Turboextraction; DR: Dry residue; Rut: Rutin; EE: Efficiency of extraction. Data were expressed as mean, standard deviation (SD) and

relative standard deviation (RSD).

6,907,

Saaniarascd Efect Esrun (Absoute Vane)

Starter duws Efect Extmate (Atacnde Vehe )

Fig. 1. Response surface and Pareto Chart for rutin content (A, D), dry residue (B, E) and extraction efficiency (C, F).

(Fig. 1B}, in which it is possible to verify that a greater response (red
surface area) is obtained when turbelysis is used as an extractive method
and 15 g of drug quantity. The extraction efficiency response, on the
other hand, showed a negative influence both for the amount of drug
(—35.09) and the method (—19.34), but the latter to a lesser extent
(Fig. 1C and F). From these data, it is possible to point out that the best
extraction efficiency and rutin content in the raw material under study
was achieved using 5 g of plant drug and extraction method by macer-
ation (obtaining the Optimized Extract of Moringa oleifera = OEMo)
When analyzing the chromatograms obtained for the factorial
design, it can be seen that regardless of the extraction method and
amount of drug used, the chromatographie profile of the samples was
similar (Fig. ZA). In the samples, 8 main compounds (Fig. 2B) were
evidenced (detection performed at 350 nm). Other authors have also
used factorial design to extract secondary metabolite compounds more
effectively. Wong et al. (2015) used the planning, with the independent
factors of pH, ethanol concentration, proportion of liquid to solid,
temperature and time, in order to test the contribution of these factors in
the antioxidant capacity, phenolic contents and total flavenoids in oil of
palm, the authors determined that the ethanol concentration and the

liquid/solid ratio were extremely significant for obtaining the highest
antioxidant activity. Alara et al. (2020) also used the factorial design for
ethanolic extraction of flavanols and phenolics with Vernonia amygdalina
leaves.

It was not possible to identify all the substances present, despite that,
after analyzing the caffeic acid and rutin patterns (Fig. 2B), the peaks
observed at retention times 9.55 min (1) and 13.36 min (2), whose ab-
sorption maximums were 217.3/325.2 nm and 217.3/327.3 nm, indi-
cate the presence of cinnamic derivatives in the samples, with a scanning
spectrum similar to the caffeic acid standard (217.5/324.2 nm) also
analyzed. Although it is only possible to identify the presence of rutin,
according to the scanning spectra it is possible that the other peaks have
similar spectra, belonging to the class of flavonoids (peaks 3-8), at
retention times 15.58 min (214.9,/270/335.1 nm, 3), 17.7 min (212.7/
270/337.9 nm, 4), 18.54 min (203/256.3/338 nm, 5), 19.22 min
(203.2/256.3/356.6 nm, 6 - rutin), 19.44 min (203.5/256.4,/356.8 nm,
7) and 20.26 min (198.3/265.1/348 nm, 8) (Fig. 2C).

Legend: Fig. 2a - Chromatography obtained for the extracts per-
formed in the factorial methodology: A, B, C - Infusion 5, 10, 15%; D, E,
F — Maceration 5, 10 and 15%; G, H, I - Turbolysis 5, 10, 15%. Fig. 2b
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Fig. 2. Chromatograms obtained from extractive solutions of Moringa oleifera leaves.

-Identification of caffeic acid and rutin patterns in the 5% infusion
extract sample. Fig. 2c¢ - Chromatographic profile of the 5% infusion
sample showing 9 compounds (detection at 350 nm). Fig. 2d - Peak 1
(retention time 9.55 min, absorption 217.3/325.2 nm) and Peak 2
(retention time 13.36 min, absorption maximum 217.3/327.3 nm) are
equivalent to caffeic acid and rutin standards, respectively. Peaks 3-8
have similar spectra to the flavonoid class.

3.2, 13-Week repeated toxicity assessment

3.2.1. Clinical signs

No deaths related to OEMo treatment were observed in either group.
Weekly in the open field evaluation, concentrations of 500 and 1000
mg/kg in both sexes, promoted a decrease in ambulation when
compared to mice treated with saline. The evaluation of general
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behavioral and sedative activity can be performed through the open
field test, locomotion can indicate a state of alertness and the decrease in
locomotor activity suggests a possible depressant effect on the Central
Nervous System (CNS) (Ain and Khan, 2019). Pyrus pashia hydro-
ethanolic extract showed a marked decrease in locomotor activity in the
open field test (200, 400 and 600 mg/kg), suggesting that such extract
has a sedative activity (Ain and Khan, 2019). With similar effects to
P. pashia, high concentrations of M. oleifera also showed a possible CNS
depressant action.

Mean body weight, food and water consumption in the 250 and 500
mg/kg OEMo treatments were not statistically different from those in
the control group (p > 0.05); however, at the highest concentration
(1000 mg/kg) both male and female mice showed a reduction in weight
gain from the 5th week of treatment (Fig. 3). Furthermore, changes in
body weight and food and water intake may be caused by metabolic
changes and liver changes, which suggests toxicity of the tested sub-
stance (Bhardwaj et al., 2010) (Fig. 4).

Water consumption did not show significant changes for both gen-
ders throughout the treatment period. However, a reduction in feed
intake was observed in males at 2 weeks and in females at 1 week with
1000 mg/kg treatment. Analysis of these indices is important, as food
and water consumed on a regular basis is essential for the physiological
state of the animal. Even with a high nutrient content, Stevens et al.
(2015) described that M. oleifera leaves have antinutritional compounds
in their composition, such as: saponins and phytates and oxalates. This
hypothesis suggests that OEMo may not be toxic, but inhibits the
bioavailability of nutrients promoting weight loss. Additionally, there
were no treatment-related ophthalmologic changes in males or females
at any concentration evaluated.

3.2.2. Urine analysis

Males in the concentrations of 500 and 1000 mg/kg showed the
presence of proteins in an expressive way, while in females it was
observed only in the 1000 mg/kg group. The other parameters remained
unchanged when compared to the control. Proteinuria is one of the
possible diagnostic markers of renal dysfunction and may indicate the
presence of other renal pathologies. To confirm the diagnosis, the
variation in proteinuria must be correlated with other biochemical
changes, such as total plasma proteins, bilirubin and enzymes (Aissani
et al., 2022), In addition, changes in protein levels may reflect signifi-
cant changes in liver function. Therefore, despite the expressive pres-
ence of proteins in the urine analysis, data from the kidney biomarkers
(Urea and Creatine) did not show significant differences that would
indicate damage to this organ. On the other hand, liver functions were
evaluated with plasma concentrations of ALT and AST, which showed a
significant increase for the 1000 mg/kg group (Table 3). Cell damage
occurs followed by the release of several enzymes into the blood, which
is used as a means for clinical diagnosis (Aissani et al., 2022). In general,
herbal medicines and extracts from medicinal plants have a lower risk of
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toxicity, however they are not completely free of the possibility of
inducing toxicity and other adverse effects (Thiesen et al., 2018; Tir
et al., 2019). Thus, Moringa oleifera extract, in its highest concentration,
presented a possible disturbance in liver function when administered
orally for 13 weeks.

3.2.3. Hematological and biochemical analysis

The hematopoietic system is very sensitive to toxic compounds, so it
is an important indicator of the physiological and pathological state
(Obameso et al., 2021). The consumption of some substances, orally, can
influence hematological parameters and trigger anemia, neutropenia
and thrombocytopenia, so it is necessary to evaluate the effects of these
substances on the hematopoietic system (Khatami et al., 2020). The
hematological parameter results of the animals treated with OEMo are
shown in Table 2. Oral treatment with OEMo, even with high doses, did
not change the hematological parameters of male and female mice
compared to the respective controls (p > 0.05). This fact demonstrates
that OEMo does not destabilize the hamatopoietic system, an important
sign of absence of toxic effect.

Complementing the evaluations, the serum biochemical parameters
of the mice were analyzed and the results presented in Table 3. The
treatments in all concentrations of OEMo reduced the levels of tri-
glycerides (TG) and total cholesterol (TC) for both genders compared to
the respective controls. This result corroborates that found by Aborhyem
et al. (2016), who compared the use of M. oleifera extract with hypo-
lipidemic extract (Atorvastatin), noting that the plant is effective for the
treatment and prevention of diseases related to the lipid profile. Mele-
bary and Elnaggar (2023) evaluated the use of aqueous extract of Mor-
inga oleifera leaves against lead acetate intoxication, showing that
treatment with leaves promoted a reduction in plasmatic levels of total
cholesterol, high-density cholesterol (HDL—c) and low-density choles-
terol (LDL-c), in addition to reducing triglycerides. However, the highest
concentration of OEMo (1000 mg/kg) promoted an increase in alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) levels in
male and female mice when compared to control groups (p < 0.05). This
increase in transaminases promoted by OEMo treatment indicates
possible liver damage, leading to the release of hepatocyte contents
(Rezaee-hkorasany et al., 2019). Despite this, the 250 and 500 mg/kg
groups did not express significant differences from controls in liver
biomarkers for males and females.

3.2.4. Gross necropsy, organ weights and histopathological

The internal organs of male and female mice treated with OEMo or
saline showed no change in color and texture. When evaluating the
testicles and epididymis of the males, no alteration, signs of atrophy or
enlargement of the organ was observed. Thus, no significant macro-
scopic changes were observed in either sex.

After the macroscopic evaluation, the organs were excised and
weighed on an analytical balance. Regardless of dose or sex, liver,

Males

Control
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1,000 mg/kg
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Fig. 3. Evaluation of weight gain in male and female mice treated orally with saline or OEMo for 13-weeks.
Legend: OEMo: Optimized Extract of Moringa oleifera. Values represent the mean + SEM (n = 10/group). Significant differences (p < 0.05) were found in comparison

with control.



N.R. Galvao Silva et al.

47

Journal of Ethnopharmacology 335 (2024) 118637

Males
Males

40 %
= -
€ 30 Ew
=) I3 8 1
2 S [l dHee
gzo & 3o-fi fit
2 Lol o] =3 Control

IEHRHEN

E %5 = 250 mgkg § 1 i =3 250 mgkg
S 500 mg/kg % 10 i 500 mg/kg
'S i gl

" &8 1,000mg/kg 2 ol L Al M AL e 1,000 mg/kg

12345678 910111213
Weeks Weeks
Females Females

40 ~ 50
8 E
5§30 . c 40 i Bjth Al
a : 2 i gl 1k
52 . g O i
2 =3 Control 3 0 i . =3 Control
S i i
o . = 250 mghg s i | : B3 250 malkg
T : 500 mg/kg & i i
o i i s 10 | | : I 500 mg/kg

0 : i i i &3 1,000 mg/kg $ . i 2l i EE 1,000 mg/kg

123 4567 8 910111213 123 480678 510114243

Weeks

Weeks

Fig. 4. Evaluation of feed and water intake of male and female mice treated orally for 13- weeks with saline or OEMo.
Legend: Legend: OEMo: Optimized Extract of Moringa oleifera. Values represent the mean + SEM (n = 10/group). Significant differences (p < 0.05) were found in

comparison with control.

Table 2

Hematological parameters of male and female mice treated daily with the optimized extract of Moringa oleifera per os for 13-weeks.
Parameter Males Females

Control Extract Control Extract
250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg 250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg

Erythrocytes (lﬂb/mn'ﬁ] 5.44 +0.30 5.28 + 0.45 5.30 + 0.52 5.24 +0.31 5.32 + 0.80 572+ 077 5.60 + 0.82 5.21 + 0.93
Hematoerit (%) 42.10 = 0.43 43.40 + 1.24 41.87 + 1.34 42.26 + 1.33 40.10 + 0.53 40.66 + 1.84 41.03 + 1.41 40.32 + 1.35
Hemoglobin (%) 14.39 £ 0.32 14.18 + 0.36 13.99 £ 0.45 14.47 £ 0.68 14.11 £ 0.50 14.27 + 0.65 14.38 £ 0.73 14.35 £ 0.63
MCV (%) 42.76 = 0.56 43.07 £ 0.79 43.01 £ 0.79 42.31 +0.92 42.22 + 0.56 42.43 = 0.72 42.33 £ 0.90 42.73 £ 1.03
MCH (%) 16.37 + 0.35 17.71 + 0.31 17.09 + 0.88 17.21 + 0.70 17.08 + 0.82 17.15 + 0.83 17.29 + 0.75 17.30 + 1.00
MCHC (%) 38.64 = 0.80 37.99 £ 1.13 38.27 £ 1.75 38.07 £ 1.69 38.29 £ 0.77 38.37 £ 1.01 37.98 + 1.32 37.76 £ 1.14
Leukocytes (103/m3) 8.21 £ 0.88 8.32 + 1.20 8.17 £ 1.35 8.22 £ 1.47 8.01 £ 1.05 8.19 £ 1.26 8.26 + 1.07 8.14 £ 1.20
Segmented (%) 62.45 = 1.41 62.54 + 1.16 62.40 = 1.84 62.20 + 2.07 61.65 = 0.74 62.04 = 0.90 61.90 +1.12 62.17 £ 1.64
Lymphocytes (%) 27.20 = 0.30 27.02 £ 0.34 27.37 £ 0.50 27.45 + 1.05 28.19 + 0.68 27.60 = 0.95 27.73 £ 0.95 27.52 £1.01
Monocytes (%) 9.15 £ 0.51 9.21 £ 0.43 9.03 £ 0.89 9.11 £0.94 9.06 £ 0.70 9.20 £ 0.81 9.25 = 0.96 9.14 £ 0.91
Eosinophils (%) 1.15 £ 0.10 1.18 £ 0.12 1.86 £ 0.10 1.20 £ 0.11 1.08 £ 0.12 1.12 £ 0.07 1.09 £ 0.11 115012
Basophils (%) 0.04 £0.02 0.05 = 0.02 0.04 +0.02 0.04 = 0.01 0.02 £ 0.01 0.03 + 0.01 0.03 = 0.02 0.02 £ 0.01

MCV: mean corpuscular volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration. Values represent the mean + SEM (n =
10/group). No significant differences (p > 0.05) were found in comparison with control.

spleen, heart, kidney, stomach, lung and intestine did not differ signif-
icantly (p = 0.05) with mice in control groups (Table 4). Then, liver and
kidney fragments were sectioned for histopathological analysis.

After administration of a drug into the body, the liver and kidneys are
potentially the most commonly affected organs. Thus, Fig. 5 shows
photomicrographs of the liver and kidneys of animals in the control and
treated groups with OEMo of both sexes. In the kidneys, normal
glomeruli, tubules and interstitium were observed in the control and
treated groups with OEMo in both sexes. In the liver, the control groups
and those treated with 250 and 500 mg/kg of OEMo showed organized
hepatocyte cords with no fibrosis or apoptosis. However, in the treat-
ment with the highest concentration (1000 mg/kg), the liver showed a

discreet leukocyte infiltrate and an increase in the space of Disse, when
compared to the control animals. This alteration corroborates the
biochemical findings of alteration of transaminases, as well as the
findings of proteinuria. Thus, possibly the treatment with 1000 mg/kg of
OEMo promotes changes in hepatocytes and may interfere with the
processes of metabolism of substances.

Thus, in accordance with toxicity assessment data for 13 weeks, the
NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) is established at 500 mg/kg
for male and female mice. Barros et al. (2022) reported that NOAEL for
infusion of M. oleifera leaves and powder was 1000 mg/kg and 250
mg/kg, respectively.
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Table 3

Biochemical parameters of male and female mice treated daily with the optimized extract of Moringa oleifera per os for 13-weeks.
Parameter Males Females

Control Extract Control Extract
250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg 250 mgr/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg

Albumn (g/dL) 36.70 = 1.22 36.90 = 1.05 36.01 £ 1.76 35.90 £ 1.49 34.30 £ 1.28 3512+ 1.30 3549+ 113 35.78 + 1.84
ALT (U/L) 60.92 + 5.44 61.10 + 6.66 69.22 + 6.06 91.46 + 7.31" 60.10 £ 6.03 61.02 £ 5.35 65.65 + 6.44 90.34 + 4.56"
AST (U/L) 131.54 =12.72 131.02 + 13.64 144.44 + 14.09 199.94 + 16.18% 13222 +£11.11 134.03 £ 12.25 133.91 £15.32  205.67 + 17.82%
ALP (IU/L) 13.82 £ 0.31 13.51 £ 0.72 13.09 £ 0.65 13.01 + 0.89 13.27 £ 0.73 13.40 £ 0.65 13.29 £ 0.81 13.74 £ 0.91
GGT (U/L) 14.29 + 0.42 14.11 £ 0.93 14.58 + 0.73 14.52 + 0.91 9.83 + 0.80 9.52 +0.72 9.41 + 0.61 9.99 + 0.83
TP (g/dL) 65.82 £ 5.75 65.29 + 4.21 65.57 £ 5.93 65.70 £ 5.06 62.64 + 3.54 62.86 + 4.26 63.01 £ 3.22 63.73 £ 4.43
BUN (mg/dL) 0.41 £0.19 0.35 £0.10 0.40 £ 0.15 0.36 £ 0.11 0.37 £ 0.16 0.41 £ 0.22 0.40 £ 0.34 0.35 £ 0.17
CREAT (mg/dL) 4.47 £ 0.12 4.65 +£0.13 4.40 + 0.16 4.36 +0.19 4.27 + 0.41 4.38 + 0.43 4.30 + 0.51 4.39 + 0.62
BILI (mg/dL) 0.35 £ 0.03 0.32 £ 0.05 0.31 £ 0.04 0.30 £ 0.05 0.29 £+ 0.07 0.25 £ 0.05 0.31 £ 0.09 0.32 £ 0.09
TC (mg/dL) 99.37 £ 7.85 87.72 + 6.50* 82.79 + 5.25* 78.88 + 7.83" 98.94 + 8.50 85.86 + 5.74" 80.30 + 6.13% 75.64 + 5.22%
TG (mg/dL) 65.36 + 4.12 56.28 + 5.12% 55.43 + 5.33* 48.36 + 4.30" 69.54 + 4.19 55.73 + 4.10% 52.93 + 6.11* 47.46 + 5.18*

ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotransferase; ALP: Alkaline phosphatase; GGT: gamma-glutamyl transferase; TP: Total protein; BUN: blood urea
nitrogen; CREAT: Creatinine; BILIL: Bilirubin; TC: Total Cholesterol; TG: Triglycerides. Values represent the mean 4+ SEM (n = 10/group). No significant differences (p
= 0.05) were found in comparison with control.

Table 4

Organ weight (g/10 g b.w) of male and female mice treated daily with the optimized extract of Moringa oleifera per os for 13-weeks.
Parameter Males Females

Control Extract Contral Extract
250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/ kg 250 mg/kg 500 mg kg 1000 mg/ kg

Liver 5.14 £ 0.11 521 +0.14 5.19 + 0.10 5.00 & 0.12 5.09 £ 0.13 517 4+ 0.25 5.23 +0.31 5.19 + 0.28
Spleen 0.31 + 0.04 0.33 + 0.05 0.35 + 0.04 0.39 + 0.05 0.35 = 0.04 0.36 + 0.03 0.37 + 0.05 0.35 + 0.03
Kidney 1.14 +0.13 1.11 + 0.09 1.15 + 0.08 1.10 = 0.07 1.16 = 0.08 1.10 + 0.10 112 +0.12 1.14 + 0.09
Heart 0.47 + 0.07 0.45 + 0.03 0.49 + 0.05 0.46 + 0.04 0.45 + 0.05 0.47 + 0.07 0.50 + 0.08 0.44 + 0.08
Lung 0.58 + 0.05 0.54 + 0.04 0.57 + 0.04 0.55 + 0.05 0.53 = 0.07 0.50 + 0.05 0.53 + 0.06 0.49 + 0.08

Values represent the mean + SEM (n = 10/group). No significant differences (p > 0.05) were found in comparison with control.

Fig. 5. Photomicrograph of liver and kidney of male and female mice treated orally for 13- weeks with saline or OEMo.

Legend: Representative photomicrographs of the livers and kidneys of male and female mice from the control groups and those treated with OEMo at a dose of 250,
500 and 1000 mg/kg. Livers: the centrilobular vein (cv) is seen on all images and space of Disse (arrow). Kidneys: Renal glomeruli (Gr) and the convoluted tubes
(arrowheads) are preserved and in order. Hematoxylin and eosin staining was used. Magnification: 400x.
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4. Conclusion

The Moringa oleifera extract had its composition characterized by
cinnamic derivatives, caffeic acid, flavonoids and rutin. The oral
administration of OEMo for 13-weeks did not affect the physiological
and hematological parameters of mice at concentrations of 250 and 500
mg/kg, attributing a low or absence of toxicity. However, the highest
concentration (1000 mg/kg) increased levels of transaminases (ALT and
AST), suggesting liver damage. Finally, in all concentrations and gender,
treatment with OEMo reduced cholesterol and triglyceride parameters,
as reported in popular medicine. These findings contribute to describe
the safety of oral use of Moringa oleifera leaves and reveal a possible
antilipemic potential.
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Resumo

O estudo avaliou as atividades antibacteriana, antifiUngica e antiviral in vitro de extrato
de folhas M. oleifera (OEMo), bem como atividade antibacteriana in vivo usando larvas
de Tenebrio molitor infectadas por Escherichia coli. A avaliacdo de atividades
antibacteriana e antifingica incluiram a determinacdo do efeito no crescimento,
sobrevivéncia e formacéo de biofilmes. Adicionalmente, sinergismo com antibiéticos
foi investigado. A determinacéo da atividade antiviral do OEMo (0,3 a 0,9 mg/mL) usou
células Vero CCL-81 infectadas por virus Chikungunya. O extrato demonstrou
atividade antibacteriana contra Escherichia coli e Serratia marcescens, com
concentragdes minimas inibitérias (CMI) de 125 e 500 pg/mL, respectivamente. OEMo
inibiu a formacao de biofilme em mais de 50% nas concentracdes entre 100 e 400
Mg/mL e reduziu o numero de células viaveis de E. coli e S. marcescens em 38% e
18%, respectivamente. Além disso, o OEMo apresentou um efeito sinérgico com a
ceftazidima. No modelo in vivo com larvas de Tenebrio molitor infectadas com E. coli,
OEMo nao apresentou toxicidade e conferiu protecao significativa contra a infeccao
bacteriana, reduzindo as taxas de mortalidade das larvas. Atividade antifiingica ndo
foi detectada contra as espécies de Candida e Cryptococcus testadas. OEMo
apresentou acdo contra o virus Chikungunya, ampliando seu espectro antimicrobiano,
mesmo infectadas, as células permaneceram viaveis indicando a atividade antiviral do
extrato. Esses achados destacam o potencial do OEMo como agente antibacteriano e
antiviral. Estudos adicionais sdo necessarios para explorar suas aplicacdes clinicas e

elucidar seus mecanismos de agéo.

Palavras - chave: Sinergismo; Chikungunya; Tenebrio molitor; Biofilme; Moringa
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Introducéo

Moringa oleifera Lamarck, pertencente a familia Moringaceae, € uma planta
amplamente cultivada em regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo (Dzuvor
et al., 2021). Suas folhas séo tradicionalmente utilizadas na alimentacdo devido ao
alto valor nutricional, sendo uma importante fonte de proteinas, vitaminas e minerais
(Oyeyinka et al., 2018). Além disso, a M. oleifera tem sido objeto de iniameras
pesquisas cientificas, impulsionadas pelo seu histérico de uso na medicina popular
para o tratamento de inflamacdes, dores e diversas patologias, o que Ihe rendeu a
alcunha de "arvore milagrosa" (Mehwish et al., 2022).

Estudos recentes tém destacado o potencial terapéutico das folhas de M.
oleifera, que apresentam atividades antibacteriana (Budaraga et al., 2020),
antioxidante (Vats; Gupta, 2017), além de efeitos antileishmania (Hammi et al., 2020)
e acles contra broncoconstricdo e inflamacéo das vias aéreas (Suresh et al., 2020).

De acordo com Silva et al. (2024), um extrato otimizado de folhas de M. oleifera
(OEMo0), ndo causou alteracBes significativas no ganho de peso, consumo de
alimentos, nem nos parametros hematolégicos ou histolégicos em camundongos
guando avaliado para toxicidade oral em doses repetidas (250 e 500 mg/kg) por 13
semanas. Esses resultados sao cruciais para garantir a seguranca do uso do extrato,
especialmente quando se considera seu potencial como agente terapéutico para
diversas condi¢gbes, como infecgcbes bacterianas. A dose mais alta (1000 mg/kg)
mostrou modificacdes nas enzimas ALT e AST, que estdo relacionadas a
funcionalidade do figado, em conjunto foi verificado alteracdes no espaco Disse no
figado, esses achados apresentam que a dose de 1000 mg/kg possui toxicidade. A
auséncia de efeitos toxicos nas doses mais baixas refor¢a o potencial do OEMo como

um agente farmacoldgica, com a vantagem adicional de ser seguro para uso em longo
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prazo. Essa caracteristica é fundamental para o desenvolvimento de preparacdes a
base de M. oleifera.

A resisténcia bacteriana representa uma ameaca crescente a saude publica
global, com infeccBes causadas por patégenos como Escherichia coli e Serratia
marcescens sendo particularmente desafiadoras devido a sua resisténcia a
antibioticos convencionais (Ahmad et al., 2021). Nesse contexto, os compostos de
origem vegetal tém se destacado como alternativas promissoras, ndo apenas por sua
capacidade de combater infeccBes bacterianas através de diferentes mecanismos
antimicrobianos, mas também por apresentarem menor toxicidade em comparacgao
com antibidticos sintéticos (Armengol et al., 2021). Este estudo investiga a atividade
antibacteriana, antifangica e antiviral do extrato otimizado de Moringa, visando

explorar seu potencial como uma opcéo terapéutica eficaz e segura.

2. Material e Métodos

2.1. Microrganismos

As bactérias Escherichia coli UFPEDA 224, Klebsiella pneumoniae UFPEDA
396, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416, Serratia marcescens ATCC-13880,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes e
Streptococcus mutans foram provenientes da colecdo de culturas WDCM114 do
Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os fungos
Candida albicans URM 5901, Candida glabrata URM 4246, Candida krusei URM 6391
e Candida parapsilosis URM 6345 foram provenientes da colecdo de culturas da
Universidade do Recife Micologia, localizada no Departamento de Micologia da

Universidade Federal de Pernambuco. Cryptococcus neoformans (sorotipo D) B3501,
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Cryptococcus gattii (sorotipo B) R265 e Cryptococcus neoformans H99 sotoripo A
foram fornecidos pelo Laboratério de Fungos de Importancia Médica e Biotecnolégica
do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

As bactérias foram mantidas em caldo Mueller Hinton e os fungos em caldo
Sabouraud Dextrose, ambos contendo glicerol a 10% (v/v) a -20 °C. Para a realizacao
dos experimentos, as bactérias foram cultivadas em meio agar Mueller Hinton e os
fungos em agar Sabouraud Dextrose durante a noite (overnight), a 37 °C e 30 °C,
respectivamente. Posteriormente, as colonias foram ressuspendidas em solucéo
salina estéril (NaCl 0,15 M) e ajustadas turbidimetricamente a um comprimento de
onda de 600 nm (DO600), de modo a obter suspensdes bacterianas com
concentracdo de 10° UFC/mL e fungicas de 5 x 10* UFC/mL. Para a realizacdo dos
ensaios, as amostras foram filtradas em filtro de seringa PVDF 13 mm x 0,22 pm

estéreis.

2.2. Obtencéao do Extrato Otimizado de Moringa oleifera

O Extrato Otimizado de Moringa oleifera (OEMo) foi o mesmao utilizado no artigo
de Silva e colaboradores (2024), desta forma, a caracterizacdo do OEMo foi descrita

previamente pelos autores.

2.3. Determinacdo da concentracdo minima inibitéria e minima
bactericida/fungicida

A concentracdo inibitéria minima (CIM) das amostras foi determinada pelo
ensaio de microtitulagdo proposto pelo Instituto de Normas Laboratoriais e Clinicas

(CLSI, 2017, 2018). Em placas de microtitulagdo de 96 pogos, OEMo foi adicionado
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(80 uL) no terceiro e quarto poco a partir do qual foi diluido seriadamente em agua
destilada estéril até o décimo segundo poco da mesma fileira. Posteriormente, 40 uL
do meio caldo Mueller Hinton ou caldo Sabouraud Dextrose foram adicionados em
todos o0s pogos, exceto no primeiro, que foi preenchido com 200 pyL do meio de cultura,
correspondendo ao controle de esterilidade. A suspenséo bacteriana (80 pL; 108
UFC/mL) ou fangica (80 uL; 5 x 10* UFC/mL) foram acrescentadas do segundo poco
até o ultimo poco da fileira. O segundo poc¢o (que contém microrganismos na auséncia
da amostra) correspondeu ao controle de crescimento de 100%. As placas foram
incubadas a 37°C ou 30° C e a densidade optica foi medida no tempo zero e apos 24
h de incubacdo usando um leitor de microplacas. A concentragcdo minima inibitéria
(CMI) correspondeu a menor concentracdo da amostra capaz de promover a reducao
>50% na densidade 6ptica, em comparagao ao controle de crescimento 100%.

Para a determinacdo do CMB/CMF, aliquotas (10 pL) dos pocos contendo
concentracbes das amostras =2CMI foram inoculados em placas de petri contendo
meio agar Mueller Hinton ou agar Sabouraud Dextrose, que foram posteriormente
incubados a 37 °C ou 30°C por 24h. O CMB/CMF correspondeu a menor concentragao
da amostra capaz de reduzir o nimero de UFC em 99,9% em relacéo ao indculo inicial.
Cada ensaio foi realizado em triplicata e trés experimentos independentes foram

realizados.

2.4. Avaliacdo da formacao de biofilmes

A formacdao de biofilme foi avaliada utilizando-se o método do cristal violeta. Em
placas de microtitulacéo de poliestireno de fundo chato foi adicionado a cada pog¢o 80
uL de agua Milli-Q, 40 pL do meio de cultura liquido e 80 pyL da suspensao bacteriana

(108 UFC/mL; em solucdo salina estéril), foram utilizadas as bactérias E. coli e S.
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marcescens. A DO600 foi obtida no tempo zero e as placas foram incubadas a 37 °C
por 24 h. Apos esse periodo, a DO600 foi registrada novamente a fim de se verificar
0 crescimento bacteriano. A etapa seguinte correspondeu a analise da formacao do
biofilme que ocorreu apds a remocao das células ndo aderidas de cada poco da placa.
Adicionalmente, os pocos foram lavados com NaCl a 0,9 % estéril (trés vezes) e os
biofiimes (células aderidas a placa de poliestireno) foram incubados com alcool
metilico a 60 °C por 60 min para fixacdo e, em seguida, foram marcadas com cristal
violeta 0,4% (p/v) por 15 min a 25 °C. Os pocos foram lavados com agua para remocao
do cristal violeta ndo aderido e, posteriormente, o corante aderido ao biofilme foi
solubilizado em etanol absoluto (15 min) e a absorbancia a 570 nm foi mensurada.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

2.5. Avaliacdo da viabilidade celular por citometria de fluxo

Para a avaliacdo da viabilidade celualr foram utilizadas as cepas de E. colie S.
marcescens. As células bacterianas foram cultivadas por 24h na auséncia (controle)
ou na presenca do extrato na concentracdo minima inibitéria (CMI). Para o controle
positivo (morte) as células foram tratadas com hipoclorito de sédio a 2,5%. A morte
celular foi avaliada usando o FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | da BD
Biosciences (San Jose, CA, EUA), de acordo com as instru¢gdes do fabricante e os
dados foram adquiridos no citbmetro BD Accuri C6 (BD Biosciences). Um minimo de
20.000 eventos foi coletado por amostra. Células ndo coradas foram consideradas
viaveis. Cada ensaio foi realizado em triplicata e dois experimentos independentes

foram realizados.

2.6. Ensaio de sinergismo com antibiotico comercial
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Os efeitos sinérgicos entre OEMo e o0s antibidticos ceftazidima e ciprofloxacina
foram avaliados utilizando o método descrito por Pilai et al. (2005). Cada experimento
correspondeu a duas fileiras de uma microplaca de 96 pocos. O primeiro pogo
correspondeu ao controle de crescimento 100%. OEMo foi adicionada ao terceiro
poco da primeira fileira e diluicdo seriada em agua Milli-Q estéril foi realizada até o
penultimo poco da segunda fileira. Em seguida, 80 puL do antifingico em
concentracfes decrescentes foram adicionados do penultimo poco da segunda fileira
até o terceiro poco da primeira fileira. O segundo poc¢o da primeira fileira continha
apenas OEMo (80 pL, 4xCMI) e o ultimo pogo do segundo a segunda linha continha
apenas antifungico (80 L, 200 pg/mL). Cada poco foi inoculado com suspensao (80
ML a 3 x 106 UFC/mL) e a placa foi incubada a 30°C. Foi realizada a medicédo da
absorbancia em densidade oOptica (DO600) no tempo zero e apds 48 h. A avaliacao
da interacdo entre os diferentes tratamentos foi realizada através da determinacao do
indice de concentragao inibitéria fracionaria (ZFIC), como segue: 2FIC = (MIC da
secrecdo em combinacdo / MIC da secrecdo sozinha) + (MIC do antibiético em
combinac¢éo / MIC do antibiético sozinho). As combinac¢des foram classificadas como
sinérgicas (ZFIC<0,5), aditiva (ZFIC 0.5-1.0), indiferente (ZFIC 1.0 — < 4.0) ou

antagonista (ZFIC N4.0).

2.7. Ensaio in vivo com larvas de Tenebrio molitor

As larvas de Tenebrio molitor foram mantidas em recipientes plasticos, com
livre acesso a alimentos (farelo de milho) e fonte de umidade (vegetais). Para o
experimento, as larvas foram mantidas a uma temperatura controlada de 5 °C (na
geladeira para reduzir o metabolismo), observando auséncia de lesdes corporais

visiveis ou melanizag¢do nas larvas selecionadas para o estudo.
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Para a avaliacao de toxicidade de OEMo em Tenebrio molitor, as larvas foram
combinadas por peso (~800 mg) e aclimatadas por 1 hora em temperatura ambiente
(23 £ 2 °C). Em sequida, as larvas foram divididas nos grupos experimentais: grupos
controle (controle positivo de toxicidade: DMSO a 100%; controle negativo de
toxicidade: solucdo salina a 0,9%) e o grupo tratado, utilizando as concentracoes
obtidas previamente no ensaio de concentracdo minima inibitoria (CMI) do OEMo (125
e 500 pg/mL). Para cada grupo, foram utilizados 10 individuos, o qual foram mantidos
em temperatura e umidade ambiente, com iluminacdo controlada (escuro) e sem
acesso a alimento (Andrade-Oliveira et al., 2023).

As amostras (10 pL) foram aplicadas na terceira perna falsa, e a taxa de
sobrevivéncia foi observada durante cinco dias. Os animais mortos caracterizados
como aqueles que apresentavam melanizacdo negra extensa, encolhimento,
auséncia de sinais de irritabilidade ou nenhum movimento (letargia) e foram retirados
do experimento (Andrade-Oliveira et al., 2023).

Para a avaliacdo do efeito das amostras (grupos descritos acima) na
sobrevivéncia de larvas de T. molitor infectadas por bactérias, foram selecionadas 10
larvas, com peso aproximado de 800 mg, para cada grupo. Apdés a selecdo, foi
realizada infeccdo com 10uL das suspensdes bacterianas de Escherichia coli
UFPEDA 224 e Serratia marcescens ATCC 13880, ajustados a 0,5 MacFarland.
Posteriormente, realizou-se a administracdo de 10uL dos tratamentos na CMI,
previamente definida. Por fim, as larvas foram mantidas em estufa a 37 °C e
monitoradas por cinco dias, seguindo a metodologia adaptada de Andrade-Oliveira et

al. (2023).

2.8 Avaliagéo de citotoxicidade de OEMo em células Vero CCL-81
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Células Vero CCL-81 foram cultivadas em frasco de cultivo T-75 em DMEM 1X
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (penstrep) a 37°C e 5% de CO2. Apls o
crescimento, as células foram tratadas com tripsina para dissocia-las da superficie do
frasco e peletizadas por centrifugacédo a 1200 rpm por 5 minutos. 1 x 10° células/poco
foram semeadas em microplacas de 96 pocos com 100 pL de volume por poco e
incubadas por 24h para crescimento. A contagem de células foi realizada em camara
de Neubauer e a confluéncia celular so foi considerada adequada quando superior a
90%. O meio de cultura foi removido das placas preparadas no dia anterior e, em
seguida, 100 pyL do OEMo em diluicdes (0,3 — 0,9 mg/mL em DMEM 1x) foram
distribuidos nos pocos em quadruplicata. Depois, as placas foram incubadas por 48

horas nas mesmas condicfes descritas anteriormente.

ApoOs o periodo de incubacdo, a microplaca foi vertida em papel toalha para
remocao completa do meio de cultura + OEMo. Apos isso, 50 uL de solugdo MTT (3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) a 1 mg/mL foram adicionados a cada poco.
A placa foi incubada por 4 horas a 37°C e 5% de CO2. ApGs esse periodo, a solucéo
de MTT foi cuidadosamente removida para evitar o desprendimento do tapete de
células. Em seguida, foram adicionados 100 pL de DMSO para solubilizacdo dos
cristais de formazan. A placa foi entdo mantida em agitacdo a 160 rpm por 15 minutos
em shaker e apods isso a absorbancia foi medida em um leitor de microplacas a 570

nm.

2.9 Avaliacéo de atividade antiviral de OEMo
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Placas de 48 pocos foram preparadas com 24h de antecedéncia com 1x10° de
células Vero CCL-81 em um volume de 250 uL de DMEM 1x suplementado com 10%
de SFB e 1% de penstrep, armazenadas em incubadora com 5% de CO2 a 37°C. A
aliguota do virus Chikungunya (CHIKV) (6,025x10% TCIDso/mL) utilizado foi
descongelada em gelo por aproximadamente 60 minutos antes do uso. As placas
previamente produzidas foram vertidas para remocédo completa do meio de cultura.
Em seguida, as células foram infectadas com 100 pL de CHIKV em multiplicidade de
infeccdo (MOI) de 0,1, exceto o Mock (controle), que recebeu 100 yL de DMEM
suplementado 2% de SFB e 1% de penstrep. A placa foi incubada por 1h nas mesmas
condi¢cBes de incubacao descritas anteriormente. Apos esse periodo, a solucéo viral
foi removida e os pocgos foram organizados em triplicatas da seguinte forma: Mock
(controle), CC20 (OEMo 0,8 mg/mL) e CC50 (OEMo 0,9 mg/mL) e CN (controle
negativo, sem tratamento com OEMo) em 300 uL de DMEM suplementado 2% de SFB

e 1% de penicilina/estreptomicina. A placa foi mantida incubada por 48h.

2.10 Anédlise estatistica

Os dados foram analisados no Software GraphPad Prism (GraphPad Software).
Os resultados foram submetidos ao teste de Log-rank (Mantel-Cox), ANOVA de uma
via simples, seguida do teste de Tukey para comparac¢des multiplas, um valor de p <

0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. Resultado e Discusséao



63

OEMo néo interferiu no crescimento de cepas fungicas e de bactérias Gram-
positivas. Por outro lado, foi capaz de inibir o crescimento das cepas E. coli e S.
marcescens, com concentracbées minimas inibitérias de 125 e 500 pg/mL,
respectivamente.

A analise de viabilidade por citometria de fluxo dos isolados de E. coli e S.
marcescens incubados com OEMo revelou alteracdes na viabilidade celular (Figura
1), reduzindo a quantidade de células viaveis de E. coli e S. marcescens em 38% e

18%, respectivamente.

Figura 1. Analise de viabilidade por citometria de fluxo dos isolados de E. coli (A) e S.
marcescens (B) tratados ou ndo com OEMo na CMI. No controle foi utilizada agua
destilada em lugar do extrato. As células foram coradas com laranja de tiazol (canal
FL1) e iodeto de propidio (canal FL3). Os graficos de pontos FL1 vs. FL3 foram
controlados por dispersdo usando o controle como referéncia. Nos graficos
representativos eventos correspondentes a células danificadas nos quadrantes LR,

UL e UR. As células viaveis estdo no quadrante LL.
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Atividade antibacteriana também foi encontrada por Mehmood et al. (2022), que
demonstraram a capacidade do extrato etandlico das folhas de Moringa oleifera em
inibir o crescimento de E. coli, S. aureus, B. subtilis e P. aeruginosa. Além disso, o
extrato etandlico das folhas de moringa, caracterizado pela presenca de alcaloides,
saponinas, flavonoides, acucares redutores, glicosideos, antraquinonas, taninos e
terpenoides, também foi capaz de inibir cepas de isolados clinicos de E. coli, Shigella
spp., Salmonella typhi, Enterococcus faecalis e S. aureus, com concentracdes
minimas inibitérias variando de 6,25 a 50 mg/mL (Abadallah; Ali, 2019). No presente
estudo, os resultados indicam que o OEMo apresentou uma eficacia antibacteriana
mais pronunciada, uma vez que inibiu o crescimento bacteriano com concentracdes
significativamente inferiores as relatadas por Abadallah e Ali (2019), reforcando o

potencial da M. oleifera como fonte promissora de compostos antimicrobianos.
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Fadjataufik et al. (2021) demonstraram que o extrato etandlico das folhas de
Moringa oleifera, obtido a partir de uma concentracdo de 25% (m/v) de material
vegetal, apresentou efeito inibitério frente a isolados bacterianos de forma dependente
da dose, com a maior atividade observada na concentracdo de 200 mg/L. A atividade
antibacteriana foi evidenciada contra cepas de Escherichia coli e Klebsiella spp.,
sendo a inibicdo mais expressiva para esta uUltima. No presente estudo, o extrato
obtido de Moringa oleifera (OEMo), preparado com uma concentracdo de 5% (m/v)
em agua, demonstrou uma atividade antibacteriana ainda mais significativa do que a
relatada por Fadjataufik e colaboradores (2021), evidenciando a eficiéncia do extrato
aguoso otimizado frente as cepas testadas.

OEMo promoveu inibicdo significativa a formacao de biofilmes de E. coli e S.
marcescens, mostrando inibicdo maior que 50% nas concentracfes 100 e 400 pg/mL,
respectivamente (Figura 2A e 2B).

O biofilme é uma comunidade de bactérias cercada por uma matriz extracelular
protetora autoproduzida, que tem funcdo de proteger contra o contato de agentes
antibacterianos (Payne; Boles, 2015). A estrutura e os atributos fisiolégicos e
bioguimicos do biofilme pode ocasionar em uma variada quantidade de doencas
infecciosas cronicas e recorrentes (Bjarnsholt et al., 2013). Bactérias potencialmente
patogénicas, como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas, sao
faceis de formar biofilme e consequentemente induzem a infecgdes persistentes como
decorréncia da liberagdo periodica dos biofilmes (Singh et al., 2014)

A atividade antibacteriana de OEMo pode ser atribuida aos compostos
fitoquimicos que foram caracterizados. A rutina e outros flavonoides conseguem inibir
0 crescimento bacteriano, bem como uma capacidade efetiva de dissolucdo de

biofilme (Fontana et al., 2023). Individualmente a rutina e flavonoides conseguem inibir
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0 crescimento bacteriano, entretanto, a atividade bioldgica tende a ser maior quando
em conjunto. Desta forma, os compostos podem atuar de forma cooperativa para uma
acao antibacteriana (Amin et al., 2015). Fontana et al. (2023) demonstraram a
formacdo e remocdo de biofilme em superficies abibticas e bidticas com extratos
hidroalcoolicos, metanoicos e extrato hidroalcoolico com maltodextrina das folhas de
M. oleifera. Os dados da analise mostraram que extratos de folhas de Moringa oleifera
e fendis individuais foram capazes de inibir o crescimento do biofilme de Xanthomonas
campestris pv. campestris em superficies abibticas, mas a atividade de todo o

fitocomplexo foi significativamente maior em comparacao com a dos fendis individuais.

Figura 2: Formacao de biofilme de E. coli (A), S. marcescens (B) na auséncia (controle
negativo) ou na presenca do OEMo em diferentes concentracdes. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p <0,05) entre os tratamentos.
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Com o aumento constante da resisténcia aos antibidticos, a busca por
alternativas terapéuticas tem se intensificado, com énfase no potencial antimicrobiano
de produtos naturais. Os compostos de origem vegetal se destacam como alternativas

promissoras, devido a sua capacidade de atuar por multiplos mecanismos de acéo e
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com menor risco de efeitos colaterais (Silva et al., 2024). Esses compostos,
frequentemente considerados agentes alternativos, podem ndo apenas
complementar, mas também substituir os antibiéticos tradicionais e antimicrobianos
sintéticos, representando uma estratégia valiosa para enfrentar as limitacdes atuais

dos tratamentos farmacologicos (Liu et al., 2019).

A avaliacdo da atividade sinérgica foi feita para detectar se OEMo e antibiéticos
convencionais teriam seus efeitos sobre as cepas de E. coli e S. marcescens
potencializados quando combinados. O extrato combinado com o antibiético
ceftazidima teve um efeito sinérgico (ZCIF 0,5) para as cepas de E. coli e S.
marcescens. A combinacdo extrato + ciprofloxacina mostrou efeito indiferente nao

havendo interacdo entre os agentes (Tabela 2).

A sinergia observada entre o OEMo e a ceftazidima pode estar associada a
presenca dos metabdlitos secundarios do extrato. A associacdo de flavanoides com
outros compostos fendlicos potencializa a atividade antibacteriana, possivelmente
devido ao aumento da permeabilidade da membrana bacteriana e a facilitacdo do

transporte do antibiético para o interior celular (Morais-Braga et al., 2013).

Além disto, o acido cafeico tem a capacidade de interferir nas membranas
bacterianas, aumentando a permeabilidade celular e potencializando a eficacia de
antibiéticos (Morais-Braga et al., 2013). Esses resultados reforcam a hipotese de que
a combinacédo de metabdlitos secundarios no OEMo potencializa a acéo antibidtica,

oferecendo uma estratégia promissora no combate a resisténcia bacteriana.
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Tabela 2: Avaliacdo da atividade antibacteriana do OEMo e antibiéticos (separados
ou em combinacao) contra isolados de E. coli e S. marcescens

Bacteria Avaliagcéo
CMI CMI em combinagédo 2CIF Efeito da
combinacédo
E. coli Extrato  Antibidtico OEMo  Antibi6tico
Ceftazidima Ceftazidima 0,5 Sinérgica
16 62,5 0,125
125 Ciprofloxacina Ciprofloxacina 2 Indiferente
16 250 0,015
S. Ceftazidima Ceftazidima 0,14 Sinérgica
marcescens
500 8 62,5 0,125
Ciprofloxacina Ciprofloxacina 2 Indiferente
8 1000 0,0078

A avaliagdo de toxicidade do OEMo em modelo de T. molitor foi avaliada
registrando-se a mortalidade das larvas nos dias 0, 1, 2, 3, 4 e 5 apds a administracao.
O grupo controle positivo apresentou 100% de mortalidade logo apds o primeiro dia
de experimento (Figura 3A). J4 os grupos tratados com 500 pg/mL e 125 pg/mL de
OEMo exibiram taxas de sobrevivéncia de 80% e 90%, respectivamente, indicando
auséncia de toxicidade significativa.

O efeito do OEMo na sobrevivéncia de larvas de Tenebrio molitor infectadas
com E. coli foi avaliado. O uso de T. molitor como modelo experimental € importante
por ser amplamente empregado em pesquisas de patogénese microbiana e
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, como agentes antimicrobianos,
antivirulentos e imunomoduladores (Souza et al., 2018). A suscetibilidade de T. molitor
a patogenos como Candida albicans, E. coli e Staphylococcus aureus permite a

analise dos efeitos de infeccbes bacterianas em nivel sistémico, refletindo alteracdes
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em tecidos, hemolinfa e fagoécitos (Seong et al., 2018). Além disso, 0 sistema
imunologico de T. molitor compartilha vias de sinalizacdo importantes com organismos
superiores, como a via Toll, a cascata de profenoloxidase e a via de autofagia, o que
reforca sua relevancia como modelo para estudos de resposta imune e avaliacdo de
compostos bioativos (Yang et al., 2018).

Quando inoculadas apenas com as suspensodes bacterianas de Escherichia coli
e Serratia marcescens, as larvas apresentaram 100% de mortalidade apds dois dias
de experimento. Em contraste, nos grupos tratados com 125 pug/mL do extrato de
Moringa oleifera (OEMOo0), as taxas de sobrevivéncia foram de 80% para as larvas
infectadas por E. coli e de 60% para aquelas infectadas por S. marcescens. Observou-
se gue a maioria das mortes nos grupos tratados ocorreu nos dois primeiros dias de
infeccdo, periodo considerado mais critico. Apds esse intervalo, as taxas de
sobrevivéncia permaneceram estaveis até o término do experimento, indicando um
efeito protetor do extrato ao longo do tempo.

=Esses resultados indicam que OEMo, além de ndo apresentar toxicidade,
conferiu protecao as larvas de T. molitor contra a infec¢cdo causada pelas cepas
bacterianas, reduzindo a taxa de mortalidade em ambas as concentracdes de OEMo
testadas.

Dias et al. (2021) destacam a utiliza¢ao de T. molitor como modelo experimental
para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais, corroborando os achados
do presente trabalho. No estudo com Humiria balsamifera, o tratamento das larvas
com o0 extrato prolongou significativamente sua sobrevida durante infeccdes
bacterianas, sugerindo um efeito protetor atribuido a presenca de compostos
bioativos, como flavonoides e outros metabdlitos secundarios, que atuam na

modulacdo da resposta imunoldgica e no combate direto aos patdgenos.
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Figura 3. Efeito do OEMo na sobrevivéncia de larvas de T. molitor (A) e efeito do
OEMo na sobrevivéncia de larvas infectadas com Escherichia coli e Serratia

marcescens (B).
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De forma semelhante, os resultados obtidos com OEMo demonstraram né&o
apenas a auséncia de toxicidade significativa nas larvas de T. molitor, mas também
um efeito protetor frente a infeccdo induzida por E. coli e S. marcescens. Esses
achados destacam o potencial do OEMo em reduzir a mortalidade associada a
infeccdo bacteriana, possivelmente devido a acdo de compostos fendlicos, como
acido cafeico, rutina e flavonoides, que sdo conhecidos por suas propriedades
antimicrobianas e imunomoduladoras.

OEMo é constituido por um conjunto de polifendis e tem sido relatado na

literatura que um complexo de moléculas polifendlicas podem atuar na modificacao
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da permeabilidade da membrana bacteriana, induzindo a um desligamento da sintese
de ATP e diminuicdo na seletividade de compostos elegiveis a penetracdo no
citoplasma bacteriano (Neupane et al., 2019; Kou et al., 2018). Algumas moléculas de
polifendis conseguem modificar a permeabilidade e a integridade da membrana,
através da promocao da passagem pelo citoplasma de compostos que podem inibir
0s complexos enzimaticos que estdo envolvidos na replicacdo bacteriana (Nguyen;

Bhattacharya, 2022).

Entre os fendis simples que sdo detectados nas folhas de Moringa oleifera, a
rutina tem sua atividade antibacteriana associada a sua solubilidade e interacdo com
a membrana celular (Hooda et al., 2020). Flavonoides que possuem anel com hidroxila
central, como a rutina, conseguem se ligar a subunidade B da DNA girase (GyrB) e
desta forma, ocorre o blogueio do sitio de ligacdo do ATP que compromete 0 processo
de divisdo celular e consequentemente a replicacdo cromossémica, desencadeando
a inibicdo do crescimento bacteriano (Efenberger-Szmechtyk et al., 2021); ademais a
rutina tem a capacidade de inibir a enzima topoisomerase tipo Il, promovendo a
clivagem do DNA (lvanov et al., 2022). Além disto, Amin et al. (2015) e Wang et al.
(2018) mostraram que os flavonoides sdo capazes de fato de interromper a

integridade da membrana bacteriana, ocasionando a inibicdo do crescimento.

A viabilidade celular apos o tratamento com diferentes concentracées do OEMo
foi avaliada pelo ensaio de MTT (Figura 4). As ceélulas Vero CCL-81 foram expostas a
concentracdes do extrato variando de O (controle negativo, apenas meio de cultura)
até 0,9 mg/mL. A analise estatistica revelou que ndo houve diferencas significativas
entre as concentracdes de 0,3 e 0,7 mg/mL (p > 0,05). No entanto, a concentracao de
0,8 mg/mL resultou em uma reducao significativa da viabilidade celular (p = 0,0009),

sendo identificada como a concentracgao citotoxica 20% (CC20). Ja a concentragao de
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0,9 mg/mL reduziu a viabilidade celular para 48,09%, com diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,0001), sendo identificada como a concentracdo citotoxica 50%
(CC50). Esses resultados indicam um efeito citotoxico de acordo com a dose, com
uma queda acentuada na viabilidade celular a partir de 0,8 mg/mL. Postesta et al.
(2019) também identificaram um efeito citotoxico dependente da dose de extrato
aguoso de Moringa oleifera em PBMCs, com concentracdes acima de 0,25 mg/mL
induzindo aumento na morte celular. Giugliano et al. (2024) testaram extrato de folha
de M. oleifera em células Vero CCL-81 e Vero/SLAM e observaram um perfil de baixa

citotoxicidade.

Figura 4 — Viabilidade celular (%) apés tratamento com diferentes concentracdes de
OEMo. Células Vero-CCL-81 foram expostas a concentracfes do extrato variando de
0 (apenas meio de cultura) a 0,9 mg/mL, e a viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio de MTT. Os valores representam a média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes (triplicata). "ns" indica diferenga nao significativa,

enquanto "' e " ndicam diferencas estatisticamente significativas,

respectivamente.
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As imagens microscopicas das células tratadas com as concentracdes de CC20
(0,8 mg/mL) e CC50 (0,9 mg/mL) do OEMo (Figura 5) foram capturadas utilizando a
objetiva de 40x em microscopio invertido, com o objetivo de avaliar as alteracdes
morfologicas causadas pela infeccao viral de Chikungunya nas diferentes condicdes
experimentais. As células foram expostas a quatro condi¢cdes: Mock (controle), CC20,
CC50 e CN (controle negativo, infectado sem tratamento). Nos tratamentos com o
OEMo, nas concentracdes de CC20 e CC50, observaram-se alteracfes na morfologia
celular, com a presenca de algumas células apoptéticas, embora em namero reduzido
em comparacao ao controle negativo. As células tratadas com o OEMo apresentaram
uma protecdo parcial contra os efeitos do virus Chikungunya, pois, ao contrario do
controle negativo, onde o tapete celular foi completamente comprometido e as células
estavam morfologicamente alteradas e desprendidas do substrato, as células tratadas
mantiveram maior integridade celular. Esses resultados sugerem que o OEMo possui

potencial na reducao das infeccdes virais em células expostas ao Chikungunya.

Figura 5. Imagens microscépicas das células Vero CCL-81 apds tratamento com
diferentes concentracdes do OEMo. As células foram incubadas nas seguintes
condi¢bes: Mock (controle), CC20 (OEMo 0,8 mg/mL), CC50 (OEMo 0,9 mg/mL) e CN
(controle negativo), e infectadas com o virus Chikungunya em um MOI de 0,1. As
imagens representam a morfologia celular observada sob o microscopio para cada
condicdo bem as alteracdes observadas, seta vermelha indica células apoptoticas

(assim como o controle negativo), seta verde indica células com integridade celular.



74

MOCK

CC20

O extrato etandlico das folhas de M. oleifera demonstrou atividade antiviral
contra os virus HIN1 e SARS-CoV-2, com CC50 de 10,61 pg/mL e 12,29 pg/mL,
respectivamente (Allam et al., 2023). Além disso, Giugliano et al. (2024) relataram a
acao do extrato de moringa frente a virus responsaveis por infec¢des respiratérias,
como o coronavirus 229E (HCoV-229E) e o virus do sarampo (MeV). No presente
estudo, a atividade antiviral do OEMo contra o virus Chikungunya reforca o potencial

terapéutico Moringa oleifera no combate a diversas infec¢des virais, ampliando seu
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espectro de acédo e destacando seu papel promissor no desenvolvimento de novas

abordagens antivirais.

Concluséo

OEMo apresentou atividade antibacteriana significativa contra cepas clinicas
de Escherichia coli e Serratia marcescens, reduzindo a sobrevivéncia e inibindo a
capacidade de formacdo de biofilmes, apesar disso, 0 extrato ndo apresentou
atividade antifungica. O extrato foi sinérgico com a acdo do antibiotico ceftazidima
contra ambas as bactérias testadas o que € relevante do ponto de vista de estratégias
terapéuticas combinadas. O estudo com larvas de Tenebrio molitor infectadas com

E.coli demonstrou a eficiéncia do extrato em reduzir a mortalidade larval.

OEMo demonstrou atividade contra o virus Chikungunya. No entanto,
observou-se um efeito citotoxico dependente da dose, com queda acentuada na
viabilidade celular a partir de 0,8 mg/mL, evidenciando a importancia de se

estabelecer limites de seguranca para aplicacdes terapéuticas.

Os resultados obtidos reforcam o potencial do OEMo como agente
antibacteriano e antiviral, com destaque para seu efeito protetor em modelos
biolégicos e sua capacidade de potencializar a acédo de antibidticos. Essas evidéncias
abrem caminho para estudos adicionais que visem explorar suas aplicacdes clinicas

e compreender melhor seus mecanismos de agéao.
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4. CONCLUSAO

O extrato de Moringa oleifera (OEMo) contem derivados cinamicos, acido
cafeico, flavonoides e rutina que sdo metabolitos secundarios conhecidos por suas
propriedades biolégicas. Ensaio in vivo com camundongos revelou que quando
administrado oralmente por 13 semanas nas concentracdes de 250 e 500 mg/kg,
OEMo néo afetou os parametros fisioldgicos e hematoldgicos dos camundongos,
indicando baixa toxicidade ou auséncia dela. No entanto, a dose mais alta (1.000
mg/kg) causou um aumento nos niveis de transaminases (ALT e AST), sugerindo
possivel dano hepético. O tratamento com OEMo nas concentracfes menores
resultou em uma reducdo significativa nos niveis de colesterol e triglicerideos,

corroborando seu potencial antilipémico conforme relatado na medicina popular.

OEMo apresentou atividade bacteriostatica contra Escherichia coli e Serratia
marcescens, com concentracées minimas inibitérias (CMI) de 125 e 500 pg/mL,
respectivamente. O extrato também foi capaz de inibir a formacdo de biofilmes
bacterianos em mais de 50% nas concentragdes de 100 a 400 ug/mL, o que destaca
seu potencial no combate a infecgcdes. OEMo apresentou efeito sinérgico quando
combinado com o antibiético ceftazidima, ampliando a eficacia do tratamento contra
essas bactérias, o que é extremamente relevante no contexto da resisténcia

bacteriana.

O estudo com larvas de Tenebrio molitor, revelou auséncia de toxicidade nas
concentracdes testadas. Também foi demonstrado que OEMo reduziu a mortalidade
de larvas infectadas com E. coli, proporcionando uma protecdo consideravel contra a

infeccéo bacteriana.

OEMo demonstrou acdo contra o virus Chikungunya. Toxicidade celular
dependente da dose foi detectada, com diminuicdo acentuada na viabilidade de
células Vero CCL-81 a partir de 0,8 mg/mL. O estudo indica a necessidade de

cuidados na determinag&o das doses terapéuticas.

O OEMo demonstrou eficacia contra infec¢cdes bacterianas e virais, e
evidenciou um efeito protetor em modelos biologicos, com a capacidade adicional de
potencializar a acdo de antibioticos. Essas descobertas abrem importantes

perspectivas para a utilizacdo clinica do OEMo e incentivam novos estudos para
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explorar os mecanismos de acao envolvidos nas atividades biolégicas detectadas e

para a definicdo de possiveis aplicacdes terapéuticas.
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