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RESUMO

Moringa oleifera Lam. tem sido referida como arvore maravilhosa ou milagrosa em
muitos paises devido aos potenciais nutricionais e medicinais que apresenta. A
maioria das drogas usadas no tratamento do cancer, como o metotrexato (MTX),
comprometem o individuo devido aos efeitos citotoxicos. Diante disso, 0 presente
estudo investigou o potencial quimioprotetor de infuséo e farinha das folhas de M.
oleifera contra danos induzidos por MTX em camundongos. As folhas de M. oleifera
foram coletadas, secase moidas para obtencao da farinha. A infusao foi obtida a partir
da solubilizacdo da farinha (10 g) em 100 mL de agua destilada (100 °C, 15 min)
seguido de filtracdo. Osanimais foram divididos em seis grupos (n=5): Controle
negativo (CN), Infuséo (1.000mg/kg), farinha (250 mg/kg), controle positivo (MTX a 20
mg/kg), pré tratamento com infusdo ou farinha durante tres dias seguido de
administracao de MTX. Os parametrosbioquimicos e hematoldgicos, bem como o peso
e a histologia dos ¢rgdos foram avaliados. A antigenotoxiidade foi determinada
utilizando o ensaio cometa a partir docalculo do indice de danos (ID) e frequéncia de
danos (FD). O tratamento com MTX induziu alteracbes na série vermelha e
leucocitaria, aumento de marcadores de danos hepaticos e modiicacdes
histopatoldgicas no figado e rins. O pré-tratamento com as preparacoes das folhas foi
capaz de inibir os efeitos colaterais promovidos pelo MTXnos parametros bioquimicos
e hematologicos com melhores valores obtidos para a infusdo. Na genotoxicidade, os
tratamentos com a infuséo (ID = 48,29 £ 8,02; FD = 17,0 £ 2,90) e farinha (ID = 50,83
+ 7,67; FD = 24,2 + 0,8) diminuiram os danos promovidos pelo MTX (ID = 119,4; FD
= 50,67 + 2,57). A infuséo (ID = 39,17 + 7,46; FD = 29,29 + 4,50) e a farinha (ID =
34,83 + 4,96; FD = 26,33 = 2,16) ndo foram genotdxicas em relacdo ao CN (ID =
47,83 £6,51; FD = = 26,13 £ 2,58). A farinha e ainfusdo obtidas a partir das folhas de
M. oleifera apresentaram efeito antigenotoxico e quimioprotetor contra danos
hematoldgicos, bioguimicos, teciduais e genotdxicos induzidos por metotrexato (MTX),

farmaco amplamente utilizado para o tratamento de cancer.

Palavras-chave: ensaio cometa. cha. produtos naturais. extrato.



ABSTRACT

Moringa oleifera Lam. It has been referred to as a wonder or miracle tree in many
countries due to its nutritional and medicinal potentials. Most drugs used in cancer
treatment, such as methotrexate (MTX), compromise the individual due to cytotoxic
effects. Therefore, the present study investigated the genoprotecctive and
chemoprotective potential of infusion and meal of M. oleifera leaves against MTX -
induced damage in mice.The leaves of M. oleifera were collected, dried and ground to
obtain the flour. The infusion was obtained by solubilizing the flour (10 g) in 100 ml of
distilled water (100°C, 15 min) followed by filtration. The animals were divided into six
groups (n=5): Negative control (NC), Infusion (1,000 mg/kg), flour (250 mg/kg), positive
control (MTXat 20 mg/kg), pre-treatment with infusion or flour for three days followed
by MTX administration. Biochemical and hematological parameters, as well as organ
weight and histology were evaluated. Antigenotoxicity was determined using the comet
assayfrom the calculation of damage index (DI) and damage frequency (DF). Treatment
withMTX induced changes in the red and leukocyte series, increased markers of liver
damage and histopathological changes in the liver and kidneys. The pre-treatment with
the leaf preparations was able to inhibit the side effects promoted by MTX in the
biochemical and hematological parameters with better values obtained for the infusion.
Regarding genotoxicity, treatments with infusion (DI =48.29 + 8.02; DF =17.0 + 2.90)
and flour (DI =50.83 £7.67; DF = 24.2 +0.8) reduced the damage caused by MTX (DI=
119.4; DF =50.67 + 2.57). Infusion (DI = 39.17 + 7.46; DF = 29.29 + 4.50) and flour
(DI=34.83 £4.96; DF = 26.33 + 2.16) were not genotoxic in relation to NC (DI = 47.83
+ 6.51; DF = 26.13 = 2.58). The flour and infusion obtained from the leaves of M.
oleifera showed antigenotoxic and chemoprotective effects against hematological,

biochemical, tissue and genotoxic damages induced by methotrexate.

Keywords: comet assay. tea. natural products. extract.
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1 INTRODUCAO

Moringa oleifera Lam., também conhecida como moringa ou cedro, é nativa do
sul da india e amplamente cultivada no nordeste brasileiro, onde é utilizada
tradicionalmente para diversas finalidades no uso popular (AYERZA, 2012). Essa
planta tem sido referida como arvore maravilhosa ou milagrosa em muitos paises
devido aos potenciais nutricionais e medicinais que apresenta, sendo inclusive
indicada como uma alternativa sustentavel para o combate a desnutricdo (GUPTA et
al.,, 2018; CHUMARK et al., 2008). Apesar de todas as partes da planta serem
utilizadas para algum fim, a folha € a mais usada pela populacdo, cuja utilizacdo
envolve geralmenteo preparo de infusdes ou 0 consumo in natura (COZ-BOLANOS et
al., 2018).

Folhas frescas dessa planta possuem 4 vezes a vitamina A da cenoura, 7 vezes
a vitamina C da laranja, 4 vezes o calcio do leite e 3 vezes o potassio da banana
(THURBER; FAHEY, 2009). Dentre as propriedades medicinais ja descritas para as
folhnas de moringa estdo as atividades anticancerigena (BERKOVICH et al., 2013),
antimicrobiana (MANDAL et al., 2014), anti-inflamatéria (SULAIMAN et al., 2008) e
antioxidante (VONGSAK et al., 2013). Além disso, estudo desenvolvido por Sathya et
al. (2010) demonstrou que o extrato etandlico das folhas de M. oleifera apresenta alto
potencial em prevenir danos induzidos pela ciclofosfamida (farmaco empregado para
o tratamento de cancer) ao material genético de camundongos.

O céancer é a segunda causa de morte em paises em desenvolvimento, no
entanto, a maioria das drogas atualmente utilizadas na quimioterapia trazem um
comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro devido aos efeitos
imunossupressores, citotdéxicos e genotoxicos (YU et al., 2014). Por isso, nos ultimos
anos tem sido estimulada a investigacdo de substancias de origem natural que
possam inibir, reverter ou retardar esses efeitos (LOBO et al., 2010; CHAUDHARY;
SAINI; GOYAL, 2007). Uma das drogas empregadas para o tratamento do cancer é o
metotrexato (MTX), medicamento usado para o tratamento de cancer de testiculo,
ovario, pulmao e varios tipos de sarcomas e carcinomas (SALEM et al., 2017). Apesar
de ser amplamente utilizado, a administracdo de MTX induz danos aos rins, figado e
ao material genético, bem como promove a formacao de espécies reativas de oxigénio
(SALEM et al., 2017; WIDEMANN; ADAMSON, 2006).
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Diante o exposto, as propriedades biologicas das folhas de M. oleifera e a
necessidade de esfor¢os para o descobrimento de produtos naturais que diminuam os
efeitos colaterais provocados pelas drogas anticancer justificam a investigacdo do
potencial quimioprotetor e antigenotdxico das folhas de M. oleifera contra danos

induzidos por MTX.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial quimioprotetor e genoprotetor de infuséo e farinha das
folhas de M.oleifera contra alteragdes induzidas por metotrexato (MTX) a partir de

ensaio in vivo.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Produzir a farinha e a infusdo das folhas de M. oleifera;

b) Realizar ensaio in vivo de quimioprotecdo e antigenotoxicidade utilizando seis
grupos experimentais;

c) Determinar parametros bioquimicos e hematologicos dos animais tratados;

d) Realizar analise histologica dos orgaos dos animais tratados e comparar as
imagnes com aquelas dos animais dos grupos controle negativo e positivo;

e) Definir o potencial antigenotoxico das folhas de M. oleifera através do ensaio

cometa.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1. CARACTERISTICAS GERAIS DE Moringa oleifera

Moringa oleifera, pertencente a familia monogenérica Moringaceae, é nativa
do norte da India e cresce em varios paises tropicais (BEZERRA et al., 2004). Arvores
de moringa s&o cultivadas em diversos locais do mundo, tais como na Africa, América
Central e do Sul, Sri Lanka, india, México, Malasia, Indonésia e Filipinas (ANWAR;
BANGER, 2003). A planta (Figura 1A) possui pequeno ou médio porte (5 a 10 metros
de altura) e flores brancas (Figura 1B) docemente perfumadas (ROBERTS, 2000;
CHATTERJEE; PAKRASHI, 1991). As folhas (Figura 1D) sao longo-pecioladas,
bipinadas, foliodos obovais, cujo comprimento € de até 3 centimetros (SILVA; MATOS,
2008).

A moringa € uma planta de rapido crescimento, resistente as secas e com
frutos comestiveis (Figura 1E) e por conter essas qualidades € considerada uma
planta bastante adequada para ser cultivada nas regides aridas do Brasil (SOUZA,
LORENZI, 2008). A resisténcia da planta ndo se restringe a seca mas também a solo
levemente alcalino e acido (CHUMARK et al., 2008). Descrita como “arvore
maravilhosa ou milagrosa”, quase todas as partes da planta sdo utilizadas para
alguma finalidade, como a casca, raiz, frutos, flores, folhas, semente e goma (PRICE,
1985; PARROTTA, 2001). As folhas podem ser consumidas frescas, cozidas ou
armazenadas como po seco durante muitos meses sem refrigeracdo, sem perda de
valor nutricional (PRICE, 1985; PARROTTA, 2001).

Sementes de M. oleifera (Figura 1C) sdo usadas para remocao de turbidez
da agua no nordeste e em outras regides brasileiras de dificil acesso a agua potavel,
sendo assim amplamente empregadas como um método alternativo de tratamento de
agua (GASSENSCHMIDT et al., 1995). A suspensédo da semente triturada reduz a
turbidez e melhora a qualidade da agua, tornando-a mais adequada ao consumo
humano e de outros animais (PATERNIANI, 2009; SANTOS, 2011; SANTOS, 2013.)
Estudos tém demonstrado que o extrato proteico de M. oleifera pode remover
guantidades significativas de matéria organica total da agua, melhorando aspectos
como aroma e cor, sendo tal atividade relacionada a presenca de moléculas

coagulantes na preparacdo (SANTOS et al., 2011).
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Figura 1: A - Aspectos gerais de Moringa oleifera. B - Flores. C - Sementes. D - Folhas. E -
Frutos.

Fonte: Autoria prépria, 2022

3.1.1 APLICACOES MEDICINAIS DAS FOLHAS DE M. oleifera

As folhas de M. oleifera sdo usadas como alimento devido o potencial
nutricional, particularmente na india, Paquistdo, Filipinas, Havai e muitas partes do
continente africano. A composicdo nutricional da moringa envolve altos valores de
proteinas, lipidios, vitaminas, carboidratos e fibras (SOUZA; KULKARNI, 1993;
ANWAR et al., 2005). De acordo com Hsu et al. (2006), folhas dessa planta contém
sete vezes mais vitamina C que as laranjas, quatro vezes o célcio do leite, quatro
vezes a mais vitamina A que encontrado nas cenouras e duas vezes a proteina do
leite. Além disso, a planta tem sido usada para combater a desnutricdo entre bebés e
mulheres que amamentam em muitos paises em desenvolvimento (Fuglie, 1999;
Price, 2007). As aplica¢cbes das folhas de M. oleifera ndo se restringem ao valor
nutricional, uma vez que apresentam diversos potenciais medicinas, sendo portanto
considerada um nutracéutico (KOU et al., 2018).

Na figura 2 estédo representadas algumas atividades relatadas para as folhas
de M. oleifera na literatura cientifica. Preparacfes obtidas a partir das folhas de
M.oleifera sdo empregadas tradicionalmente para o tratamento de maléria, febre
tifoide, pressdo arterial, artrite e hipertensdo (SIVASANKARI; ANANDHARAJ;
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GUNASEKARAN, 2014). Além disso, as folhas tamém possuem alto potencial
antioxidante devido a elevada quantidade de polifenois. Os niveis de atividade

antioxidante (em pmol equivalente de trolox/mL) observado nas preparagdes aquosas das

folhas (infusdo e decoccéo) foram da ordem de 5,97 £ 0,08 e 5,75 + 0,28 no ensaio do
ABTS, 0,720 £ 0,01 e 0,655 = 0,03 no teste do DPPH e 1,469 + 0,06 e 1,185 + 0,08
no teste de poder de reducéo do ion ferro (FRAP) (COZ-BOLANOS et al., 2018).

Figura 1 — Potenciais medicinais das folhas de Moringa oleifera

Antioxidante
Imunomodulador Citoprotetor

Hipolipidémico

Hipotensor Antiulcerogénico

Anticancer
Antibacteriano

Folhas de
Moringa
oleifera

Cicatrizante

Revitalizagao
da pele

Antiviral
Cardioprotetor

Neuroprotetor
Hepatoprotetor

Desintoxicacao Antifiingico

Hipoglicémico Anti-inflamatério

Fonte: Barros et al. (2021)

Khan et al. (2017) observaram que o extrato aquoso das folhas de M. oleifera
administrado por via oral durante 3 semanas (100 mg/kg) para ratos com diabetes
induzida por estreptozotocina e a 200 mg/kg para camundongos com dieta rica em
lipideos, restaurou a glicose sanguinea, o perfil lipidico e o nivel de enzimas hepaticas
de forma significativa em ambos os grupos. Fard et al. (2015) também observaram
gue o extrato hidroetanodlico das folhas inibiu significativamente a secrecao de 6xido
nitrico e outros marcadores inflamatérios em macréfagos estimulados por
lipopolissacarideo (LPS). De acordo com Potesta et al. (2019) células de Jukart
(linfoblastos leucémicos de células T) e células THP1 (mondcitos leucémicos) foram
mais suscetiveis aos tratamentos com o extrato das folhas de moringa que as células
mononucleares de sangue periférico humano (PBMCs). Outras atividades tem sido

relatadas para as folhas de M. oleifera, tais como antimicrobiana, atividade
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imunomoduladora e atividade citoprotetora (EL SHANAWANY et al., 2019; SARKAR
et al., 2017; ELGAMILY et al., 2016).

O efeito quimioprotetor do extrato etandlico de folhas de M. oleifera (i.p. 250,
500, 1000 e 2000 mg/kg) foi avaliado em camundongos durante sete dias de pré-
tratamento contra danos induzidos por ciclofosfamida (CP). Os autores avaliaram os
danos apos os tratamentos utilizando o teste do microntcleo (MN) na medula 6ssea e
0 ensaio cometa no figado. Os resultados obtidos em ambos os testes mostraram que
nos animais pré-tratados com o extrato houve diminuigdo do dano ao DNA de maneira
dose dependente, apontando para a presenca de fitoconstituintes quimiopreventivos
nas folhas de M. oleifera (SATHYA et al., 2010).

3.2. USOS E APLICACOES DO METOTREXATO

O Metotrexato (MTX) ou 4-amino-N10 metil acido pteroglutdmico € um
farmaco antimetabdlito analogo ao acido folico (Figura 3) mais comumente utilizado
em quimioterapia, em doencas autoimunes, como artrite reumatoide (NEVES et al.,
2009). Além disso, o MTX pode ser empregado para o tratamento de cancer de
testiculo, ovario, pulméao e varios tipos de sarcomas e carcinomas (WU et al., 2010;
SALEM et al., 2017). O medicamento também é eficaz para pacientes com psoriase,
[Upus eritematoso sistémico, doenca inflamatoria intestinal e outras doencas do tecido
conjuntivo (NEVES at al., 2009). O MTX pode ser administrado, via intravenosa,
subcutanea, intramuscular e € um dos unicos tipos de quimioterapicos que pode ser
administrado por via oral. Todavia, sua baixa solubilidade aquosa afeta a sua
biodisponibilidade na corrente sanguinea e resulta na sua excrecao elevada na forma
ativa (WANG, YAN et al., 2017).

Figura 3. Comparacao entre as moléculas de MTX e &cido folico

Metotrexato (MTX) | ‘ Acido félico

Adaptado de National Center for Biotechnology Information (2022)
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A rota metabdlica do MTX (Figura 4) inicia com a absor¢do da molécula
pela célula através dos transportadores humanos de folato reduzido (SLC19A1)
seguido de poliglutamatacdo no citoplasma, aumentando sua retencdo no meio
intracelular. Tanto o metotrexato quanto o metotrexato-poliglutamato inibem a enzima
diidrofolato-redutase, a qual é responsavel por transformar a forma inativado acido
folico (diidrofolato) em forma ativa (tetraidrofolato). O tetraidrofolato esta envolvido em
muitas reacdes de transferéncia de carbono Unico, incluindo a sintese de
nucleotideos de DNA e RNA, o que impossibilita a replicacdo do DNAda célula e
interrompe o crescimento celular (KATZUNG, 2003).

Figura 4. Rota metabdlica do metotrexato.

‘Metotrexato Espaco extracelular

¥ Transportador de Folato

Espaco intracelular
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sintase )/
e >

Metotrexato poliglutamato

Forma ativa

Forma inativa

et

Acido félico

Interrompimento da
replicacdo do DNA e do
crescimento celular

Created in BioRender.com bio

Fonte: Autoria prépria (2022)

A atividade anti-inflamatodria e imunomoduladora do MTX em baixas doses,
devido a acao apoptdtica que possui sobre os leucocitos faz com que o medicamento
também seja eficaz em pacientes transplantados (TORRES, 2019). Existem
evidéncias de gque a inducdo da apoptose causada pelo MTX esta relacionada ao
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), sobre as quais os
linfécitos T demonstram particular suscetibilidade (HERMANN et al., 2005; NEVES et

al,. 2009). Devido a acéo citotoxica, o uso de MTX esta relacionado a uma série de
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efeito adversos, tais como toxicidade ao trato gastrointestinal (nauseas, vomitos),
hepatoxicidade aguda e cronica e predisicdo a maiores riscos de toxicidade sistémica
(XAVIER, 2010; LAHARIE et al., 2008). Além disso, danos aos rins e ao material
genético também tém sido relatados como efeitos colaterais relacionados ao uso do
metotrexato (SALEM et al., 2017; WIDEMANN; ADAMSON, 2006).

3.3. GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

Agentes genotéxicos sdo aqueles que interagem com o0 acido
desoxirribonucleico (DNA), produzindo alteracdes em sua estrutura ou funcdo e
guando essas alteracdes se fixam de forma capaz de serem transmitidas denominam-
se mutagbes (TURKEZ; ARSLAN; OZDEMIR, 2017). Nesse sentido, é importante
salientar que nem sempre um composto genotoxico é mutagénico, uma vez que as
alteracdes causadas na fita de DNA s&o passiveis de reparacao pelos mecanismos
endogenos da célula. Apesar de também serem fonte de variabilidade genética, as
mutacbes podem levar a uma alteracdo da funcdo génica, a qual pode estar
relacionada a uma série de doencas e disturbios, sendo o cancer o mais conhecido
deles (SLOCZYNSKA et al., 2014). Devido ao aumento da exposi¢cao da populacéo a
agentes genotdxicos, o numero de doencas genéticas tem crescido continuamente em
seres humanos e animais (NAGARATHNA et al., 2013).

RadiacGes ionizantes, luz ultravioleta e substancias quimicas sdo exemplos
de fatores extrinsecos ao organismo que podem promover danos a molécula de DNA
(FENG et al.,, 2018). Além disso, fatores enddgenos (intrinsecos) também séao
responsaveis por uma gama de danos ao DNA diariamente, sendo que o principal fator
€ a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (DOWDELL et al., 2017;
ROBERTS et al., 2006). Ademais, os danos ao DNA ativados pelo estresse oxidativo
promovem a inativacdo de genes importantes para o processo de reparo ao DNA
(DOWDELL et al., 2017). Os tipos de danos ao DNA variam de quebras simples ou
duplas da fita, ligacdes cruzadas entre as bases e adi¢cao de sustancias quimicas que
alteram a constituicdo das bases nitrogenadas (KLAASSEN; WATKINS, 2009).

Um dos principais problemas do uso de compostos naturais € a crenca de
gue eles séo isentos de toxicidade. Apesar dos compostos naturais possuirem uma
acdo similar de medicamentos alopéticos, eles podem também ter efeitos colaterais,

sendo necessario reunir conhecimentos populares e cientificos para garantir a
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seguranca e eficacia desses produtos. O consumo de plantas com propriedades
medicinais mostrou, ao longo dos anos, que certas plantas sdo constituidas por
substancias potencialmente nocivas a saude, dentre elas, alcaloides pirrolizidinicos,
antraquinonas e lactonas sesquiterpénicas. Assim, o balanco entre os efeitos téxicos
e a acdo farmacolégica de um determinado produto natural € um parametro
fundamental para verificar sua aplicagéo da terapéutica (WARGOVICH, 2001; VEIGA-
JUNIOR et al., 2005).

No campo da biotecnologia, mesmo que haja a grande necessidade pela
descoberta de novas drogas, a avaliacdo da genotoxicidade é essencial para
assegurar a utilizacdo de novos produtos, por isso 0 processamento de um novo
agente terapéutico ocorre com base nos resultados de testes de genotoxicidade in
vitro e in vivo (PURVES et al., 1995). A seguranca no uso das plantas medicinais deve
ser garantida através de extensas pesquisas cientificas, farmacovigilancia, controle
regulatério e melhor comunicacao entre pacientes e profissionais da saude (ZHOU et
al., 2004). No Brasil, a Agéncia Nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) solicita
testes genotdxicos para a aprovacao de novos produtos, estabelecendo normas e
fornecendo diretrizes para a realizacéo de estudos sobre toxicidade. Nesse sentido,
diferentes modelos tém sido empregados na avaliacdo de genotoxicidade e
mutagenicidade visando a comprovacdo de seguranca de produtos sintéticos ou
naturais.

O teste de Ames permite identificar substancias com potencial para induzir
mutacdes génicas em cepas de Salmonella typhimurium com mutacfes em varios
genes no operon da histidina, sendo incapazes de crescer e formar colénias na
auséncia deste aminoacido. Quando expostas a uma substancia que possa induzir a
formacdo de mutacbes, a funcdo do operon € restaurada, tornando-se assim as
bactérias independentes da presenca de histidina no meio de cultura. Um aumento do
namero de colbnias formadas relativamente ao controlo negativo € indicativo de uma
atividade mutagénica (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). O potencial mutagénico do
extrato hidroalcodlico do louro-de-cheiro (Ocotea duckei) foi demonstrado a partir do
tese de Ames, no qual a preparacdo apresentou-se mutagénica para as linhagens
TA97, TA100 e TA102, na presenca ou auséncia de ativagdo metabolica (MARQUES
et al., 2003).

Os testes com Allium cepa (cebola) tem sido reconhecido como padrao para

analise e monitoramento in situ da genotoxicidade de substancias ambientais
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(CABRERA; RODRIGUEZ, 1999). O teste de Allium cepa desenvolvido, foi avaliado
como um instrumento (til para a pesquisa do potencial citotoxico e genotdxico de
aguas contaminadas, produtos quimicos e extratos de plantas (CUCHIARA;
BORGES; DOBROWS, 2012). Esse teste tém importancia no monitoramento da
poluicdo ambiental e avaliacdo do potencial mutagénico de muitos compostos
quimicos (MA et al., 1995). Segundo Kurés et al. (2006), a espécie A. cepa é de facil
preparagdo para analise, pois contém células meristematicas homogéneas e 16
cromossomos grandes facillmente corados e observados. Também é considerado um
teste eficaz devido a sua elevada sensibilidade, rapidez, baixo custo, facilidade de
manipulacdo e boa correlagdo com células de mamiferos (CUCHIARA; BORGES;
DOBROWS, 2012). O teste do A. cepa tem sido utilizado para avaliacdo de produtos
naturais, como mostra o estudo conduzido por Prajitha e Thoppil (2016) que avaliou o
potencial genotoxico e antigenotoxico do extrato aquoso das folhas de Amaranthus
spinosus, demonstrando que a preparacao reduziu o indice mitético e promoveu
guebras cromossémicas mesmo na menor concentracdo testada (0,05 g/L). Outro
estudo observou o efeito genotoxico do extrato metondlico de Euphorbia hirta
utilizando A. cepa e mostrou um efeito dose-dependente em relagédo a concentracéo
do extrato e alteragbes cromossdmicas (KWAN et al., 2012).

Outro teste empregado para andlise genotdxica é o teste do micronucleo, o
gual consiste em um teste rapido e sensivel, tanto para detectar alteracbes
cromossoOmicas estruturais quanto numéricas (HEDDLE et al., 1983). Os micronucleos
(Figura 5) resultam de fragmentos cromossOmicos acéntricos ou que se atrasaram em
relacéo aos demais em sua migracao em direcdo aos polos do fuso mitético, podendo
ser induzidos por agentes que sédo capazes de quebrar o DNA (clastogénicos) ou de
interferir com a formacdo do fuso mitético (aneugénicos) (HEDDLE et al., 1991). O
ensaio pode ser usado em varios sistemas bioldégicos para 0 monitoramento de
genotoxicidade, incluindo no sangue humano e de outros animais (MERSCH,;
BEAUVAIS, 1997). Os micronucleos sdo formados ao longo da eritropoiese devido a
guebras ou perdas cromossdmicas, assim, ap0s o processo de enucleacao é possivel
observar apenas o fragmento cromossémico (micronucleo) em eritrocitos jovens
MAVOURNIN et al., 1990). Algumas vantagens do teste do micronucleo envolvem o
alto rigor estatistico e a detec¢cdo de danos apenas em células mitéticas (MILLER;
POTTER,1998).
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Figura 5: Micronucleo em eritrcito de peixe.

o P

Fonte: SILVA (2014)

3.3.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa ou eletroforese em gel de célula unica (SCGE) € um método
versétil, simples e adaptavel para medir danos no DNA e reparos em nivel de célula
individual (BELPAEME et al., 1998). O teste é baseado na capacidade de fragmentos
de DNA carregados negativamente migrarem através de um gel de agarose em
resposta a um campo elétrico (COSTA,; TEIXEIRA, 2014). Se o DNA nao apresentar
dano, migrara de forma homogénea, formando um circulo, no entanto, caso haja dano,
o DNA fragmentado migrara mais rapidamente em relacdo aos fragmentos maiores,
formando uma espécie de cauda de cometa, motivo pelo qual o teste ficou conhecido
como ensaio cometa (COSTA; TEIXEIRA, 2014). Uma vez que danos no DNA séo
frequentemente especificos para células e tecidos, uma metodologia como o teste do
cometa que permite a deteccdo de danos e seu reparo em uma unica célula (TICE,
1995).

A metodologia do ensaio consiste na lise celular, relaxamento do DNA e corrida
eletroforética, sendo possivel observar os fragmentos de DNA provindos da quebra
causada pelo agente testado apds coloracdo (FAIRBAIRN et al., 1995; ANDERSON,;
BERGER, 1994; SILVA et al., 2003). Além de permitir a visualizacdo da presenca ou
nao da cauda resultada pelos fragmentos de DNA, a variacdo do tamanho da mesma
fornece informacdo para ser passivel obter a classificacdo do dano em diferentes
classes, classificado de 0 a 4 (Figura 6), sendo a classe 0 referente a visualizagdo do

DNA integro, ao passo que a classe 4 representa 0 dano maximo, ou seja, a
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visualizacdo de uma grande cauda de cometa, formada pela presenca de muitos
fragmentos de DNA (SCHERER; STROHSCHOEN, 2013).

Figura 6: Teste do Cometa. Classes de danos de DNA: 0-Classe 0; 1-Classe 1; 2-Classe 2;
3- Classe 3; 4-Classe 4.

0 { 2 3 4

Fonte: Sponchiado (2008)

3.4 QUIMIOPROTECAO E ANTIGENOTOXICIDADE

A gquimioprotec&o consiste na utilizacdo de compostos naturais ou sintéticos
para bloquear, reverter ou prevenir o desenvolvimento de cancer (MANACH et al.,
2009). A carcinogénese envolve a exposicdo da célula a agentes cancerigenos que
poderdo modificar a capacidade proliferativa das células (BAYNES; DOMINICZAK,
2000). Diante disso, compreendendo a quimioprevencao de uma forma mais ampla,
este conceito tem sido empregado para definir moléculas ou preparacdes capazes de
mitigar danos celulares potencialmente carcinogénicos advindos da exposicdo a
produtos quimicos diversos. Existem pelo menos dois mecanismos principais para a
guimioprotecdo, 0s quais consistem na antimutagénese e na antiproliferacdo. A
antimutagénese inclui a inibicdo da absorcdo de agentes cancerigenos, a

desintoxicacdo de carcindgenos e o aumento do reparo do DNA (KELLOFF, 1999).

Produtos naturais tém sido amplamente testados como estratégia de
guimioprotecdo especialmente devido ao efeito antioxidante, uma vez que danos ao
DNA ocorrem comumente pela formacédo de espécies reativas de oxigénio que surgem
durante o metabolismo carcinogénico ou processos celulares (TALALAY et al., 1995).
Extratos vegetais com propriedades antioxidantes, devido a presenca de metabalitos,
como por exemplo os flavondides, neutralizam a producdo de espécies reativas de
oxigénio e combatem o estresse oxidativo (AHMADI; SHADBOORESTAN, 2015).

Além disso, a quimioprotecdo com agentes naturais oferece uma abordagem atraente
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para aumentar as defesas do corpo e evitar danos ambientais e endégenos (SURH,
2003).

A maioria dos trabalhos envovendo quimioprotecéo de efeitos advindos de
farmacos utilizados para o tratamento de cancer envolve a ciclofasfamida (CP).
Ciclofosfamida € um agente citotdxico e alquilante amplamente utilizado como agente
antitumoral e imunossupressor (JALALI; HASSANZADEH; MALEKINEJAD, 2011).
Administracéo oral do extrato metandlico de Phyllanthus amarus (250 e 750 mg/kg)
reduziu significativamente a mielossupressao e melhorou o nivel de leucdcitos quando
comparado ao grupo tratado apenas com CP (KUMAR; KUTTAN, 2005). A avaliacéo
do efeito quimioprotetor do extrato etandlico de folhas de M. oleifera per os em ratos
guanto a genotoxicidade induzida por ciclofosfamida (CP) demonstrou que nos
animais pré-tratados com a preparacdo houve reducdo na porcentagem de MN
induzida por CP com o aumento da concentracao do extrato (SATHYA et al., 2010).
Glicosinolatos com efeito quimiopreventivo tem sido amplamente relatados para
espécies pertencentes ao género Moringa (FAHEY et al., 2018). Aléem da CP, outros
trabalhos tem utilizado Metotrexato para analise de quimioprotecdo, como o0 estudo
desenvolvido por Olayinka et al. (2016), no qual foi observado que o acido galico
protegeu contra a hepatotoxicidade e nefrotoxicidade induzidas pelo MTX em ratos,

através da reducéo do dano oxidativo aos tecidos.
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3 METODOLOGIA

3.1 PREPARACAO DA INFUSAO E DA FARINHA DE FOLHAS DE M. oleifera

As folhas de M. oleifera foram coletadas na Universidade Federal de
Pernambuco, lavadas com agua destilada, secas a 28 °C, moidas e a farinha foi
armazenada até a utilizagdo. A administragdo da farinha foi realizada por gavagem
nos animais utilizando agua destilada como veiculo. Para preparacdo da infuséo, 10
gramas da farinha de folhas foram adicionadas a agua destilada (100 mL, 100 °C) e
mantidas em repouso durante 15 min. Em seguida, a preparacao foi filtrada, liofilizada

e armazenada em freezer até a realizagédo dos testes.

3.2 ANIMAIS E ETICA NA PESQUISA

Os Camundongos Swiss foram obtidos no Biotério do Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Antes do uso nos experimentos, os animais foram alojados sob condi¢des
padronizadas (22 + 2 °C, em ciclo 12-12 h claro/escuro e 50 - 60% de umidade) e
alimentados com uma dieta padrédo de camundongos disponivel ad libitum. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal (CEUA) da UFPE sob o protocolo
n°® 0031/2021 (ANEXO I).

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
As doses utilizadas nos ensaios de quimioprotecdo e antigenotoxicidade

foram definidas a partir do estudo de toxicidade desenvolvido por Barros et al. (2022),

tendo em vista que no estudo do mesmo foi observado que dosagens em quantidade

maior podem gerar toxicidade nos animais. Para a realizacdo do estudo, os animais
foram divididos em seis grupos (n=5 animaispor grupo) e os tratamentos foram
realizados da seguinte forma:

e Grupo 1 (Controle negativo) - Tratamento via oral com agua destilada (veiculo)
durante trés dias (0,1 mL/10g) seguido de administracdo intraperitoneal de solugéo
salina;

e Grupo 2-(Infuséo) - Tratamento via oral durante trés dias com a infusao das folhas
de M. oleifera (1000 mg/kg) seguido de administracdo intraperitoneal de solugéo
salina;

e Grupo 3 (Farinha) - Tratamento via oral durante trés dias com a farinha das folhas
de M. oleifera (250 mg/kg) seguido de administracéo intraperitoneal de solugéo

salina;
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e Grupo 4 (Controle positivo) - Tratamento via oral agua destilada por trés dias
seguido de aplicagao intraperitoneal de MTX (20 mg/kg);

e Grupo 5 (Infus&do/MTX) -Tratamento via oral com a infusdo das folhas de M.
oleifera (1.000 mg/kg) por trés dias seguido de aplicacao intraperitotenal de MTX
(20 mg/kg);

e Grupo 6 (Farinha/MTX) - Tratamento via oral durante trés dias com a farinha das
folhas de M. oleifera (250 mg/kg) seguido de aplicacao intraperitotenal de MTX (20
mg/kg).

Ap6s o quinto dia de experimentacdo, foi realizada a coleta de sangue
através da veia caudal para avaliacdo da genotoxicidade através do ensaio cometa
Posteriormente, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com cetamina e
xilazina (2:1; v/v) para coleta de sangue por puncado cardiaca para a realizacdo de

analises bioquimicas e hematoldgicas.
3.4 AVALIACAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS

Para a andlise dos parametros hematologicos, o sangue coletado foi
transferido para um tubo contendo EDTA. Os seguintes parametros foram
determinados: eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e andlise total e diferenciada dos leucocitos em analisador
hematoldgico automatico MaxCell Vet 500 D e microscopio 6ptico Olympus. Outra
parte do sangue foi transferida para um tubo contendo gel separador e centrifugado a
3.500 RPM por 10 min para obtencéo de soro e avaliacdo dos seguintes parametros:
albumina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-
glutamil transferase (GGT), proteinas totais, ureia, creatinina, colesterol total e
triglicerideos usando kits especificos (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil) em

analisador automatico COBAS Mira Plus (Roche Diagnostics).
3.5 ANALISES HISTOLOGICAS

As analises histologicas do figado, rim e baco dos camundongos foram
realizadas por microscopia 6ptica. Seccdes dos érgaos foram fixadas em formalina
tamponada (10%, v/v), desidratadas através em etanol, diafanizadas em xilol e

incluidas em parafina. Posteriormente, cortes histolégicos (5 um) foram obtidos,
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corados com hematoxilina-eosina e montados usando laminulas com resina. As

amostras foram observadas usando um microscépio optico.
3.6 ENSAIO COMETA

Uma aliquota do sangue coletado através da veia caudal (60 pL) foi utilizada
para realizar a versao alcalina do ensaio do cometa, segundo Singh et al. (1988). Em
cada ensaio, 20 pL de sangue foram misturados com 110 uL de 0,5% de agarose de
baixo ponto de fusdo a 37 °C, colocados em laminas totalmente solidificadas cobertas
com uma camada de agarose padrédo e revestidas com laminula. Em seguida, as
laminas foram mantidas a 4 °C por 30 min, imersas durante 1 h a 4 °C em solugao de
lise gelada (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM e Tris 10 mM com ajuste do pH para 10,0
utilizando NaOH) e em seguida transferidas para cuba de eletroforese e cobertas com
solucédo tampao (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH 13). A corrida eletroforética foi
realizada a 4 °C, por 20 min, corrente de 32V e 300 mA. Apoés a corrida, as laminas
foram submersas em solucéo de neutralizacéo (Tris 0,4 M, pH 7.5) por 15 min, secas
e fixadas com etanol absoluto durante 5 min. Para analise, as |aminas foram coradas
com iodeto de propideo (50 pL, 20 pg/mL) e para cada tratamento foram analisados
100 nucleoides em microscoépio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2) com objetiva de
40X utilizando o filtro Alexa Fluor 546. Os nucleoides foram classificados de acordo
com o dano observado com o grau de dano visualizado em classe 0 (sem cauda e
sem danos), classe 1 (com uma pequena cauda menor que o diametro da cabeca),
classe 2 (com o comprimento da cauda entre uma e duas vezes o diametro da
cabeca), classe 3 (com uma cauda longa superior a duas vezes o diametro da cabeca)
e classe 4 (auséncia de cabeca) (COSTA; TEIXEIRA, 2014). O indice de danos foi
calculado multiplicando o nimero de nucleoides observados em cada classe de dano
pelo valor da classe. A frequéncia de danos (%) foi calculada com base no nimero de
células com cauda em relacdo as células sem danos a cada tratamento. Trés

experimentos independentes foram realizados.
3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram representados pela média + média do erro padrao
(SEM). A normalidade dos dados foi testada previamente pelo teste de Shapiro-Wilk.

Os dados foram analisados por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida
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pelo pos-teste de Tukey utilizando o Software Prism GraphPad 7.0. Os valores de P <

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Folhas de M. oleifera apresentam diversas proriedades medicinais enutricionais
e a farinha e o ch& sado as principais formas de consumo dessa planta. Diante disso,
0 potencial de preparacbes das folhas em reduzir os danos induzidos pelo
metotrexado (MTX), farmaco utilizado para o tratamento de céncer, foi avaliado em
camundongos albinos Swiss fémeas. Os resultados dos exames hematolégicos e
bioquimicos dos grupos estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

A avaliacédo de parametros hematologicos é essencial, pois pode ser traduzida
para humanos, fornecendo informacdes sobre o sistema hematopoiético e as
respostas imunolégicas apos administracéo do produto testado (IGWEBUIKE et al.,
2007). Os leucocitos sao as células responsaveis pela defesa do organismo, pois
utilizam as vias sanguineas para realizar o0 monitoramento de possiveis infeccdes ou
injaria tecidual (SATAKE et al., 2009). O tratamento exclusivamente com MTX
diminuiu os parametros da série vermelha (eritrocitos, hematdécritos, hemoglobina,
volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular) e leucocitaria em relacdo ao
controle negativo. Os resultados obtidos para MTX séo esperados, uma vez que 0S
guimioterapicos exercem toxicidade sobre a formacéo do tecido hematopoiético. Sua
consequéncia imediata € a incapacidade da medula 6ssea de repor os elementos
figurados do sangue circulante, aparecendo assim a leucopenia e anemia (AVILA et
al., 2013). Os tratamentos exclusivamente com as preparacfes das folhas de M.
oleifera durante trés dias ndo apresentaram diferenca em relacdo ao controle
negativo. Os dados estdo em consonancia aos obtidos no estudo realizado por Barros
et al. (2022), no qual a infusdo (1.000 mg/kg) e a farinha (250 mg/kg) nao

apresentaram toxicidade aguda ou em doses repetidas em 28 dias de aplicacao oral.

O tratamento prévio com as preparacdes de folhas de M. oleifera demonstrou
potencial em reduzir os efeitos colaterais causados pelo MTX para os seguintes
parametros: eritrocitos, hematécrito, hemoglobina, VCM, HCM e leucdcitos. A infusao
mostrou-se mais eficaz que a farinha, possibilitando a normalizacdo significativamente
semelhante ao controle negativo dos eritrcitos (5,06 £ 0,54), hematdcrito (34,98 +
3,21), hemoglobina (13,90 +0,42), VCM (43,87 + 3,65), HCM (16,25 + 0,36) e CHCM

(33,58 + 3,64). Além disso, é possivel observar na série leucocitaria que tanto a
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infusdo (1.000 mg/kg) quanto a farinha (250 mg/kg) melhoraram significativamente o
resultado em comparac¢ao ao controle positivo, porém essa melhora nao foi completa

pois héa diferenca também em relacdo ao controle negativo.

Em relacdo aos parametros bioquimicos, observou-se que a infusdo (75,29 +
5,69 e 99,29 + 5,24) foi mais eficiente em reduzir os niveis de ALT e AST,
respectivamente, em comparacédo a farinha (89,75 + 5,28 e 108,65 = 7,10) e aos
controles positivo (98,85 + 7,19 e 127,37 + 10,25) e negativo (62,18 £ 5,12 e 90,37 +
6,54). As aminotransferases (ex: AST e ALT) s&o enzimas essenciais envolvidas no
metabolismo central de todos 0s organismos, assim, as alteracdes nos niveis desses
marcadores sdo importantes no diagnéstico de lesBes hepaticas e cardiacas
provocadas por infarto do miocéardio, drogas toxicas ou infec¢cdes (LEHNINGER,
2006). A recuperacao dos niveis sanguineos das enzimas hepaticas indicam que as
folnas de M. oleifera apresentam efeito hepatoprotetor. Atividade hepatoprotetora
contra danos induzidos por tetracloreto de carbono em ratos ja foi relatada para as
folhas de Moringa no estudo de Hamza (2010) e essa atividade foi atribuida a alta
concentracdo de compostos antioxidantes nas preparacdes testadas. Ademais, ndo
foram observadas diferencas significativas dentre os grupos tratados em relacdo aos
demais parametros bioquimicos mensurados. E importante destacar que a ureia e
creatinina sao indicadores de funcao renal (CHAN-YEUNG et al., 1981). A albumina é
a principal proteina produzida pelo figado no corpo humano, e niveis elevados desta
proteina sdo considerados também um indicativo de distarbios no figado, além de
obstrucdo dos canais biliares (PATRA et al. 2009).

Os efeitos observados na bioquimica e hematologia podem ser percebidos na
alteracdo da massa relativa dos 6rgaos. Nesse sentido, foram realizadas pesagens
dos orgaos analisados e os dados estédo representados na Tabela 3. Observou-se
mudanca para os grupos MTX e farinha/MTX, enquanto que os demais grupos nao
apresentaram diferenca em relacdo ao controle negativo. Os dados confirmam o que
foi observado anteriormente, pois o tratamento com a infusdo seguido de MTX néo
apresentou variacdo de peso, mas o0 mesmo ndo foi visto para o grupo tratado

primeiramente com a farinha.
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Tabela 1: Parametros hematoldgicos de camundongos albinos Swiss fémeas tratadas durante 3 dias com a farinha (250 mg/kg) ou infuséo (1.000
mg/kg) das folhas de M. oleifera isoladamente ou posteriormente com metotrexato (MTX) e grupos controles.

Parametro CN Infusédo Farinha CP Infusdo/MTX Farinha/MTX
Eritrocitos (108/mm3) 5,32 +0,52% 5,44 +0,41% 5,17 £0,62% 4,02 £ 0,59* 5,06 + 0,54% 5,14 + 0,607
Hematdcrito (%) 37,89 + 3,06% 35,563+3,56% 35,68+3,48% 30,44 +£3,28* 34,98 + 3,21*# 33,73 +£3,05
Hemoglobina (g/dL) 14,27 + 0,28 14,09 £ 0,40 14,05 +0,35% 11,25+0,30* 13,90+0,42% 12,59 +0,33**
VCM (fL) 47,25 + 4,48" 46,30 +4,21% 45,14 +3,18% 38,12 +4,15* 43,87 £+3,65* 41,07 +4,01*
HCM (pg) 16,59 + 0,317 16,74 £+0,38% 16,16 +0,35% 13,22 +0,41* 16,25+0,36% 14,99 +0,36**
CHCM (%) 37,39 +3,47# 34,17 +3,22% 36,29 +3,10* 31,33+3,25* 33,58 + 3,64* 32,73 +3,17*
Leucacitos (103/mm3) 7,19 +£0,73* 7,59 + 0,56 7,23 £ 0,657 4,16 + 0,49* 6,06 + 0,68** 6,49 + 0,58*#
Segmentados (%) 62,73 + 6,09 60,47 +£5,15 62,79 + 5,56 60,49 +5,34 62,75 +5,64 62,20 +5,43
Linfocitos (%) 30,75 £ 3,17 33,10+ 3,24 32,54 £ 3,32 33,17 £ 3,46 32,40 + 3,28 32,41 + 3,04
Mondcitos (%) 3,40 +0,28 3,32+0,36 3,62+0,34 3,50+0,51 3,37 +£0,49 3,26 £+ 0,42
Basdfilos (%) 0,26 £ 0,04 0,24 £ 0,05 0,27 £0,04 0,29 £ 0,06 0,25 +0,03 0,24 + 0,04
Eosinofilos (%) 3,52 +0,29 3,38 +0,33 3,23+0,26 3,28 £0,27 3,24 +0,32 3,19 +£0,37

VCM: Volume corpuscular médio; HCM: Hemoglobina corpuscular média; CHCM: Concentracdo de hemoglobina corpuscular média. Valores representados pela
média £ SEM (n=5/grupo). CN: Controle negativo. CP: Controle positivo. Médias comparadas em relagédo ao CN (*) e CP (¥).

Tabela 2. Parametros bioquimicos de camundongos albinos Swiss fémeas tratadas durante 3 dias com a farinha (250 mg/kg) ou infusédo (1.000
mg/kg) das folhas de M. oleifera isoladamente ou posteriormente com metotrexato (MTX) e grupos controles.

Parametro CN Infusao Farinha CP Infusdo/MTX Farinha/MTX
Albumina (g/dL) 29,02 +£2,43 30,86 + 3,29 28,87 £ 2,96 28,93 + 3,09 31,04 + 3,68 30,06 + 3,54
ALT (U/L) 62,18 £5,12 65,74 £ 4,73 64,38 £ 5,05 98,85 + 7,19* 75,29 + 5,69** 89,75 +5,28*
AST (U/L) 90,37 +6,54 93,49 +£6,12 92,56 +7,19 127,37 £ 10,25* 99,29 + 5,24*# 108,65 + 7,10%
Proteina total (g/dL) 61,59 £5,37 63,02 £ 6,14 60,24 +5,20 68,36 + 6,58 64,39 £ 5,03 62,38 +5,21
Creatinina (mg/dL) 3,14 £ 0,36 3,35+0,38 3,21 +0,37 3,79 +0,35 3,22 +£0,26 3,19+0,34
Ureia 0,28 £ 0,05 0,32 +0,06 0,30+0,04 0,39 £ 0,06 0,35 +0,04 0,33 +£0,05

ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato aminotransferase. Valores representados pela média + SEM (n=5/grupo), CN: Controle negative, CP: Controle
positivo, Médias comparadas em relagcdo ao CN (*) e CP (¥).
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Tabela 3: Peso relativo dos 6rgdos (mg/g) de camundongos albinos Swiss fémeas tratadas
durante 3 dias com a farinha (250 mg/kg) e infusdo (1.000 mg/kg) das folhas de Moringa
oleifera (250 mg/kg) isoladamente ou posteriormente com metotrexato (MTX) e grupos
controles.

Orgaos (mg/g)

Tratamentos

Figado Baco Rins
CN 50,88 + 1,79% 5,39 £ 0,09 12,21 £0,12
Infuséo 48,2 +1,01*% 6,0 £0,33 12,97 +0,3
Farinha 50,57 + 1,14% 6,3x0,41 12,77 £0,4
CP 42,7 +1,11* 5,82 0,55 12,54 + 0,62
Infusdo/MTX 48,73 +1,1* 6,19 £ 0,52 13,1 £0,37
Farinha/MTX 43,40 £0,78* 3,2 +0,15* 9,70 £ 0,31*

Valores representados pela média + SEM (n=5/grupo), CN: Controle negativo, CP: Controle positivo,
Médias comparadas em relagcéo ao CN (*) e CP (¥).

De acordo com Amna et al. (2013) o peso relativo dos 6rgaos € uma ferramenta
atil em estudos de toxicidade devido a sua sensibilidade para prever o efeito da
toxicidade e se correlacionarem bem com as alteracdes histopatoldgicas. Além disso,
a realizacéo da analise histopatoldgica serve como evidéncia de suporte para analises
hematolégicas e bioquimicas (TRAESEL et al., 2016) As fotomicrografias
representativas do figado, baco e rim dos camundongos tratados com a farinha e a
infusdo das folhas de M. olfeira estdo representados da Figura 7. Alteracdes
histopatoldgicas ndo foram observadas para o controle negativo e 0s animais tratados
com a preparacao isoladamente e as alteracdes mais graves foram observadas para
os figados e rins dos animais tratados com MTX. Em revisao sistematica, Wang, Zhou
e Liu (2018) reconheceram uma série de reacdes toxicas graves relatadas para
pacientes que fazem uso de MTX, incluindo hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. O
grupo tratado previamente com a infusdo, apresentou discretas alteracdes no figado
caracterizadas pela variacdo do volume nuclear, cromatina grosseira e nucléolos. Os
animais tratados com a farinha apresentaram também as mudancas discretas
observadas para o grupo Infusdo/MTX, no entanto foi observado esteatose hepatica
de grau leve, efeito ndo observado para o grupo tratado apenas com MTX. Barros et
al. (2022) observaram que a farinha das folhas (1.000 mg/kg) quando administrada
oralmente em camundongos foi capaz de induzir esteatose hepatica, apesar disso 0s
autores ndo observaram esse efeito para o grupo tratado com a infusdo. Desta forma,
a fervura empregada para obter a infusdo parece desempenhar um papel importante
na desativacdo de antinutrientes presentes nas folhas de M. oleifera, conforme ja
relatado na literatura cientifica (SALLAU et al., 2012).
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Figura 7. Fotomicrografias representativas do figado, bago e rim de camundongos albinos
Swiss fémeas tratadas durante 3 dias com a farinha (250 mg/kg) e infuséo (1.000 mg/kg) das
folhas de M. oleifera isoladamente ou posteriormente com metotrexato (MTX) e grupos
controles.

Figado Baco Rim

Controle
negativo

Infusao 2
(1.000 mg/kg) §

Farinha  §
(250 mg/kg) &

Controle
positivo
(MTX)

Infusao/MTX |

Farinha/MTX |

Legendas: CN, Infusdo e Farinha: Figado - Estrutura tissular dentro dos padrdes tipicos de normalidade e
hepat6citos com espacos citoplasmaticos indicativos de reserva de glicogénio e auséncia de infiltrados
leucocitarios. Bago: Estruturalmente preservado e sem modificacdes histomorfolégicas. Rins: Compartimento
glomerular, tubular, vascular e intersticial preservados. CP (MTX): Figado - Moderadas alteragGes reativas
caracterizadas pela variagdo do volume nuclear, cromatina grosseira e nucléolos e presenca de infiltrados
leucocitarios. Bago - Estruturalmente preservado e sem modificagdes histomorfolégicas. Rins: Estrutura nefrética
com variacdo do espaco de Bowman. e escassos pontos de reatividade do epitélio tubular. Infusdo/MTX: Figado
- Discretas alteracGes reativas caracterizadas pela variagédo do volume nuclear, cromatina grosseira e nucléolos e
auséncia de infiltrado leucocitério. Baco - Estruturalmente preservado e sem modifica¢des histomorfoldgicas. Rins
- Estrutura nefrética com variagcdo do espaco de Bowman. Escassos pontos de reatividade do epitélio tubular.
Farinha/MTX: Figado: Discretas alteracdes reativas caracterizadas pela varia¢cdo do volume nuclear, cromatina
grosseira e nucléolos e esteatose hepatica de grau leve. Baco - Estruturalmente preservado e sem modificagdes
histomorfoldgicas. Rins: Estrutura nefrética com variagdo do espaco de Bowman. Escassos pontos de reatividade
do epitélio tubular.
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Além disso, o efeito protetor observado para a infusdo pode estar relacionado ao
potencial antioxidante das folhas de M. oleifera, uma vez o MTX induz a formacao de
espécies reativas de oxigénio (SALEM et al., 2017; WIDEMANN; ADAMSON, 2006).
O potencial protetor das folhas de M. oleifera contra danos genotoxicos
induzidos por MTX também foi avaliado utilizando o ensaio cometa. O ensaio cometa
consiste em um método sensivel, barato e estatisticamente robusto para detectar
guebras de fita simples e dupla no DNA (COSTA; TEIXEIRA, 2014). Os dados de
obtidos estéo representados na Figura 6. O tratamento com a infusédo (ID = 48,29 £
8,02; FD = 17,0 £ 2,90) e farinha (ID = 50,83 = 7,67; FD = 24,2 + 0,8) foi capaz de
diminuir os danos promovidos pelo MTX (ID = 119,4; FD = 50,67 + 2,57) a valores
estatisticamente semelhantes ao controle negativo (ID = 47,83 + 6,51; FD = 26,13 +
2,58). Tanto a infuséao (ID = 39,17 + 7,46; FD = 29,29 * 4,50) quanto a farinha (ID =

34,83 +4,96; FD = 26,33 £ 2,16) administradas isoladamente ndo foram genotoxicas.

Figura 8. Genotoxicidade da farinha (250 mg/kg) e infusdo (1.000 mg/kg) das folhas de

Moringa oleifera isoladamente ou posteriormente com metotrexato (MTX) e grupos controles.
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5 CONCLUSAO

A farinha e a infusdo obtidas a partir das folhas de M. oleifera apresentaram
efeito antigenotdxico e quimioprotetor contra danos hematoldgicos, bioquimicos,
teciduais e genotoxicos induzidos por metotrexato (MTX), farmaco amplamente
utilizado para o tratamento de cancer. O presente trabalho estimula a conducédo de
mais estudos com o objetivo de elucidar os mecanismos relacionados as atividade
observadas, bem como os efeitos advindos da administracdo conjunta das
preparacoes testadas com MTX em modelo experimental de cancer.
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N° de animais 45
Peso/ldade 25-30g/ 60 dias
Sexo Femea ( 45)
Origem: Biotério de Criacédo Biotério do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE)..

Destino: Biotério de Experimentacéo Bioterio do Departamento de

Antibioticos

Atenciosamente
N

Prof. Sebastido R. F. Silva
A48 -Presidente CEUA/UFPE
¢ SIAPE 2345691
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