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RESUMO

A Moringa oleifera Lam. é uma hortalica arbérea, pertencente a familia moringaceae, de
origem indiana, cultivada principalmente em lugares com climas tropicais secos em varias
regides do mundo. Devido a sua bioatividade, ganhou enorme atencéo na ultima década,
0 que acarretou a elevada exploracdo e compreensao das suas funcdes farmacolégicas
e mecanismos subjacentes. O objetivo deste estudo consistiu caracterizar a composi¢ao
de extratos hidroalcéolicos de Moringa oleifera Lam através de ensaios fitoquimicos,
cromatogréficos e atividade antioxidante obtidos em diferentes épocas de coleta. A coleta
das amostras (pé e chd) foi realizada no Centro de Ciéncias Agrérias (CECA) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) em Rio Largo-AL (2019) e no povoado sitio
saldo no municipio Inhapi-AL. As amostras foram submetidas a extracdo hidroalcodlica. A
metodologia adotada inclui Atividade antioxidante (DPPH), determinacdo do teor de
flavonoides totais, determinacdo de Fendis totais, analises de HPLC-DAD e LC-
Orbitrap_ESI-FTMS. O ensaio da capacidade de sequestro de radicais DPPH das
amostras 2019 P6 demostraram bons resultados com alta capacidade antioxidante para
extrato MO50% (>85%), seguido dos extratos MO40% (>62%), extrato MO30% (30,42%)
e extrato MO20% (21,33%), também sendo perceptivel que a capacidade antioxidante foi
concentracdo dependente. As amostras de extratos de MO po6 coletadas em 2021
demostraram que os extratos coletados em junho, julho e agosto usando alta percentagem
de alcool (50% e 75%) durante processo extrativo apresentou resultado de IC50 menor
que 50 pg/mL. As amostras de MO cha coletadas em 2021 consolidou o estudo da
atividade antioxidante, mostrando que extratos hidroalcoo6licos com menor percentual de
alcool (extrato MO25% cha), apresentou menor atividade antioxidante que os extratos
com maior percentual de alcool utilizados na extracdo (MO50% cha e MO75% cha). As
amostras de MO pé apresentaram maior capacidade antioxidante que as amostras MO
cha. As amostras de MO p¢ exibiram teores totais de flavonoides significantes entre 1,14%
a 2,35%, destacando-se os meses de junho p6é 50% com 2,35% e agosto pé 75% com
2,00%, 1,14% agosto p6 50%, enquantos os meses de janeiro e fevereiro exibiram valores
entre 0,67% e 0,98% de flavonpoides totais, respectivamente. A analise do teor de fenois
totais demonstrou alto teor nos meses de sol intenso com valores de 13,39% e 8,38%
para os meses de janeiro e fevereiro, respectivamente; enquanto que os meses de chuvas
(junho, julho e agosto) apresentaram minima variagdo com valores entre 5,39% (julho) e
5,78% (junho). O ensaio de LC-MS usando método dos padrdes analitico identificou a
presenca dos flavonoides acido caféico, acido 2-coumarico, umbeliferona, acido p-
coumarico, vitexina, rutina, quercetina, kaempferol, luteolina, apigenina, pinocembrina em
alta intesidades nas amostras de extrato de moringa fevereiro e julho p6 75%. O ensaio
LC-MS também detectou a presenca de isoquercitrina, quercetina 3-O-malonylglucoside
(m/z 550.0927), kaempferol 3-O-(6""-malonylglucoside) (m/z 489.1493) e kaempferol 3-O-
glucoside (m/z 447.2616) conhecido como astragalina baseado em dados da literatura
cientifica. De um modo geral a atividade antioxidante eo teor de flavonoides dos extratos
de MO p6 aumentaram nos meses de chuvas intensas (junho, julho e agosto), diminuindo
significativamente nos meses com baixa precipitagdo. Enquanto o teor de fenois totais
foram maiores nos meses de sol intenso e menores nos meses de chuvas. Os dados LC-
MS corroboram esta informag&o com menores valores para acido ferulico e acido caféico
(amostra de fevereiro) e maiores valores de flavonoides (vitexina, rutina, quercetina,
kaempferol, luteolina) na amostra de julho.

Palavras-chave: Moringa oleifera; marcadores fitoquimicos; variagdo sazonal; capacidade
antioxidante.



ABSTRACT

Moringa oleifera Lam is a tree vegetable, belonging to the moringaceae family, of Indian
origin, cultivated mainly in places with dry tropical climates in various regions of the world.
Due to its bioactivity, it has gained enormous attention in the last decade, which has led to
increased exploration and understanding of its pharmacological functions and underlying
mechanisms. The aim of this study was to characterize phenolic phytochemical compounds
and antioxidant activity of hydroalcoholic extracts of Moringa oleifera Lam at different
collection times. The collection of samples (powder and tea) was carried out at the Centro de
Ciéncias Agrarias (CECA) from the Federal University of Alagoas (UFAL) in Rio Largo-AL
(samples 2019) and in the village Sitio Saldo in the municipality of Inhapi- AL. The samples
were submitted to hydroalcoholic extraction. The methodology adopted includes Antioxidant
activity (DPPH), determination of total flavonoids content (AICI3), determination of total
phenols (Folin-Ciocauteal), analysis of HPLC-DAD and LC- Orbitrap_ ESI-FTMS. The DPPH
radical scavenging capacity assay of the 2019 Powder samples showed good results with
high antioxidant capacity for MO50% extract (>85%), followed by MO40% extract (>62%),
MO30% extract (30.42%) and extract MO20% (21.33%), also being noticeable that the
antioxidant capacity was concentration dependent. Samples of MO powder extracts collected
in 2021 showed that extracts collected in June, July and August using a high percentage of
alcohol (50% and 75%) during the extractive process showed an IC50 result of less than 50
pg/mL. The MO tea samples collected in 2021 consolidated the study of antioxidant activity,
showing that hydroalcoholic extracts with a lower percentage of alcohol (MO25% tea extract)
had lower antioxidant activity than the extracts with a higher percentage of alcohol used in
the extraction (MO50% tea and MO75% tea). The MO powder samples showed higher
antioxidant capacity than the MO tea samples. The MO powder samples exhibited significant
total flavonoid contents between 1.14% and 2.35%, highlighting the months of June powder
50% with 2.35% and August powder 75% with 2.00%, 1, 14% August powder 50%, while the
months of January and February showed values between 0.67% and 0.98% of total flavonoids,
respectively. The analysis of the total phenol content showed a high content in the months of
intense sunlight with values of 13.39% and 8.38% for the months of January and February,
respectively; while the rainy months (June, July and August) showed minimal variation with
values between 5.39% (July) and 5.78% (June). The LCMS assay using the analytical
standards method identified the presence of acid flavonoids caffeic acid, 2-coumaric acid,
umbelliferone, p-coumaric acid, vitexin, rutin, quercetin, kaempferol, luteolin, apigenin,
pinocembrin at high intensities in samples of moringa extract February and July 75% powder.
The LC-MS assay also detected the presence of isoquercitrin, quercetin 3-O-
malonylglucoside (m/z 550.0927), kaempferol 3-O-(6""- malonylglucoside) (m/z 489.1493)
and kaempferol 3-O-glucoside (m/z 447.2616) known as astragalin based on scientific
literature data. In general, the antioxidant activity and flavonoid content of MO powder
extracts increased in the months of heavy rainfall (June, July and August), decreasing
significantly in the months with low rainfall. While the total phenol content was higher in the
months of intense sunshine and lower in the rainy months. The LC-MS data corroborate this
information with lower values for ferulic acid and caffeic acid (February sample) and higher
values for flavonoids (vitexin, rutin, quercetin, kaempferol, luteolin) in the July sample.

Keyword: Moringa oleifera; Phytochemical markers; seasonal variation; antioxidant capacity.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre o uso de plantas € amplo, tendo em vista que as
espécies utilizadas como medicamentos geralmente ocupam uma posicao
predominante e significativa nos resultados das investigagbes botanicas e
etnobotanicas de uma regido ou grupo étnico determinado (SINGH, 2020). Nos ultimos
anos, estudos quimicos e farmacolégicos das substancias bioativas derivadas de
plantas tiveram um grande impulso. Estas pesquisas tém como finalidade a obtencéo
de novos compostos que possuam propriedades terapéuticas e/ou nutritivas
(ARAUJO-LEONIDIO et al., 2019).

Dentre essas plantas, a Moringa oleifera Lam se destaca devido sua ampla
diversidade de funcionalidades. E caracterizada arborea de origem indiana, com
crescimento rapido podendo atingir de 7 a 12m (PEREIRA et al., 2014); cultivada
principalmente em lugares com climas tropicais secos em varias regiées do mundo
(ESTRADA-HERNANDEZ; HERNANDEZ-RODRIGUEZ; GUERRERO-PRIETO,
2016). Esta hortalica se adaptou satisfatoriamente as condi¢des do clima e solo do
semiarido do nordeste brasileiro (SOUZA et al., 2015), e apresenta capacidade de
sobreviver em diversas condi¢des climaticas (FALOWO et al., 2018). Ainda, a planta
€ de rapido crescimento com aplicacdes variadas na agricultura, medicina, pecuaria,
sistemas humanos e outros bioldgicos (NDUBUAKU et al., 2015).

E considerada uma das arvores mais Uteis do mundo (KHALAFALLA et al.,
2010), tendo importancia alimentar em suas folhas, flores, vagens e sementes; e
notoriedade medicinal em todas as partes da planta (SANTOS, 2014). Sua utilizacao
em produtos dietéticos humanos e pecuarios tem apresentado alto valor nutricional
(FALOWO et al., 2018). Estudos recentes tém mostrado que a composicao de
nutrientes nas folhas, sementes e caules da M. oleifera sdo ricos em proteinas,
aminoacidos essenciais, minerais, vitaminas e outros compostos bioativos (MOYO et
al., 2012; VALDEZ-SOLANA et al., 2015).

Considerando essas funcionalidades, a bioatividade de M. oleifera ganhou
enorme atencdo na Uultima década, o que acarretou a elevada exploracdo e
compreensdao de suas fungbes farmacolégica (bacteriana, antioxidante,
antineoplasicas) e mecanismos subjacentes (NORONHA; MEDEIROS; DIAS
PEREIRA, 2018). Tendo em vista as qualidades supracitadas e as possibilidades

relacionadas a M. oleifera, o objetivo foi realizar um estudo de sazonalidade de
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Moringa oleifera Lam, produzida no sertdo de Alagoas, monitorando a composi¢cao

quimica e atividade antioxidante no periodo de julho 2019, janeiro a setembro de 2021.



17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Moringa (Moringa oleifera Lam)
2.1.1 Distribuicdo geografica

A Moringa oleifera Lam é uma arvore que se originou no nordeste da india,
sendo amplamente distribuida no sul do Himalaia, Bangladesh, Afeganistdo e
Paquistdo (PEREZ; SANCHEZ; REYES, 2010). Além disso, é aceita em varios
paises do sudeste asiatico, América Central, sul da Asia, Peninsula Arabica, Africa
tropical, Caribe e América do Sul (OLOYEDE et al., 2016) e no semiarido do nordeste
brasileiro (GALLAO et al., 2006). O Nordeste da Africa o centro de diversidade da
familia, com nove espécies. No Brasil, € conhecida no estado do Maranhéo desde
1950 e usada como planta ornamental, tendo em vista o desconhecimento do seu
uso como hortalica (AMAYA et al.,1992).

Esta hortalica se adapta as condicbes climaticas, crescendo em areas
tropicais, subtropicais, terras quentes e secas (OLOYEDE et al., 2016). Seu cultivo
vem se estendendo por todo o semiarido nordestino, por apresentar condicdes de
cultivo diversas em solos duros, pesados, pobres em nutrientes, acidos e alcalinos
(ph 4,5 - 8). No entanto, seu desenvolvimento e fertilidade é maior em solos neutros
e ligeiramente alcalinos (SOSA-RODRIGUES et al., 2017). Pode ser cultivada até
1.400 metros de altitude, em quase todos os tipos de solos, menos naqueles onde
h& possibilidade de que o terreno fique encharcado (JESUS et al., 2013).

2.1.2 Uso na medicina

Todas as partes da moringa sdo ditas como sendo de valor medicinal
(SANTOS, 2014), e séao utilizadas no tratamento de doencas e na producao de
farmacos contra bactérias, fungos, virus e outros patdgenos em seres humanos
(FALOWO et al., 2018).

De acordo com Ruiz et al. (2012), apresentam propriedades medicinais, entre
as quais destacam-se: estimulante cardiaco e circulatério, antineoplasica,
antipirética, antiepilética, antiespasmaodica, diurética, hepatoprotetora. Biswas et al.
(2012) corrobora com estes achados relatando que o uso das partes da moringa

para tratamento de diferentes doencas humanas resultou em efeitos
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farmacoldgicos que incluem: acédo antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria e
analgésica, antioxidante, anti-hipertensivo, cardioprotetora anestésica e atividade
de cicatrizacao de feridas.

Ainda, alguns estudos relatam efeito melhoria da viséo, agilidade mental e
resisténcia 6ssea. Enquanto beneficio potencial tem acdo em desnutricdo, fraqueza
geral, melhorando a saude de maées lactantes, na menopausa, depressdo e
osteoporose (KUETE, 2017). Vale salientar que as folhas ja foram usadas para
combater desnutricao, principalmente entre em bebés (MOYO et al., 2011).

2.1.3 Caracteristicas botanicas

A moringa Oleifera Lam pertencente a familia moringacea (Figura 1) contém
apenas um género e 14 espécies (ANWAR et al., 2007). E uma arvore arbérea,
semi- espelhada a vertical, de pequeno porte, podendo chegar a sete metros de
altura (GUALBERTO et al., 2014), que apresenta elevada capacidade de adaptacao
a condicdes climaticas e a solos aridos (LORENZI; MATOS, 2002; OLSON; FAHEY,
2011), tipicos, por exemplo, do sertdo nordestino (GUALBERTO et al., 2014). E
conhecida como lirio branco e quiabo de quina (SOSA-RODRIGUES et al., 2017),

acdcia branca, arvore-rabanete-de-cavalo e cedro (PEREIRA et al., 2014).

Figura 1 — Aspectos macroscopico de folhas de Moringa oleifera Lam

Fonte: Plantei, 2019.

A altura da planta varia de 5 m a 12 m com uma copa aberta em forma de
sombrinha, tronco ereto (10cm-30cm de espessura) com casca esbranquicada,
esponjosa (RANGEL, 1999). Em relacdo a suas folhas, sdo bipenadas com sete
foliolos pequenos em cada pina (SOUZA; LORENZI, 2008). Suas flores sdo

agrupadas em inflorescéncias terminais do tipo cimosa, de coloracdo amarelo-
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palidas, perfumadas, muito procuradas por abelhas e passaros (KIILL et al.,2012),
gue sdo nos agentes polinizadores de suas flores (GUALBERTO et al., 2014). Os
frutos, quando secos, abrem-se longitudinalmente em trés partes. As sementes sao

marrons escuras com trés asas e aspecto de papel (RANGEL, 1999).

2.1.4 Caracteristicas Fitoquimicas

O rico perfil fitoquimico e os avancgos nas técnicas biotecnolégicas levaram a
geracdo de novos caminhos voltados para o aprimoramento do valor comercial
geral da M. oleifera (GRUPTA et al., 2018). Além disso, os fitoquimicos contidos na
referida planta sdo de alto interesse por causa de seu valor medicinal (SARALAYA
et al., 2010). Esta planta apresenta propriedades funcionais, além de conter uma
variedade de compostos que sdo comumente referidos como metabdlitos
secundarios ou fitoquimicos (FALOWO et al., 2018). Possui alto valor nutricional
devido a esses numerosos compostos presentes em todas as suas partes
(MANSOUR et al, 2019), sendo mais de 200 compostos identificados a partir de
suas folhas, caule, raiz e semente, os quais podem ser classificados em grupos
como cetonas de hidrocarbonetos, acidos graxos, alcoois, aldeidos, terpenos e
outros (FALOWO etal., 2018).

Através de estudos fitoquimicos em M. oleifera, foi revelado que folhas e
sementes possuem elevado teor de proteinas com 20% e 36,9% respectivamente
(PEIXOTO et al., 2011). Ja Passos et al. (2012) mostra que pode haver variacdes
na composi¢ao quimica de folhas e sementes de moringa oleifera a depender da
parte da planta, clima, tipo de solo e uso in natura ou fresco.

Outras pesquisas revelaram por meio de analise das fontes fitoquimicas que
existe uma variedade de metabolicos na composicdo quimica das folhas de
moringa, sendo identificados os seguintes constituintes: carotenoides, polifendis,
alcaloides isotiocianatos, taninos, saponinas e oxalatos. Foram detectados também
os fitoquimicos bioativos: acidos fendlicos, glucosinolatos e flavonoides (MAGHU;
SHARMA; YOUNIS, 2017). Para acrescentar, Stohs e Hartman (2015),
identificaram os fitoquimicos proeminentes: acido clorogénico, rutina, Kampferol,
ramnoglicosidico, miricetina, benzilamina, derivados de acido salicilico (acido

galico, acido cumarico, e acido cafeico); e os glicosidios: Niaziminina e Niazinina.
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2.1.4.1 Flavonoides

Os flavonoides sao os compostos mais diversificados do reino vegetal (figura
2), possuem uma estrutura basica constituida de C6-C3-C6, suas principais classes
sao as antocianinas, flavanas, flavonas, os flavonois e isoflavonoides (SILVA, 2015;
LOPES et al., 2010). O que varia é sua estrutura caracteristica ao redor do anel de
oxigénio heterociclico, fazendo com que elas sejam encontradas em diferentes
fontes naturais como, por exemplo, as flavanonas ocorrem predominantemente em
frutas citricas, flavonas em ervas, isoflavondides em leguminosas (PETERSON;
DWYER, 1998). Conforme a figura abaixo.

Figura 2 — Estrutura fundamental dos flavonoides e sua numeragao

Fonte: Simdes, 2017.

Flavonoides sdo biossintetizados a partir de um derivado do acido cinamico
(trans-4-cumarato), o qual € obtido a partir do metabolismo dos aminoé&cidos
fenilalanina ou tirosina. O trans-4-cumarato age como precursor na sintese de um
intermediario, ao qual sdo adicionados trés residuos de malonato e posterior
ciclizacdo da estrutura, por meio de subsequentes hidroxilacbes e reducdes,
diferentes flavonoides sdo formados (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997;
PIETTA, 2000; OLDONI, 2007).

Os flavonoides tém como caracteristica atuar como uma barreira quimica de
defesa, contra microorganismos (fungos, bactérias e virus), insetos e herbivoros,
Além de regular as reag¢des enzimaticas fornecendo o flavor em alguns produtos e
contribuindo para a defesa das plantas que se da devido a capacidade que ele
apresenta sobre a faixa ultravioleta (UV) e do visivel de absorcdo de radiagédo
(COOPER-DRIVER, 2001).

Vale salientar que os flavonoides podem ser encontrados nas folhas, raizes,
flores e sementes de M.oleifera (ONSARE e ARORA, 2015; WANG et al., 2017);
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Suas folhas destacam-se por apresentar uma grande quantidade de kaempferol,
guercentina e apigenina que se apresentam em forma de glicosidios ligados a
fracbes de acucares como a hexose , entretanto , seu conteudo pode variar de
acordo com as condi¢cdes ambientais (ONO et al., 2010; BRUNETTI et al., 2013;
MAKITA et al., 2016).

2.1.4.2 Glucosinolatos e Isotiocianatos

Os glicosinolatos e isotiocianatos estéo relacionados com as propriedades
nutritivas especificas de Moringa oleifera, e por esse motivo, vem se destacando no
panorama da pesquisa (LOPEZ-RODRIGUEZ et al., 2020; FAHEY et al., 2018). Os
glucosinolatos  (B-tioglucosideo-N-hidroxissulfatos), sédo  sintetizados por
determinados aminoécidos, originando a cadeia lateral (R), e determinam também
a classificagdo dos compostos em alifaticos, aromaticos ou indol, sendo esta
caracteristica dependente do aminoacido precursor (fenilalanina, triptofano e
metionina) (FAHEY; ZALCMANN; TALALAY, 2001; COLLETT; STEGELMEIER;
TAPPER,2014;DENGetal., 2015; FOSTER et al., 2015).

Somente os glucosinolatos foram identificados na M. oleifera (BENNETT et
al., 2003; AMAGLO et al., 2010). Na literatura, o principal glucosinolatoidentificado
na Moringa é o 4-(a-L-ramnopiranosiloxi) benzil glucosinolato, também conhecido
como glucomoringina (MALDINI et al., 2014). Na glucomoringa, € possivel
identificar as raizes, caules, flores, vagens, folhas e sementes, sendo estes dois
ultimos os locais de maiores concentracdes, podendo chegar a 78 mg/100mg e
8620 mg/g, respectivamente (PAIXAO et al., 2021).

Estes compostos sdo decompostos durante o metabolismo por enzimas
vegetais. Conhecidas como mirosinases ou enzimas salivares que transformam
glicosinolatos em isotiocianatos (ITCS), ente eles o sulforafano (SNF) (-) - [1-
isotiocianato-4-(metilsufinil) -butano], um composto natural que possuem
propriedades antioxidantes, inflamatdrias e modula o risco de diabetes tipo 2(TD2)
(figura 3) (GUERRERO-BELTRAN et al., 2010).
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Figura 3 — Formagcéo do sulfurafano (SNF) por hidrolise enzimatica da glicorafanina

Fonte: Adaptado de MELROSE, 2019.
2.1.5 Atividades Biolégicas
2.1.5.1 Propriedade antioxidante

A propriedade antioxidante de Moringa pode ser atribuido a presenca de
compostos fendlicos como carotenoides, flavonoides e vitamina C que foi
confirmado pelo rastreamento fitoquimico do extrato hidroetanélico em Moringa
oleifera Lam (BISWAS et al., 2012; FALOWO et al., 2018).

Vale salientar que a atividade antioxidante de extratos da folha de M. oleifera
tem sido relatada por muitos autores (SREELATHA; PADMA, 2009; SULTANA et
al., 2009; SINGH et al., 2009). Sanganna et al. (2016) em um estudo in vitro através
do modelo xantina oxidase, observou que o0s extratos metandlicos das folhas
exibiram atividade antioxidante, com valores de concentracao inibitéria de 50% (IC
50) de 30mL.

Estudos tém mostrado que as folhas de M. oleifera séo ricas fontes de
antioxidante devido a presenca de varios fitoquimicos como polifendlicos,
carotenoides, a-tocopherol, acido ascoérbico e varios aminoacidos (SULTANA,
2008; SAINI et al., 2014; RADY; MOHAMED, 2015). Outros estudos envolvendo o
potencial antioxidante, anti-inflamatorio e antiartritico de M. oleifera tem sugerido
que os flavonoides e fendlicos nos extratos vegetais sejam responsaveis pelas
atividades agudas antioxidantes e anti-artrite (SALLEM; SALEEM; AKTAHR, 2020).



23

Os glucosinolatos e isotiocianatos tém despertado grande interesse em
virtude das suas propriedades antioxidante (LOPEZ-RODRIGUEZ et al., 2020). O
mecanismo SFN (figura 4) € responsavel pela protecdo das células contra o dano
oxidativo, induzindo as enzimas da desintoxicacéo da fase 2. O mecanismo de acao
ocorre a partir da ativagdo nuclear E2, cuja enzima é mediada pelo fator de
transcricao eritréide nuclear tipo 2 (Nrf2), (SONG et al., 2009; CHENG et al., 2019),
que através da quebra do completo atua formando junto com a proteina 1 associado
a Kelch do tipo ECH (reserva 1). Na saida do complexo, o SFN atua no ndcleo da
célula através do elemento de resposta antioxidante (ERE), modulando a expressao
génica das enzimas antioxidantes NADPH quinona oxidorredutase (NQO1),
hemeoxigenase-1 e a glutamilcisteina ligase, cuja interacdo sera realizada com o
mitdgeno ativado via de proteina quinase (SANTOS SILVA et al., 2022).

Figura 4 — Mecanismo de acao do sulfurafano via Nrf2

CITOPLASMA CELULAR

TRANSCRICAO
GERAL

Fonte: Adaptado de Fuentes, Paredes-Gonzalez e Kong (2015).

O potencial antioxidante dos isotocianatos € também relatado por Giacoppo
et al. (2017) administraram glucomoringina e glucomoringina-isotiocianatos em
sementes de M. oleifera em camundongos machos C5TBL/6 acometidos com
doenca de Parkinson subaguda. Apds o pré-tratamento com isotiocianatos, 0s
cérebros dos camundongos apresentaram reducéo dos niveis de TNF-a e IL-1p,
inferindo uma possivel a protecdo dos isotiocianatos contra danos neuronais.

Cheng et al. (2019) descreveram a ativacéo da via Nrf2 em células HepG2-

C8 tratadas com glucomoringina-isotiocianatos nas concentracoes de 1,25, 2,5e 5
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MM, inferindo o efeito antioxidante devido ao aumento da expressao dos genes e

proteinas relacionadas ao Nrf2.

2.1. 5. 2 Propriedade antimicrobiana

As propriedades antimicrobianas de M. oleifera sdo devido a compostos
sintetizados no metabolismo secundario da planta (MOYO; MASIKA; MUCHENJE,
2011). Por isso, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos para avaliar as
propriedades antimicrobianas da M. oleifera em extratos de folhas, resultando em
um amplo uso no tratamento de doéncas humanas (OLUDURO, 2012; MOYO,;
MASIKA; MUCHENJE, 2011; MOURA et al., 2015).

Estudo de Moura et al. (2015) diferente especificidade entre o extrato e as
fracOes de proteinas precipitadas sobre bactérias sugere que esta planta contém
diferentes agentes antibacterianos. Esses autores concluiram que a atividade
inibidora de tripsina presente nas preparacdes ativas pode estar envolvida no
mecanismo da agao antibacteriana (Ibid.).

Nesse seguimento, Mansour et al. (2019) revelaram que os extratos de folhas
de Moringa peregrina, bem como Moringa oleifera, apresentam efeitos
antimicrobianos contra bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos. Estudos
de Galuppo et al. (2013) relataram a presenca de isotiocianatos, onde se destaca o
4- (a- L-ramnosiloxi) benzil isotiocianato que tém como alvo a fracao tiol das
proteinas, como a cisteina, gerando perda proteica tanto estrutural quanto
funcional, acarretando em maior expressado de genes codificadores das proteinas
de choque térmico (HSP) (DUFOUR et al., 2013).

Como o reparo das proteinas alteradas pelas HSP demanda grande
guantidade energética, a célula bacteriana tenta restaurar as proteinas danificadas,
aumentando o seu metabolismo para a sintese de ATP e contribuindo para a
producdo de EROs. As dissulfeto redutase liberadas para neutralizar os danos
causados pelas EROs séo danificadas pelos isotiocianatos favorecendo a oxidagao
lipidica e proteica, extravasamento de citosol e morte do microorganismo (SZABO
et al., 1994; HUGHES et al., 1998; XIAO et al., 2010; AGUIAR, 2012; DUFOUR et
al., 2013).

Em um estudo conduzido por Padla et al. (2012) foi avaliada a capacidade

antimicrobiana do 4-(a-L-ramnosiloxi) benzil isotiocianato isolado das sementes da
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M. oleifera contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa utilizando o método de difusdo em disco. Os resultados
mostraram que o isotiocianato supracitado foi encontrado ativo na concentragao
inibitéria mais baixa (1mg/mL) contra todas as bactérias gram-positivas testadas (S.

aureus, S. epidermidis, B. Subtilis).

2.1.5.3 Propriedade anti-inflamatéria

Muitas pesquisas tém sido realizadas em relacdo a propriedade anti-
inflamatéria da M. oleifera. Esta planta possui uma ampla gama de propriedades
medicinais e terapéuticas através da execucdo de sua potente atividade anti-
inflamatoria, 4-[(2-0- acetil-L-ramnosil) benzil-a-isotiocianato, mitigando o estresse
oxidativo, retirando radicais livres e aumentando a fung&o neuroprotetora (KOU et al.,
2018).

Outros estudos realizados mostraram a atividade anti-inflamatéria a partir da
infusdo utilizando agua quente com flores, folhas, raizes, sementes e talos ou casca
de M. oleifera (CACERES et al., 1992). Além disso, estudos envolvendo M. oleifera
mostraram efeitos hepatoprotetores, anti-inflamatérios e de reducéo lipidica contra
hepatotoxicidade induzida pela estreptozotocina.

A secdo histologica demonstrou alteracdes especificas no figado dos ratos
wistar masculinos diabéticos e ndo diabéticos, enquanto o tratamento de M. oleifera
revelou melhora nas alterac6es hepaticas (OMODANISI et al., 2017). Cui et al.
(2019) identificou uma fracdo purificada de polissacarideos obtida de M. oleifera
qgue foi definida como MRP-1. O MRP-1 apresentou atividades anti-inflamatérias
suprimindo a liberacdo de NO e TNF-a relacionados a inflamatérios, bem como o
INOS mRNA. Diante disso, o referido estudo fornece a purificacdo e estrutura
privante de novos polissacarideos MRP-1 da raiz com atividade anti-inflamatoria e

sera beneficiado pela funcdo da raiz de M. oleifera.

2154 Propriedade antineoplasica

O céancer é uma doenga que pode causar a morte, tendo em vista que as
células cancerigenas normalmente invadem e destroem células normais

(SANGANA et al., 2019). Nessa perspectiva, a moringa vem sendo utilizada em
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estudos relacionados ao cancer. Esta planta tem poténcia bioativa para metabdlitos
secundarios os quais séo frequentemente usados na medicina tradicional como
referéncia ao seu poder curativo no cancer de célon (BURALI; KULKARNI, 2013)e
algumas outras doencas (NEPOLEAN; ANITHA; RENITTA, 2009).

Abordagens terapéuticas tém sido adotadas para tratar varios tipos de
canceres, porém, a resisténcia e/ou toxicidade cria a necessidade de opc¢bes de
tratamento mais eficazes (KOU et al., 2018). Nesse seguimento, o extrato de M.
oleifera tem sido relatado como eficaz contra o crescimento de células
cancerigenas de ovario in vitro e esses efeitos foram atestados a presenca de
compostos bioativos como isotiocianatos, eugenol, D-alose, e glucosinolatos na
planta (BOSE, 2007; SARALAYA et al., 2010).

As atividades antitumorais exercidas pelos isotiocianatos ocorrem através de
alguns mecanismos, entre eles estdo a modulacdo das enzimas de fase | e II,
blogueio do crescimento celular (acarretando parada do ciclo e consequente morte
celular), precavendo a metastase e angiogénese e ajuste da maquinaria epigenética
(MITSIOGIANNI et al., 2019). Alguns achados na literatura ratificam o potencial
guimiopreventivo e quimioterapico dos glucosinolatos e isotiocianatos:

Jaafaru et al. (2018b) relataram a diminuicdo da proliferacdo de células de
adenocarcinoma prostatico humano quando tratadas com extratos ricos em
glucomoringina-isotiocianatos de sementes de M. oleifera. Os resultados obtidos
sugeriram efeito antitumoral apdés o tratamento das células com 2,5 yg/mL do
extrato da semente de M. oleifera por 24, 48 e 72h, no entanto, 0S mecanismos
moleculares responsaveis por esses efeitos ndo foram descritos.

Cirmi et al. (2019) expbs células de neuroblastoma humano SH-SY5Y a
glucomoringina-isotiocianatos de sementes de M. oleifera em concentracdes que
variaram entre 1,64 a 8,2 uM e observaram os efeitos antiproliferativos dependentes
da dose e inducéo do apoptose em virtude do aumento da expressao das proteinas
Bax e p53.

Outros estudos tém mostrado que M. oleifera pode reduzir o risco de cancer
e modular a glicemia, fornecendo ainda potencial de prevencéo ou tratamento de
uma série de doencas cronicas (KOU et al., 2018).

Estudos envolvendo extratos de folhas de moringa mostraram que 0s
métodos de extracao de éter dietilico e acetato etilico foram altamente eficazes para

a atividade anticancerigena, induzindo o bloqueio/i do ciclo celular e apoptose das
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células HepG2. A analise gc/MS mostrou que os extratos de éter dietilico e acetato
etilico eram ricos em retinol, timol, acido ascorbico, acido mistico, acido palmitico e
acido linoleico, o que explicaria essa atividade (MONSOUR et al., 2019).

Outros estudos mostraram que o extrato de folhas de moringa apresenta
potencial anticancer significativo e apoptético contra células cancerigenas da
prostata. Por isso, os autores propdem que a inibicdo do crescimento celular
mediado por extratos e a apoptose esta relacionada com a inativacao da via de
sinalizag&o notch e suas vias oncogénicas associadas. E importante destacar que
o referido estudo abriu novas e promissoras oportunidades para o tratamento do
cancer de prostata (KHAN et al., 2020).

2.1.55 Propriedade antifangica

As proteinas de ligacdo de quitina (CBPs) sao moléculas geralmente
relacionadas a defesa vegetal, as quais pertencem a classe proteica relacionada a
patogénese da familia PR-4 e apresentam atividade antifingica (KIM et al., 2014).
Nessa perspectiva, foi relatado a expressao genética e a localizacdo de Mo-CBPs
em sementes de M. oleifera. Esse estudo indicou que o processo de maturacaode
sementes € caracterizado por um acumulo de transcricbes Mo-CBP e suas
proteinas codificadas nas células de cotilédones. Os Mo-CBPs se comportam como
proteinas de armazenamento e sdo degradados durante os Ultimos estagios de
germinacao de sementes; e durante o desenvolvimento embrionario. Os Mo-CBPs
podem atuar como proteinas defensivas contra fungos patogénicos, o que
caracteriza o papel multifuncional dessas proteinas (GARCIA et al., 2019).

Aondo et al. (2018) relataram que o ensaio antifangico de diferentes extratos
e sua andlise fitoquimica mostrou que a combinacao de diferentes compostos pode
ser responsavel pela bioatividade de extratos de planta. Tal estudo mostrou a
presenca de fitoquimicos em diferentes partes de M. oleifera e o extrato etandlico
da folha tinha o melhor potencial inibitério antifngico de todos os extratos testados
da planta.

Um estudo conduzido por Shakour et al. (2022) mostrou que isotiocianatos
possuem atividade antifingica, pois levam a diminuicdo da taxa de consumo de
oxigénio, acumulo de EROs e permeabilidade da membrana mitocondrial. Alguns

isotiocianatos isolados das sementes de M. oleifera, na concentragcao de 1mg/mL
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foram efetivos contra os fungos dermatéfitos Epidermophyton floccosum e
Trichophyton rubrum (PADLA et al., 2012). Os isotiocianatos também tiveram efeito
fungicida contra as cepas de Candida albicans na concentracao inibitéria minima
de 20 ug /mL (RADULOVIC; DEKIC; STOJANOVIC-RADIC, 2011).

Os fungos patogénicos Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum canis e Epidermophyton floccosum também tiveram seu crescimento
inibido pelos isotiocianatos nas concentragdes de 5000 ug/mL e a 10.000 pg/mL
(CHOI; KIM; SHIN, 2017). Além disso, a Candida albicans, potencial patégeno oral,
teve seu crescimento inibido pelos isotiocianatos na concentracao inibitéria minima
de 0,125 mg/mL (KO, 2016).

2.1.5.6 Propriedade Hipoglicemiante

O diabetes mellitus (DM) € uma doénca metabdlica cronica, na qual a
producdo de insulina cessa aumentando o0s niveis de glicose no sangue
(hiperglicemia). Esta condicdo permanece para longos periodos e pode afetar
orgaos, nervos e vasos sanguineos (SBD, 2019).

Alguns constituintes fitoquimicos encontrados em M. oleifera como
glicosinolatos, flavonoides e compostos fendlicos sdo responsaveis por efeitos
hipoglicemiantes com potencial antidiabético e pode controlar a glicemia (SANTOS
et al., 2022; AMARA et al 2021; FUENTES et al., 2015).

Vale ressaltar que os flavonoides atuam interagindo com enzimas intestinais
inibindo y-glicosidade, cuja a funcdo € degradar amidos e carboidratos, dando
origem & glicose e atuam também na y-amilase inibindo o metabolismo do amido
(CAZAROLLI et al., 2008; SANTOS et al., 2022).

Conforme a figura 5 a seguir, h4 uma explanacdo sobre 0s mecanismos de
acao dos derivados do acido hidroxicinamico e outras drogas. Com base na figura,
pode-se entender que: a) A: acido ferudlico, eugenol, acido p- cumarico, acido
cinamico, &cido caféico e acido clorogénico; B: acido clorogénico, acido cinamico;
e C: tiazolidinediona; (+) denota um aumento e (-) denota uma diminui¢ao.

Além disso, os acidos fendlicos possuem o0 potencial de aumentar
significativamente a expressdo da GLUT4 e PI3K, uma vez que o0s acidos
clorogénicos afetam diretamente a expressao do gene PPARYy. Os derivados dos

acidos hidroxicindmico vao atuar diretamente na expresséo dos reguladores
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negativos da cascata de insulina. Nessa visao, pode-se supor que os derivados do
acido hidroxicinamico aumentam diretamente a absorcdo de 2-desoxi-d-glicose
(2DG), sendo mediada pela translocacdo dependente do PI3K e da GLUT4, ja o
acido clorogénico e dinamico ird& aumentar a captacdo de 2DG através da
translocacado da GLUT4 via PPARYy (SILVA SANTOS et al., 2022).

Os metabolitos secundarios também podem reduzir significativamente a
expressao dos acidos graxos, como a sintase e 0o HMG-CoA redutase, uma enzima
limitante da sintese de colesterol (SILVA SANTOS et al., 2022). Diante disso, uma
reducdo na sintese de acidos graxos e colesterol podem reduzir a resisténcia a
insulina, sendo este fator contribuinte na prevencdo do diabetes mellitus tipo 2
(HEMMERLE et al., 1997; KARTHIKESAN et al., 2010; PRABHAKAR & DOBLE,
2011).

Figura 5 — Mecanismo de acao dos derivados do acido hidroxicinAmico

<«— INSULINA

| m;(h; . -
| 1 Lu 0@ S :

e

ACIDO GRAXO SINTASE HMG
COA REDUTASE PPAR B

Fonte: Adaptado de Prabhakar e Doble (2011).

Dados pre-clinicos e estudos em vitro apresentados na literatura cientifica
(Tabela 1) usando extratos e pO6 da planta M. oleifera mostram reducdo na
hiperglicemia e diabetes mellitus tipo 2 com consumo de doses y"'1000mg/kg/dia
(ADEDAPO et al., 2009; AWODELE et al., 2012; ASARE et al., 2012; ISITUA; e
IBEH, 2013; SANTOS et al., 2022; VILLARRUEL-LOPEZ et al., 2018).
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Modelo experimental

MO MO Bioldgico Dosagem / Atividade/Funcional Efeitos Referéncias
tecido Fitoquimico modelo/Espécies concentragdo
M.O. Aquoso M.O. é genotoxico at O LDsode M.O era
M.O. . 1000 mg/kg b. wt folhas de 3000 mg/kg Previamente determinadoa | Asare et al.
Folhas Ratos masculinos (dose baixa) e 3000 b.wt.; A ingestdo é segura ser 2012
Extrato leofilizado| SPrague-Dawley | mg/kg b. wt (Dose alta) | em nvei< 1000 mg/kg b.wt >3000 mg/kg
. . | M.O. Extrato de folhas ndo LDso foi estimado em
Comundongos Toxicidade aguda oral; provocou estatistica. 1585mg/kg folha aquosa
M.O. M.O. Extrato Diferenga e qualidade Awodele et
f';ggézss aguoso Machos wistar ggg—g)gécldaldseogron/lﬁa hematologia e bioquimicé Extrtato de MO e recliatlvda— , al. 2012
albinos. diarament c 60 rg_g 9 | de esperma, parametros men_etsedgura quan ola mi-
iaramente por ias. no tratamento de ratos. nistrado por via oral.
: Toxicidade aguda oral | Extrato de MO néo causou| Corpo dependente |dose
F'\c/)lllr%s Méol'J OEchErato MacTt;)_s wistar (400,800,1600 e, Morte em animais com | Ganho de peso em compara- Ag?d;gg)get
q albinos. 2000mg/kg p.o.) dose;2000mg/kg cdo com o controle. '
Homen adulto 10g de p6/90mL 1 CD4 celulas e limfécitos, M.O. Imunomodulador,
M.O M.O. Extrato Agua; 2.5e5.0mL Ineutrofilos; 1 sangue aumenta o Isitua &
Folhas aquoso Coelhos Chinchilas| administrado p.o. durante insulina; 1 Fosfatase Metabolismo da glicose, figa-| Ibeh, 2013
30 dias. alcalino, aspartato do e atividades hepatobiliares
transminase e alanine
transaminase e sem dose Lo : : Villarruel-
FMIIhO ' M.O. Extrato Rat%s S?rague 100-500 mg/kg M.O. letal e ndo ha diferencas C'i/lgfe,lto h|p_c()jgllc%m|ante de Lopez etal.
olhas aquoso awley significativa em parametros é considerado seguro 2018
de genotoxicidade.
Tabela continua
MO MO Biolégico . o : . I
Tecido Fotoquimico modelo/espécie Dosagem/concentracdo Atividade funcional Efeitos Referéncia
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M.O.
Folha

M.O. Extrato
aquoso

Rato (GK)

200mg/kg-pv; p.o.,

Dose Unica; 2 h 100-300

mg/kg-bw; p.o., dose
Gnica; 8 h.STZ

ttolerancia a glicose
(OGTT); proteger células
com ROS |FPG; 1glicose
tolerancia (OGTT)Proteger
célula B contra extress
oxidativo ROS 1SOD,
CAT, GST,; |LPO;
Polifenois 120mg/g GAE
40.5mg/g QE.

Efeito antioxidante;
Efeito hipoglicemiante;
Tratamento dediabetes

Ndong et
al. (2007)

M.O.
Folhas

M.O. Extrato
aquoso

Ratos

200mg/kg-pv;p.o.,
Dose Unica; 2 h 100-300
mg/kg-bw; p.o., dose
Gnica; 8 h. STZ

ttolerancia a glicose
(OGTT); proteger células
com ROS |FPG; 1glicose
tolerancia (OGTT)Proteger
célula B contra extress
oxidativo ROS 1SOD,
CAT, GST,; |LPO;
Polifenois 120mg/g GAE
40.5mg/g QE.

Efeito antioxidante;
Efeito hipoglicemiante
Tratamento de diabetes;

Jaiswal et
al. (2009)

M.O.
Folhas

M.O. Extrato
aquoso
extract

Rato Wistar
macho
Diabetesinduzido
Por STZ

200 mg/Kg/dia durante
21 dias

ttolerancia a glicose

(OGTT); proteger célulascom

ROS |FPG; 1glicose

toleréncia (OGTT)Proteger

célula B contra extress

oxidativo ROS 1SOD, CAT,

GST,; |LPO; Polifenois

120mg/g GAE 40.5mg/g QE.

Polifenois antioxidante;
Efeito; | hiipoglicemiante;
generado por ROS

Jaiswal et
al. (2013)

M.O.
Folhas

Flavonoide
Quercetina

Ratos diabéticos

15 mg/Kg/dia

Alteracdo celular;
Defesa antioxidante;

| Iperoxidagéo lipido
(MDA) e ndoproducéo;

1 atividade enzima antioxidante

(GSHPx, SOD, CAT);
| Niveis de glicemia;

Efeito protetor sobre
diabetes;
; |Estresse oxidativo;
preserva a integridade de
Células B-pancredticas.

Coskun et
al. 2005

Sementes

4RhB-ITC (MIC-1)

In vivo —
Ratos Sprague-
Dawley

250 - 500 mg/kg (corpo
Peso)

1 Nrf2 Genes alvo
expressao.; [(NO)
producéo; (iNOS) genes
expressao; | (IL-1B,IL-6);
tAntioxidante; |
inflamacéo;

Efeito hipoglicemiante.

Jaja-
Chimedza
etal. 2017

Tabela continua
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Tecido MO Modelo biolégico| Dosagm / Atividade/Funcional Efeitos Referéncias
Fitoquimi Espécie concentracao
ca
4RhB-ITC isdmero | In vivo (H4IIE 1,5, 10 uM (ICs0: 7 1 Expressdo génica e Aliviar a inflamag&o de Waterman
1 (4- [(o-L- rato) uM) Produg&o de baixo grau associada a etal.2014
rhamnosyloxy)- marcadore doéncas cronicas.
Folhas benzyl]- Inflamatorios (iNOS e
Isothiocyanates) IL-1B8, NO e TNF-B)
ARhB-ITC (4- 1 lipolitico e termogénica Waterman
[(a-L-
rhamnosyloxy) -
benzyl] -
Isotiocianato)
4ARhB-ITC isbmero
I (4- [(a-L- Estudo In vivo
rhamnosyloxy) 800 mg/kg comida
- benzyl]- (C57BL/6 rata) Expressdo gene; Diabetes| Efeito anti-obesidade e Waterman et
Folhas Isothiocyanate in VHFD diet hormdnios (insulina, leptin anti- diabético. al. 2015
s) 4RhB-ITC resistina, colesterol, IL-1
(4- [(a- TNFa, G6P) expressao
L-
rhamnosyloxy) -
benzyl] -
Isotiocianato)
Semente Melhorar a tolerdncia A
extracdo 4RhB-ITC (4-[(a-L- In vivo 0.34% (total diet) glicose; | inflamatodrig Hypoglycemic effect Jaja-
enriquecid | rhamnosyloxy) - (C57BL/6 expressaogénica.; 1 Gene and anti-obesity Chimedza
0 4RhB-  |benzyl]- Isotiocianato) ratas) antioxidante expressao. || etal. 2018
ITC adiposidade
e peso corporal.
Semente HepG2 E47 Macho SV129 TNrF2, 1 heme oxigenase 1
extracéo Sulforofano celllas (in vitro) | humanizado (HO1); | Peroxidagéo lipidicaj | acumulo de lipidios em
enriquecid 100mM etanol CYP2E1 knockin (KI) | ROS| PPARy e C/EBPa) g Células hepaticas por Zhou et al.
0 4RhB- rato; sulforofano leptina no tecido adiposo/ etanol; 2014
ITC tecido ratof;Express@o | esteatose hepatica |

de|adiponectina
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Obesidade e metabolismo

Semente | Sulforofano (50% Macho 0.05g/kg/5 dia | PPARy e C/EBPa) e Disturbio, adiposidade Choi et al.
extragdo | pureza) C57BL/6N rata Macho C57BL/6N leptina no tecido adiposo, \jisceral Hipertrofia de 2014
enriquecid tecido rato?; Expressao de| adepdcitos acimulo de
?T?:RhB' adiponectina gorduras, trigliceridios e
Colesteroltotal.
MO MO Modelo Dosagem/concentracéo Atividade funcional Efeito Referéncias
Tecid Fitoquimico Biologico/espécie S
0
Sement 3T3-L1 | C/EBPB and PPARy
e Pré-adipésitos Expressao dos genes.; | QE inibea adipogénese, mas Eseberri et al.
extrag | Quercetina (QE) (ATCC); 0.1-10 uM QE SREBP1 Nivéis de proteina | ndo o acumulo e gorduraem [2015
enriquec%g Adpécito Maduro madura; | TGA adipésitos maduros.
ARNB- ITC rato texpressdo PPARy2;
20 uM CGA;1 uM
Sement ) dexametasona, 5 CGA regulou positivamentea | Peng et al
€ | Acido Clorogénico 3T3-L1Células ug/mL de insulina; 0.5| Acumulo de TGA Expresséo da diferenciacdo 2018
extrgg (CGA) de pré- (M 3- isobutil-1-metill- | intracelular. | TGA
enriquecido adipositas. Xantina
4RhB- ITC
S)?t?;?;gf Isotocianato -3T3-L1 Células SE suprimido o SE e SA inibidos Chen et al
enriquecid | Suiforafano(SA) de adipositas; - g oy SE (1, 5, 10, e 30 | Adipogénese por inibindo | b0 inindo adipogénese 2018.
4RNhB- |esulforafeno (SE) Shh- Light 2 M) o adipoénico Fatores de
0 ITC ) célulaLinha H transcricido PPARYy and Hiperplasia de adipécito
de forma estavel C/EBPa; | e obesidade.
expressando Gli
1
Sement Isotocianato Pré-adipdcito SA(2-10 uM); AL(25- | Actimulo de gordura - i Sakuma et
e ) 100 uM); SA inibdor mais potente
extra sulforafano (AS), 3T3- L1lde N dipbsit PPAR 4 s al. 2022
58 Isotocianato dealilo | camundongo Dexametasona: insulina: C;)ESBaP&PoiSIaSSrln Ulo deY € dg ) ictilferenua(;aON ge
; ; ) | i-1- i i ; mul adipécitos; prevencdo da
enriquecido (Al) Dependente de | 3-isobutil-1- metilxantina gordura em adiositos s
4RhB- ITC luciferase TGA ’

(ECCC)
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Sement | Flavonoide Efeito antioxidante dose- |} J1€08 10 SEIE L Sharma et
extrag :é%'g;gg’glz\é?gnec;':fas Ratos 25mg/Kg e 50 mg/Kg efeito protetor (HbA1c), | peroxidos al. 2008;
. %0 diabético dependente do dano de | iigicos (LPO) e glucationa | Wang et
efmglrl]%‘i' I'cl)'C s tipo 2 células B- |nd.uzmdo por reduzida (GSH) no al.2017
STZ; pancreas e no figado. Zhang et
al.2020
MO MO Modelo Dosagem /concentragéo Atividade funcional Efeitos Referéncias
Tecido Fitoquimico Biologico/espécie
Semente Rodriguez
extracdo | . . - Ratos Zucker 25mg/Kg e 50 mg/Kg menor PPBG Afeta 0 metabolismo da de Sotillo
enriquecido | Acido clorogénico obeso glicose and
4RhB- ITC Hadley, 2002
i Inibi a glicose-6- fosfato Afeta o metabolismo da Hemmerle
- Acido clorogénico Ratos 25mg/Kg e 50 mg/Kg traslocase em figadode glicose et al., 1997;
rato | hepatico Karthikesa n
glicogenolisis . et al., 2010
- Hidroxicinmico Teste celular in Metformina (20 yM), junto
vitro 3T3-L1 com acido ferulico 12DG capitagao; Tratamento de diabetes Prabhakar;
(25 uM) ou acido cindmica mellitus Doble, 20114
(25 uM);
Acido(acido ferdlico - THZ (20 uM) em
Acido cafeico, p{ Adipocitos de conbinagdo com ferulico | texpresséo de PPARY;
coumarico acido| musculo de ratos; | acido (25 uM) ou &cidoP- | texpresséo de PI3K; Tratamento de diabetes Prabhakar;
cinamico,Acido fibroblastos. Comarico (25 pM) lexpresséo da gordura, mellitus Doble, 20114
clorogénico) metformina (20 uM), acido sintase e HMG
juntamente comécido Genes COA redutase
vanilico(15 e 25 uyM);
- Teste celular in 12DG Capitacdo; 1 glicose
Vitro; 3T3-L1 - THZ (20 uM) em Captacéo via AMPK Tratamento de diabetes Prabhakar:
Acido Vanilico |adipdsitos  de Combinac&o com acido| caminho; |expressoes mellitus Doble. 2011b
fibroblastos dos genes do &cido graxo '

musculares de

comundongos

vanilico (15 e 25 yM)

sintase e HMG Co, A
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MO MO Modelo Dosagem/concentragdo | Atividade Funcional Efeitos Referéncias
Tecido Fitoquimico bioldgico/espécie
|Acido graxo;
Induzido por 2.000 mg/L = 2mg/mL Melhora a tolerancia a
Casca Alcaloide Aloxana Agua potavel/7 glicose; | resposta Administracdo Oral de:
semanas;2mg/mL hiperglicémica a injecéo Benzilamina sozinha Bour et al.
raizes Morigina Ratos Wistar intraperitoneal. Intraperitoneal carga de influéncia o metabolismoda | 2005
velhos diabéticos glicose. glicose e lipidios.
Dieta rica em gordura
i (HFD)- camundongos
C57BI6 camundongos | Agua potavel contendo benzilamina | Benzilamina € um agente | Iffil-Soltész
- Bezylamine from | masculinos; ratos  [Benzilamina (3600 mol/ Ganho de peso corporal,| potencial para tratar sindrome| et al. 2010
M. oleifera Pré-diabéticos (kg dia) para 17 semanas lglicemia de jejum, Metabdlica.
| Colesterol plasmatico
total;
| hiperglicémica resposta
a carga de glicose.

M.O: Moringa oleifera; AMPK:Proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina ; AUC: Aréas sobre as curvas;3T3-L1:células adipésitas; b.wt:Peso

corporal; CAT: Catalases; C/EBPa:Proteina de ligacdo ao intensificador / CCAAT ou fatores de transcricdo que se ligam a sequéncia central cis —reguladora
de CCAAT encontrada em muitos genes reguladores C/EBPa foi o fator de trancrigdo original , descrito como uma proteina de ligacdo ao DNA-do zipér
basico de leucemia (bLZ); em hepatdcitos e adipdcitos CGA:4cido clorogénico ; 2DG: 2-desoxiglicose ; FPG:Glicemia plasmatica em jejum ; fator Nrf2:Fator
2 relacionado ao fator nuclear eritroide 2 ; GAE: Equivalente de acido galico; GK: Ratos Goto-Kakizaki Wistar; GSH: glutationa; GPx :Enzimas glutationa
peroxidase; G6P:Glucose 6-fosfato; HbAlc:Hemoglobina glicosilada; HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A;
MDA:Malondialdeildo;HDL:Lipoproteina de alta densidade; HFD: Dieta em gordura ; (i.p.):intraperitoneal; IL-6: Interleucina 6; IL-1B:
Interleucina1;LPO:Peroxidos lipidicos ;LDL:Lipoproteina de baixa densidade ; LDso :Dose letal 50%; NO: Oxido Nitrico; iNOS:Oxido nitrico sintase ; (p.o.):
gavagem oral; TOTG: Teste oral de tolerancia a glicose; PPPG:Niveis pds-pandriais; PPARy:Receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma ; PI3Ks:
Fosfoinositideo 3-quinases; ROS:Espécies reativas de oxigénio; QE: Equivalente de quercentrina; SOD: Superoxide dismutase; SA: Isotocianatos
Sulforafano; SE: Isotocianato sulforafeno ;STZ: Streptozotocina; TC:Colesterol total; TG: trigliceridios ;TGA:triacigliceridios ;TNFa:Fator de necrose tumoral
a; VLDL:Lipoproteina de densidade muita baixa ;VHFD:Matriz muito rica em gordura



A tabela 2 mostram estudos com pacientes diabéticos néo tratados, onde foram
colocados Moringa oleifera Lam em uma refei¢cdo padronizada, ingerida apds jejum
noturno. Foi constatado que afetou os Niveis de glicose pos-prandial (PPG) foi de 1h
e 2h em relacdo a refeicdo padrdo isolada. As AUCs da insulina plasmatica nao
diferiram significativamente entre as duas refeicbes, sugerindo que o efeito
hipoglicemiante da suplementacéo foliar de M. oleifera n&o foi devido ao aumento da
secrecéo de insulina (WILLIAM et al., 1993).

Em um grupo experimental de 60 pacientes com diabetes tipo 2, foram
prescritos 2 comprimidos de folhas de M Oleifera / dia, um apds o café da manha e
0 outro apés o jantar por 90 dias. No grupo controle a hemoglobina glicada (HbA1c)
e 0s niveis de glicose pos-pandrial (PPG) diminuiram com o tempo, mas amudanca
nao foi significativa.

Em contrapartida o grupo experimental diminuiu progressivamente com a
duracéo do tratamento Hb1Ac diminuiu 0,4% ponto (de 7,8 £ 0,5 para 7,4 + 0,6; P
<0,01), PPG Em 9% ap0ds 30 dias ,17% apos 60 dias e 29% apos 90 dias (P<0,01),
indicando que MO pode induzir com o tempo uma melhor tolerancia a glicose
(GHIRIDHARI et al., 2011). Ja o estudo de Prabhakar e Doble (2011)foi identificado
gue a combinacdo de MO com medicamentos hipoglicemiantes como metformina
permite um aumento na hipoglicemia que por sua vez, permite na reducéo da dose e
nos efeitos colaterais e adversos.

Kumari (2010) relata que pacientes com diabetes mellitos tipo 2 que faz uso
dietético de folhas de M. O ao longo de 40 dias, teve os valores dos niveis de glicose
plasméatica em jejum e pés—pandrial comparados com os niveis basais; eles foram
significativamente reduzidos no grupo experimental (Plasma em jejum glicose: FPG:
- 28%%, P <0,01; Glicose pés-prandial, PPG: - 26%) P <0,05).

36



37

Tabela 2 — Ensaios experimentais e clinicos no tratamento de hipoglicemia, diabetes e

sindrome metabdlica usando Moringa oleifera

Ensaio Experimental

MO Fitoterapico Modelo Dosagem / Atividade Efeitos Ref.
Tecido MO Bioldgico /Espécie concentracdo Funcional

Folhas M. Stenopetala Ratos diabéticos 500 mg/Kg Hipoglicemiante | sangue  Sileshi et

Niveis de al. (2014)
Glicose
Etanol extratos (53,44%)
e subfragéo Apos 2h e
(46,34%)
Apos 4,5h

Leaf M. Oleifera Goto-kakizaki 200mg/kg p6 Hipoglicemianteftolerancia Ndong et

Ratos Wistar 2horas glicose al.
(OGTT); 1 (2007b)

Leaf M. Oleifera Ratos Dosel00-300 Hipoglicemiante |FPG; Jaiswal
(water) mg/kg-p6 8h ttoleréncia et al.

glicose (2009)

(OGTT)
Testes Clinicos
N.Exp N.Controle  Parte da Planta Protocolo Grupo experimental Ref.
Resultados
6 6 Folha(refeigéo) 50 g/mg refeicdo; p.o. |PPPG/FPG; William et
lou2h.
|TC; 1HDL-C; al.(1993)
lnon-HDL-C
46 9 Folha (tabela) 8 g/dia; p.o., didria; 40 |FPG; Kumari
dias |PPPG; |TC; al.(2010)
|LDL-C; |VLDL-C
30 30 Folha(Tabela) 2 compr_lmldos /dia; |HbA1c; |PPPG Ghiridhari et
p.o.,diario; 1,2,3
meses. al.(2011)

M.O.: Moringa oleifera; b.wt:Peso corporal; gavagem (p.o.);FPG:Glicemia em jejum; GK: Ratos -Goto
Kakizaki Wistar; HbAlc:hemoglobina glicosada ; OGTT:Teste oral de tolerancia a glicose ; PPPG:
Niveis pos- prandiais ; VLDL:Lipoproteina de muita baixa densidade, LDL: Lipoproteina de baixa
densidade ; HDL: High- lipoproteina de alta densidade.



2157 Toxicidade

Estudos de toxicidade s&o normalmente ensaios in vivo e determinam se as
plantas e/ou medicamentos sao seguros para o tratamento de sintomas e doencas,
sem provocar qualquer reacdo adversa que possa incorrer num risco para a vida
humana. Este tipo de estudo permite determinar o intervalo terapéutico do
medicamento, as doses sub-terapéuticas e toxicas (ALMEIDA, 2018).

Em pesquisas de purificacdo de agua realizadas por Al-Anizi, Hellyer e Zhang
(2014), investigou-se a toxicidade das sementes de M. oleifera. Foi demonstrado o
alto risco na utilizacdo das sementes para purificar agua, e, por esse motivo, sugere-
se a investigacao de técnicas apropriadas de purificacdo de 4gua para areas rurais
de paises em desenvolvimento, tendo em vista 0 baixo custo e a sustentabilidade
ecoldgica para o tratamento de agua.

Ainda sobre o referido trabalho, foi dada uma alternativa de pré-tratamento de
sementes de M. oleifera para reduzir a sua toxicidade, como o aquecimento do
processo de extracao das sementes a 80°C para desativacdo de enzimas toxicas ou
utilizar uma precipitacao avancada para remover proteinas residuais. Outra aplicacao
conhecida da espécie M. oleifera no tratamento de agua € o uso da madeira para
producédo de carbono ativado com fins de remoc¢ao de metais pesados, como cobre,
niguel e zinco (KALAVATHY; MIRANDA, 2010).

Em contrapartida Almeida (2018), relata que estudos in vivo os testes de
toxicidade agudam e subaguda em humanos, utilizando extratos aquosos e
etandlicos de folhas de moringa oleifera, ndo apresentaram variacdes hematoldgicas
e histopatoldgicas significativas, sendo seguro seu uso em humanos em

concentracéo de 70 gramas ingeridas por dia.
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2.2 Sazonalidade

A sazonalidade interfere significativamente na composicdo do solo e na
constituicdo de substancias secundarias da vegetacéo regional, tratando-se de um
mecanismo de adaptacdo das plantas ao seu ambiente; consequentemente, é um
aspecto a se considerar em experimentos com Moringa oleifera Lam, em ensaios de
controle de qualidade e até mesmo na elaboracédo de estratégias aprimoradas de
colheita, valorizando deste modo os bioprodutos, por selecionarem-se 0s
metabdlitossecundarios mais ativos (MORAIS, 2009; HARTMANN, 2007; TISTAERT;
DEJAEGHER; HEYDEN, 2011; SAVOI et al., 2016).

Alguns fatores como solo, idade da planta, condic6es ambientes e localizacao
geografica afetam a composicdo nutricional e atividade bioldgica dos vegetais
(VAZQUEZ-LEON et al., 2017; NOBOSSE; FOMBANG; MBOFUNG, 2018). A
maturidade, por exemplo, afeta o quantitativo da composi¢cdo e conteudo de
fitoquimicos em plantas (SIDDIQUI et al., 2013).

Vale ressaltar que M. oleifera é tolerante frente as condicdes tipicas de regides
aridas e semi-aridas, como o caso do Nordeste do Brasil (OLSEN; FAHEY 2011). A
adaptacao da planta as condi¢cdes de seca presentes no Nordeste possui potencial
de uso diversificado pela populagéo, e estes vegetais tornam-se uma alternativa de
cultivo valiosa (GOMEZ; ANGULO, 2014).

Estas regides aridas e semiaridas tém como principais caracteristicas
climaticas os periodos secos com baixa precipitacdo e altas temperaturas, sendo
escasso em agua (PRADO, 2003). Essa limitacdo de agua, ao longo do tempo foi um
dos principais fatores no desenvolvimento da planta, visto que varios seus processos
vitais sao influenciados pela disponibilidade desse recurso (SILVA et al., 2016).

Outro efeito importante sobre as plantas € o da salinidade, ocorrendo
principalmente de duas maneiras, a partir do efeito osmaético e ibnico (MUNS;
TESTER, 2008). Com relacéo a produtividade, o aumento dos teores de sais gera uma
gueda no potencial osmoético da solucdo do solo, ocasionando efeitos nas culturas,
incluindo a dificuldade na absorc¢édo de agua, déficit nutricional e reducao na producao,
sendo necessario regulacao no fornecimento nutricional em condi¢des de salinidade
(MENEZES JUNIOR et al., 2010; BEZERRA et al., 2014; SA et al., 2018).

Segundo Sa et al. (2017), o uso correto dos adubos ricos em nitrogénio € uma

das alternativas para diminuir os efeitos da salinidade sobre as plantas, pois estes
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desempenham funcéo estrutural e participam de varios compostos organicos.

As alteracbes das estacfes climaticas sao influéncia direta no crescimento
correto e morfologia das espécies vegetais (PRADO JUNIOR et al., 2015; DENSLOW
et al., 2019). As plantas sado afetadas por diferentes fatores abidticos e estes podem
gerar variacfes sazonais de acordo com as condicdes ambientais (SILVA et al., 2021).
Coppin et al. (2013) num estudo realizado com folhas de M. oleifera em diferentes
paises observaram que a quantidade de f lavonoides foi alterada,
possivelmente a partir do aumento da temperatura. Os autores destacaram uma
variacdo sazonal, tendo um menor teor de flavonoides totais em amostras coletadas
no inicio do inverno, comparando-as com as amostras do final.

As variacfes temporais e espaciais influenciam diferentemente na producao de
metabdlitos secundarios nos vegetais em diferentes niveis sazonais. Os metabdlitos
secundérios (ou metabdlitos especializados) sdo altamente especificos e
desempenham papel importante na evolugdo dos vegetais, e na protecdao contra
estresses bioticos e abidticos (BORGES; AMORIM, 2020). Mesmo com os diferentes
niveis de regulacédo génica e de expressao, 0s processos bioquimicos, fisiologicose
outros sdo modificados em respostas a estas variagbes (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). De acordo com Kutchan (2001), as sinteses desses metabdlitos secundarios

estdo diretamente relacionadas com as condi¢cdes ambientais (figura 6).
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Figura 6 — Influéncia da sazonalidade no acumulo de metabdlitos secundarios em plantas

Ritmo circadiano

< Herbivoria e

Am)guo de patégenos

Fonte: Gobbo-Neto e Lopes (2007).

41



42

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a composicdo de extratos hidroalcoolicos de Moringa oleifera Lam
através de ensaios fitoquimicos, cromatograficos e atividade antioxidante obtidos

em diferentes épocas de coleta.

3.2 Objetivos Especificos

1)

2)

3)
4)

5)

6)

Realizar estudo dos dados de revisao de literatura cientifica e artigo de reviséo
produzido sobre a atividade hipoglicemiante de Moringa oleifera Lam;

Coletar amostras das partes aéreas de Moringa oleifera Lam da regido de Inhapi-
AL em diferentes épocas do ano;

Obter extratos hidroalcodlicos das partes aéreas de Moringa oleifera Lam;
Avaliar a atividade antioxidante (DPPH) dos extratos hidroalcoodlicos de Moringa
olieifera Lam;

Desenvolver ensaios de identificacdo e quantificacao de flavonoides e fendis dos
extratos hidroalcodlicos de Moringa oleifera Lam através de ensaios quimicos
acoplado a espectrometria do UV-Vis;

Identificar os marcadores fitoquimicos de alguns metabdlicos fendlicosde Moringa
oleifera Lam, através cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD) e

cromatografia liquida acoplada a Espectropemetria de Massas (LC-MS).



4 MATERIAS E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo botanica de Moringa oleifera Lam

As atividades desenvolvidas foram iniciadas com a obtencdo do extrato
hidroalcodlico a partir de amostras de M. oleifera, as quais foram coletadas no Centro
de Ciéncias Agrarias (CECA), da Universidade Federal de Alagoas (UFAL)localizada
no campus de Rio Largo (latitude: - 9.4802; longitude: - 35.858 9° 28’ 49” e alturade
44m) em julho de 2019. Partes da planta foram coletadas, a qual foi levada para a
identificacdo da espécie no herbario MAC do Instituto do Meio Ambiente de Alagoas
(IMA) sob o registro de 656755 (Anexo I).

4.2 Obtencéo dos extratos hidroalcodlicos de Moringa oleifera Lam

Os experimentos foram realizados no laboratério de Analises Farmacéuticas
e Alimenticia (LAFA), localizado na UFAL. As amostras foram lavadas com agua
destilada e secas a temperatura ambiente no periodo de duas semanas até o
momento da extragdo. As folhas foram trituradas em moinho mecéanico TE 631-
TECNAL (figura 7), com 14.000RTM, sendo pesadas em balanca analitica com peso
total de 105,5247¢. As extracdes foram efetuadas através do método de maceracéo.
Nesse processo, cada amostra de 10g in natura da planta foi embebecida em 120mL
de etanol (HETOH), agitando-se o sistema no segundo dia e concluindo-se o
procedimento com apenas um ciclo de extracdo. Os extratos hidroalcodlicos foram
armazenados em frascos menores e armazenados em freezer a - 20 C até que se
iniciasse as analises.

Figura 7 — Folhas trituradas de Moringa oleifera

Fonte: Autora (2022).
Legenda: (A) Moinho mecéanico TE 631-TECNAL; (B) P6 de Moringa oleifera Lam.
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No periodo de janeiro a agosto de 2021 foram adquiridos p6 e cha de folhas de
Moringa oleifera Lam em povoado sitio saldo no municipio de Inhapi-AL (latitude sul:
09°13’ 177; longitude: 37°44’ 55” e altura 410m). Uma fracdo das amostras de pé e cha
(259) foram extraidas por maceracao e embebecidos em solugéo hidroalcodlica em
300 mL de Etanol a 0%, 25%, 50% e 75%. A amostra vegetal ficou em temperatura
ambiente em contato com a solucdo extratora por um periodo de 72h, agitando o
sistema no segundo dia e concluindo-se o procedimento com apenas um ciclo de
extracdo. Em seguida foram filtrados e o solvente foi concentrado com uso de etanol
absoluto e deixado em estufa a temperatura ambiente para completa secagem do
extrato bruto de MO. A massa seca foi estocada e, freezer a - 20 C, até o momento

das andlises.

Tabela 3 — Extratos hidroalcdolicos P6 e Cha de Moringa oleifera Lam

Extratos utilizados p6 e cha

més/ano  Julho/19 Jan/21 fev/21 Junh/21 Julh/21 Agos/21
PO% 20,30,40 25e40 50e 75 50e 75 50e 75 50e 75
e
50
CHA% 25 50 e 75 50e75 - 50 e 75

Fonte: Autora (2022).
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4.3 Secagem dos extratos

Efetuou-se a concentracdo dos extratos através de evaporacao rotativa
(figura 8), com rotacdo de 80rpm e temperatura de 45°C Fisatom, Brasil que
foram transferidos para frascos fechados parcialmente com papel filme e
postos em estufa, onde se mantiveram até que todo o seu residuo de liquido
extrator pudesse evaporar, formando-se extratos brutos de MO, secos (figura
9). Estes foram armazenados em congelador, a - 20 C, até que pudessem ser
analisados.

Figura 8 — Extratos de MO em processo de concentracao por evaporagao rotativa

Fonte: Autora (2022).

Figura 9 — Parte do extrato bruto apds a concentracao e secagem

w N :
2022744235 10:GF

Fonte: Autora (2022).
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4.4 Analise do Potencial Antioxidante por DPPH

Realizou-se também o0 ensaio quimico para a determinacdo da atividade
antioxidante dos extratos hidroalcoolicos de MO de julho de 2019 e 2021 (janeiro,
fevereiro, junho, julho e agosto); utilizando o DPPH (2,2-difenil -1-picril hidrazila), cujo
método € uma adaptacdo do proposto por Brand Willams (1995). Nesse método, o
reagente DPPH atua como uma espécie reativa de oxigénio que reage com as
moléculas redutoras da mistura a ser estudada; devendo entdo monitorar a variacao
da concentracdo de DPPH e com isso determinar a atividade antioxidante da amostra.
Os decaimentos do DPPH foram analisados em espectrofotdmetro, UV-vis da marca
Shimadzu, no modo “fotometria”, com comprimento de onda (A) programado para 317
nm (figura 10). As absorbancias observadas foram inseridas na equacédo 1, com o

objetivo de avaliar a atividade antioxidante em termos percentuais.

Figura 10 — Espectrofotdmetro UV-Mini, marca — Shimadzu

Fonte: Autora (2022).

Equacgédo 1 — Equacéo para a determinacao da atividade antioxidante

100 — ((A amostra — A branco) x 100)

A controle

0y Atividade antioxidante =

Equacéo para a determinacéo da atividade
antioxidante: Onde:

e A amostra = absorbancia da solugdo amostra ao fim da reagdo com DPPH,;

e A branco = absorbancia da solu¢gdo amostra sem DPPH;
e A controle = absorbancia da solugéo referéncia de DPPH (etanol).
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4.4.1 Preparacdo do DPPH e dasamostras

A preparacédo da solucéo estoque de DPPH foi obtida mediante a pesagem de
4mg em um béquer, em uma balanga analitica shimadzu modelo AX200, seguida da
dissolucdo deste reagente em etanol absoluto, um baldo volumétrico (&mbar), de
100mL, obtendo-se uma solucdo de DPPH de 0,1mM. As reacbes para a
determinacao da atividade antioxidante das amostras de MO 2019 prosseguiram com
a transferéncia de aliquotas 125ul, 250ul, 500ul e 750l de extratos de MOL nas
concentragdes de 20%,30%,40% e 50% (figura 9); para baldes volumétricos de 5mL.
Para cada baldo foi adicionado 2mL da solucdo estoque de DPPH e houve o
preenchimento com etanol absoluto até a marca da afericdo, sendo obtido,
respectivamente, as concentragdes de 0,2mg/mL, 0,4mg/mL, 0,8mg/mL e 1,2mg/mL.
As reacg0Oes foram iniciadas e os bal6es volumétricos foram colocados ao abrigo da luz
durante 30 minutos.

Ao término da reacao, um dos aspectos notados foi a mudanca da coloracao,
uma vez que as amostras que o extrato estava mais concentrado apresentaram
coloracdo amarelada, enquanto, as menos concentradas apresentaram coloragao
roxa tipica do DPPH. Ja& as amostras de extratos de MO 2021 foram preparados
pesando-se 50mg dos extratos brutos, em balanca a analitica, com sua subsequente
dissolugdo em 10ML de etanol absoluto, obtendo-se extrato de 5mg/mL das amostras
de todos os meses, Aliquotas desses extratos bem como 2mL da solucdo estoque de
DPPH, foram transferidas para baldes volumétricos de 5ml, os quais foram depois
preenchidos com etanol absoluto até o traco da aferi¢cdo, produzindo- se as misturas
reacionais. Os extratos de MO reagiram, portanto, nas concentracdes de
25ug/mL,50pug/mL,100 pg/mL,250 pl/mL e 500 pg/mL. Todas Foram depois
submetidas a leitura em espectrofotdbmero UV-vis (Shimadzu, UVmini-1240), no
comprimento de onda de 517nm. As curvas de calibracdo foram previamente

validadas com dados de preciséo intermediaria, exatidao e linearidade.

4.5 Determinagao do teor de flavonoides totais pelo método de Quercetina

45.1 Construcao da curva de calibracéo de quercetina

Foi necessario fazer uma curva padrdo de quercetina (CisHi007), com

diferentes concentracbes. Em seguida preparou-se uma solucéo de cloreto de
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aluminio AICls (5%), onde foi pesado 9,05g AICI36H20 e solubilizado em 100mL de
metanol. Logo apos foi preparado uma segunda solucdo de quercetina (C1sH1007),
onde foi pesado 0,1g e solubilizado em 10mL de metanol. Foram preparadas seis
concentracOes diferentes para quercetina (tabela 3) 2, 4, 6, 8, 10, 12 (ug/mL), onde foi
colocado em cada um dos seis baldes 100uL de cloreto de aluminio a 5%, em
diferentes concentragbes da solucdo de quercetina e posteriormente o baldo foi
completado com metanol até atingir 5mL.

Tabela 5 — Concentragéo para curva padrdo da quercetina

Curva Padrao da Quercetina

Solugéo 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
AICI36H.0

Solugao 0,2mL 0,4mL 0,6 mL 0,8 mL 1mL 0.6 mL
C15H1007H20

Concentragdo  2Hg/mL 4ug/mL 6ug/mL 8ug/mL 10pg/mL 12ug/mL
C15H1007

Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Em seguida, agitou-se levemente por alguns segundos, ea solucdo foi mantida
em repouso no escuro, por 30 minutos. Apds o tempo fez a leitura em
espectofotdbmetro, no comprimento de onda de 425nm. Calculou-se a equacéo dareta

pelo método dos minimos quadrados.

Figura 11 — Diferentes concentragdes da solugédo contendo 100 microlitros de cloreto
de aluminio, diferentes concentracbes de quercetina e completadas para 5ml de
metanol

Fonte: Autora (2022).
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4.6 Teor de Flavonoides totais do extrato de Moringa oleifera

Em seguida foi feita uma solucéo estoque contendo extrato de moringa oleifera,
onde 50mg foi dissolvido em 10 mL de etanol a 70% para que a solucédo encontre-
se em 10mg/mL, foram preparadas seis concentracoes diferentes de moringa (Tabela
4), onde foi colocado em cada um dos seis baldes 100puL, de cloreto de aluminio a
5%, e diferentes concentra¢des da solugcéo de moringa em metanol e posteriormente
o baldo foi completado para 5mL; em seguida agitou- se levemente por alguns
segundos. Apds o tempo de 30min fez a leitura no espectofotébmetro, no comprimento

de onda 425nm. Calculou-se a equacao da reta pelo método dos minimos quadrados.

Tabela 6 — Concentragdo da curva da Moringa

Curva Moringa oleifera Lam
Sol. AICIs6H0 01mL O01mL O01mL O1mL O1mL 01mL

Sol. M.O. 25 pL 50 pL 100 pL 250 pL 500 pL 750 pL
Conc. Final 25 pg/mL 50 pg/mL 100 250 500 750
M.O. Hg/mL Hg/mL Hg/mL Hg/mL

Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Os valores das absorbancias obtidos com as leituras das amostras foram
substituidos na variavel y, da equacédo y = a+bx. Para calcular a porcentagem de
flavonoides totais presentes nas amostras analisadas utilizaram-se as equacdes

descritas acima.

4.7 Determinacédo de Fenois Totais com Folin-Ciocalteu

4.7.1 Construcdo da Curva de Calibrag&o do Acido Galico

Foi preparada uma solugcéo de carbonato de sodio (Na2COs3) a 15%(P/V) em
agua tendo o volume final a 100mL. Em seguida foi preparada uma solucdo estoque
de &cido galico a 1mg/mL e uma solucéo de trabalho de acido gélico a 100 pg/mL.

Apos essas preparagdes, em um baléo volumétrico de 10 mL, adicionou-se 250
puL de Folin-Ciocolteau, 3 mL de agua OR e diferentes volumes (200, 400, 600, 800,
1000uL) da solucdo de trabalho de acido gélico para concentragbes (2, 4, 6, 8,

10pg/mL) agitando a solugao por 1 minuto, posteriormente transferiu-se 600 uL de



carbonato de sodio (Na2CQO3) agitou-se por mais 30 segundos, aferindo o baldo com
agua OR.

A solucdo foi mantida protegida da luz por 2 horas para que ocorresse a
oxidacao dos fendis. O ensaio foi realizado em triplicata. Observou-se a mudanca de
coloracéo, de esverdeado para azul. A leitura foi realizada no espectrofotdmetro, no

comprimento de onda de 750 nm.

4.7.2 Determinacao do teor de Fendis Totais nos Extratos hidroalcdélicos de Moringa
oleifera LAM

Pesou-se 50 mg de extrato bruto de Moringa oleifera, totalmente seca e livre
de solvente, e transferiu-se para um becker de 10 mL. Em seguida, completou-se o
volume com 5 mL de etanol 70% em um baldo volumétrico de 5mL para obter

concentracdo de 5mg/mL ou 5.000 ug/mL.

Transferiu-se aliquotas de 75, 100, 125 e 200 uL para um baldo de 5 mL para

obter as cocentracdes de 50, 75, 100, 125 e 200 pg/mL. Adicionou-se 250uL do
reagente Folin-Ciocauteu e 600 pL de carbonato de sédio (Na2CO3). agitou-se por
mais 30 segundos, aferindo o baldo com dgua OR. A solucéo foi mantida protegida da
luz por 2 horas para que ocorresse a oxidacao dos fendis. A leitura foi realizada no
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 750 nm. O ensaio foi realizado em

triplicata.

4.8 Ensaios deidentificacdo e quantificacdo de flavonoides usando HPLC- DAD

A identificacdo e quantificacdo de flavonoides em Moringa oleifera Lam foram
realizadas utilizando uma cromatografia liquida de ultra-performance acoplada a
detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) da Shimadzu, composta pelos seguintes
modulos: uma bomba de alta pressdo 20ADXR), desgaseificador (modelo DGU-
20A3R), autoinjetor (modelo SIL-20AXR), coluna cromatografica em forno, detectores
de fotodiodos (modelo EPDM-20A) e detector de fluorescéncia (modelo RF-20A), um
controlador (modelo CBM-20A) e um software Shimadzu Labsolution. A separacdo dos
flavondides ocorreu por meio de coluna de fase reversa (C18, 250 x 4,6 mm; 5 um),

fase movel composta de solvente A (acido formico 0,1% em agua Milli-Q) e solvente
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B (Metanol), bombeada a vazdo de 0,6 mL/min. O gradiente inicial de eluicéo
consistiu A concentragdo do solvente B variou entre 10% entre os tempo 0, em
seguida aumentou para 12% de B em 3 min., em seguida aumentou para 16% de B
em 6 min., seguido de 20% de B em 9 min., 25% de B em 12 min., 31% do solvente
B em 15 min., 36% do solvente B em 18 min., 42% do solvente B em 21 min., 47% do
solvente B em 24 min., 53% do solvente B em 27 min., 60% do solvente B em 30 min.,
67% do solvente B em 33 min., 75% do solvente B em 36 min., 88% do solvente B em
39 min., 92% do solvente B em 41 min., 100% do solvente B em 44 min., retormou-
se a condicao inicial do solvente B (10%) entre 45 e 50 min. E mantendo-se 10% até
54 min. A concentragéo de 600 pg/mL de amostras foi preparada e o volume injetado
na coluna foi de 2pL.

4.9 Cromatografia Liquida Aclopada A Espectrometria de Massas (LC-MS)
A) Preparo das amostras para Injecao no LC-ESI-Orbitrap-FTMS:

As amostras de Extratos de Moringa Oleifera pé 75% foram enviadas para
laboratério Apex Science (Campinas/Sdo Paulo) em vials limpos em quantidade
pesada em balanca analitica (100 mg). Quantidade de 100 mg de extrato solubiliza-
se em 2 mL de metanol para obter concentracdo de 50 mg/mL (50.000 pg/mL)
(solucéo estoque) em becker. Filtrou-se as amostras (se preferivel) em unidades
filtrantes0,22 um. Em seguida, pipetou-se um volume de 1 mL (1000 pL) para balédo
volumétrico de 10 mL para obter concentracdo de 5 mg/mL (5.000 pg/mL) (Solucéo
de trabalho 1). Pipetou-se 0,4 mL da solucao de trabalho 1 para bal&o volumétrico de
10 mL para obter concentracao de 0,2 mg/mL (200 pg/mL) (solucéo de trabalho 2).
Em equipamento LC-Orbitrap da Thermo foram injetadas concentracdes de extrato

de Moringa Oleifera de 200 pg/mL).

B) Condi¢des de analise LC-MS para determinagao dos marcadores de M.O

Os dados de LC-MS foram adquiridos usando equipamento LTQ Orbitrat ™
(Thermo Fissher Scientific, Hemel Hempstead, Reino Unido UK, fixado em uma
resolucao de 30.000. A analise das amostras foi ralizada em modo negativo e modo
positivo. A faixa de varredura em massa foi de m/z 148-2000 e a temperatura do

capilar foi de 250°C. O eixo de massa do instrumento foi calibrado externamente de
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acordo com as instru¢des do fabricante, pouco antes de iniciar a experiéncia. Todos 0s
dados foram monitorados por software Mzmine. A andlise cromatografica em LC-
Orbitrap-FTMS obdeceu aos seguintes parametros: A fase moveél consistiu de (A)
0,1% de acido férmico em agua:Metanol (B), /(V:V) em modo de gradiente e a fase
estacionaria foi uma coluna C18 Phenomenex® (250 x4,6 mm, 5um) em fluxo de
300pL/min. A coluna foi submetida a eluicdo em modo de gradiente. A concentracao
do solvente B variou entre 10% entre os tempo 0, em seguida aumentou para 12% de
B em 3 min., em seguida aumentou para 16% de B em 6 min., seguido de 20% de B
em 9 min., 25% de B em 12 min., 31% do solvente B em 15 min., 36% do solvente B
em 18 min., 42% do solvente B em 21 min., 47% do solvente B em 24 min., 53% do
solvente B em 27 min., 60% do solvente B em 30 min., 67% do solvente B em 33 min.,
75% do solvente B em 36 min., 88% do solvente B em 39 min., 92% do solvente B em
41 min., 100% do solvente B em 44 min., retormou-se a condicao inicial do solvente
B (10%) entre 45 e 50 min. E mantendo-se 10% até 54 min. A concentracdo de 200

Hg/mL de amostras foi preparada e o volume injetado na coluna foi de 10pL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao da atividade antioxidante

A primeira avaliagéo realizada para amostras de extratos do ano de 2019 foi
a identificacdo da atividade antioxidante de amostras de Moringa oleifera Lam por
sequestro do radical DPPH. As amostras estéo dispostas na figura 12, cujo o grafico
fornece a porcentagem de sequestro do radical livre DPPH em funcdo da
concentracdo do extrato de Moringa oleifera Lam.

As concentracdes demostradas no grafico evidenciaram que todos os extratos
hidroalcéolicos a (50%, 40%, 30% e 20%) obtiveram melhores resultados na
concentracdo de (750 pg/mL), apresentando percentual de inibi¢cdo do radical DPPH
de (99,61%, 99,92%, 92,95% e 91,54%), demostrando nesta concentracao os extratos
hidroalc6olicos de moringa apresentam atividade antioxidante.

Além disso, observou-se o efeito concentracao dependente, ou seja, a medida
gue diminui a concentracdo dos extratos diminui a atividade antioxidante, sendo
melhor perceptivel nas concentracdes de 250 e 125 ug/mL. Na concentracdo de 125
png/mL, observou-se que o extrato hidroalcoolico de 50% apresentou atividade
antioxidante muito semelhante ao controle Trolox, sendo o melhor extrato de Moringa
oleifera, enquanto o extrato hidroalc6olico de 20% apresentou o pior resultado de
atividade antioxidante com valor de 21,33%.

Nouman et al. (2016) ao realizarem uma andlise de correcdo dentre a
composicao fendlica e a capacidade antioxidante a base de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH) mostrou uma relacéo positiva com 3-pacido cumaroilquinico e apigenina-8-
C- glicosideo. Os autores ainda avaliaram o potencial de extratos de folhas de
Moringa para acido linoleico (LAP), mostrando que os extratos hidrometandlicos
apresentaram alta atividade inibitéria com eficiéncia semelhante em comparagdo com
DPPH resultados. Ainda nesta pesquisa a capacidade de extratos polifendlicos de
folhas de Moringa de modular reagfes antioxidantes enzimaticas também foi testada
seguindo diferentes sistemas enzimaticos: atividades de superéxido dismutase
(SOD), peroxidase (POD) e catalase (CAT). A andlise de correlagdo assim realizada
permitiu identificar a relacdo entre 3-p-concentracdo de acido cumaroilquinico e
atividade de SOD. Foi observado 958,15 U/mg de proteina, em média nas folhas das

cultivares analisadas, para POD. A atividade de CAT correlacionou-se bem com o
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contetdo de kaempferol-3,7-diglucosideo, enfatizando ainda mais seu papel como
doador de elétrons (NOUMAN et al., 2016).

Figura 12 — Grafico da porcentagem de atividade antioxidante em funcéo das
concentracdes dos extratos 20%, 30%, 40% e 50% de Moringa oleifera Lam em
ETOH do ano de 2019
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Figura 13 — Grafico de sequestro de radicais DPPH dos extratos hidroalcoolicos do

cha de MO coletados em diferentes épocas do ano
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Essa alta propriedade antioxidante de MO deve- se a presenca de compostos
fendlicos principalmente os flavonoides, que possuem atividades sequestradoras de
espécies reativas de oxigénio, incluindo radicais livres do tipo hidroxil, peroxil e

superoxido, além de quelar metais de transicdo, impedindo assim, a formacgéo de
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espécies reativas (OLDONI et al., 2007; NORONHA et al., 2012).

Os extratos hidroalcodlicos do cha de MO, foram apresentados na figura 13, os
resultados obtidos corraboram com o estudo de atividade antioxidante das amostras
de 2019 em que extrato hidroalcodlico com menor percentual de alcool (extrato de
25%), apresentou menor atividade antioxidante que os extratos com maior percentual
de alcool utilizados na extracdo (50% e 75%).

A atividade antioxidante foi de acordo com as concentracfes das amostras dos
extratos hidroalcodlicos de MO, ou seja, quanto menor a concentragdo menor a
atividade. Independente do més da coleta e independente de épocas de intenso verao
e chuvas abundantes a atividade antioxidante ndo houve diferengas significativas para
as amostras de cha de MO. A amostra de MO cha a 50%, obiteve maior atividade
antioxidante, por apresentar uma maior capacidade de sequestro do radical livre e
menor capacidade de extrair interferentes durante a extracédo sélido-liquido. Ja as
amostras do extrato hidroalcoolico do cha a 75% tém a capacidade de extrair mais
compostos terpénicos e clorofila reduzindo assim sua atividade antioxidante
(NOBOSSE; FOMBANG; MBOFUNG,2018).

Este resultado condiz com o estudo conduzido por Jayawardana et al. (2015)
em que a avaliacdo do conteudo fendlico total das folhas de Moringa oleifera foi
analisado quanto a atividade antioxidante em salsichas de frango com ervas. A
pesquisa demonstrou que as folhas de M. oleifera fornecem beneficios antioxidantes
para estas salsichas de frango durante o armazenamento a frio (4-C) e que os efeitos

séo dependentes da concentragao.

Figura 14 — Percentagem de sequestro de radicais DPPH das amostras de pé de MO de
janeiro, fevereiro, junho, julho e agosto de 2021, em fun¢éo da concentracdo do extrato
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).
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Nas amostras de extrato hidroalcodlicos do pé da Mo apresentados na figura
14 de janeiro 25% e 40% apresentaram os piores resultados de atividade antioxidante,
essas amostras foram coletadas no intenso veréo e baixo indice de pluviosidade e
vegetacao, com alta intensidade de radiacéo solar, sendo considerado as condicdes
adversas para o vegetal.

O efeito da baixa percentagem (25% e 40%) de etanol nos extratos contribuiu
para a baixa atividade antioxidante, resultando em menor extracdo dos compostos
fendlicos para a atividade antioxidante.

Os melhores resultados de atividade antioxidante para as amostras de extratos
de p6 de MO, foram as coletadas nos meses de junho, julho e agosto (meses de alta
intensidade de chuvas), associado ao uso de extratos com percentagens de alcool
(50% e 75%), a ICso € menor que 50ug/mL.

A comparacao entre as amostras de cha de MO que é obtida do talo das partes
aéreas e das amostras de pé de MO que ¢é obtida das folhas demostra que o p6 da
MO apresenta as maiores atividades antioxidantes.

Santos et al. (2005) demostrou em seu estudo que as sementes de M. oleifera
possuiam um componente antioxidante (WSMoAC) este tem capacidade
sequestradora de radicais livres e o DPPH; que foi detectado através de uma
coloracdo amarela obtida pela coloracao da placa de folha de silica, onde foi revelado
ap6s uma reacao lenta (5mim), em comparacdo com a catequina,ambos os tipos
interferiram no tempo de aparecimento e na intensidade final da cor. Na analise os

dados revelaram amostras com atividade antioxidante.

5.2 Curva de Calibragcéo de Flavonoides Totais (Quercetina)

Para a obtencédo de dados quantitativos dos extratos de Moringaoleifera Lam
foi construida uma curva padrdo com quercetina onde R2 foi maior que 0,99 como
mostra a figura 15. A curva de calibracdo demonstrou que na faixa de concentracao
entre 2 e 12 ug/mL do padréo analitico de quercetina é possivel quantificar usando a

espectrofotometria do UV-Vis.
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Figura 15 — Curva padréo para flavonoides (quercetina)
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).

5.3 Quantificacdo da concentracdo de quercetina nos extratos hidroalcéolicos

de Moringa oleifera Lam
5.3.1 Amostras de Cha de Moringa oleifera e P6 das folhas de Moringaoleifera

O ensaio de flavondides totais do cha de Moringa oleifera Lam mostrou que
baixa percentagem de flavondides totais (0,32%+0,05) nas amostras de janeiro de
2021 (figuras 16 e 17). Estes dados corroboram com os resultados de atividade

antioxidante mostrados na figura 2.

Figura 16 — Percentagem de flavondides totais das amostras de cha de MO de janeiro,

fevereiro, junho, julho e agosto de 2021, em fungdo da concentragdo do extrato

hidroalcéolico de MO
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).
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Figura 17 — Valores de Percentagem média de flavondides totais das amostras de
cha de MO de janeiro, fevereiro, junho, julho e agosto de 2021, em fun¢éo da
concentracao do extrato hidroalcéolico de MO
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Figura 18 — Percentagem de flavonoides totais das amostras de pé de MO de
janeiro, fevereiro, junho, julho e agosto de 2021, em fung¢éo da concentracdo do
extrato hidroalcéolico de MO
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Figura 19 — Valores de Percentagem média de flavondides totais das amostras de
p6é de MO de janeiro, fevereiro, junho, julho e agosto de 2021, em fun¢éo da
concentracao do extrato hidroalcéolico de MO
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).

As amostras de cha de moringa fevereiro 75% de 2021 também demonstrou
baixa percentual de flavondides totais com valores médios de 0,54% +0,11. Os dados
mostram que em épocas de sol intenso esse metabdlico vem sendo pouco
biossintetizado pelo vegetal. No entanto, as amostras de época de chuva em Alagoas
(jJunho a agosto) a concentracao de flavondides aumenta com valores médios entre
0,8% e 1,94%. A concentracdo maxima do flavondides foi observada nas amostras de
chade moringa junho 50% com valores de 1,94% +0,46 seguido das amostras de cha
de moringa agosto 75% com valores de 1,24% +0,10.

As amostras de extratos de pé de MO também mostraram baixa percentagem
de flavondides totais (< 0,98%) nos meses de intenso verao (janeiro e fevereiro) em
relacdo aos meses de chuvas intensas (junho a agosto) entre 1,14% a 2,35% (figura
7). Os dados das figuras 6 e 7 mostraram que amostras de p6 de MO coletadas dos
meses de junho, julho e agosto mostram maior teor de flavondides totais e maior
capacidade antioxidante, com énfase para amostras de p6 de MO junho 50% e p6
de MO 75% agosto. Vale ressaltar que outras amostras de p6 de MO junho, julho e
agosto que apresentaram teor de flavonoides acima de 1,14% também apresentaram
expressivas capacidade antioxidante.

Um estudo in vitro conduzido por Noumana et al. (2015), fez uma avaliagao

comparativa com folhas de MO em 7 diferentes cultivares (Sunyaw; Paquistdo
branco; China; Kumasi; Tumu e techiman), onde foram utilizados extratos

hidroalcoolicos-metandlicos através de HPLC-MS; O resultado do estudo mostrou
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gue o maior teor de flavonoides totais foi encontrado em folhas de MO de Pakistan
black (298,30 pg/g) em média. Também foram encontrados derivados de apigenina
8-C-glicosidios, apresentando maior concentracao em folhas de Tumu e China (44,90
Mg/g) em média; 7-C-glicosidio (Isorhoifolina) e apigenina -7-O-rutnosidio
apresentando teores de concentracdes 27,76 ug/g e 21,05 ug/g, para Paquistdo
branco e Pakistam black, respectivamente. Neste mesmo estudo foram detecados
os acido-5-cafeoilquinico e acido -3-cafeoilquinico, e ao serem comparados, 0
conteudo do acido, observaram que as melhores concentragdes foram em Sunyaw
e Kumasi com valores de 192,57ug/g em média para acidos fendlicos totais e Folhas
de ‘Techiman’ e ‘China’ apresentaram menor concentracdo de &cidos fendlicos

(87,47 ug/g, em média).

No estudo realizado por Atawodi et al. (2010) foi verificado que o extrato
metandlico das folhas de MO contém acido clorogénico, rutina, quercetina, glicosideo
e kaempferol ramnoglicosideo, enquanto nas cascas da raiz e do caule foram
detectados varios picos de procianidina. Usando o sistema modelo de xantina
oxidase, todos os extratos exibiram forte atividade antioxidante in vitro, com ICso
valores de 16, 30 e 38mL para as raizes, folhas e casca do caule, respectivamente.

Assim, nota-se um alto efeito antioxidante observado para diferentes partes.

5.3.2 Quantificacdo da concentracdo de Fenois Totais nos extratos hidroalcoolicos

de Moringoleifera Lam

Os dados fornecidos na figura 20 e 21 demostram que 0s meses de janeiro e
fevereiro obtiveram teores altos de fenois em todas as concentracdes demostradas
(75pg/mL,100pg/mL,125ug/mL e 200ug/mL); Onde o perfil dos compostos
apresentaram similaridade ao efeito sazonal, aumentando a porcentagem dos
compostos fenodlicos para os meses com maior exposicao solar (janeiro e fevereiro),
com valoresde 13,39% e 8,38% respectivamente; no entanto, paraosmeses com maior
precipitacdo de chuvas (junho, julho e agosto), apresentaram minima variacdo com
valores 5,39% (julho) e 5,78% (junho).
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Figura 20 — Percentagem de fenois totais das amostras de p6 de MO de janeiro, fevereiro,
junho, julho e agosto de 2021, em func¢éo da concentracéo do extrato hidroalcéolico de MO
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Figura 21 — Valores de Percentagem média de fenois totais das amostras de p6 de MO de
janeiro, fevereiro, junho, julho e agosto de 2021, em fung¢éo da concentracdo do extrato
hidroalcéolico de MO
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).
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Na tabela 6 podemos observar que os compostos acidos ferulico e acido cafeico

tiveram um aumento significativo no extrato hidroalcodlico de 75% fevereiro com area

de 8.20 x 103 (ferlico) e 3.40 x10* (caféico), respectivamente. Em contrapartida, houve

uma diminuicdo destes compostos no extrato de julho 75% po, chegando a 6.00x103

para acido ferdlico e 5.10x10% para acido cafeico. Peres et al. (2015) através de

metodologias em in vivo e in vitro utilizou acido ferdlico em protetores solares, onde

comprovou atividades antioxidantes e protecdo cutanea com exceléncia. No ramo



alimenticio as pesquisas de agentes antioxidantes como o &cido cafeico séo
importantes, com menos efeitos colaterais possiveis, caracteristicas indesejaveis que
sdo observadas nos atuais antioxidantes empregados em produtos alimenticios
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ et al. 2004).

Um estudo conduzido por Vongsak et al. (2013), evidenciou que os extratos
aquosos de MO foram superiores aos extratos etandlicos. Os extratos de folhas
maturada apresentaram a maior capacidade antioxidante e teor de fendlicos que as
folhas frescas da Moringa. Extrato de Moringa oleifera obtidas na forma bruta possuem
maior rendimento em comparacao as folhas obtidas através da espremedura, esses
compostos apresentaram a maior capacidade antioxidante e teor de fenolicos totais.
Ademais, o extrato da folha maturada da Moringa possui melhores valores de
atividade enzimatica e ndo enziméatica através de uma perspectiva de antioxidantes
(WANGCHAROEN; GOMOLMANEE, 2013).

A literatura também evidencia que os compostos flavonoides e acidos feralicos
da Moringa possuem um efeito proteto contra radicais livres e contra 0 estresse
oxidativo provocado no meio celular, podendo este efeito ser direcionado a presenca
dos compostos fendlicos e em folhas maduras, sendo compreendido como algo
benéfico para os seres humanos (SREELATHA; PADMA, 2009).

5.4 Analise do Perfil cromatogréafico de Extratos de Moringa Oleifera usando
UPLC-DAD-UV

Figura 22 — Cromatograma de amostra de fevereiro p6 do cha de Moringa oleifera extraido
com etanol 75% monitorada a 325 nm (Gradiente A)
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Figura 23 — Cromatograma de amostra de julho p6é do cha de Moringa oleifera extraido com
etanol 75% monitorada a 325 nm
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Figura 24 — Cromatograma de amostra de Moringa oleifera de Ghana monitorada a 370
nm de acordo com Amaglo et al. 2010. Identificacdo de 19 flavondéides entre 20 e 37.5 mi
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Fonte: Dados da pesqwsa (2022)

Os cronogramas (figura 22 e 23), é decorrente do extrato etandélico obtido do
po do cha da planta, referente ao més de fevereiro e julho respectivamente. E possivel
observar na tabela 6 e 7, a identificagdo de 33 compostos na analise apresentando
um tempo de retencéo e are totalizando 40 e 50 minutos de andlises. Nos picos em
evidéncia foram identificados acidos cafeicos e quercetinas (isoquercentrin, quercetin
3-O-malonyglucoside e rutina). Os acidos cafeicos sédo acidos hidroxinamicos com

potencial antioxidantes, antibacteriano e anti-inflamatério (KOU et al., 2018; PADLA
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et al., 2012; CHENG et al., 2019; LOPES RODRIGUES et al., 2020). A identificacao
deste composto corrabora com achados de Amaglo et al. (2010), que através de
HPLC-MS identificou os acidos cafeicos (isbmeros 5 e 3) em folhas com flores
apresentando niveis de acidos cafeoilquinos mais altos.

A anélise também identificou quercentina (Figuras 24, 25, 26, 27 e 28), que foi
a substancia que teve o pico mais intenso, estando também entre os de boa resolucéo.
Presente nas folhas de MO que possui propriedade antioxidante, a substancia
neutraliza a acao dos radicais livres (PADLA et al., 2012; KOU et al., 2018). Isto condiz
com achados de dados de LC-MS obtidos para flavonoides onde detectaram trés
flavonoides principais e dois secundarios sendo eles: 3-O-glicosidio, quercentina 3-
O- (6"-malonilglicosidio), e um isémero secundario ndo identificado de quercentina 3-
O- malonil glicosidio, kaempferol 3-O-glicosidio e kaempferol 3-O-(6"-
malonilglicosidio) (BENNETT et al., 2003).

O tempo de retencao para os compostos apresentam similiaridade para todos
0s meses avaliados de MO, no entanto, ha diferengcas na intensidade do sinal. A
observacédo da intensidade dos picos ja indica haver nos meses de fevereiro ejulho,
maior concentracdo de acidos caféicos, acido 2-coumarico, umbeliferona, acido p-
coumérico, vitexina, rutina, quercetina, kaempferol, luteolina, apigenina,
pinocembrina.

O perfil de flavondide noss extrato de MO foram bastante variados e
complexocom predominancia de encontrar os flavondis glicosideos (rutinosidios,
maloniglicosidios de quercetina > kaempferol > isorhamentina). A classe das flavonas
dectadas por MS, especialmente as derivadas da apigenina como kaempferol
hexoside e kaempferol 3-O-rutinosidio de (AMAGLO et al., 2004). Além disso
malonilglicoside podem se desprender para formar varios acetilglicosidios e
malonilglucosides e corrabora com um estudo de Svehilkova et al. (2004), para

maloniglicosidios em camomila.
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Tabela 3 — Identificacdo e confirmacdo de alguns marcadores da Moringa
oleifera (fevereiro 75% po)

Pico RT (min.) [M-H] ou Mw Formula Area Composto
[M-H]* (m/z)

1 0.63 449.1088 448.38 C21H20011 Orientina

2 2.69 289.0711 200.27 Ci15H1406  6.90 x 10° Catequina

3 3.34 179.0351 180.16 CoHgO4 3.40 x 10* Acidos cafeicos(trans)

4 4.84 179.0351 180.16 CoHgO4 3.20 x 10° Acido cafeico (cis)

5 4.89 165.0554 164.140  C9H8O3 1.50 x 10* Acido 2-coumarico

6 5.93 447.0957 448.38 C21H20011 2.30x 10° Anélogo de quercentrina

7 5.62 161.0246 162.140 C9HBO3 2.2 x10* Umbeliferona (derivado)

7a 5.64 161.0246 162.140  C9HeO3 2.2 x 10 Umbeliferona

8 10.04 447.0965 448.38 C21H20011 Derivado de quercentrina

9 11.50 193.0502 194.18  C10H1004 8.2x 10° Acido ferdlico

10 12.25 353.0901 354.31  Ci1eH1809 8.5 x 102 Acido clorogénico

11 12.53 463.1243 464.40 C21H20012  7.2x10? Miricitrina

12 14.02 447.0965 448.38 C21H20011  85x10° quercitrina

13 14.82 163.0243 164.16 CoHgO 2.4 x 10°* Acido p-coumarico

14 15.37 433.1139 432.40 C21H20010 6.14 x 10° Vitexina

15 15.95 465.1038 464.40 C21H20012 Delphinidina-3-O-glicosideo

chlorieto/miricicitrina

16 16.76 229.0858 228.24  C14H1203 6.20 x 10* Resveratrol (trans)

17 17.28 229.0858 228.24 C14H1203 - Resveratrol (cis)

18 17.75 287.0550 287.24 C15H1106 Cianidina

19 19.30 257.0805 256.27 C15H1204 8.9 x 10° Liquiritigenina

20 20.07 609.1454 610.52 C275H28016 8.7 x10? Rutina

21 21.05 253.0517 25420 C15H1004  1.00 x 10* Daidzeina

22 21.47 255.0517 25420 C15H1004  1.70x 10* Crisina

23 22.34 273.0761 272.25 (C15H1205 2.60 x 10° Pinobanksina

24 22.66 303.0503 302.24 C15H1007 8.70 x 102 Quercetina

25 23.23 273.0761 272.25 (C15H1205 3.40x 10° Naringenina

26 24.59 285.0413 286.24 C15H1006  2.30 x 103 kaempferol

27 27.04 285.1104 286.04 C15H1006  4.74 x 10° Luteolina

28 27.68 271.0607 270.24  Ci5H1005  1.30x 10° Apigenina

29 28.43 257.0806 256.24 C15H1204  6.10 x 10° Isoliquiritigenina

30 29.55 269.0807 268.28 C16H1204 270 x10° Formononetina / Isoformononetina

31 31.50 257.0809 256.24 C15H1204 8.90 x 10* Pinocembrina

32 33.34 285.0753 284.26  C16H1205 - Biochanina A

33 38.71 285.0770 284.26  C16H1205  1.70x10° Acacetina

RT: Retention time (min), MW: Molecular

weight. Fonte: Dados da pesquisa (2022).



Tabela 4 — Identificacdo e confirmacdo de marcadores Moringa oleifera (julho 75% po)

Pico RT (min.) [M-H] ou MW Formula Area Composto
[M-H]* (m/2)

1 0.63 449.1088  448.38 CaH201u - Orientina

2 2.69 289.0711  290.27  CisH140s 7.30 x 103 Catequina

3 3.34 179.0351  180.16  CoHsOs 5.10 x 103 Acidos cafeicos (trans)

4 4.84 179.0351  180.16 MO+ 5204108 Acido cafeico (cis)

5 4.89 165.0554 164.140 CoHsOs 1.60 x 10° Acido 2-coumarico

6 5.93 447.0957 448.38 Cy1H20011 2.30x 108 Andlago da quecentrina

7 7.80 161.0246 162.140 ©oHeOs 5 404 10 Umbeliferona (derivado)

7a 8.68 161.0246  162.140 CoHeOs 2.40 x 104 Umbeliferona

8 10.04 447.0965 448.38  Cy1H2011 Derivadodequercentrina

9 11.50 193.0502  194.18 CiwoH00s 600 x 10° Acido ferdlico

10 12.53 463.1243  464.40 C2H2012  1.10x 103 Miricitrina

11 12.25 353.0001 35431 CwoMeOs 550 10 Acido clorogénico

12 14.02 447.0965 448.38 C21H20011 1.40 x 104 Anélogo de quercentina

13 14.82 163.0243 164.16 CoHsO 2.60 x 10* Acido p-coumarico

14 15.37 433.1139 432.40 C2H20010 1.60 x 10° Vitexina

15 15.95 465.1038 464.40 C21H2012 - Delphinidina-3-O-glucosideo

cloreto/miricicitrina

16 16.76 229.0858 228.24 C14H1203 6.40 x 104 Resveratrol (trans)

17 17.28 229.0858 228.24 C14H1203 - Resveratrol (cis)

18 17.75 287.0550 287.24 C15H1106 - Cianidina

19 19.30 257.0805  256.27 CisHi2O4 8.10 x 103 Liquiritigenina

20 20.07 609.1454 610.52 C275H28016 7.0 x104 Rutina

21 21.05 253.0517 254.20 CisH1004 8.40 x 108 Daidzeina

22 21.47 255.0517 254.20 CisH1004 1.70 x 10* Crisina

23 22.34 273.0761  272.25 CisH120s  4.70 x 10° Pinobanksina

24 22.66 303.0503 302.24  CisHi007 3.80 x 108 Quercetina

25 23.23 273.0761  272.25 CisH120s  1.70x 10° Naringenina

26 24.59 285.0413  286.24 CisH1Os 3.70 x 10° kaempferol

27 27.04 285.1104 286.04 CisH100s 6.00 x 104 Luteolina

28 27.68 271.0607 270.24  CysHy1o0s 1.10 x 10* Apigenina

29 28.43 257.0806  256.24 CisH1204 490 x 103 Isoliquiritigenina

30 29.55 269.0807 26828 C1H20s 5605103 Formononetina /
Isoformononetina

31 31.50 257.0809 256.24 CisH1204 1.50 x 10* Pinocembrina

32 33.34 285.0753 284.26  Cy6H120s - Biochanin A

33 38.71 285.0770 284.26  CieH120s 2.80x 108 Acacetina

RT: Retention time (min), MW: Molecular
weight. Fonte: Dados da pesquisa (2022).
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5.5 Andlise LC-MS de identificacdo de alguns metabdlitos fenélicos da M.O

Figura 25 — Andlise LC-MS com software MZmine da mistura dos padrdes analiticos usados

na identificagédo dos flavonoides da Moringa oleifera
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).

A analise LC-MS (figura 25) de extratos hidroalcodlicos das folhas de Moringa
oleifera Lam revelou uma ampla gama de compostos fendlicos, sendo os flavonoides
a classe principal (tabelas 6 e 7). Além disso &cidos hidroxindmicos também foram
detectados nas amostrasa analisadas. Assim, de acordo com o tempo de retencéo e
massas moleculares, foram detectados flavonoides, &acido caféico, acido 2-
coumarico, umbeliferona, acido p-coumarico, vitexina, rutina, quercetina, kaempferol,
luteolina, apigenina, pinocembrina em alta intesidades nas amostras de extrato de
moringa fevereiro e julho p6 75%.

O ensaio de LC-MS usando o método dos padrdes analitico também detectou
(tabela 8) a presenca de isoquercitrina (figura 26), quercetina 3-O-malonylglucoside
(m/z 550.0927) (figura 27), kaempferol 3-O-(6""-malonylglucoside) (m/z 489.1493)
(figura 29) e kaempferol 3-O-glucoside (m/z 447.2616) (figura 30) conhecido como
astragalina baseado em dados da literatura cientifica.

Esses resulatdos corraboram com um estudo de Rochetti et al. (2020), onde
os autores identificaram agentes derivados de quercentina, miricetina e kaempferol,
Sendo os mais observados em compostos fendlicos acido galico e clorogénio em
folhas de Moringa através de LC-MS. Além dos compostos identificados pelo método

de analise ndo-alvo (Untarget analysis), sem padrdes analiticos, que correspondem
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aos diversos extratos de Moringa, cujos 291 compostos anotados, onde 39 foram
antocianinas (Delphinidin  3-O-glucoside), 66 flavonoides (Dihydroquercetin,
Pinocembrin, Luteolin, Quercetin 3-O-rhamnoside, Naringin), 47 flavondis
(Kaempferol 7-O-glucoside), 15 lignanas, 7 alquil-fenois, 49 compostos molecuraes
inferiores, 63 acidos fenolicos (Gallic acid, Syringic acid) e 5 estilbenos (resveratrol).
Neste mesmo estudo foram feitas extracdes seguidas através de homogenizador
(HAE), onde foram usados trés sistemas de solventes: Metanol (HAE-1), metanol-
agua 50:50 v/V(HAE-2) e acetato de etila (HAE-3). O extrato de HAE-1 foi
caracterizado com maior quantidade de composto fendlico total, seguido por extrato
de HAE-2 e HAE-3. Além disso, 0 estudo apontou que compostos da subclasse
fendlica sdo mais bem extraidos por compostos polares solventes, apontando
também que os compostos fendlicos possuem uma boa correlacdo com as atividades

bioldgicas.

Tabela 5 — Identificag@o pela formula molecular gerada usando software MZmine de
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marcadores
Pico RT (min.) [M-H]-ou MW Férmula Area Composto
[M-H]* (m/z)
1 11.21 465.1034  464.38 C27H3001 1.10x 10° quercetina 3-O-glucosideo
6 (isoquercitrina)
2 18.57 550.0927 550.40 C24H2201 1.10x 108 quercetina 3-O-(6""-malonylglicosideo)
5
3 20.07 609.1454 610.50 C9H80O4 7.10 x 104 quercetina 3-O-rhamnosylglicosideo ou
(rutina)
4 32.34 489.1493* 534.40 C9H803 1.60 x 10> kaempferol 3-O-(6""-malonylglicosideo)
5 32.52 447.2616  448.40 C21H2001 2.70x 103 Kaempferol 3-O-glucosideo

L (astragalina)

Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Em um estudo anterior de Bennett et al. (2003), relata que através LC-MS em
folhas de MO foram encontrados &cidos clorogénicos (acidos 3-cafeoilquinicos e 5-
cafeilquinicos), nas amostras o isdmero 5 teve melhores resultados de que o isbmero
3 em que as quantidades nas folhas variam de acordo com a localizagdo e a depender
da parte da planta.

Amaglo et al. (2010), ao avaliar folhas de MO cultivadas em Ghana através de
HPLC-DAD, demostrou que foram detectados quatro glucosinolatos adicionais: 4-
hidroxibenzilgluco sinolato precursor subtituidos por ramnose e relatado pela primeira

vez em MO, trés isbmeros mono-acetilramnose e nas vagens benzilgluco sinolato. A



glucomorigina aparece em todos os tecidos, pricipalmente em folhas e sementes
(5,46+-0,04); sendo compativeis a estudos anteriores (BENNET et al., 2003), onde

seus teores mudaram de acordo em plantas com flores ou vegetativas.

Figura 26 — Identificacdo da Isoquercitrina 465.1034 m/z usando software MZmine
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Figura 27 — Identificacdo da quecertina 3-O-Malonylglucoside 550.0927 m/z usando
software MZmine

Fonte: Dados da pesquisa (2022).
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).
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Figura 28 — Identificacdo da quecertina 3-O-rhamnosylglucoside 609.1439 m/z
(610.40 m/z) usando software MZmine

Rutina ou quercetin 3-O rhamnosylglucoside
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Figura 29 — Identificacdo do Kaempferol 3-O-Malonylglucoside 489.1493 m/z
(534.40 m/z) com perda de CO2 usando software MZmine

kaempferol 3-0O-(6"-malonylglucoside)
534 - CO2Z = 489 myz

Fonte: Dados da pesquisa (2022).
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Figura 30 — Identificacdo do Kaempferol 3-O-glucoside ou astragalina (447.2616)
448.40 m/z usando software MZmine
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Outros achados como o citado por Bennett et al. (2003) corrabora com 0s
resultados obtidos neste estudo; os glicosinolatos (4-monoacetil-4-(RL-
ramnopirasonilox) - benzilglucosinolato e 4-(RL-ramnopirasonilox) - benzilglucosino
tardio e derivados de monoacetil. O primeiro apareceu restrito em folhas de MO, e o
segundo modificados com acucar foram encontrados em espécies de Moringa

(Morigacea).



6 CONCLUSAO

Os dados de revisdo da literatura cientifica e artigo de revisdo produzido vém
demonstrando que os extratos aquosos de Moringa oleifera apresentam atividade
hipoglicemiante baseado em estudos pré-clinicos e estudos clinicos.

Os extratos hidroalcoolicos de Moringa oleifera obtidos da regido de INHAPI-
AL vém mostrando que o vegetal sofre influéncia sazonal quando avaliados por
ensaios de flavondides totais, fendis totais, capacidade antioxidante e analise de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.

Os extratos hidroalcoolicos de p6 das folhas Moringa oleifera apresentaram
maior capacidade antioxidante e maior teor de flavondides totais em relacdo aos
extratos hidroalcéolicos de cha (talos das partes aéreas) das folhas Moringa oleifera.
Os extratos hidroalcoolicos de Moringa oleifera da regido de INHAPI-AL
apresentaram maior capacidade antioxidante e maiores teores de flavonoides
guando coletadas nos meses de chuvas intensas (meses de junho, julho e agosto).

A identificagdo de compostos fendlicos como os derivados do &cido
clorogénicos, é&cido ferulico, &cido caféico, acido 2-coumérico, resveratol e
umbeliferona usando a técnica de LC-ESI-Obitrap-FTMS. Pela mesma técnica foi
possivel identificar flavondides agliconicos como luteolina, apigenina pinocembrina,
acacetina, quercetina, kaempferol, crisina, bem como flavonéides glicbnicos como
vitexina, rutina, derivados de quercitrina, miricitrina usando a técnica dos padrdes
analiticos. Foi possivel ainda identificar pelo método de analise “untarget’
isoquercitrina, quercetin  3-O-(6""-malonylglucoside), kaempferol 3-O-(6""-

malonylglucoside) e Kaempferol 3-O-glucoside (astragalin).
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ANEXO 1 - Declaracéo de identificacdo da espécie de Moringa oleifera Lam
no herbario MAC do Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA).
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APENDICE 1 — Avaliacéo da atividade antioxidante de Extratos de Moringa

oleifera Lam (MOL) (% inibicdo do radical DPPH).

Concentragao % de sequestro do radical DPPH
(“9/%%})“/'0 Media
750 99,29 99,53 100 99,61
500 67,80 68,50 68,74 68,34
250 36,53 36,77 37,00 36,77
125 21,72 21,25 21,02 21,33
Concentragao % de sequestro do radical DPPH
(/M) Mo Média
750 92,71 92,71 114,3 99,92
4
500 89,19 89,42 89,66 89,42
250 55,81 56,28 56,98 56,35
125 29,95 30,42 30,89 30,42
Concentragao % de sequestro do radical DPPH
(“9/%5%'\"0 Media
750 91,77 93,42 93,65 92,95
500 91,54 91,54 91,77 91,62
250 88,48 88,48 88,72 88,56
125 61,68 61,92 62,15 61,92
Concentragéo % de sequestro do radical DPPH
(ug/mL) MO 50% Media
750 91,54 91,77 91,30 91,54
500 90,60 90,83 90,60 90,68
250 89,19 89,42 89,42 89,34
125 85,66 84,96 85,43 85,35

Fonte: Autora ,2022
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APENDICE 2 — Anélise LC-MS com software MZmine da mistura dos padrdes
analiticos usados na identificagédo dos flavonoides da Moringa oleifera
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APENDICE 3- Analise LC-MS com software MZmine da amostra extrato de
moringa fevereiro 75% po6 usados na identificagdo dos flavonoides da
Moringa oleifera
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APENDICE 4 — Andlise LC-MS com software MZmine da amostra extrato de
moringa 75% po julho usados na identificacéo dos flavonoides da

Moringa oleifera
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APENDICE 5 - Identificacéo e Confirmac&o de alguns marcadores dos

91

padrdes
de Moringa oleifera
Pico RT(min.) [M-HJou MW Formula Area Composto
[M-H]* (m/2)
1 0.63 449.1088 448.38 C21H20011  1.20 x 10° Orientina
2 2.69 289.0711 290.27 CisH14s0s  1.70 x 104 Catequina
3 3.34 179.0351  180.16  CoHsOs4 2.6 x 108 Acido cafeico (trans)
4 4.84 179.0351  180.16 CoHgOs  1.20 x 108 Acido cafeico(cis)
5 4.89 165.0554 164.140  CoHsOs  3.90 x 106 Acido 2-coumarico
6 5.93 447.0957 44838 C21H20011  1.70x 107  Anal6go de quercentrina
7 5.62 163.0394 162.140 CoHeOs  4.40 x 106 Umbeliferona (derivado)
7a 5.64 163.0394 162.140 CoHeOs  1.90 x 107 Umbeliferona
8 10.04 447.0965  448.38 C2iH20011  1.30x 107  Derivado de quercintrina
9 11.50 193.0502  194.18 CioH1004 1,40 x 107 Acido ferulico
10 12.25 353.0901 35431 CieHisO  7.8x 104 Acido clorogénico
9
11 12.53 463.1243 464.40 CoH20012 4.7x105 Miricitrina
12 14.02 447.0965 448.38 C21H20011  1.30x 107 quercitrina
13 14.82 163.0243 164.16 CoHsO 5.80 x 108 Acido p-coumarico
14 15.37 433.1139  432.40 C2H20010 410 x 108 Vitexina
15 15.95 465.1038  464.40 C2H20012 660 x 105 Delphinidina3-O-glucosideo
cloreto /miricicitrina
16 16.76 229.0858 228.24 C14H1203 2.10 x 109 Resveratrol (trans)
17 17.28 229.0858 228.24 C14H1203 Resveratrol (cis)
18 17.75 287.0550 287.24 C15H110 - Cianidina
6
19 19.30 257.0805  256.27 CisH1204  6.5x 103 Liquiritigenina
20 20.07 609.1454 610.52 CorsH28016 2.0 x103 Rutina
21 21.05 253.0517 254.20 CisH1004 1.3x108 Daidzeina
22 21.47 255.0517  254.20 ©asH1004 1 30 x 105 Crisina
23 22.34 273.0761  272.25 CisH1205 1.50 x 104 Pinobanksina
24 22.66 303.0503 302.24 CisH107  150x 105 Quercetina
25 23.23 273.0761 272.25 Cis5H1205 5.80 x 103 Naringenina
26 24.59 285.0413 286.24 CisHi006 1.30 x 108 kaempferol
27 27.04 285.1104  286.04 CisH100s  6.00 x 108 Luteolina
28 27.68 271.0607 270.24 CisH100s  1.80 x 10° Apigenina
29 28.43 257.0806  256.24 CisHi1204  1.20 x 10* Isoliquiritigenina
30 29.55 269.0807 268.28 C1H1204 150 x 106 Formononetina /
Isotormononetina
31 31.50 257.0809 256.24 CisH1204  1.00 x 108 Pinocembrina
32 33.34 285.0753  284.26 C16H1205 3,60 x 107 Biochanin A
33 38.71 285.0770  284.26  Ci6H120s 440 x 105 Acacetina

RT: Retention time (min), MW: Molecular weight; Fonte: Dados da pesquisa (2022)



