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RESUMO

Moringa oleifera € uma planta com uma quantidade elevada de moléculas com
atividades biologicas relacionadas, atraindo pesquisas para comprovarem e
justificarem seu uso farmacolégico. Como exemplo, a planta vem sendo avaliada no
controle de nematoides gastrintestinais em caprinos, parasitos que causam perdas
de producdo e os tratamentos disponiveis(antihelminticos) desencadeiam
resisténcias nosmesmos. Porém, faltavam estudos que avaliassem a seguranga, a
dose adequada e os reais efeitos gastrintestinais de fragdes das sementes dessa
planta com atividade nematicida. O objetivo deste estudo foiavaliar a toxicidade
aguda, subcrbénica e o transito gastrintestinal, em camundongos, de extratos e
fragbesde sementes de Moringa oleiferacom atividade nematicida comprovada. O
extrato bruto aquoso(Exb)foi produzido a partir de sementes de M. oleiferacom
casca, liofilizado.Para obtencdo dos compostos secundarios (C2) o EXB foi
fracionado com etanolPA. Apds centrifugacéo o sobrenadante gerou C2 e o pellet a
fracdo protéica, essa foi fracionada por didlise (D«12).0 potencial nematicida
foideterminado a partir do testede eclosdo de ovos de caprinosin vitro. Para os
testes toxicoldgicos em camundongos, agudo (unica administracdo) e subcrénico
(administragao por 14 dias), 0s animais receberampor
gavagemorogastricaconcentragdo diferente (5, 50, 300mg/Kg, com adicdo da dose
de 2000 mg/Kg no teste de toxicidade aguda)do extrato, D12, C2 ou entdo agua
destilada (grupo controle). Ao final do experimento foram realizados testes
bioquimicos (creatinina, ALT e AST) e histologicos. Para analise do transito
gastrintestinal foi realizado o teste de esvaziamento gastrico (EG). Os tratamentos
(Exb, D12 E C2) demonstraram alto potencial nematicida com taxas de inibigcdo da
eclosao maiores que 93%. Nenhum dos grupos experimentais apresentou toxicidade
evidente com taxas de sobrevida de 100% tanto com administragdo Unica como
repetida, niveis séricos de enzimas hepaticas e renais sem diferencas estatisticas do
controle e histologia sem alteragcdes. No teste de EG houve um aumento da retencao
gastrica apenasna dose de 300 mg/Kg dos tratamentos com Exb e C2. O extrato,
D12 e C2 de sementes deM. Oleifera,com atividade nematicidacomprovada,nao
apresentaram toxicidade, constatando elevada seguranga de administragdo tanto em
dose unica como repetidae ndo causaram alteragdes no transito gastrintestinais
relevantes, justificando assim seu uso farmacoldgico.

Palavras-chave: Moringa; Testes toxicoldgicos; Esvaziamento gastrico.



ABSTRACT

Moringaoleifera is a plant with a high amount of molecules with related biological
activities, attracting research to prove and justify its pharmacological use. As an
example, the plant has been evaluated in the control of gastrointestinal nematodes in
goats, parasites that cause production losses and available treatments
(anthelmintics) trigger resistance in them. However, studies were lacking that
evaluated the safety, the adequate dose and the actual gastrointestinal effects of
fractions of the seeds of this plant with nematicidal activity. The objective of this study
was to evaluate the acute, subchronic and gastrointestinal toxicity in mice of extracts
and fractions of Moringaoleifera seeds with proven nematicidal activity. The crude
aqueous extract (Exb) was produced from M. oleifera seeds with bark, lyophilized. To
obtain the secondary compounds (C2) the EXB was fractionated with ethanol PA.
After centrifugation the supernatant generated C2 and the pellet the protein fraction
was fractionated by dialysis (D <12). The nematicidal potential was determined from
the in vitro goat egg hatch test. For toxicological tests in mice, acute (single
administration) and subchronic (administration for 14 days), the animals received
different concentrations (5, 50, 300 mg / kg, with a dose of 2000 mg / kg in the test of
acute toxicity) of the extract, D12, C2 or else distilled water (control group). At the
end of the experiment, biochemical tests (creatinine, ALT and AST) and histological
tests were performed. Gastric emptying test (EG) was performed to analyze the
gastrointestinal transit. The treatments (Exb, D12 and C2) demonstrated high
nematicidal potential with hatch inhibition rates higher than 93%. None of the
experimental groups had evident toxicity with 100% survival rates both with single
and repeated administration, serum levels of liver and kidney enzymes without
statistical difference in control and histology without changes. In the EG test there
was an increase in gastric retention only at the dose of 300 mg / kg of Exb and C2
treatments. The extract, D12 and C2 from M. Oleifera seeds, with proven nematicidal
activity, showed no toxicity, showing high administration safety both in single and
repeated doses and did not cause relevant gastrointestinal transit changes, thus
justifying its pharmacological use.

Keywords: Moringa; Toxicological tests; Gastric emptying.
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1 INTRODUGAO

1.1 Estudos deprodutos naturais com atividades farmacolégicas

A natureza é a principal fonte de moléculas bioativas que sdo utilizadastanto
para finalidade cientifica,na produ¢do de novos farmacos e tratamentos,como
pratica, na terapia empirica de disturbios patoldgicos por grupos populares. OBrasil
apresenta uma rica flora, sendo o pais com a maior biodiversidade dentre os outros,
justificando a utilizacdo de plantas medicinais na cultura popular para o tratamento
de diversas doencas tanto de pessoas como de animais. Diversascomunidades
cientificas tém se interessadona pesquisa desses produtos,na busca de
comprovacgdes farmacoldgicas, bem como de assegurar quais efeitos colaterais
esses podem vir a causar, projetando uma utilizagdo racional desses recursos
(SOUZA; FELFILI, 2006).

Para muitos tipos de plantas pode-se atribuir 0 nome medicinal devido a
quantidade de atividades farmacoldogicas observadas: antimicrobianas, anti-
inflamatdrias, antiparasitarias, antineoplasicas. Taispossiveisatividades estédo
diretamente relacionadas a quantidade de componentes presentes nessas, tanto as
essenciais macromoléculas, como proteinas e peptideos, mas também compostos
adquiridos, como os secundarios. Embora exista essa gama de atividades, a
utilizacdo de produtos naturais na terapia ainda € anedoética e necessita de
comprovagoes cientificas para justificar o uso (RODRIGUES; ALMEIDA; PIRES,
2010).

Apesar da falta de estudos que comprovem a eficacia clinica e toxicidade das
plantas medicinais, essas ainda sdo uma alternativa bastante utilizada para melhorar
a qualidade de vida de populagdes que nao possuem condigdes para outros
tratamentos, bem como, para auxiliar em tratamentos que apresentam efeitos
adversos significativos, objetivando reduzi-los e também para tratar condi¢des
sanitarias em nivel de producdo, como no caso da presengca de nematoides
gastrintestinais em caprinos(TORRES; OLIVEIRA; ARAUJO, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no inicio da década de
90,cerca de 65-80% da populacdo mundial estavam distantes de centros de saude
ou nao tinham condi¢gbes de arcarem com tratamentos médicos, sendo as plantas

medicinais a unica forma de acesso a cuidados basicos de saude. Tais fatores sao
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preocupantes ao se considerar a falta de informacdo acerca das propriedades
destes compostos, o uso indiscriminado concomitante com outras drogas e a falta de
conhecimento sobre os reais efeitos farmacolégicos e toxicolégicos (VEIGA JUNIOR,
2008).

1.2 Toxicologia de plantas medicinais

E de conhecimento da populacdo que medicamentos sintéticos causam efeitos
colaterais, comprometendo a saude de pacientes que os utilizam, tornando uma
preocupacao crescente e conduzindo estudos a buscarem alternativas terapéuticas,
como a utilizagao de recursos naturais para desenvolvimento de novos produtos
(SHIN et al., 2013). As plantas medicinais, pertencentes a medicina popular, sdo
utilizadas ha muitos anos e pesquisas recentes mostram que essas sdo realmente
eficazes no tratamento de diversas doengas.

A crenga comum da populagdo que as plantas, por serem produtos de origem
natural, ndo causam efeitos toxicos, como os medicamentos sintéticos, sdo errébneos
e tornou os estudos pré-clinicos e toxicoldgicos destes produtos escassos. No
entanto esses sd0 necessarios para comprovagao da seguranga e eficacia dessas
substancias (LEE et al., 2015, TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Os estudos toxicoldgicos sao realizados para avaliar os riscos potenciais para a
saude, sejam esses pela exposicdo isolada (toxicidade aguda) ou repetida
(toxicidade subcroénica e crbénica) e se caracterizam como testes pré-clinicos sendo
fundamentais para conhecer as substancias, sejam elas naturais ou ndo, dando um
suporte e uma seguranga na terapia (MOURA et al., 2012).

Esses estudosbaseiam-se em experimentos para investigar possiveis reagoes
adversas, variando de leves a graves, como também conhecer a dosagem mais
segura de substancias. Existem alguns tipos de experimentos feitos com o modelo
animal camundogo, como o teste de atividade farmacoldgica, que serve de triagem
preliminar para plantas, no qual sdo observados os efeitos farmacoldgicos e
toxicolégicos por andlises comportamentais de animais diante da administragcado do
composto estudado(COSTA, 2013).

Outro teste realizado € o de toxicidade aguda, no qual é avaliado os possiveis
efeitos toxicos e a ocorréncia de mortalidade nos animais em um breve periodo de

tempo, apds administragdo de uma unica dosagem do composto tendo como
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objetivo a descoberta de dosagens seguras. Ja o teste de avaliacdo da toxicidade
subcrdnica, os animais sdo expostos a multiplas dosagens durante dias que podem
variar de 14 a 24, onde durante este periodo sdo observadas mudancgas
comportamentais, presenga de mortalidade, bem como ao final do experimento
dosagens bioquimicas e estudos histologicos para a comprovagao de seguranga no

uso continuo das substéncias estudadas sobre érgaos vitais.(OEDC, 2001).

1.3 Esvaziamento e transito gastrintestinal

Considerando o sistema gastrintestinal, nos processos de armazenamento e
tempo de retencdo, digestdo e absor¢do de nutrientes, os 6rgaos diretamente
ligados e cuja funcdo € de extrema importancia sao estdbmago e intestino
respectivamente. O processo de motilidade do quimo que estava no estdbmago para
o duodeno é chamado de esvaziamento gastrico (EG) e esta velocidade é variavel e
esta relacionada a diversos processos tanto fisioldgicos como patoldgicos. A
regulacdo do EG é realizada por alguns fatores como os niveis de agucar no
sangue, as sinalizagbes do sistema nervoso entérico e a atuagdo dos hormdnios
peptideos gastrintestinais (CALABRESI, 2013).

Alteragbes no tempo de EG podem levar a episddios patoldgicos primarios
como diarréias, quando ha um aumento no numero de evacuagdes diarias,devidoa
motilidade do transito gastrintestinal (TGI) esta de maneira mais acelerada ou
quando o contrario ocorre, ocasionando episoddios de constipacdo, quando ha a
auséncia de evacuacao em intervalos maiores do que trés dias. Nas duas situacoes
podem ocorrer episddios tanto agudos como crénicos onde a terapia
medicamentosa pode ser inserida a fim de modular o tempo de EG. Além disso o
tempo de EG pode acelerar ou retardar a absorgédo de algumas drogas podendo
estas resultarem em episddios de toxicidade ou mesmo de diminuicdo de eficacia
(RODRIGUESet al., 2014).

Algumas condi¢des podem alterar o tempo de EG, estas podem ser fisiologicas
como o envelhecimento, o ciclo menstrual e a gravidez,patolégicasem presenca
degastroparesia, refluxo esofagico, diabetes mellitus, dispepsia e obesidade, como
também na administracdo de algumas drogas que possuem interagdo com algum
dos fatores moduladores de EG resultando em um retardo ou aumento da motilidade
do TGl (NUNESet al., 2014).
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Conhecer a resposta de drogas no TGl &€ de fundamental importancia para
garantir a sua seguranga de administracdo, considerando que estas podem
ocasionar possiveis interagdes levando a episddios de eventos adversos bem como

agravando patologias pré-existentes neste sistema.

1.4 Uso de plantas no controle de nematoides gastrintestinais de caprinos

Infecgdes por nematoides gastrintestinais em pequenos ruminantes causam
perdas econémicas consideraveis na caprinocultura, tanto por alguns animais nao
resistirem a doenca e chegarem a 6bito, como também por uma diminui¢do na
produgao desses, desde a perda gradativa de peso como a susceptibilidade para
infecgcbes secundarias, devido a baixa imunidade (CORREA et al., 2013).

Na regido semiarida do Nordeste brasileiro, Haemonchuscontortusé o parasito
gastrintestinal que apresenta maior relevancia, sendo que o periodo de maior
infeccdo dos animais € no final do periodo chuvoso e inicio da seca (NASCIMENTO
etal.,2013). Esse parasito causa alteracbes hematoldgicas importantes como
hipoproteinemia, redugdo do volume globular e hipoalbuminemia, causando edema
submandibular e perda de peso nos caprinos, o que diminui a produ¢gdo nos
criadouros (FAUSTO et al., 2014).

O ciclo de vida desses endoparasitos possui duas etapas (figura 1), a de vida
parasitaria, que ocorre dentro do animal, com a reprodu¢édo sexuada do parasito,
nos quais as fémeas produzem ovos que chegam ao meio externo por meio das
fezes. A outra etapa, que € a de vida livre, ocorre no ambiente, os ovos evoluem
para larvas passando por trés estadios até se tornarem infectantes, periodo que
dura de 5 a 10 dias, onde, ao ser ingerida com a pastagem, infecta o animal,
continuando o ciclo demonstrado na figura (ARAUJO, 2009).

O tratamento para essas infecgcdes € baseado na administracdo de anti-
helminticos (MELO et al., 2003), porém com o uso indiscriminado desses farmacos,
as populacdes de parasitos tém criado resisténcia a esse tratamento quimico, sendo
um dos principais entraves para o desenvolvimento da caprinocultura atual.

O uso de plantas para o tratamento das infec¢des parasitarias € uma pratica
bastante difundida a nivel mundial (ADEMOLA; ELOFF, 2011), porém, necessita de
estudos mais abrangentes comprovando a sua eficacia anti-helmintica e provando

que essas ndo causam efeitos colaterais, nemcomprometem os animais,ouo meio
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ambiente. Esta alternativa caracteriza-se como sustentavel e de facil administragao
e execugao, visto que muitos desses vegetais apresentam um carater ovicida e
larvicida(BATATINHA et al.,, 2004, EQUALEet al., 2011) contra endoparasitos,
possivelmente devido a presengca de moléculas bioativas, como proteinas ou

compostos secundarios (SALLES et al., 2014).

‘e

Figura 1: llustragéo do ciclo de vida dos nematoides gastrintestinais de caprinos. Com eliminagéo de
ovos nas fezes, larvas infectam o ambiente, contaminando pastagens. Fonte: do préprio autor.

1.5 Moringaoleifera

Moringa oleifera(Figura 2)pertence a familia das Moringaceae e é nativa da
india, embora seja bastante difundida nos trépicosde todo o mundo. Resiste bem &
seca, pois €& capaz de sobreviver em solos pobres de nutrientes. Cresce
significativamente rapido e é encontrada em diversas areas do Brasil (SANTANA et
al., 2010). Essa planta é utilizada em diversos paises da Africa e da Asia, seja na
alimentagao ou na medicina tradicional, devido a sua alta quantidade de nutrientes,
como proteinas e aminoacidos (GALUPPO et al., 2014).

Um dos usos mais abundantes e estudados dessa planta é no tratamento de

agua, ela possui composicdo protéica com atividade coagulante, sendo mais
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eficazes do que o alumen (coagulante comercial para o tratamento de agua), além
de ndo afetar o pH e a condutividade da agua apos o tratamento
(NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995).

Além da proteina floculante, extratos de moringa apresentam diversos
componentes como terpenos, flavonoides, taninos, alcaldides, diversas vitaminas
como A, B, C e E, além de um composto secundario majoritario, os glucosinolatos
também chamados de glucomoringinas. Devido a esta quantidade de componentes
diversas atividades farmacoldgicas podem ser atribuidas, no entanto, faz-se
necessaria a observacado de eventos toxicos tanto de extratos como de compostos
isolados (CHEENPRACHA et al., 2010, FERREIRA et al., 2009).

Dentre os usos terapéuticos atribuidos estdo o tratamento de infeccbes e
doencas inflamatdrias no sistema cardiovascular, gastrintestinal, hepatico e renal
(FAHEY et al., 2005, MBIKAY, 2012), como também em inflamagbes de garganta,
bronquite, infecgdes nos olhos e ouvidos, por conter quantidades elevadas de
vitamina C e A, mais do que possuem as laranjas e cenouras (MUKUNZI et al.,
2011). Possui também atividade antidislipidémica controlando a hipertensdo e o
colesterol alto (ASARE et al., 2012).

Diversas pesquisas recentes, que atribuem aM. Oleifera atividades
farmacolégicas como anti-inflamatodrias, anticancerigenas e antidiabéticas, sé&o
relacionadas a presenca de glicosinolatos, substancias presentes em extratos
etandlicos e metandlicos de folhas, flores, sementes e frutos. Sdo um dos grupos
mais estudados de compostos secundarios devido a quantidade de derivados ativos,
como os isotiocianatos, que estdo presentes em plantas da ordemBrassicaceae,
onde a familia Moringaceae esta inserida, e sdo formados a partir de mecanismos
de defesada planta por meio de uma enzima chamada mirosinase (Forster, 2015,
Santos, 2018, Waterman, 2014).

E relatada a relevancia dessa planta no controle de hiperglicemia e na
prevencao do diabetes mellitus tipo 2, devido a inativagdo de enzimas especificas
(TOMA et al., 2014) e sua agao antioxidante € justificada devido a presenga de
niveis elevados de polifendis (FAHEY et al., 2005).
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Figura 2: Moringa oleifera(planta adulta). Fonte: Do préprio autor.

M. oleifera ainda possui efeitos antitoxicidadecomo mostrado por Sheikhet al.
(2014), Kerdsomboomet al. (2016) e Taha, Amin e Sultan (2015), que demonstraram
um efeito protetor da planta contra intoxicacbes por arsénio, cadmio e
ciclofosfamida, respectivamente, tendo um grande potencial para o tratamento
dessas, como também o estudo de Ekonget al. (2017) e Eldaimet al. (2017)
evidenciando o potencial da planta estudada como hepato e neuroprotetor.

Pesquisas recentes comprovam a relevancia de M. oleiferano controle de
nematodides gastrintestinais, com atividades ovicidas e larvicidas tanto de extratos
aquosos e etandlicos como também de moléculas isoladas como a lectina soluvel
em agua (WSMol )pela interagdo com os receptores glicoconjugados intestinais no
embrido, assim como na cuticula das larvas causando a interrupgao do ciclo de vida
desses, tendo um maior controle nas infecgdes, sejam nas reincidentes ou em
outros animais(Cabardo Jr. e Portugaliza, 2017; Medeiros et al., 2018; Salleset al.
2014; Tayoet al., 2014).

Na medicina tradicional M. oleiferatambém ¢é utilizada para tratar disturbios no
trato gastrintestinal e alguns estudos demonstram esta capacidade, como o de
Sadraeiet al. (2015), evidenciando o extrato das folhas e sementes como
antiespasmodico e o de Debnathet al. (2011), caracterizando o potencial dos

extratos no tratamento de Ulceras gastricas.
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Estudos sobre o tréansito gastrintestinal (TGl) e esvaziamento gastrico (EG)
com avaliagdo de possiveis danos de M. oleiferasdo escassos na literatura, porém
relevantes devido diversas modulagdes enzimaticas ocorrerem nestes, bem como a
alteracao na fisiologia de estdbmago e intestino estar associada a manifestagcées de
eventos adversos significativo. (POTRICH et al., 2014).

Em relacdo atoxicidade de M. oleifera,alguns estudos sao um tanto
contraditérios e a maioria sdo realizados com extratos ou isolados de folhas,
demonstrandoque a planta possui atividade larvicida contra Aedes aegyptie
Anagastakuehniella comprometendo o sistema digestivo destas, baixa toxicidade
aguda e predisposicdo ao dano hepatico e renal com o uso crbnico em
camundongos e ecotoxicidade elevada para zebrafish (FERREIRA et al,
2009,0liveira et al., 2017, OYAGBEMI et al., 2013, Silva et al., 2017).

Tratamentos alternativos para problemas patolégicos, como no caso da
infeccdo por nematoides gastrintestinais em caprinos, sdo necessarios devido a
resisténcia as drogas quimicas, além dessas deixarem residuos quimicos nos
animais comprometendo a produc¢do. Moringa oleifera tem demonstrado agdo no
controle desses nematoides, além de outros efeitos farmacoldgicos em virtude de
sua composicao apresentar diversas moléculas bioativas, podendo ser uma possivel
alternativa farmacologica para o surgimento de um novo nematicida no mercado. No
entanto, para que isso seja possivel, ha a necessidade prévia de realizacdo de
estudos toxicologicos e gastrintestinais com fragdes farmacolégicas desta planta,
para que sejam verificados eventos adversos, seguranga de dosagem e
comprometimento de 6rgaos vitais, justificando assim o desenvolvimento de novos
tratamentos a partir desta espécie vegetal e garantindo a seguranga na

administragcao desses tratamentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade aguda,subcronicae otransito gastrintestinalde extratos e

fragcdes de sementes de Moringa oleiferacom atividade nematicida comprovada.

2.2 Objetivos Especificos

Produzir extratos e fracbes de sementes de M. oleifera;

Avaliar a atividade nematicida dos extratos e fragdes com o teste de eclosao de
OVvos in Vitro;

Avaliar a toxicidade dos extratos e fracbes de M. oleifera verificando sinais por
meio do screeninghipocratico;

Verificar por meio de exames bioquimicos, a presenca de lesées no figado e
rins, produzidas pela toxicidade subcrénica, apdés administracdo oral dos
tratamentos;

Identificar lesbes microscépicas no coragdo, figado e rins de camundongos,
compativeis com a intoxicagao pelos tratamentos testados;

Verificar variagdo no peso dos 6rgaosao final dos testes;

Avaliar o esvaziamento gastrico apds administragdao dos extratos e fragdes das

sementes de M. oleifera;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de realizacao dos experimentos

Os experimentos de extracdo, fracionamento e atividade nematicida foram
realizados nos laboratorios de bioquimica e parasitologia da Embrapa Caprinos e
Ovinos,e os testes de avaliagdo toxicologica e gastrintestinal das substancias
testadas,no Laboratdrio de Fisiologia e Neurociéncias da Universidade Federal do
Ceara (UFC)Campus Sobral.

3.2 Animais

Para o teste parasitolégico de avaliagcdo da atividade nematicida, foram
utilizadosdois caprinos da raca Saanen, pertencentes ao rebanho da
EmbrapaCaprinos e Ovinos sabidamente infectados por nematoides gastrintestinais.

Para os testes toxicologicos e gastrintestinais foram utilizados 146
camundongos Swiss sendo 96 fémeas (nuliparas e nao gravidas) e 50 machos,
pesando entre 25-40g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara, Campus do Pici, sendo alocados no Biotério Setorial da Faculdade de
Medicina UFC/Campus Sobral. Os animais foram mantidos em suas casas gaiolas,
com no maximo 6 animais, a temperatura média de 24 + 2°C, em ciclos de
alternancia claro/escuro de 12 horas, recebendo racédo padréao (Purina Chow) e agua

ad libitum.

3.2.1Aspectos éticos

O protocolo experimental foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa
Animal da UFC e aprovado com o protocolo 11/16 e todos os procedimentos
experimentais foram realizados em estrita conformidade com as normas
internacionais de uso de animais em experimentacao.

Os animais doadores de fezes contaminadas por ovos de helmintos fazem
parte de projeto da Embrapa que ja possui autorizagdo do Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Embrapa Caprinos e Ovinos para realizagdo das coletas
(Processo 03/2015).
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3.3 Obtencao do extrato e das fragoes de Moringa oleifera

As sementes de Moringa oleiferacom casca(Figura 3) utilizadas para extragao
dos tratamentos foram coletadas de um mesmo espécime vegetal localizado na
cidade de Sobral, Ceara em setembro de 2016 e armazenadas a 4 °C até utilizagao.

A figura 4 demonstra as etapas de extragado e fracionamento dos tratamentos.
Com auxilio de um moedor de graos, as sementes de M. oleiferacom casca foram
trituradas, até a obtengdo de uma farinha fina. Em seguida, a farinha foiressuspensa
com agua destilada na proporgao de 1:10 (sdlido:liquido) e colocada em um agitador
de tubos por uma hora para extragao a temperatura ambiente (25°C). Apos este
periodo, o material foi centrifugado por 30 minutos a 10.000 x g a 4°C. O
sobrenadante filtrado em papel filtroqualitativo foi liofilizado e chamado de extrato
bruto (Exb).

3
.

LI 5 /
Figura 3: Semestes de M. oleifera com casca.
Fonte: Do proprio autor.

O pellet da fragado etandlica foi ressuspenso em agua e fracionado por dialise
em membrana de cut off 12 kDa a 4 °C, contra agua destilada na proporgao de 1:10,
por 48 horas, com trocas realizadas a cada 24 horas. Apds este processo apenas a
fracdo nao retida na membrana foi utilizada para prosseguir com o estudo como
mostrado por Salles et al. (2014) que as moléculas ovicidaspresentes na Moringa
oleiferapossuem massa molecular inferior a 12 kDa.

O Exb foi fracionado com etanol na proporgao 1:10 (sélido:liquido) por 1 hora a
25 °C e centrifugado por 5minutos a 13.000 x g a 25°C. Para a retirada do etanol o

sobrenadante foi submetido a evaporagao com auxilio de um rotavapor com sistema
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a vacuo, ressuspendido em agua e liofilizado para a utilizagdo nos experimentos,

sendo essa fragdo chamada de compostos secundarios (C2).

EXTRA(;EO E FRACIONAMENTO DE SEMENTE DE MORINGA COM CASCA

Farinha semente + &gua ExbC/C

destilada (1:10)
Diluigdo em Etancl P.A
Agitagio Lha 25 (1:10)

Filtragem em pano agitagio 1hi 25°

Centrifugacdo a 13.000 x g

Centrifugacdo a 10.000 x g
por 30 min. & 4 °C por 3 min. & 25 °C
Fittragem em papel ™,

filtro qualitativo

PeHetressusF;énso C2 (Sobrenadante)

Rotavapor até reduzir o &M agua ¥
volume Rotavapor
Y Ressuspender em
I Didlise 12 kDa } igua
Recuperar dialisato Licfilizagdo
Liofilizagdo L b2 j
I LiofilizacZo
| \ Compostos
Exb C/C (g) Secundarios (g)

Fragdo Protéica

(8)

Figura 4. Esquema da metodologia de extracao e fracionamento de sementes de M. oleiferacom
casca.Exb C/C: Extrato bruto com casca; C2: Compostos Secundarios. Fonte: do préprio autor.

3.4Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE)

O extrato e fracbes foramanalisados por eletroforesepara determinacdo do
perfil protéicode acordo com o método de Laemmli (1970), utilizando géis de
poliacrilamida 12,5% em condigbes desnaturantes (SDS-PAGE). As amostras
foramdissolvidas em tampéao Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8, contendo SDS 1%, glicerol
10%, azul de bromofenol 0,01% e aquecidas a 100°C, por 5 minutos, centrifugadas a
10.000 x g, 10 minutos, a 25°C, antes da aplicagdo no gel. A corrida
eletroforéticafoirealizada em sistema vertical (HOEFER SE 250, GE HealthcareBio-
sciences), no qual os géis foramsubmetidos a uma voltagem de 500 V, amperagem
de 20mA e poténcia de 30 W. Como padrdao de massas moleculares foiutilizado um
kit (Bio-Rad) contendo: miosina (200 kDa), R-galactosidase (116 kDa), fosforilase B
(97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase
carbonica (31 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa), lisoenzima (14,4 kDa) e

aprotinina (6,5 kDa). Apds a corrida, os géis foramfixados em metanol 40% e acido
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acético 10% por 30 minutos e em seguida mantidos em solugdo corante coloidal
contendo sulfato de amoénio 8%, acido fosférico 0,8%, metanol 20% e

CoomassieBrilliant Blue G-250 0,08% até a visualizagao das bandas.

3.5 Teste Parasitolégico (Ensaio de eclosao de ovos de nematoides in vitro)

Para a recuperagcao de ovos de helmintos, foramcoletadas fezes diretamente
da ampola retalde caprinossabidamente infectados por nematoides gastrintestinais.
As fezes forammaceradas e filtradas sequencialmente através de quatro peneiras
com malhas de 1,00 mm, 0,105 mm, 0,055 mm e 0,025 mm de didmetro. O material
retido na ultima peneira recuperado e centrifugado a 1.600 g por 10 min, a
temperatura ambiente (28°C). O pelletfoiressuspensoem uma solugédo saturada de
agucar e novamente centrifugado a 1.600 g por 10 min, a temperatura ambiente. O
sobrenadante foifiltrado em uma peneira de 0,025 mm de diametro, recuperando os
ovos retidos. O ensaio foirealizado em um volume total de 500 yL, em placas de 24
pocos, onde em cada pocgo tinha100 uL de solugado contendo os ovos (total de 100
ovos) e 400 pL dos tratamentos(5mg de massa, diluidos em agua)ou 100 uL de
solugdo contendo os ovos com 400 pL de agua destilada para o controle, sendo
tanto nostratamentoscomo no controle realizadas triplicatas. Apdés montadas, as
placas forammantidas emcamara incubadora BODa 27°C, sem fotoperiodo, por 24

horas. Ao final desse periodo avaliou-se a taxa de eclosao sob estereomicroscoépio.

3.6Avaliagao da toxicidade (Teste de seguranca)

O teste de toxicidade oral foi realizado segundo os protocolos experimentais
OECD 407 (2008) e OECD 421 (2001) modificados e estda demonstrado na Figura 5.

3.6.1Exposi¢cao dos animais para os testes de toxicidade

Os animais (camundongos) receberam os extratos por gavagemorogastrica
para os testes de toxicidade aguda e subcrénica. O extrato e as fragdes foram
administrados na forma de solugdo aquosa e como veiculo, agua destilada. Em

todos os testes houve um grupo controle, tratado apenas com o veiculo.
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3.6.2Toxicidade aguda e subcrénica

Neste estudo, foramutilizados 103 animais, 100 separados em 10 grupos, com
dez animais (5 machos e 5 fémeas), onde cada grupo recebeu trés doses de
concentragdes diferentes (5, 50 e 300 mg/Kg) para cada tratamento (extrato bruto,
fragdo proteica e compostos secundarios) e controle(agua destilada).Trés fémeas
foram utilizadas para adicéo e conclusao do teste de toxicidade aguda com dose de
2000 mg/Kg, onde foram observados por 24 horas a presenga de mortalidade nos
animais para classificagdo de seguranga aguda e dosagem, como demonstrado na

figura 5.

5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais

5 mg/Kg 50 mg/Kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais

GHS Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 Categoria 5 ou
»>0-5 mg/Kg »5-50 mg[l(g >50-300 mg/Kg >300-2000 mg/Kg »2000-5000 nio classificado

" s,

e T IEE Bl KN KX KX £ K E) E
(me/Ke)

Figura 5: Fluxograma descrevendo metodologia do teste de toxicidade aguda descrito pela OECD
421;0,1,2,3: numero de animais mortos; GHS: Sistema de Classificagdo Mundial Harmonizado; Fonte:
OECD (2001).

3 (50mg/Kg) Outro

Na 12 etapa

3 (300mg/Kg) Outro

resultado Na 12 etapa resultado

Observou-se 0s animais quanto as alteracbes comportamentais nos quinze
minutos, trinta minutos, uma hora, duas horas, trés horas, seis horas, doze horas e
24 horas ap6s a administragao dos tratamentos para avaliagdo da toxicidade aguda,
apds este periodo a observacdo ocorreu todos os dias subsequentes a
administracdo até o décimo quarto dia,sempre a mesma hora (08:00)e assim
avaliada a toxicidade subcronica, de acordo com o screening hipocratico para

observacao destes parametros.
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Figura 6: Linha do tempo do teste de toxicidade em camundongos apds administragao de extratos e
fragbes de M. Oleifera. Fonte: Elaborado pela autora da pesquisa.

Os tratamentos foram diluidos em agua destilada, devido ao extratoe fragdes
serem soluveis nesta, e o volume final ndo excedeu 0,5 mL, volume maximo para
administragdo em camundongos.

No décimo quinto dia, apds jejum de 12 horas, todos os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, seguido de guilhotina para coleta de sangue
por esgotamento para testes bioquimicos e entdo foram retirados o coragéo, o

figado e os rins por meio de laparotomia para analises histologicas (figura 6).

3.6.3 Observacgao dos sinais de toxicidade (screeninghipocratico)

Para a realizacdo das observacdes das alteracbes comportamentais, foi
utilizado o screeninghipocraticoatravés do qualse registraramos seguintes
comportamentos dos animais:piloereg¢ao, contorgdo, cambalhotas, lambidas, pulsao
sexual, sonoléncia, agitacao, agressividade, rodopiar e morte. As observagdes foram
realizadas em diferentes periodos durante o dia, apdés a administracdo dos
compostos, que foi de quinze minutos, trinta minutos, uma hora, duas horas, trés
horas, seis horas, doze horas e 24 horas (toxicidade aguda) e, a partir de entéo,

periodicamente, até o 14° dia para toxicidadesubcrdnica (Tabela 1).
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Tabela 1: Esquema utilizado para avaliagdo do screening hipocratico, onde os numeros 1 a 5 indicam
a quantidade de animais acometidos pelas alteragdes comportamentais estudadas.

GRUPO
B 1° Dia

ALTERACAO 15 min. 30 min. 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas hc:rzas 2°Dia 3°Dia 4°Dia
Contorgao 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Piloeregao 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Cambalhotas 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Lambidas 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Pulsdo Sexual 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Sonoléncia 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Agitacao 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Agressividade 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Rodopiar 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Morte 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
ALTERACAO 5° Dia 6° Dia 7° Dia 8° Dia 9° Dia 10° Dia 11° Dia 12° Dia 13° Dia | 14°Dia
Contorgao 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Piloeregao 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Cambalhotas 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Lambidas 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Pulsao Sexual 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Sonoléncia 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Agitacao 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Agressividade 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Rodopiar 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345
Morte 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345 12345

Fonte: elaborada pelo autor.

3.6.4Avaliagcao ponderal

Os animais foram pesados em balanca semi-analiticaantes da administracao
dos seus respectivos tratamentos durante todos os dias para adequagao das doses.

Os 6rgaos estudados (coragao, figado e rim)foram pesados no final do experimento.

3.6.5 Analises bioquimicas

Os testes de creatinina, aminotransferase de aspartate (AST) e
aminotransferase de alanine (ALT) foram realizados a partir do sangue dos animais
coletados no final dos experimentos, em tubos sem anticoagulante. O sangue foi
centrifugado e recuperado o soro. As dosagens foram feitas utilizando kits LABTEST
e a leitura espectrofotométrica foi realizada em analisador de bioquimica automatica
modelo LABMAX-560.
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3.6.6Necropsia e histopatolégico

Ao final da exposi¢cdo aos tratamentos, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical seguido de guilhotina e submetidos alaparotomia para
retirada e avaliagao dos érgaos estudados.

Para os exames histopatolégicos foram coletadas amostras de figado, rim e
coracgao e fixadas em solugao formol neutro e tamponado a 10%. Apds fixagao de 24
horas, os 6rgaos foram desidratados em séries crescentes de etanol (70-100%),
exposi¢cao em xilol, seguido de inclusdo em parafina histolégica. Foram feitos cortes
e fixados em laminas para posterior coloragdo com hematoxilina e eosina (HE). As

laminas foram avaliadas em microscopio 6ptico em um aumento de 400x.

3.7Determinacao do esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal

O esvaziamento gastrico e o transito gastrintestinal foramdeterminados a partir
de uma técnica descritapor (Bertaccini&Scarpignato, 1982).

Os animais, em jejum de 12 h, foramdivididos em sete grupos (n = 6) e tratados
por via oral com agua, extratos e fragbes deM. oleiferaem duas concentracbes
distintas (50 e 300 mg/Kg). Ap6s 1 h, foi administrada também por via oral, uma
solugao glicosada a 5% contendo o corante vermelho de fenol, numa concentragao
de 0,50 mg/mL e depois de 15 minutos, os animais foram eutanasiados para a
retirada do estdbmago e intestino delgado em duas partes iguais (proximal- logo apds

o estdmago e distal) como demonstrado na figura 7.

Figura7 :Apos a eutanasia do camundongo submetido ao teste de esvaziamento gastrico,
demonstrando estdbmago e o comprimento total do intestino que foi separado em partes iguais.
Circulo amarelo indica o estbmago. Reta amarela indica a diviséo do intestino em proximal e distal.
Fonte: elaborada pelo autor.

Os 6rgéao foram colocados em uma solugédo de 50 mL de NaOH (0,1 N) e

homogeneizados por 30 segundos recuperando uma amostra de 10 mL para
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centrifugacdo por 10 minutos em 2800 rpm. Em seguida as proteinas foram
precipitadas adicionando uma solugéo de acido tricloroacético (TCA) e centrifugando
novamente por 20 minutos em 2800 rpm. 3mL do sobrenadante foram adicionados a
4 mL de NaOH (0,5 N) e realizada leitura em espectrofotdmetro sob um comprimento
de onda de 560 nm. Os resultados foram analisados e calculadas a retengao

fracional (%) do corante em cada 6rgao.

3.8 Analise estatistica

A anadlise estatistica dos dados foi realizada por meio do software
GraphPadPrism versdo 5.02 para Windows, GraphPad Software, San Diego,
California EUA (Copyright © 1992-2009 GraphPad Software, Inc). Os resultados
obedeceram a uma distribuicdo paramétrica e fordo analisados por Analise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc). Os
valores foram representados pela Média + Erro Padrao da Média (EPM). O critério

de significancia utilizado foi p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise do perfil protéico dos tratamentos por eletroforese em gel de

poliacrilamida na presencga de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).

Quanto ao perfil eletroforético dos tratamentos (Figura8) foi possivel verificar
uma quantidade variavel de bandas no extrato bruto, estando estas menoresque 97
kDa, com uma banda prevalente a altura de 6,5 kDa. Na fragao protéica(D12) foi
possivel constatar a mesma banda do extrato na altura de 6,5 kDa e que esta nao
esteve presente na fracdo que continha os compostos secundarios com nenhuma

evidencia de material protéico.

Figura 8:Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) na presenca de SDS, de extratos e fragbes de
sementes de Moringa oleifera. Bandas protéicas coradas com CoomasieBrilliant Blue G250 e
contendo 5ug de proteinas. M: Marcador de massa molecular; Exb: Extrato bruto; D12: Fragéo

proteica menor que 12 kDa; C2: Compostos secundarios.Fonte: elaborada pelo autor.
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4.2 Potencial nematicida dos tratamentos pelo teste parasitolégico de eclosao

de ovos de nematoides in vitro
O potencial nematicida dos extratos e fracdes de M. oleifera foi verificado de

acordo com a taxa de inibicdo da eclosédo dos ovos de helmintos quando em contato

com a dosagem de 5 mg dos tratamentos (Figura 9).
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Figura 9- Taxa da inibicao da eclosédo dos ovos de helmintos quando em contato com os tratamentos
(5mg /0,5 ml).Exb: Extrato bruto; D12: Fragdo proteica menor que 12 kDa; C2: Compostos
secundarios.” p<0,05 em relagéo ao grupo Controle. (ANOVA, Newman-Keuls).Fonte: elaborada pelo
autor.

Os extratos e fragdes tiveram uma atividade na inibicdo da eclosdo dos ovos
elevada (Exb: 93,70% +1,635);D12: 96,79%+ 2,00;C2: 100%+ 0,0 ). Com os
resultados apresentados, reforgca-se o potencial nematicida presente em M. oleifera
tanto no sinergismo das substancias presentes no extrato, como também em fragdes
protéica e etandlicas, podendo estas atuar como nematicidas naturais, no controle

do ciclo de vida dos helmintos de caprinos.
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4.3Testes de toxicidade aguda e subcrénica

Para determinar a seguranga do extrato aquoso e das fragdes protéica e néo
protéica (compostos secundarios) de sementes com casca de M. oleifera foram
realizados ensaios baseando-se em protocolos experimentais da OECD com
algumas adaptagdes. Foi observada auséncia de toxicidade dos tratamentos como

descrito a seguir.

4.3.1 Taxa de sobrevida dos animais e alteragbes comportamentais

A taxa de sobrevida dos animais foi de 100% (Tabela 2) em todos os grupos
experimentais, ou seja, ndo houve morte dos animais por administragdo do controle
(dgua destilada), nem dos tratamentos em todas as doses, tanto no teste de
toxicidade aguda (doses: 5,50,300 e 2000 mg/Kg) com administragdo Unica, como
no teste de toxicidadesubcronico (doses: 5,50 e 300 mg/Kg) apos 14 dias de
administracao repetidas (Tabela2). Considerando o fluxograma de toxicidade aguda
(figura 5), pode-se considerar os extratos e fracbes de M. oleifera com DL50 maior
que 2000 mg/Kg, sendo classificadas no grupo 5 de seguranga, ou seja, séo
substancias seguras para administracdo em experimentos e possivelmente em
humanos e animais, porém estes resultados precisam ser confrontados com as
alteragdes comportamentais, niveis de ALT, AST, creatinina e analise
histopatolégica de érgaos realizadas apds os 14 dias de tratamento para reforgar a
seguranca e baixa toxicidade.

De acordo com o screening hipocratico, nao houve alteragdes
comportamentais nos grupos experimentais controle (agua destilada) e tratamentos
(Exb, D12 e C2) em todas as doses utilizadas, constatando que ndo houveram sinais

relacionados ao aparecimento de toxicidade (Tabela 2).
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Tabela 2: Taxa de sobrevida e alteragdes comportamentais em camundongos tratados com Exb
(Extrato bruto), D12 (Fragao protéica) e C2 (Compostos secundarios) nas doses 5, 50 e 300 mg/Kg
ao longo dos 14 dias de tratamento.

Alteracoes

Tratamento Taxa de sobrevida .
comportamentais

Controle 100% -
Exb5 100% -
Exb 50 100% -
Exb 300 100% -
D125 100% -
D12 50 100% -
D12 300 100% -
C25 100% -
C250 100% -
C2 300 100% -

Fonte: elaborada pelo autor.

4.3.2 Niveis séricos de enzimas hepaticas

Para a constatacdo de seguranga na administracdo oral dos tratamentos
resultando em uma preservacdo da fisiologia hepatica, foram realizadas provas
bioquimicas estabelecendo dosagens séricas de AST e ALT na maior dosagem (300
mg/ Kg). A figura 10 mostra a dosagem de AST em machos e fémeas, onde os
animais tratados com exb tiveram niveis mais baixos (165+ 39,7 U/L) em relagao aos
grupos controle (212,4+ 52,79 U/L), D12 (197,2+23,11 U/L) e C2 (204,1+54,40 U/L),
porém sem diferengas estatisticas entre os grupos.

Os resultados das dosagens séricas de ALT estdo apresentados na figura 11,
demonstrando uma reducédo dos niveis nos grupos Exb (44,11+8,2 U/L) e D12
(47,34+7,5 U/L) frente ao controle (53,3317,3 U/L) e C2 (54,7948,01 U/L), porém
sem diferengas estatisticas entre os grupos.

Os resultados das dosagens de enzimas hepaticas demonstraram que nao
houve alteragao significativa nos niveis destas, detectando que ndo houve um
aumento da funcdo no figado, reforcando a seguranga na administracdo dos

compostos testados.
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Figura 10: Niveis séricos de AST em camundongos machos e fémeas tratados com Agua (controle),
Extrato bruto (Exb), fragéo protéica (D12) e Compostos secundarios (C2) de M. oleifera(300 mg/Kg). *
p<0,05 em relagéo ao grupo Controle. (ANOVA, Newman-Keuls). Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 11: Niveis séricos de ALT em camundongos machos e fémeas tratados com Agua (controle),
Extrato bruto (Exb), fragdo protéica (D12) e Compostos secundarios (C2) de M. oleifera (300 mg/Kg).*
p<0,05 em relagcéo ao grupo Controle. (ANOVA, Newman-Keuls). Fonte: elaborada pelo autor.
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4.3.3 Niveis séricos de creatinina

Para avaliacdo da funcao renal foram realizadas dosagens nos niveis séricos
de creatinina. Os grupos Exb (1,357+0,58mg/dL) e C2 (1,490+0,33 mg/dL)
apresentaram resultados maiores que o controle (1,220+0,20 mg/dL) e D12
(1,167+0,14 mg/dL), porém sem diferenca estatistica significante como demonstrado
na figura 12.0s resultados indicam que a administragdo dos compostos néo alterou

a funcao renal.
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Figura 12: Niveis séricos de creatinina em camundongos machos e fémeas tratados com Agua
(controle), Extrato bruto (Exb), fragédo protéica (D12) e Compostos secundarios (C2) de M. oleifera
(300 mg/Kg). * p<0,05 em relacdo ao grupo Controle. (ANOVA, Newman-Keuls). Fonte: elaborada

pelo autor.

4.3.4 Peso dos orgaos dos animais

O peso dos orgaos foi avaliado na perspectiva de observar alguma
visceromegalia. Os resultados nao demonstraram diferengas estatisticas do controle
concluindo que o tamanho dos ¢rgdos nao foiafetado com a exposicdo ao

tratamento como mostrado na tabela 3.
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Tabela 3: Peso dos 6rgaos dos animais apds exposicao repetida por 14 dias de Extrato bruto (Exb),
Fracao protéica (D12) e compostos secundarios (C2) de M. oleifera em trés doses: 5, 50 e 300 mg/Kg
ou agua (controle). Dados séo apresentados como média + E.P.M. (ANOVA, Newman-Keuls).

Tratamentos Coracao (g) Figado (g) Rim(g)

Controle 0,161+0,0197 1,188+0,350 0,226+0,043
Exb5 0,161+0,032 1,188+0,130 0,226+0,052
D125 0,165+0,025 1,107+0,200 0,229+0,062
C25 0,165+0,042 0,998+0,127 0,223+0,054
Exb 50 0,163+0,05 1,120+0,280 0,226+0,085
D12 50 0,163+0,020 1,120+0,136 0,226+0,035
C250 0,165+0,021 1,120+0,170 0,226+0,033
Exb 300 0,163+0,022 1,120+0,254 0,226+0,054
D12 300 0,16310,021 1,120+0,244 0,226+0,081
C2 300 0,163+0,038 1,120+0,199 0,226+0,073

Fonte: elaborada pelo autor.

4.3.5 Analise histopatoldgica

Para verificar possiveis alteracbes estruturais, foi realizada a analise
histopatolégica de coragdo, figado e rim. Em todos os tratamentos testados nao
foram observadas alteragdes patoldgicas significativas, nem mesmo na maior dose
(300 mg/Kg), como demonstrado nas figuras 13, 14 e 15 com imagens histolégicas
do coragéao, dofigado e do rim, respectivamente, dos grupos tratamentos e controle,
onde os 6rgdaos mantiveram sua morfologia geral preservada, com células tipicas
parenquimatosas e estromais e auséncia de infiltrados celulares e pontos de lesoes,

indicando uma possivel biocompatibilidade in vivo.



42

Figura 13: Analise histopatoldgica do coragéo (400x, coloragdo HE). A: Controle, B: Extrato bruto 300
mg/Kg, C: Fragao Protéica 300 mg/Kg, D: Compostos secundarios 300mg/Kg. Cardiomidcitos dentro
do padrao da normalidade, com eosinifilia citoplasmatica tipica e nucleos basofilicos preservados.
Fonte: elaborada pelo autor.

R e e

Figura 14: Analise histopatoldgica do figado (400x, coloragdo HE). A: Controle, B: Extrato bruto 300
mg/Kg, C: Fragao Protéica 300 mg/Kg, D: Compostos secundarios 300mg/Kg. Hepatdcitos dentro do
padrao da normalidade, com binucleacgao tipica e presencga de capilares sinusoéides (S)
caracteristicos. Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 15: Analise histopatolégica do rim (400x, coloragao HE). A: Controle, B: Extrato bruto 300
mg/Kg, C: Fragao Protéica 300 mg/Kg, D: Compostos secundarios 300mg/Kg. Presenga de
Glomérulos renais (GR) e tubulos contorcidos (*) proximais e distais com padrdes de morfologia
dentro da normalidade. Fonte: elaborada pelo autor.

4.4Determinacao do esvaziamento gastrico

A fim de estabelecer possiveis eventos no TGl com a administracdo dos
tratamentos foi realizado o experimento de EG. A figura 16 demonstra a retengao
fracional no estbmago apds 15 minutos de administragcdo do corante vermelho de
fenol, onde se constatou um aumento da retengéo significativa no grupo Exb
(46,21+8,48%)e C2 (46,09+4,5%) na dose de 300 mg/Kg em relagdo ao controle
(17,5344,01%), retardando assim o EG. No grupo D12 ndo houve diferenca
significativa nas doses de 50 (21,59+6,0) e 300 (29,5615,34) mg/kg em relagcdo ao
controle.

A figura 17 demonstra a retengao fracional na primeira parte do intestino onde
apenas C2 na dose de 300 mg/Kg (17,9816,2%) teve diferenca estatistica do

controle (37,98+2,87%) com diminui¢cao da retengéo fracional.
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Figura 16: Retencéo fracionalno estdbmago do corante vermelho de fenol, apds 15 minutos de
administragéo. Extrato bruto (Exb), fragcéo protéica (D12) e Compostos secundarios (C2) de M.
oleiferanas doses 50 e 300 mg/Kg. * p<0,05 em relagao ao grupo Controle. (ANOVA, Newman-Keuls).
Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 17: Retencéo fracional do corante vermelho de fenol no intestino proximal, apds 15 minutos
de administragc&o. Extrato bruto (Exb), fragao protéica (D12) e Compostos secundarios (C2) de M.
oleiferanas doses 50 e 300 mg/Kg. * p<0,05 em relagdo ao grupo Controle. (ANOVA, Newman-Keuls).
Fonte: elaborada pelo autor.
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Os valores da retencéao fracional na ultima parte do intestino estdo expressos
na figura 18, onde apenas Exb 300mg/Kg (13,47+6,0%) teve resultados significativos

de diminuicado da retengao em relagao ao controle (44,50+5,60).
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Figura 18: Retencao fracional do corante vermelho de fenol no intestino distal, apés 15 minutos de
administragdo. Extrato bruto (Exb), fracdo protéica (D12) e Compostos secundarios (C2) de M.
oleiferanas doses 50 e 300 mg/Kg. * p<0,05 em relagdo ao grupo Controle. (ANOVA, Newman-Keuls).
Fonte: elaborada pelo autor.
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5DISCUSSAO

A utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de diversos disturbios
patolégicos tem sido justificada atualmente devido a essas causarem uma
diminuicdo no acumulo de substéncias quimicas pelo organismo, a diminuigdo de
eventos adversos relativos a drogas sintéticas e porque estas produzem efeitos
farmacoldgicos significativos bem como a facilidade no acesso devido a grande
biodiversidade existente (RODRIGUES et al., 2010).

Na atualidade,estudos toxicoldgicos sobre plantas medicinais tém se tornado
escassos devido ao foco de grupos de pesquisas em descobertas de atividades
farmacoldgicas inovadoras, porém estes estudos sao importantes e indispensaveis
para comprovar a seguranga de administragdo, pois ao contrario do que grupos
populares pensam, substancias ativas oriundas de produtos naturais causam danos
a saude se nado utilizados de maneira correta, com dosagens e posologia bem
estabelecidas (AMADI et al., 2018; LEE, 2015; MOURA et al., 2012).

Moringa oleifera, pertencente a familia das Moringaceae, € descrita na
literatura com diversas atividades farmacolégicas comoanti-diabéticas,
antiinflamatdrias, antitumorais, antioxidantes, antimicrobianas e o seu estudo tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos a fim de descobrir e isolar novas
substancias ativas para producao de farmacos inovadores (MBIKAY, 2012).

A composi¢cdo da planta estudada neste trabalho possui diversas moléculas
bioativas, podendo estasserem de origem protéica como relatado por Ferreira et al,
2009, que observaram atividade larvicida sobre Aedes Aegypti de proteinas com
massa abaixo de 12 kDa, ou de origem do metabolismo secundario como moléculas
os glicosinolatos,com atividades antinociceptivasdescrita por Santos, 2014.

A presencga de nematoides gastrintestinais em caprinos é um fato relevante e
causam perdas consideraveis de produgao por comprometerem animais infectados,
estes podendo até chegar a o6bito. Esses parasitas tém-se mostrado com um alto
poder de resisténcia ao tratamento atual que se baseia na administracido de anti-
helminticos, drogas quimicas que podem acumular residuos em produtos da
caprinocultura como carnes e leite (CORREA, 2013). A utilizagdo de plantas para
controle desses nematoides se caracteriza como tratamento alternativo e trabalhos
atuais demonstraram um alto poder desses compostos sobre o ciclo de vida desses
parasitas (ADEMOLA, ELOFF, 2011).
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Os resultados deste trabalho demonstraram um alto potencial nematicida dos
compostos de M. oleiferaestudados com taxas de inibicdo da eclosdo de ovos de
helmintos maiores que 93% corroborando com estudos atuais que também
demonstraram uma alta eficacia da planta sobre ovos de nematdidesgastrintestinais
(SALLES et al., 2014).

A toxicidade de compostos oriundos de diversas partes de M. oleiferacomo
flores, folhnas e sementes é descrita na literatura por alguns autores como relatado
por Ferreira et al., 2009,quando houve acentuada mortalidade em larvas de Aedes
Aegypty e em camundongos nas doses de 550 e 700 mg/Kg em testes de toxicidade
aguda administradas via intraperitoneal. Estudos em peixes demonstraram uma
reducdo de parametros hematoldgicos como glicose, hematdcrito, hemoglobina e
enzimas hepaticas (KAVITHAet al. (2012), e taxa de mortalidade de elevada em
zebrafish, relacionando com uma possivel ecotoxicidade. Adedapo, Mogbojuri
eEmikpe (2009) e Araujo et al. (2013) demonstraram que o extrato aquoso de folhas
de M. oeifera causaram letargia e alteragbes sanguineas como discreta anemia em
camundongos.Awodeleet al. (2012) utilizando o extrato aquoso de folhas de M.
oleifera revelou que estes ndo possuem toxicidade se administrados por via oral,
mas 0 mesmo nao ocorre se a administracdo ocorrer por via intraperitoneal onde a
DL 50 foi de 1585 mg/Kg.

Lesbes no figado por administragdo de drogas e compostos para fim
farmacolégico podem ser reveladas e acompanhadas por alteracbes em enzimas
especificas como as transaminases AST e ALT, estas estdo no interior dos
hepatdcitos e sdo responsaveis pela metabolizacido de substancias. Quando estao
em niveis séricos elevados indicam um possivel extravasamento das células devido
a lesdes, por isso a dosagem destas deve ser realizada na triagem de novos
farmacos e substancias (AMADI et al., 2018; KHATTAB et al., 2015).

Os resultados deste trabalho demonstraram que a administracéo oral repetida
por 14 dias de extratos e fragdes de M. oleifera nao alterou estatisticamente os
niveis de AST e ALT em camundongos, concordando com diversos autores que
relatam niveis dentro do padrao da normalidade destes marcadores com a utilizagao
de plantas da familia Moringaceae (AWODELEet al, 2012, KIM et al., 2018). EL-
Haket al.(2018), demonstraram que a utilizagdo de extratosdiminuiu estes indices.

Concluindo assim que com os niveis de AST e ALT sem aumento estatistico
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provavelmente ndo houvecomprometimento da funcdo renal, nem a presenca de
metabalitos que poderiam ser téxicos.

A avaliagao da fungao renal com a utilizacdo de medicamentos e substancias
€ de fundamental importancia, sendo os rins a principal via de excregao do
organismo. A creatinina € uma substéncia presente no sangue e excretada nos rins,
niveis séricos altos deste marcador indicam uma possivel lesdo renal por um
disturbio na filtragdo de substancias (SAWANTet al., 2018). Os resultados deste
trabalho demonstraram niveis séricos de creatinina dentro do padrao da normalidade
como relatado também por Awodeleet al., 2012 na avaliagdo da creatinina em
animais submetidos a tratamentos orais com extrato aquoso de folhas de M. oleifera.

A analise histologica revelou preservagao de morfologia em coracgéo, figado e
rins, sem a presenca de infiltrados celulares, pontos de lesdes, hiperemia aparente,
nem acumulo de substancias que indicariam possiveis danos ou aumento de funcao
nos 6rgaos estudados, pela administragdo das substancias testadas.

Corroborando com os resultados, alguns autores nao encontraram lesdes
evidentes nestes 6rgdos com o uso de extratos deM. Oleifera(AWODELEet al,,
2012, KIMet al., 2018), porém Santos, 2016, descreveu um acumulo de glicogénio
em hepatdcitos e uma maior eosinofilia nos tubulos contorcidos distais dos rins de
animais submetidos a tratamento com compostos isolados dos Isotiocianatos de M.
oleifera o que poderiam ocasionar futuras lesées. Provavelmente o fator protetor dos
tratamentos utilizados neste trabalho foi o sinergismo de varias substancias contidas
nos extratos e o estudo de substancias isoladas sobre o aparecimento de sinais
téxicos faz-se necessario para comprovar essa hipotese.

Estudos sobre o sistema e o transito gastrintestinal, submetidos a exposi¢céao de
M. oleifera e seus metabdlitos sdo escassos e pouco discutidos na literatura atual. O
potencial antiulcerogénico é o mais estudado demonstrando um efeito protetor da
planta sobre este sistema (CHOUDHARY, BODAKHE, GUPTA, 2013). A fim de
avaliar o comportamento do transito gastrintestinal sobre a administracdo dos
tratamentos (Exb, D12 e C2)[foi realizado o teste de esvaziamento gastrico e
verificou-se uma taxa de retencdo estomacal maior e significativa estatisticamente
na dose de 300 mg/Kgnos grupos Exb e C2 demonstrando um retardo no tempo de
esvaziamento gastrico que estaria relacionado a presenca de compostos
secundarios. Mecanismos de atraso no EG por interagdo com os C2 de M. oleifera

precisam ser estudados para comprovar esta hipotese.
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O retardo do tempo de esvaziamento gastrico pode ser positivo se adicionar o
fato desta planta ter também um potencial antidiarréico como demonstrado por
Saralayaet al.(2010),onde a utilizagdo do extrato hidroalcodlico, onde também estao
presentes os compostos secundarios, da raiz de M. oleiferanao causaram disturbios
gastrintestinais e possiveis eventos adversos como diarréias, que sdo sintomas
recorrentes em infecgbes parasitarias e na utilizacdo de alguns tipos de plantas
medicinais, estas causando irritagdes na parede do intestino por liberacéo de certos
metabdlitos podendo ocasionar lesdes futuras (NICOLLETIet al., 2007).

Também ao fato de ser um possivel aliado no controle da obesidade,
aumentando a saciedade pelo aumento da retencdo gastrica como descreve Kim et
al. (2017) e por também extratos hidroalcoolicos de Moringa inibirem enzimas
intestinais e pancreaticas como a a-glicosidasee a lipase (TOMAet al., 2014),
respectivamente. Porém o uso deve ser avaliado se combinado com patologias

neste sistema que ja retardam o EG como gastroparesia e refluxo gastroesofagico.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel concluir que a administragao oral do extrato aquoso
de Moringa oleifera, bem como suas fragdes protéicas e etandlica, contendo
compostos secundarios, no protocolo estudado, ndo apresentaram toxicidade,e nao
causaram eventos adversos significativos no sistema gastrintestinal, em
camundongos, classificando-as como substancias seguras, apresentando estas um
elevado controle nas fases de vida livre de nematdides gastrintestinais de caprinos

com alto potencial para produ¢ao de um bionematicida natural.
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