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PERFIL QUIMICA E ATIVIDADE TOXICOLOGICA DO EXTRATO ETANOLICO
DAS FOLHAS FRESCA E DAS CAPSULAS COMERCIAIS DE Moringa oleifera Lam.

Francisca Daliane severino da sival, José Walber Gongalves Castro 2
Raira justino Oliveira Costa 3

RESUMO

Objetivou-se com esse estudo realizar uma analise do perfil quimico e atividade toxicoldgica
do extrato das folhas e de cépsulas comerciais de Moringa oleifera Lam.. A prospeccao
fitoquimica foi realizada através da metodologia qualitativa com um principio elucidativo das
classes de metabdlito secundarios, identificou-se a presenca: saponinas, antociadinas,
antocioninas, flavonois, alcaloides, xantonas e fenois. Nos ensaios de toxicidade, cada extrato
foi testado em sete concentragdes (1.000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL,
25 pg/mL, 10 pg/mL). No bioensaio com Artemia salina 0 EEFMO apresentou CL 50 = 120
pMg / mL e 0o ECMO CL 50 = 83,65 pg / mL, sendo considerados toxico. Na citoxicidade os dois
extratos provocaram lise total das hemécias nas concentragdes de 1.000 pg/ml e 500 pg/ ml.
Diante do que foi discutido no referido estudo, pode- se concluir que existe uma diferenca de
perfil quimico entre o EEFMO e ECMO de M. oliefera, e que embora os dois extratos
analisados tenham demostrado atividade toxicologica no bioensaio com A. salina e na
citoxicidade em hemacias, houve uma diferenga de CLso e do dano eritrocitdrio apos a
exposi¢ao aos extratos analisados.

Palavras-chaves: Moringa. Artemia salina. Citotoxicidade em Hemécias.

CHEMICAL PROFILE AND TOXICOLOGICALACTIVITY OF THE ETHANOL
EXTRACT OF FRESH LEAVES AND COMMERCIAL CAPSULES OF Moringa
oleifera Lam

ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the chemical profile and toxicological activity of the
ethanolic extract of fresh leaves and commercial capsules of Moringa oleifera Lam. the
presence of: saponins, anthocyanins, anthocyanins, flavonols, alkaloids, xanthones and
phenols. In toxicity assays, each extract was tested at seven concentrations (1,000 pg/ml, 500
pg/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml). In the bioassay with Artemia
salina, the EEFMO presented CL 5o = 120 pg/ mL and the ECMO CL 50 = 83.65 pg / mL, being
considered toxic. In terms of cytotoxicity, both extracts caused total lysis of red blood cells at
concentrations of 1,000 ng/ml and 500 pg/ml. In view of what was discussed in that study, it
can be concluded that there is a difference in the chemical profile between the EEFMO and
ECMO of M. oliefera, and that although the two extracts analyzed have demonstrated
toxicological activity in the bioassay with A. salina and in cytotoxicity in red blood cells, there
was a difference in CLso and erythrocyte damage after exposure to the analyzed extracts.
Keywords: Moringa. Phytochemistry. Saline brine. Cytotoxicity in RBCs.

1 INTRODUCAO

Discente do curso de Biomedicina. dalianebiol9@gmail.com. Centro Universitario Dr. Ledo Sampaio.
Docente do curso de Biomedicina. josewalber@leaosampaio.edu.br. Centro Universitario Dr. Ledo Sampaio.
Docente do curso de Biomedicina. raira@leaosamapio.edu.br. Centro Universitario Dr. Ledo Sampaio.



mailto:dalianebio19@gmail.com
mailto:josewalber@leaosampaio.edu.br
mailto:raira@leaosamapio.edu.br

A utilizagdo das plantas medicinais, no tratamento e prevengdo, das mais diversas
patologias é parte importante da medicina tradicional desde o inicio da civilizacdo humana,
abrange uma diversidade de conhecimento e praticas, baseado no conhecimento empirico
(NASCIMENTO et al., 2022).

Esses vegetais sintetizam compostos quimicos bioativo, dos quais podem ser obtidos
medicamentos fitoterapicos, ou isolar substancias com propriedades farmacolédgicas que podem
ser sintetizadas para producdo de drogas industrializadas (MOURA; NEVES & CORADIN,
2021).

No entanto alguns desses compostos bioativas, pela inalagéo, ingestdo ou contato podem
alterar o conjunto funcional orgénico do individuo, podendo conduzir a efeitos biologico
diversos e graves ao individuo e até o Obito, denominada de toxicidade (VIEIRA &
FERNANDES, 2021).

A toxicidade de um vegetal ocorrem pela sintese de metabolitos secundarios como:
alcaloides, terpenos e compostos fendlicos. Dentre as espécies amplamente utilizado na
medicina tradicional, destacamos Moringa oleifera Lam., pertence a familia das Moringaceae
e é nativa da india, embora seja bastante difundida em paises tropicais (SEIFU & TEKETAI,
2020; VALADAS et al., 2021).

A M. oleifera é amplamente utilizada e estudada no tratamento de agua, como
suplemento alimentar e na medicina tradicional. Seu extrato apresenta diversos componentes
como terpenos, flavondides, taninos, alcaldides, além de um composto secundario majoritario,
0s glucosinolatos (CHENG., et al 2019; SEIFU & TEKETAI, 2020).

Devido a esta variedade de componentes varias atividades farmacoldgicas podem ser
atribuidas a essa espécie, no entanto, € importante observar possiveis eventos toxicos tanto de
extratos como de compostos isolados. A partir deste tipo de estudo pode-se obter informacdes
quanto atividade bioativa e potencialidades de uma espécie vegetal (DANTAS et al,. 2020).

Com relacdo a espécie M. oleifera, essas pesquisas sdo escassas e ndo ha dados que
assegurem o seu uso. Portanto, em junho de 2019 através da Resolu¢do N° 1.478, a ANVISA
determinou a proibicdo da comercializacdo, de todas as formas de apresentacdo, que possuem
M. oleifera em sua composi¢do, uma vez que ndo ha comprovacao de seguranca de uso desse
vegetal (ANVISA, 2019).

Mesmo diante da proibicao, existe inimeros produtos denominados e/ou constituidos
de Moringa oleifera que vém sendo irregularmente comercializados e divulgados com diversas

alegacdes como por exemplo: cura de cancer, tratamento de diabetes, doengas cardiovasculares,



anti-inflamatorio, hipotensivo antibacteriano e como suplemento alimentar. Esses produtos nao
possui teste de estabilidade, eficacia e seguranga, nem tampouco informag¢des quanto a:
composi¢do quimica, presenca de excipientes, lote, responsavel técnico, contra indicagoes,
reacOes adversas (BRASIL, 2019),

Dessa forma, 0 objetivo deste trabalho foi realizar a analise do perfil quimico e atividade
toxicolégica do extrato etandlico das folhas e de cédpsulas comerciais de Moringa oleifera
(LAM).

2 METODOLOGIA

O estudo foi conduzido de acordo com um delineamento laboratorial experimental,
utilizando o bioensaio com Artemia salina, teste de citoxicidade em hemacias, alem da
prospeccdo quimica do extrato etandlico da espécie M. oleifera e das capsulas comerciais

produzidas a partir da mesma.

2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DOS EXTRATOS

O material vegetal (folhas de M. oleifera) foi coletado na zona rural da cidade do Crato
- CE, Latitude: 7° 13' 46" Sul, Longitude: 39° 24' 32" Oeste, em agosto de 2022. E identificado
no laboratorio de botanica da Universidade Regional do Cariri- URCA, pela professora Dra.
Maria Arlene Pessoa da Silva, e a exsicata depositada no Herbario Caririense Dardano de
Andrade-Lima tombo n° 15.496. Ja as capsulas foram adquiridas em uma loja de produtos
naturais também na cidade de Crato — CE.

Para o extrato das folhas 200 g de folhas frescas de M. oleifera lavadas e picadas, foram
imersas em 2 L de alcool absoluto 99,5 % por 72 horas, em seguida foi filtrado e levado ao
evaporador rotativo a 40°C, e posteriormente ao banho Maria a 37° C, para obtencdo do extrato
bruto de 6, 475 g, rendimento de 7,797 %. Para o extrato das capsulas foram realizados testes
de solubilidade do conteddo das mesma, e identificouse que o tween 80 foi que consegui 0
melhor resultado. Assim 6,5 g do conteudo das capsulas foram dissolvido em 13 ml de tween
80.

2. 2 PROSPECCAO FITOQUIMICA



A prospeccdo fitoquimica foi realizada atraves da metodologia descrita por Matos et al
(2014). Com um principio elucidativo das classes de metabdlito secundarios baseando-se na
observacdo de intensificacdo da cor e formacdo de precipitado apo6s adicdo de reagentes
especificos nas solugdes das amostras. O extrato etandlico das folhas de M. oleifera (EEFMO)
e 0 extrato das capsulas de M. oleifera (ECMO) foram dissolvidos em 30 mL alcool 70%, e
distribuindo em 7 tubos.

Para o teste de Fendis foram adicionadas 3 gotas de Cloreto Férrico 10 % nas amostras.
Para o teste Antocianinas, Antocianidinas e Flavondides, as amostras foram acidificadas com
acido cloridrico (HCL) e alcalinizadas com Hidroxido de Sodio (NaOH) e para o teste de
Leucoantocianidinas, catequinas e flavononas, foram utilizados HCI e NaOH para mudangas
de pH, em seguida foram aquecidos, e observado modificacdo na cor e formacéo de precipitado

Para a analise de saponinas, cada extrato, foi diluido em 5 mL de agua destilada e 2 mL
cloroférmio, a fracdo aquosa foi retirada e a solucdo agitada no vortex, e observado a formacéo
de espuma.

Para determinacéo de alcaloides 0,2 g de cada extrato foi diluido em 100 mL de acido
acetico, aquecido, levados a um funil de separacéo e alcalinizados com hidréxido de potéassio
10%, em seguida foi adicionado 15 mL de cloroférmio. Uma aliquota foi retirada e adicionado

3 gotas do reagente de Drangendorff, para posterior anélise da formacéo de precipitado.

2. 3 AVALIACAO TOXICOLOGICA EM Artemia salina LEACH.

No bioensaio com A. salina a metodologia utilizada foi adaptada de Lindsay; Metcalf
& Codd (2006). Os cistos permaneceram por 24 horas sob iluminacdo e oxigenacdo em agua
marinha artificial 36 g/L, com pH entre 8,5 — 9,0, para eclosao.

Os extratos (EEFMO e ECMO) foram diluidos em &gua marinha para obtencédo de sete
concentragdes (1.000 pg/mL, 500 pg/ml, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10
pg/mL). Também foi preparado o controle negativo com solu¢do marinha (CNSM) e o controle
positivo (CPSM), diluindo 0,1 g de dicromato de potassio em 100 mL de 4&gua marinha.

Foram distribuidos 10 mL das concentracfes dos extratos (EEMO e ECMO) e dos
controles (CNSM e CPSM) para tubos de ensaio e transferidas 10 unidades de A. salinas para
cada recipiente. Os tubos permaneceram sob iluminacéo por 24 horas. Todos os grupos foram
testados em triplicata. Apos 24 horas, foi quantificada as A. salinas vivas e mortas em cada tubo

e foi feita uma média desses valores para obter o calculo da concentracao letal (CL5o).



A anélise do ensaio da toxicidade com A. salina e a CLso (Concentracéo Letal Mediana)
+ desvio padrdo foi definido pelo método Probit, utilizando software STATPLUS® 2009, com
95% de intervalo de confianga.

2.4 CITOXICIDADE EM HEMACIAS

O sangue utilizado foi doado pelos préprios autores, colhido no anticoagulante citrato
de sddio. A avaliacdo da fragilidade osmotica das células vermelhas sanguineas foi realizada
seguido metodologia descrito por Barros e colaboradores (2016).

A suspensdo de hemacias (600 pL) previamente lavadas com solucdo salina foi incubada
com as concentracfes dos extratos (EEFMO e ECMO). Foram preparadas sete concentracoes
(2.000pg/mL, 500pg/mL, 250ug/mL, 100pug/mL, 50pg/mL, 25ug/mL, 10 pg/mL) dos extratos,
diluidos em Dimetil Sulfoxido (DMSOQO) a 1% e solugéo salina 0,9 %. Apos a incubagdo as
amostras foram levadas ao banho-maria (37°C) por 30 min, e adicionado 2100 pL de solucéo
salina e incubados por mais 30 min. Os controles foram agua destilada e NaCl (0,9%).

ApoOs o tempo determinado foram centrifugados (3.500rpm por 15 seg.) e seus
sobrenadantes foram isolados e lidos em espectrofotémetro de massa (540nm) o restante foram
ressuspensas em 2mL de solucdo salina para confeccbes de esfregacos que foram corados

(Leishman) e lidos em microscopia optica (x100).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, é possivel observar os metabdlitos identificados na analise qualitativa dos
extrato etandlico das folhas fresca de M. oleifera (EEFMO) e extrato das capsulas de M. oleifera
(ECMO) e as divergéncias entre o perfil quimico dos extratos analisados.

A partir da analise qualitativa do perfil quimico dos extratos, percebeu-se que alguns

compostos identificados foram semelhantes e outros diferem com os encontrados na literatura.
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Tabela 1: metabdlitos secundérios identificados na analise fitoquimica do EEFMO e ECMO.

Metabolitos (EEFMO) (ECMO)
Alcaloides + -
Taninos - -
Fendis - +
Saponinas + +
Antocianidinas + +
Antocioninas + +
Flavonois + +
Xantonas + -
Leucoantocianidinas + +
Flavonas + +
Catequinas + +

Fonte: dados da pesquisa

Legenda: (+) positivo composto presente, (-) negativo composto ausente.
(EEFM) extrato etandlico das folha de M. oleifera, (ECMO) extrato da
capsulas comeciaias de M.oleifera .

A presenca de flavonas e saponinas no EEFMO e ECMO e de alcaloides no EEFMO, é
corroborado por estudos de Mahdi et al. (2017). Leoni et al. (2015) identificou no extrato
etanolico das folhas de M. oleifera: flavonoides, alcaloides, glucosinolatos, isotiocianatos,
taninos, saponinas, oxalatos e ftalatos, destes, trés corroboram com esta pesquisa. Ja Saraiva et
al. (2018) em estudo com extrato etanodlico das folhas da M. oleifera apresentou alcaloides e
flavonoides o que também corrobora com os resultados desta pesquisa.

Compostos como: catequinas, leucoantocianidinas, antocianinas, antocianidinas e fends
identificados no extrato etandlico das folhas fresca de M. oleifera (EEFM) além dos fendis
identificados no extrato das capsulas de M. oleifera (ECMOQO) sdo escassos 0s estudos na litura
com o extrato das folhas de M. oleifera que cite a presenca dos mesmos.

Segundo Mohammed et al. (2018); Ziane et al. (2019) e Passos et al. (2012) fatores
como: Sazonalidade, ritmo circadiano e clima em que uma vegetal é coletada, além da forma
de processamento do extrato, também podem influenciar na quantidade e natureza dos
constituintes bioativos presente no vegetal. Justificando a diferenca de perfil quimico entre os
extratos analisados e outros estudos publicados além das diferencas de atividade toxicélogica

entre os dois extratos usados na pesquisa.
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Quanto aos testes de toxicidade em A. salina, foram observadas 100% de morte
microcrustaceos nas concentragdes 1.000 pg/ mL e 500 pg/ mL nos dois extratos avaliados.
N&o houve morte de nenhuma A. salina no teste controle negativo, demostrando que as mortes
foram resultantes unicamente da acdo dos extratos.

Apos a quantificacdo da média de A. salinas morta, foi obitida a CL s0de=120 pg /mL
para o extrato etandlico das folhas fresca de Moringa oleifera (EEFM) e CL 50=83,65 pug / mL
para o extrato das capsulas comérciais de Moringa oleifera (ECMO).

De acordo com os critérios adotados por Meyer et al. (1982), CL 5o inferior a 1000 pg/
mL permite considerar um composto toxico, logo podemos afirmar que o EEFMO e 0 ECMO
demostraram toxicidade nos teste com A. salina.

Sousa et al (2018) detectou uma DL so= 132,6 g / mL do extrato etanolico das folhas
de M. oliefera, quando testado frente A. salina, sendo o mesmo considerado toxico e
corroborando com o presente estudo.

Porém esses dados sdo discordantes dos estudos de Santos (2022) e Mioduski (2014)
com o extrato etandlico da folhas de M. oleifera, que concluiram a partir do estudo toxicolégico
com A. salina que o extrato etandlico das folhas de M. oleifera, ndo apresentou toxicidade.

As diferencas a respeito dos metabolitos secundarios e da toxicidade encontrados neste
trabalho em relacéo aos de outros autores, pode ser justificada pelo fato de que o0s constituintes
fitoquimicos de espécies vegetais sofrem influéncia qualitativa e quantitativa das variacdes
climaticas e geograficas a que sdo expostos (NASCIMENTO et al., 2008).

Ainda em relacdo a toxicidade de M.oleifera, foi analisado o seu efeito em hemaécias.
Apos a incubacao das heméacias com as concentrac@es do extrato foi analisada a absorbancia da
solucdo para analise de lise celular e a morfologia da célula. No grafico 1, temos a absorbancia
da solucdo de hemacias quando exportas aos EEFMO e ECMO.

Onde pode-se observa que na concentracdo de 1000 pg/ mL o ECMO teve maior

absorbéancia, porém o EEFMO teve maior absorbancia que o ECMO em concentracdes menor.
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Gréfico 1: absovancia da solucéo de heméacias quando exposta as concentragdes do
extratos analisados EEFMO e ECMO.

Absorvancia dos EEFMO e ECMO
0,08

0,06
0,04 /
0,02 /HV/

0 200 400 600 800 1000
—8—ECMO - EEFMO CN

Fonte: dados da pesquisa

Legenda: (EEFMO) extrato etan6loco da folhas de M. oleifera, (ECMO) extrato das capsulas de M.
oleifera, (CN) controle negativo.

Apos a leitura do sobrenadante foram realizados esfregacos apds a ressuspensdo dos
precipitados. Na figura 1. é possivel observar a morfologia das hemécias apds a exposicao ao
EEFMO e ECMO. O EEFM provocou lise quase total das heméacias na concentracdo de 1.000
Mg/ mL, e lise parcial e macrocitose em 500 pug/mL, ja o ECMO provocou lise parcial das
hemécias na concentracao de 1.000 pg/mL, e em todas as concentragdes testadas se observou

macrocitose e anisocitose para o extrato das capsulas.

Figura 1: morfologia das hemacias apds exposi¢cdo aos extratos EEFMO e ECMO

EEFMO 1.000 pg/mL. EEFM 500 pg/mL ECMO 1.000 pg/mL. ECMO 500 pg/mL
Fonte: primaria Fonte: primaria

Em estudos de Younus et al (2015) o extrato etandlico de folhas de M. oleifera
mostrou-se citotoxico em concentragdes de 1.000 pg/ml e 400 pg/ml, dados que corroboram

com os encontrados nesse estudo. Jung et al, (2015), mostrou que o extrato de M. oleifera



13

mostrou citotoxidade para as células tumorais de carcinoma hepatocelular o que demonstra um
potencial uso dessa espécie.

Segundo Copetti & Toniazo (2005) a presenca de metabolitos como alcaloides,
saponinas e catequinas, predispGe a efeitos toxicos de vegetais, justificando a toxicidade dos
dois extratos testado nesse estudo. Tanto o EEFMO quanto o ECMO, possuiam na sua
composi¢do saponinas e catequinas, e 0 EEFMO possuia, além dos dois metabolitos citado
anteriormente, os alcaloides.

As diferencas dos resultados nos testes de toxicidade em A. salina e citotoxicidade em
hemacias quando comparado o EEFMO e o ECMO podem possuir relacdo com as diferencas
encontradas na andlise fitoquimica, pois, como dito por Pereira e colaboradores (2019) os
metabolitos secundarios podem ser diversos e representarem atividades bioldgicas distintas.

Como dito por Rossi et al. (2014), drogas vegetais e fitoterapicos podem apresentar
algumas impurezas como: outros 6rgaos da prépria planta diferente da parte usada, fragmentos
de outras plantas, desde que esses elementos nao caracterizem falsificacdo ou adulteracdo do
material, 0 que corrobora com a diferenca de perfil quimico entre 0 EEFM e 0 ECMO.

A RDC 26, de maio de 2014, disp0e sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e
drogas vegetais (ANVISA, 2014). Essa resolugédo diz que, um fitoterapico deve possuir testes
ndo clinicos e clinicos de seguranca, eficacia e estabilidade. No rotulo deve conter: nome
cientifico da planta, responsavel técnico, data de fabricacdo, validade, nimero de lote,
concentracdo da droga, indicacdes e contraindicacfes, deve possuir ainda bula contendo
informacGes de composicao quimica, excipientes, reacdes adversas, entre outros.

A cépsula de M. oleifera testada cumpre apenas os requisitos de, data de fabricacédo e
validade, CNPJ e concentracdo da droga que é de 500 mg no rétulo, ndo cita presenca de
excipiente, informa ser produzida somente com o extrato das folhas desidratas da M. oleifera,
faz indicacdo de uso pediatrico, ndo faz alerta para contra indicacGes e possivéis efeitos
adversos, ndo possuindo informagfes essenciais para um fitoterapico, logo ndo estdo em

conformidade com a RDC 26, de maio de 2014, ndo podendo ser consumida com seguranca.

4 CONCLUSAO

Diante do que foi discutido no referido estudo, pode- se concluir que existe uma

diferenca de perfil quimico entre 0 EEFMO e ECMO de M. oliefera, compostos como
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alcaloides e xantonas estdo presentes somente no EEFMO, enquanto que os fendis estdo
presentes apenas no ECMO.

Outro ponto a ser destacado nesse estudo, é que os dois extratos estudados EEFMO e o
ECMO, se mostraram toxicos em A. salina e em hemécias 0s dois extratos provocaram danos
eritrocitarios nas concentracdes de 1000 pg / mL e 500 pg / mL. Porém houve diferengas na
CL 5o dos extratos bem como nos dados nas hemacias o que demonstra que outros fatores podem
contribuir para que plantas da mesma espécie apresentem acdes bioldgicas diferentes.

Dessa forma, destaca-se a importancia da analise de espécies vegetais em relacdo a sua
toxicidade e do cuidado em relacdo a utilizacdo dessas espécies e dos produtos fabricados a
partir das mesmas. Tal fato, possui maior relevancia uma vez que a espécie em questdo tem seu
uso proibido pela ANVISA e mesmo assim fitoterapicos produzidos a partir desse vegetal séo

comercializados livremente, podendo causar danos aos consumidores.
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