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RESUMEN

Actualmente la medicina tradicional es reconocida como un recurso fundamental
para el sistema de salud en paises, como India y China. Dentro de la medicina
tradicional, una de las plantas medicinales que se ha vuelto muy popular en nuestro
pais es Moringa oleifera. Esta es perteneciente a la familia Moringacea, es un arbol
perenne originario del norte de India y Paquistan el cual se sabe que presenta
diferentes metabolitos secundarios como fenoles, flavonoides y alcaloides que
pueden llegar a tener actividad benéfica en el tratamiento de diferentes
enfermedades, como el asma, epilepsia, enfermedades renales, artritis y diabetes,
entre otras. Recientemente, M. oleifera es muy consumida entre los pacientes
diabéticos, sin embargo, no se sabe con certeza los efectos tdxicos y mutagénicos
que pueda tener. Asimismo, es muy importante tomar en cuenta las propiedades
del medio ambiente en donde se cultiva, ya que si la planta se encuentra en un
medio de estrés la sintesis de metabolitos secundarios sera variable a beneficio de
la misma planta y de la concentracion de estos metabolitos secundarios sintetizados
dependera la actividad benéfica y/o tdxica de la planta al momento de consumirla.
En este sentido es importante evaluar la planta en la region donde sera utilizada.
Por esta razon se realizaron ensayos para evaluar la toxicidad y mutagenicidad de
la moringa, como pruebas iniciales, para determinar el uso seguro en humanos
previo a la evaluacion de posibles actividades benéficas que pudiera tener. En este
estudio se obtuvieron dos extractos metandlicos de M. oleifera de diferentes
procedencias, cultivada en invernadero (MOI) y de un supermercado (MOP), se
analiz6 la composicion quimica por Cromatografia liquida de alta resolucién
acoplada a una espectrometria de masas (HPLC-MS), Cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y Cromatografia liquida de alta
resolucién con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), la concentracién de
metabolitos secundarios (fenoles totales por el método de Singleton, flavonoides
totales por el método de Dowd y alcaloides totales por la técnica de Shamsa), la
capacidad antioxidante (Reduccion de DPPH) y la actividad mutagénica (ensayo de

Ames). El extracto con mayor cantidad de fenoles y flavonoides fue el obtenido en



MOP con 288.2 mg eAG/g y 12.47 mg eQ/g respectivamente. El obtenido en MOI
presentd la concentracion de alcaloides mas alta de 11.25 mg eAlg, y la mejor
capacidad antioxidante la obtuvo MOP con una CAso de 13.98 ppm. Los compuestos
obtenidos por el método de GC-MS para el extracto de MOP diluido en AcEtO fueron
la 1-Dodecanamina N,N-dimetil-3-(N,N-dimetilaurylammonio)propanesulfonato y el
Acido sulfuroso, dodecyl 2-propilester. A diferencia del extracto de MOI diluido en
MeOH en el cual se detectaron 4 compuestos siendo el mas abundante el Eicosano
y para el mismo extracto diluido en hexano se detecté el (fenol, 2,4-bis(1,1-
dimetiletil). En HPLC-DAD de MOP se detectaron 7 compuestos que se identificaron
como fenoles simples y flavanoles. Por otro lado, se encontraron por HPLC-MS la
luteolina y el &cido clorogénico en ambos extractos. Finalmente, en la prueba de
Ames se utilizaron las cepas TA98, TA100 y TA102 y se probaron concentraciones
de 16 a 2ug de cada extracto. Ninguna concentraciébn de ambos extractos tuvo

efecto mutagénico en las cepas utilizadas para este ensayo

Palabras clave: Medicina tradicional, moringa, extracto metandlico, metabolitos

secundarios, prueba de Ames.
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INTRODUCCION

Desde hace tiempo la medicina tradicional, conocida también como medicina
complementaria, alternativa o no convencional ha ocupado un papel muy importante
en la medicina actual y ha sido asociada a los variados aspectos curativos que
practican las poblaciones de paises en desarrollo, producto de los valores indigenas
0 autoctonos de éstos. (Lozoya, 1987). La Organizacion Mundial de la Salud la
define como “La suma total de los conocimientos, habilidades y practicas basadas
en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas, sean
explicables o no, utilizadas tanto en el mantener la salud como en la prevencion,

diagnéstico y tratamiento de enfermedades fisicas y mentales” (OMS, 2020).

Actualmente es reconocida como un recurso fundamental para la salud de millones
de seres humanos. En todo el mundo existe un gran interés por el uso de la medicina
tradicional, por ejemplo, en China el 40% de la terapia farmacoldgica recae en la
medicina tradicional y en India el 65% de la poblacién rural recurre a plantas
medicinales para atender sus necesidades primarias de salud (OMS, 2003a).

Desde la antigliedad, las plantas medicinales de cada region se han estudiado y
descritos en diferentes documentos (Santamaria y Balderrabano. 2016), por
ejemplo, en Europa se escribieron en los siglos XIV y XV los cédices de Tacuinum
sanitatis en donde mencionan plantas con propiedades oculares curativas (Garcia
y Suaréz, 2003).

Sin embargo, el uso de las plantas medicinales no estd basado en analisis
cientificos y en ocasiones no se tiene la certeza de la especie que puede ser
utiizada para consumo humano. Existen especies de plantas que son
comercializadas en lugares lejos de su distribucién natural, las cuales, pueden ser
sustituidas por plantas locales que comparten ciertas caracteristicas (Linares y Bye
1987), ademas de que el lugar de colecta afecta en gran medida la produccién de
ciertos compuestos que podrian ser los responsables de las actividades
farmacoldgicas que presentan algunas plantas o peor aun, compuestos toxicos para

el humano.
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Es por lo anterior que se deben realizar andlisis de los componentes y de la
genotoxicidad de estas especies para evaluar su posible utilizacion en el tratamiento
para ciertas enfermedades, asi como establecer su recoleccion en el lugar donde
se consumen para tener certeza de la correcta identificacion de especie y conocer

el ambiente donde crece para estandarizar y atribuir algunos compuestos al mismo.

Moringa oleifera

Actualmente M. oleifera es muy estudiada gracias a las propiedades atribuidas a
SuUS numerosos componentes bioactivos como vitaminas, acidos fendlicos,
flavonoides, isotiocianatos, taninos y saponinas presentes en cantidades
significativas (Vergara-Jiménez et al.,, 2017). Ademas de que cuenta con
propiedades antimicrobianas, antioxidantes, y terapéuticas (Canet-Romero et al.,
2014).

M. oleifera forma parte de la horticultura tradicional desde hace mucho tiempo,
principalmente con fines ornamentales. Es conocida también como palo de tambor,
arbol del rabano picante, palillo de arbol, arbol de los esparragos, Ben de la India
occidental, entre muchos otros. Pertenece a la familia Moringaceae y esta
estrechamente emparentada con la familia de la papaya (Caricaceae), ambas
forman parte de la subclase Malvidae y al orden de las Brassicales (APG, 2009).
Presenta un unico género (Moringa) y las dos especies mas comunes son Moringa

oleifera y Moringa concanensis (Ramachandran et al., 1980).

Los organismos pertenecientes a la familia Moringaceae son arboles o arbustos con
raices tuberosas las cuales, junto con las hojas, producen glucosinolatos e
isotiocianatos. Los tallos erectos no presentan ramificacion; las hojas son alternas
y compuestas con estipulas glandulares. Las inflorescencias son axilares y
paniculadas con ramificacion de tres a cuatro érdenes sostenidas por pedicelos.
Generalmente presentan bracteas. Las flores aparecen en racimos, son pequenias,
de color blanco y olorosas; son zigomorfas (casi actinomorfas), con una férmula
floral de cinco sépalos, cinco pétalos (insertados al borde del hipantio de forma
opuesta, con tres estaminodios) y cinco estambres (Figura 1). El ovario esta

formado por tres carpelos. Los frutos son de forma capsular, presentan dehiscencia,
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tienen textura parecida al terciopelo, son fibrosos y contienen de 10 a 35 semillas
por fruto, las cuales son marrones, globulares, aladas y con cotiledones aceitosos
(Figura 2). La corteza de las Moringaceae tiene una madera blanca o amarillenta y
sus planos son fibrosos, principalmente compuestos de parénquima (Olson, 2002;
Olson, 2010; Geilfus, 1994, Foidl et al., 1999).

Figura 1. Flor de M. oleifera. A. rama floreciendo. B, esquema de flor. C, corte transversal de flor.

D-E, semillas de M. oleifera. (Rondén et al., 2017).

gléndulas
enlas

una hoja

Figura 2. Partes de la moringa (Moringa oleifera). A, hojas grandes, pinnadas divididas en foliolos
dispuestos sobre un raquis. En la insercion del peciolo al raquis se observan pequefias glandulas.
B, fruto en forma de capsula ligera, lefiosa y seca. C, dehiscencia del fruto en 3 valvas. D, semillas

de color café, con 3 alas color beige (Olson, 2002).

La propagacion se da de forma sexual (para forraje) y asexual (Garcia, 2003).
Soporta largos periodos de sequia y crece bien en zonas aridas y semiaridas. Es
una especie resistente y requiere pocos cuidados horticolas, ademas de que puede
llegar a crecer hasta cuatro metros y dar flores y frutos en un afo. (Folkard y

Sutherland, 1996).
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Distribucion

Es originaria del norte de India y Paquistan, pero se ha difundido en casi todos los
paises tropicales de Asia, Africa y América (Geilfus, 1994) (Figura 3). En México, se
encuentra en el Pacifico (desde el sur de Sonora hasta Chiapas) y la depresion del
Balsas (Santillan, 2013). El género Moringa crece en forma abundante y frondosa

en las llanuras calientes del sur del istmo de Tehuantepec (Olson y Fahey, 2011).

Figura 3. Distribucion actual de la M. oleifera (Balbir, 2005)

La distribucién que registré Balbir, (2005) nos dice que la moringa es una planta de
zonas calidas y generalmente prospera mejor por debajo de los 500 msnm y crece

poco al ser cultivada a los 1500 msnm. (Olson y Fahey, 2011).

Usos

Se considera un buen suplemento alimenticio para el humano, se sabe que sus
hojas son comestibles y son una fuente rica en micronutrientes esenciales, como
las vitaminas A, B, C (acido ascorbico) y E (tocoferol), de calcio, potasio, magnesio,
fésforo, hierro y de los aminoacidos metionina, cisteina, leucina, fenilalanina,
treonina y valina. Hasta el 30% del peso en las hojas secas esta formado por
proteinas y la mayor parte de ésta parece ser directamente asimilable (Olson vy
Fahey, 2011; Geilfus, 1994; Freiberger et al., 1998; Saini et al., 2016; Chelliah, et
al., 2017).

Es utilizada como forraje para el ganado, siendo un complemento proteinico o
sustituto completo sin que se presente disminucion en la productividad del ganado.
(Foidl et al., 1999).
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De igual forma los frutos, semillas y flores son comestibles. Los frutos muy verdes
se comen cocinados, las semillas se comen antes de volverse amarillas y al ser
molidas se usan como condimento en salsas. La raiz se utiliza rallada como
condimento picante y las flores se comen hervidas o en ensaladas. La resina del

tronco se utiliza para espesar salsas (Geilfus, 1994).

Las semillas se usan tradicionalmente en el Sudan para purificar el agua, se ha
probado ser un coagulante y floculante natural disminuyendo considerablemente el
grado de turbidez de aguas residuales, lo que da lugar a una posible alternativa para
la potabilizacion de las aguas y su extracto es utilizado en la industria cosmética.
De igual forma se utiliza para la produccion de biodiesel, ya que su semilla contiene
entre el 30 y 41% de su peso en aceite, con un 73% de acido oleico (Mendoza et
al., 2000; Sreelatha y Padma, 2009; Bonal et al., 2012; Mera-Alegria, et al., 2016;
Mora y Gacharna, 2015; Rondén et al., 2017).

Sus hojas y semillas tienen una excelente capacidad antioxidante que protege del
dafio oxidativo por su alto contenido de polifenoles, flavonoides y flavonoles
(Omodanisi et al., 2017; Jaiswal et al., 2013; Malki et al., 2015).

En diferentes partes del mundo se han encontrado otros tantos beneficios que tiene

esta planta, algunos otros se muestran en la figura 4.

‘ Partes de Moringa y sus usos ‘

| | | |
| Semilas | [ vastago || Raices || Coteza |[ Hojas || Talos || Brotes |
Tintes,
taninos y uso Alimentacion Animal

| Semillas | Cdscaras ‘ medicinal
— | Factores de
Combustible crecimiento

Usos
Consumo humano medicinales
Aceite Usos medicinales

| Harina |

Harina extraida

Alimentacion
animal

Uso en cocina,
cosméticos,
medicina e

industria

Floculantes

Purificacion
de agua

Figura 4. Usos de las diferentes partes de Moringa oleifera (Foidl et al., 2001 citado en Canett-
Romero et al., 2014)
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En cuanto a su actividad antidiabética existen diversos estudios donde se ha
encontrado que M. oleifera ayuda a regular los niveles de glucosa en la sangre.
Ndong et al., (2007) y Malki et al., (2015), sugieren que la actividad regulatoria de
glucosa que posee M. oleifera puede estar dada por el alto contenido de polifenoles
como la quercetina el kaempferol y el &cido clorogénico y por glucosinolatos como
glucomoringina. Kumari, en 2010 comprobo el efecto hipoglucémico de polvo de
hojas de M. oleifera, en pacientes diabéticos tipo 2 con niveles de glucosa en ayuno
iguales 0 mayores de 140 mg/dl en sangre administrandoles 8.0 g de polvo de hoja
de M. oleifera en tres dosis divididas por 40 dias y los resultados obtenidos

mostraron una disminucién significativa de glucosa en sangre en ayuno.

Efectos adversos de M. oleifera

Sin embargo, existe un problema puesto que las personas utilizan la medicina
tradicional como auto tratamiento, debido a la creencia comun de que lo natural
significa inocuo y la justificacion de su uso esta dada con base en conocimientos
etnoboténicos y de herbolaria tradicional (OMS, 2003b), por lo que no se tienen los
suficientes estudios cientificos que nos detallen de los posibles efectos adversos
provocados por el consumo de M. oleifera por largos periodos de tiempo o

consumos elevados.

La medicina tradicional actualmente esta siendo usada ampliamente en poblaciones
de muchos paises, sin embargo, las instancias normativas y los profesionales de la
salud se enfrentan a cuestiones de seguridad, eficacia, calidad, disponibilidad,
preservacion y reglamentacion de ésta. Se deben aumentar las actividades de
investigacion y desarrollo, con el fin de mejorar la calidad y seguridad respecto a la

evaluacion de productos y servicios (OMS, 2014).

Se sabe que algunos glucosinolatos presentes en M. oleifera pueden ser
bocidgenos, es decir, evitan la correcta fijacion de yodo en la glandula de la tiroides
alterando la funcion de ésta. Algunos de estos glucosinolatos se encuentran
presentes en la Moringa, aunque no se sabe con certeza las cantidades necesarias

para producir este efecto bociégeno (Canett-Romero, 2014).
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Paul y Didia (2012), hicieron un estudio con 24 cobayos a los que se les administro
via intraperitoneal extracto metanolico de raiz de M. oleifera por tres semanas en
dosis de 3.6, 4.6 y 7 mg/kg de peso corporal y encontraron que estos extractos
distorsionan la histologia del higado y riflones de los cobayos, de manera
dependiente del tiempo y la dosis. Esto se lo atribuyen a la presencia de alcaloides
en la corteza de la raiz, que son: moringina, que es similar a la bencil-amina (figura

5), y la moringinina (Paul y Didia, 2012).

H,N

NH,

Moringine

Figura 5. Estructura quimica de la bencil-amina y moringina.

Los usos que se le dan a esta planta son muy variados, por lo tanto, es necesario
realizar una investigacion mas profunda sobre sus posibles efectos adversos y sus
propiedades, para poder diferenciar los principios activos benéficos de los que
pudieran tener algun grado de toxicidad y asi reducir el riesgo de efectos adversos

con el objetivo de determinar su contribucion a la salud.

Pruebas de toxicidad y mutagenicidad de compuestos naturales.

Actualmente, las pruebas de toxicidad y mutagenicidad se realizan a diferentes
niveles (nivel basico, nivel 1y nivel 2) (Barrueco et al., 1999), evitando en la medida
de lo posible el uso de animales ajustandose a la estrategia de las tres erres descrita
por Rusel y Burch en 1959: Reemplazar dichos animales por otros organismos,
Reducir el nimero de animales empleados en los experimentos y Refinar las
técnicas a fin de disminuir el estrés y sufrimiento de estos. (Hubrechty Carter, 2019).
Por ello, autoridades de EE. UU. y Europa han creado el Comité de coordinacion
interagencial para la validacion de métodos alternativos (ICCVAM) y el Centro

Europeo para la validacion de métodos alternativos (ECVAM) para realizar estudios
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de validacion sobre métodos de prueba para determinar la toxicidad y

mutagenicidad de compuestos antes del uso animal (Stokes, et al., 2002).

La conferencia internacional de armonizacién de requerimientos técnicos para el
registro de productos farmacéuticos de uso humano (ICH) ha definido el uso de
bacterias en ensayos de genotoxicidad (Kramer, 1998). Las pruebas de
genotoxicidad para detectar compuestos mutagénicos se presentan dentro de las
pruebas de nivel béasico, ésta se detecta facilmente en bacterias al cambiar los
requisitos de su crecimiento, por ejemplo, el ensayo bacteriologico (Prueba de
Ames) que sigue este principio y no bacteriolégico, in vitro, de aberraciones

cromosomicas (Test de Allium cepa) (Gatehouse, et al., 1994; Barrueco et al., 1999).

Prueba de Ames

Esta prueba ha sido reconocida y se usa en todo el mundo, pues tiene una alta
sensibilidad en la deteccibn de compuestos altamente probables de ser
mutagénicos y es considerada como la primer prueba base antes de una prueba
con animales ya que ha demostrado detectar compuestos mutagenos que
posteriormente mostraron se carcinogénicos en pruebas con animales (Stead, et
al., 1981; Maron y Ames, 1983; Mortelmans y Zeiger, 2000). Es considerada parte
esencial de las pruebas toxicolégicas para la deteccién de compuestos que generen

un dafio potencial por la presencia de compuestos genotdxicos (Villasana, 2008).

La prueba utiliza cepas de Salmonella typhimurium, construidas por ingenieria
genética auxotroficas a histidina capaces de detectar compuestos que causan
mutaciones génicas por dislocamiento del marco de lectura o por sustitucion de
pares de bases en el DNA (Villasana, 2008). Son sembradas en agar medio minimo
con histidina y biotina. Gracias a la composicion del medio de cultivo, se forman
colonias de bacterias que vuelven a la independencia de histidina procedentes de
mutaciones espontaneas provocadas por la muestra problema. El valor igual o
mayor a dos, de la expresion obtenida de dividir el nUmero de revertantes en las
placas de prueba entre el numero de revertantes de las placas control, indica a
presencia de actividad mutagénica en la muestra problema (Stead, et al., 1981,

Villasana, 2008; Mortelmans y Zeiger, 2000).
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La prueba de Ames se basa en el empleo de diferentes cepas de Salmonella
typhimurium (TA 97a, TA 98, TA 100, TA 102, TA 1535y TA 1538), de las cuales
para pruebas de mutagenicidad general se recomienda principalmente la TA97,
TA98, TA100 y TA102; todas dependientes de histidina, cada una con diferentes
mutaciones en genes del operdn de histidina. Estas mutaciones son el blanco para
mutagenos que producen dafio al DNA por diferentes mecanismos. Al cultivar estas
cepas en un medio minimo de glucosa con trazas de histidina, solo crecen aquellas
colonias que revierten o vuelven a la dependencia de His+. (Maron y Ames, 1983;
Villalobos-Pietrini, et al., 1998; Mortelmans y Zeiger, 2000; Villasana, 2008;

Farmacopea Argentina 2013).

Ademas de las mutaciones en el gen histidina, las bacterias presentan otras
mutaciones para aumentar la capacidad de detectar mutagenos, algunas de ellas
son las mutaciones rfa 'y UvrB. La primera causa la pérdida parcial de la barrera de
lipopolisacaridos que recubren la superficie de la bacteria aumentando su
permeabilidad. Por otro lado, la mutacion UvrB, la cual es una delecion de un gen
que codifica el sistema de reparacion por escision de ADN, lo que da mayor
sensibilidad en la detecciébn de mutagenos y al eliminar este gen se extiende a
través del bio gen dando como consecuencia que las bacterias requieran de biotina
para crecer. Las cepas TA98, TA100 y TA102 contienen el plasmido Pkm101, el
cual, aumenta la mutagénesis quimica y espontanea al mejorar un sistema de
reparacion de ADN por errores que se presentan normalmente en los organismos.
(Maron y Ames, 1983; Ames, et al.,, 1973; McCann et al., 1975; Shanabruch y
Walker, 1980)

TA98, presenta la mutaciébn en el gen hisD que codifica para la histidinol
deshidrogenasa (Maron y Ames, 1983), ocurre en el alelo hisD3052 dando una
mutacion con desplazamiento en el marco de lectura (frameshift) en -C-G-C-G-C-
G-C-G. (Villalobos-Pietrini, et al. 1998).

La cepa TA100 presenta la mutacion en el gen hisG en el alelo hisG46 el cual
codifica la primer enzima de la biosintesis de histidina (Ames 1971), ésta sustituye

la prolina por la leucina. Causa sustituciones de pares de bases, principalmente en
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uno de los pares G-C de la prolina 'y leucina (Maron y Ames, 1983; Villalobos-Pietrini,
et al., 1998).

La TA102 no contiene la mutacién UvrB ya que ésta detecta mutagenos que
requieren un sistema de reparacion por escision intacto. Es por ello que contiene un
plasmido multicopia, pAQ1, que porta la mutacion hisG428 y un gen de resistencia
a la tetraciclina. Esta presenta mutacion de tipo ocre, dando lugar a una
transicion/transversion en TAA (Maron y Ames, 1983; Villalobos-Pietrini, et al.,
1998).

20



Pregunta de Investigacion

¢Existen diferencias en el perfil fitoquimico y la actividad mutagénica de los

extractos metandlicos de Moringa oleifera de diferente procedencia?
Hipotesis

Debido a que ambas plantas tuvieron un crecimiento o procesamiento diferente, se
espera que si cuenten con diferencias en su perfil fitoquimico y en la actividad

mutagénica.

Objetivo general

Comparar la composicion quimica y el analisis mutagénico de los extractos

metandlicos de Moringa oleifera obtenida de diferentes origenes.

Objetivos particulares

Del extracto metandlico de dos muestras de diferente origen de M. oleifera:

e Obtener y comparar el rendimiento de los extractos obtenidos por
maceracion.

e Determinar cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios.

e Cuantificar la concentracién de fenoles totales, de flavonoides totales y de
alcaloides totales por espectrofotometria.

e Determinar la Capacidad Antioxidante Media (CAso) (reduccion del DPPH).

e Analizar la composicién de los extractos por medio de Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion con arreglo de diodos (HPLC-DAD), Cromatografia de
Gases Acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS) y Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion Acoplada a Espectrometria de Masas (HPLC-
MS).

e Determinar la actividad mutagénica por ensayo de Ames.
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Materiales y Métodos

a) Colecta del material

Se utilizaron 127.5 g de hoja de moringa oleifera comercial, de plantavit super foods
en polvo, y 35.6 g de la parte area de moringa cultivada en invernadero de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala de los cuales se obtuvieron los extractos

metandlicos por el método de maceracion (Dominguez, 1973).

La parte aérea de la moringa cultivada en invernadero se dejé secar por 24 horasy,
junto con la moringa en polvo comercial, se dejaron por 72 horas cada una en un
matraz con metanol. Los extractos se filtraron y destilaron a presion reducida
utilizando un rotavapor. La maceracion, filtracion y destilacion se realizé repetidas
veces hasta que el solvente (metanol) quedara limpio. El rendimiento del extracto
se determiné en relacion del peso total de las hojas y el polvo de la planta utilizado

respectivamente.

b) Pruebas quimicas

Fenoles Totales

La Concentracién de fenoles totales (CFT) se cuantificé por espectrofotometria con
base en una reaccion colorimétrica redox por el método modificado de Singleton et
al., 1999. Se realizé una curva de calibracion con acido galico en una solucién
estandar de 200 pg/ml y a partir de ésta se obtienen las concentraciones seriadas
de 6.25, 12.5, 50, 100 y 200 pg/ml. A cada una se le agreg6 el volumen de agua

destilada correspondiente para tener 1 mL de volumen final.

Se utilizé 1 mg de extracto metandlico de moringa en polvo y 10 mg de extracto de
hojas de moringa cultivada en invernadero, los cuales, por separado, se diluyeron

en 5 ml de agua destilada y posteriormente se toman dos alicuotas: 250 y 500 pL.

Las muestras se dejan reposar durante dos horas, tiempo en el cual todos sus

componentes reaccionan a temperatura ambiente, y se lee a 760 nm.
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Flavonoides Totales

Se determin6 por medio del método de Dowd (Ramamoorthy y Bono, 2007). Se
realiz6 una curva patron de quercetina a diferentes concentraciones (1-100 mg/L).
Para el analisis de flavonoides totales de los extractos se prepararon 3 mL de cloruro
de aluminio (AICI3) al 2% en 3mL metanol, se mezclé con 5 mg de extracto
metanadlico de moringa en polvo y 10 mg de extracto de hojas de moringa cultivada
en invernadero en solucion a probar (0.2mg/mL). Después de 10 minutos de
reaccion a temperatura ambiente se determind la absorbancia a 415 nm. Los

resultados se expresaron como equivalentes de quercetina/g de extracto.

Capacidad antioxidante del extracto

Se determiné por el método de reduccién del radical 2,2-difenil-1picrilhidracil
(DPPH) (Okusa et al., 2007). Se cuantificé la concentracion antioxidante media
(CAs0), utilizando diferentes concentraciones (1-100 ppm). Como control positivo se

utilizé quercetina y como blanco 200ug de metanol grado HPLC.

Para las soluciones stock de los extractos se pesaron 5 mg de extracto de moringa
comercial y 20 mg de extracto de hojas de moringa cultivada en invernadero. Cada
extracto se disolvio en 5 mL de MeOH grado HPLC y para el Stock de quercetina

se pes6 1 mg y se disolvié en 5 mL de MeOH grado HPLC.

Los resultados se reportaron obteniendo el porcentaje de reduccion, calculado con

base en la siguiente formula:

% Reduccién de DPPH= (C-E/C)*100
En donde:
C=Absorbancia del DPPH disuelto en MeOH

E= Absorbancia experimental (Mezcla de DPPH (150 pL) + solucion problema
(50uL)).
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Cuantificacion de alcaloides Totales

Se determiné por medio de la técnica de Shamsa et al., 2008, utilizando para ello,
verde de bromocresol. Se realizé6 una curva patron con atropina a diferentes
concentraciones (0.02-0.1 mg/mL). Se determino la absorbancia a 470 nm y los
resultados se expresaron como mg equivalentes de atropina por gramo de extracto

(mg eA/g).

Los problemas se obtuvieron con 10 mg de cada extracto, los cuales se diluyeron
con 5 ml de agua destilada, mientras que el Stock de atropina se obtuvo con 1mg

de atropina disuelto en 10 ml de agua destilada.

c) Caracterizacién quimica de los extractos.

La composicion quimica de los extractos se estudiéo mediante una Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS) en un cromatégrafo de gases
modelo 6850 y un espectrometro de masas modelo 5975 C, marca Agilent
Technologies. Las condiciones de corrida para las fracciones fueron: temperatura
del inyector a 250° C, modo de inyeccion fue Split (flujo de 29.9 ml/mn) y un flujo de
corrida de 35 cm/seg. Las condiciones del horno fueron: temperatura inicial de 70°
C, la rampa de calentamiento de 15° C por minuto hasta 290° C, la cual se mantuvo
por 6 minutos. El tiempo de corrida total fue de 30 minutos. El detector del
espectrometro de masas tuvo un método de adquisicion de datos de Full Scan, el
rango de masas fue de 35 a 600 m/z, la temperatura de la fuente del cuadruplo fue
de 150° C, la temperatura de la fuente de ionizacién fue de 230° C y el impacto

electrénico fue de 70 eV.

El estudié por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada a diodos (HPLC-
DAD). Se utiliz6 una columna Discovery C-18 de 250 x 4.6 mm con un tamafio de
pelicula de 5 um, el extracto metandlico se corrioé de forma isocratica con una mezcla
de metanol-acetonitrilo-agua (25:25:50), la fraccion activa fue una mezcla de MeOH-
acetonitrilo-H2PO4-H20 (25:25:0.1:50) con un flujo de 1 mL/min. La longitud de onda
fue de 260nm y se realizo un barrido completo de 200 a 400nm.

24



Por ultimo, la Cromatografia Liguida de Alta Resolucion acoplada a una
Espectrometria de Masas (HPLC-MS), donde se utilizé6 una columna Kinetex 2.6u,
C1800A (150 x 2.1 mm) (Phenomenex) y una fase mévil en gradiente de dos lineas
(Ay B), donde A= Agua grado HPLC 89% (135 ml), Acetonitrilo 10% (15 ml) y &cido
férmico 1% (1.7 ml) ; y B= Metanol 89% (135 ml), Acetonitrilo 10% (15 ml) y acido
férmico 1% (1.7 ml). Se inyectaron 700 pl de muestra. cromatograma se comparo

con los estandares.

d) Evaluacién de la actividad mutagénica (Prueba de Ames)

Del extracto obtenido de los 127.5 g de la moringa en polvo y los 35.6 g de peso
seco de hoja de Moringa oleifera cultivada en invernadero se realizaron diluciones

para la evaluacion de la actividad mutagénica.

Cepas empleadas para la prueba de actividad mutagénica
Las cepas utilizadas de Salmonella typhimurium estan construidas por ingenieria
genética y son capaces de detectar compuestos que causan mutaciones génicas
por dislocamiento del cuadro de lectura (frameshift) o por sustitucion de pares de
bases del ADN (Sandoval, 2008).

Se prepararon cultivos en fase estacionaria de 16 hr de las cepas de Salmonella
typhimurium TA 98, TA 100 y TA 102 en caldo nutritivo Oxoid-No. 2 en bafio maria

con agitacion a 90 rpm, a 37 °C.

Ensayo de actividad mutagénica
La evaluacion mutagénica se realizé conforme lo descrito en Maron y Ames, 1983;
Se utilizaron 100 pL de cada cepa de Salmonella typhimurium (TA98, TA100 y
TA102) se expusieron a 10 pL de cada una de las concentraciones (200, 160, 80,
40 y 20 ug) de cada extracto/placa, a un control positivo indicado para cada cepa:
Acido Picrolénico (AP) (10 pl/placa), N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG)
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(10 pl/placa), Mitomicina C (Mit C) (10 ul/placa) respectivamente y como control
negativo se utilizo el disolvente dimetil-sulfoxido (DMSO), (10ul/ placa). Los ensayos
se realizaron mezclando el contenido en un tubo con agar suave y requerimientos
minimos de histidina-biotina, sirviendo éste como vehiculo, con ayuda de un vortex
se homogenizo y posteriormente se vacio el contenido en placas de medio Vogel-
Bonner que se incubaron durante 48 h a 37 °C. Las colonias revertantes de histidina
(His™) se contaron con un contador de colonias Fisher. Los estudios se realizaron

por triplicado en tres estudios independientes.

RESULTADOS

1. Obtencion de los extractos

El material vegetal se mantuvo en maceracion por 72 horas con metanol (MeOH),
como se muestra en la figura 6. Se destil6 a presion reducida con rotavapor y el
extracto fue vaciado en platos para la evaporacion total de metanol (figura 7a) para

después almacenarlos en frascos de vidrio (figura 7b).

Figura 6. Moringa en polvo comercial (MOP) y moringa cultivada en Invernadero (MOI) en

maceracion con MeOH para la obtencion de los extractos puros.
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Figura 7. a)Extracto vaceado en un plato de cristal para la evaporacion total del solvente,

b)Extractos puros despues del proceso total de evaporacion del solvente.

2. Rendimiento de los extractos

El rendimiento de los extractos se observa en el cuadro 1. El extracto de la planta
cultivada en invernadero (MOI) tuvo un mayor rendimiento a comparacion con el

extracto del polvo comercial (MOP).

El rendimiento de los extractos fue dado con relacién al peso seco del material
vegetal y el peso final del extracto obteniendo 16.9% para la moringa en Polvo y

22.14% de la moringa cultivada en invernadero (Cuadro 1).

Cuadro 1. Rendimiento de los extractos metandlicos de M. oleifera de diferentes

procedencias.

Extracto Peso (g) %
MeOH (Polvo) 21.65 16.9
MeOH (Invernadero) 7.8 22.14

Porcentaje calculado con base al polvo de M. oleifera comercial (127.5 g) y M. oleifera cultivada en
invernadero (35.6 g)

El peso del material vegetal que se utilizé para obtener los extractos fue diferente
debido a que el tiempo en que se cultivaron los arboles fue poco y no alcanzaron
el peso de la moringa comercial, sin embargo, el rendimiento de los extractos se

obtuvo de acuerdo con el peso seco del material vegetal respectivamente.
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3. Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios.

En cuanto a las pruebas cualitativas se observaron cambios en el viraje de las
muestras. Para la prueba de Fenoles se muestra un cambio a color azul en ambas
muestras, lo que nos confirma la presencia de fenoles. Para la prueba de
flavonoides se observa de igual manera el mismo color original pero mas opaco,
afirmandonos la presencia de estos; y finalmente, en la prueba de alcaloides se
observa una ligera precipitacion color gris en el fondo del tubo lo que nos indica la

presencia de dichos metabolitos secundarios. Esto lo observamos en MOP y MOI.

Cuadro 2. Pruebas colorimétricas para la determinacién de metabolitos secundarios de Fenoles

(Cloruro feérrico), Flavonoides (Cloruro de aluminio) y Alcaloides (reactivo Meyer).

Extracto MeOH Fenoles Flavonoides Alcaloides

Moringa en Polvo

Moringa de
Invernadero

4. Determinacion cuantitativa de metabolitos secundarios.

Una vez obtenidos los resultados de las pruebas cualitativas se hicieron las pruebas

para cuantificar los metabolitos secundarios.

Cuantificacién de Fenoles Totales.

Para la cuantificacion de Fenoles totales se realiz6 una curva patron de acido galico
(figura 8) y a partir de ésta se obtuvieron las concentraciones de Fenoles en ambas

muestras de moringa por medio de extrapolacion.
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Figura 8. Curva patrén de acido galico con concentraciones seriadas de acido galico (0.00625,
0,0125, 0.050, 0.100, 0.200 mg/mL).

Cuadro 3. Concentracion de Fenoles Totales y su porcentaje.

Extracto MeOH mg eAG/g %
M. oleifera en polvo 288.2 28.8
M. oleifera de Invernadero 34.4 34

El extracto que obtuvo una mayor concentracion de fenoles fue el obtenido de MOP

con 288.2 mg eAG/g de muestra.
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Cuantificacién de Flavonoides Totales.

Flavonoides
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Figura 9. Curva patréon de Quercetina con concentraciones de 0 a 100 ppm.

Cuadro 4. Concentracion de Flavonoides Totales y su porcentaje.

Extracto MeOH mg eQ/g %
M. oleifera en polvo 12.47 1.24
M. oleifera de Invernadero 2.94 0.29

Observamos una mayor concentracion de flavonoides en el extracto de MOP con

12.47 mg eQ/g de muestra.

Los flavonoides se encuentran dentro de la familia de los fenoles, por lo que en el
caso del polvo comercial de los 288.2 mg eAG/g 12.47 mg eQ/g (1.24%) son
flavonoides, mientras que en la planta cultivada en invernadero se obtuvo 34.4mg

eAG/g de los cuales 2.94mg eQ/g (0.29%) fueron flavonoides.
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Cuantificacién de Alcaloides Totales.

Alcaloides
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Figura 10. Curva patrén de Atropina con concentraciones seriadas de 0.02 a 0.1 mg de atropina.

Cuadro 5. Concentracion de Alcaloides Totales y su porcentaje.

Extracto MeOH mg eAlg %
M. oleifera en polvo 3.7 0.37
M. oleifera de Invernadero 11.25 1.25

Como se observa en el cuadro 5, el extracto MOI obtuvo una mayor concentracion

de alcaloides con 11.25 mg eA/g de muestra.
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Capacidad Antioxidante
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Figura 11. Prueba de la actividad antioxidante media de los extractos, como patrén se utilizé la
quercetina cuya CAso es de 4.8 ppm.

Cuadro 6. Partes por millon de ambos extractos necesarias para una reduccion del 50% del radical
2,2-difenil-1picrilhidracil (DPPH).

Extracto MeOH CA-50
M. oleifera en polvo 13.98 ppm
M. oleifera de Invernadero 73.47 ppm

Se observa una buena Capacidad Antioxidante para ambos extractos, en MOP
observamos que con 13.98 ppm el DPPH se redujo en un 50%, mientras que en
MOI se necesitd 73.47 ppm (Cuadro 6).
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5. Composicién quimica de los extractos

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS).

Los compuestos se detectaron por el dispositivo de GC-MS de la Unidad de

Biotecnologia y Prototipos (UBBIPRO) en FES lztacala a partir de la base de datos
de este.

La figura 12 y el cuadro 7 muestran los compuestos detectados por GC-MS del
extracto de MOP diluido en AcEtO.
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Figura 12. Cromatograma del extracto MOP (AcEtO)

Cuadro 7. Compuestos detectados del extracto MOP en AcEtO en GC-MS

TR Nombre Férmula
(min)
7.178 1-Dodecanamina N,N-dimetil-3-(N,N-
dimetilaurylammonio)propanesulfonato
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27.689  Acido sulfuroso, dodecyl 2-propilester

El cuadro 7 muestra los compuestos detectados del extracto MOP los cuales se

identificaron por su espectro de masas registrando su férmula quimica.

En la figura 13 y el cuadro 8 observamos los compuestos detectados en el extracto
MOI en MeOH por GC-MS.
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Figura 13. Cromatograma del extracto MOI diluido en MeOH.

Los compuestos detectados en el extracto MOI diluido en MeOH se presentan en el
cuadro 8, donde se observan 4 compuestos detectados a partir de su espectro de
masas. Cada compuesto se registrd con su porcentaje de abundancia y su férmula

quimica.

34



Cuadro 8.

Compuestos detectados del extracto MOI diluido en MeOH en la GC-MS.
TR Nombre Férmula
(min)
10.474 Octadecano
H3C CHj
16
10.585 Eicosano
H3CH\180 Hs
12.597 Pyridina-3- o
carboxamide, oxime, \\“‘“Tﬂ" "
N-(2- A

trifluoromethylphenyl)

12.768 1-Hexacoseno

La figura 14 muestra el cromatograma del extracto MOI diluido en hexano en donde

por el tiempo de retencién, se encontr6 un compuesto (cuadro 9) con una

abundancia
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de 58.65 % y un tiempo de retencion de 11.27.
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Figura 14. Cromatograma del extracto MOI diluido en hexano.
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Cuadro 9. Compuestos detectados del extracto MOI diluido en hexano en GC-MS.

TR Nombre Férmula Abundancia
(Min) %
11.273 Phenol, 2,4-bis(1,1- o 58.658

dimethylethyl)

Cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo de
diodos

TR Lambda Espectro UV Tipo de
(Min) max compuesto
(nm)
N (274 mAU,Apx) of EXTRACTOS NOV-003.D
2.015 224, Fenol
N .
274 20 Simple
200+
150 -
100 -
50 - \\
—
o - |
2 3 5 5 2 20 DAEZB 2.015 (2274 mAU.AZP:)) of EXTZRE/gCTOS li?]o\/rOOS D320 40 0 %80 = Fe n Ol
. 7 mAU
276 0~ Simple
200+
150 4
100+
50 - \\
E—
0 _ I
I I N O
2.588 228, oy B ’ Fenol
278 2500 ] Simple
2000
1500 —
1000 4 /
500 -
0] -
22‘0 24‘0 2é0 2}‘30 360 3&0 3‘;0 36‘0 SB‘D nm
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Cromatografia liquida de alta presion acoplada a espectrometria de
masas. (HPLC-MS)

La figura 15 muestra el cromatograma del extracto MOP, el cual mostré contener

acido clorogénico al compararse con los picos del compuesto puro.
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Figura 15. Cromatograma de MOP, donde se muestran los picos del extracto y los picos del &cido

clorogénico como compuesto puro.
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La figura 16 nos muestra el cromatograma del extracto MOI donde se encontraron
dos compuestos, el Acido clorogénico y la Luteolina.
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Figura 16. Cromatograma del extracto MOI, donde se muestran los picos del extracto comparados

con los picos del &cido clorogénico y la luteolina como compuestos puros.
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6. Evaluacién de la Actividad Mutagénica por Prueba de Ames

Ambos extractos de Moringa fueron negativos para el ensayo de Ames con las
cepas de S. typhimurium TA98, TA100 y TA102, puesto que el numero de colonias
revertantes de Histidina (His+) no superaron doble o mas, de la reversion

espontanea como se explica mas adelante.

Cepa TA 98

En la figura 17 se presentan los resultados de la cepa TA98, donde las revertantes
de His+ dieron un promedio total de 35.88, muy cercano al nimero dado por el

disolvente o blanco (DMSO), que fue un promedio de 36.55.

El mutageno utilizado para la TA98 fue Acido Picrol6nico, el cual nos dio un total
de colonias revertantes de His+ de 141 para la concentracion de 5 ug y de 253

para la concentracion de 10 ug.
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Figura 17. Numero de colonias revertantes de His+ por concentracion de extracto, R.E. 66+-,

DMSO (blanco) y mutageno AP (Acido Picrol6nico).
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Respecto a las concentraciones de los dos extractos de Moringa oleifera, las
colonias revertantes de His+ dieron un promedio general de 40 y ninguno rebaso el
punto de corte de 66 colonias revertantes de His+ dadas por el grupo basal o la

reversion espontanea por lo que no se considera mutagénico para esta cepa.

Figura 18. Colonias revertantes de Histidina (His+/-) en el grupo basal o reversién espontanea (1),

el grupo con DMSO (2) y en presencia del mutageno AP [10ug] (3) en la cepa TA 98.

Cepa TA 100

Por otro lado, en la figura 19 se muestran los resultados de la cepa TA100, donde
las colonias revertantes de His+ en la reversion espontanea dieron un promedio
total de 233.4, mientras que para el disolvente o blanco (DMSO), se obtuvo un
promedio de 252.6.

El mutdgeno utilizado fue la metilnitronitrosoguanidina (MNNG), el cual dio una
cuenta de revertantes de 1962.6 para la concentracion de 5 ug. El extracto MOI a
una concentracion de 8 pg mostré 267.6 colonias revertantes de His+, siendo el

extracto con el nUmero mayor de revertantes.
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Figura 19. Nimero de colonias revertantes de Histidina+ por concentracion de extracto,
R.E. 466+-, DMSO (blanco) y mutageno MNNG (metil nitroso guanidina).

El ndmero de corte fue de 466 colonias revertantes de His+, por lo que ningun

extracto a ninguna concentracién se considera mutagénico para la cepa TA100.

y en presencia del mutageno MNNG [5ug] (B) en la cepa TA 100.
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Cepa TA 102

En la Figura 21 se muestran los resultados de la cepa TA 102. Las colonias
revertantes de His+ en la reversion espontanea dieron en promedio un total de
517.66, valor cercano a 431.33 colonias revertantes de His+ dado por el disolvente
(DMSO).

El mutadgeno utilizado para esta dicha cepa fue la Mitomicina C (MMC), el cual dio
un promedio total de colonias revertantes de His+ de 2166.55 para la concentracion

de 5ug y de 2573.33 para la concentracion de 10ug.

En tanto, de los extractos probados, la concentracion a la cual se obtuvo un mayor
namero de colonias revertantes de His+ fue en la concentracion de 16 pg para

ambos extractos

TA 102
35001
|
, 2000- el
T Mit C
2 2000- ol
I= MOP
]
o
fg>:)1000-
b [
0 1 1

|| || | | || ||
@ ') ,\gb @ % 9 ,\'b @ % 9
[mo/10p]
Figura 21. Numero de colonias revertantes de Histidina+ por concentracién de extracto, R.E.
1113+-, DMSO (blanco) y mutageno MitC (Mitomicina C).

El extracto MOP obtuvo un promedio de 422.11 colonias, mientras que extracto MOI

tuvo un promedio de 467.71 colonias. Esto, de igual manera, nos indica que ninguno
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de los dos extractos es mutagénico para esta cepa ya que el punto de corte fue de

1113 colonias revertantes de His+.

Figura 22. Colonias revertantes de Histidina (His+/-) en 1. Grupo Basal, 2: DMSO (blanco) y 3:

mutageno MitC [10 ug].

El cuadro 10 nos muestra el nimero promedio de colonias revertantes de His+ en
cada cepa comparada con el numero promedio de colonias revertantes de His+ del

grupo control (C-) para obtener el IF el cual, si da un resultado mayor a dos, nos

dice que los extractos son mutagenos.

Cuadro 10. Promedios de las colonias revertantes de His+ en S. typhimurium dados por los

extractos MOl y MOP a concentraciones de 16 a 2 ug.

TA 98 TA 100 TA 102
[mg/uL] IE His+ IF His+ IF His+
C- 1 35.8 1 233.4 1 517.6
C+ 7.07821229 253.4 8.40874036 1962.6 4.97159969 2573.3
MOI16 1.05307263 37.7 1.12039417 261.5 0.71039413 367.7
MOI8 1.10893855 39.7 1.14652956 267.6 0.7187017 372
MOI4 1.11173184 39.8 1.09982862 256.7 0.74034003 383.2
MOI2 1.26256983 45.2 1.04584404 244.1 0.70440495 364.6
MOP16 0.89664804 32.1 0.92416452 215.7 0.78593509 406.8
MOPS8 0.79608939 28.5 0.91773779 214.2 0.81549459 422.1
MOP4 1.27653631 457 0.85904027 200.5 0.77801391 402.7
MOP2 0.74301676 26.6 1.0218509 238.5 0.81414219 421.4

IF (Induction Fold) = nimero de revertantes de His+ de las cajas problema/ nimero de revertantes de His+ del
control negativo.

C-, control negativo; C+, control positivo.

MOI (Moringa de Invernadero)

MOP (Moringa en Polvo comercial)
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DISCUSION

La medicina tradicional, actualmente, ha resurgido y es reconocida como un recurso
fundamental para la salud de las personas que ha sido transmitida por generaciones
(Barranco y Batista, 2013). Representa el conocimiento milenario sobre la madre
tierra y el uso de plantas medicinales que los indigenas han resguardado y tiene un
valor incalculable fortaleciendo y preservando su identidad. En ocasiones, la
medicina tradicional ha representado la Unica opcion de prevencion y curacion de
enfermedades para habitantes de algunas comunidades indigenas debido al dificil
acceso al sistema de salud que los gobiernos no han podido garantizar y es por ello
gue se deben aumentar las actividades de investigacion y desarrollo para mejorar
la calidad y seguridad, asi como reglamentar y controlar la publicidad de la medicina
tradicional (Jiménez, 2017). La farmacognosia se encarga del estudio de la
composicidon y los efectos de los principios activos (sustancia responsable de la
accion farmacologica) y sustancias naturales de origen vegetal y animal (Villar del
Fresno, 1999; Canigueral, et al, 2003).

Los extractos que se analizaron en este estudio se obtuvieron a partir de polvo
comercial de un supermercado y de plantas cultivadas en invernadero de la Facultad
de Estudios Superiores Iztacala, esto para comparar las maneras en que la gente

suele consumir la moringa.

En un nuestro ensayo anterior se obtuvieron extractos a partir de solventes de
diferentes polaridades (hexano, acetato de etilo y metanol), donde se cuantificaron
fenoles, flavonoides, alcaloides y actividad antioxidante. Los resultados con mayor
potencial fueron los obtenidos con el extracto metandlico, esto debido a la polaridad
de los compuestos de interés, por lo que la comparacién de los ensayos y analisis
en este proyecto se hicieron a partir de extractos metandlicos de la moringa en polvo

comercial (MOP) y la moringa cultivada en invernadero (MOI).

En la prueba cualitativa de metabolitos secundarios se obtuvo positivo en ambos
extractos a la presencia de Alcaloides (reactivo de Dragendroff), Flavonoides
(método de Dowd) y fenoles (con FeCls), lo que corresponde a lo reportado por Das

P. et al., (2020); Sharma, et al., (2011) y Linares, et al., (2018), que mencionan la
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presencia de dichos metabolitos anteriormente en los extractos metandlicos de M.

oleifera.

Gracias a los resultados obtenidos en el andlisis cualitativo de metabolitos
secundarios, se dio lugar a la cuantificacion de estos, los cuales, se reporta tienen
actividad benéfica para ciertas enfermedades en donde la moringa podria jugar un

papel importante como ayudante a estos diferentes tratamientos.

En primera instancia se cuantificaron fenoles y flavonoides, los cuales son
conocidos como antioxidantes naturales y pertenecen al grupo de los polifenoles.
Los antioxidantes juegan un papel antagonista en el deterioro producido por los
radicales libres (Valko et al., 2006). Estos Ultimos son atomos o moléculas que
tienen un electron desapareado, por lo que son muy reactivos e inestables (Avello
y Suwalsky, 2006). Los radicales libres son responsables del dafio celular y se
asocian a muchas patologias del ser humano incluyendo el cancer, la diabetes,
isquemia, enfermedades inflamatorias, desérdenes neurodegenerativos y

envejecimiento (Moskovitz et al., 2002; Tomas-Barberan, 2003).

Los fenoles y flavonoides se caracterizan por tener en su estructura molecular uno
o varios anillos fendlicos. Algunos son indispensables para las funciones fisiolégicas
vegetales como el crecimiento y la reproduccioén, otros participan en funciones de
defensa ante situaciones de estrés y otros estimulos (hidrico, luminoso, etc.),
procesos defensivos contra agentes patdgenos, depredadores o radiacion. Son
compuestos polares por lo que su extraccién es generalmente con mezclas de
alcoholes, con agua u otros solventes polares (Pérez, 2003; Tomas-Barberan, 2003;
Hipdlito, 2007; Porras-Loaiza y Lopez-Malo, 2009; Quifiones, et al., 2012; Leone, et
al., 2015a; Garcia, et al., 2015). Los fenoles simples son compuestos que tienen
dos o tres grupos hidroxilo en el anillo aromatico. Ademas de tener propiedades
antioxidantes, también son antibiéticos, antiparasitarios y citotéxicos (Pefarrieta, et
al., 2014).

Los flavonoides, son el subgrupo mas abundante dentro de los polifenoles. Su
estructura quimica esta compuesta por dos anillos fendlicos (A 'y B), ligados por un

anillo C de pirano heterociclico. Poseen propiedades antiinflamatorias,
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antitrombdticas, antimicrobianas, antialérgicas, apoptdticas, antitumorales,
antiasmaticas, efectos vasodilatadores y actividad antioxidante. En las plantas, son
los compuestos responsables del color de las flores y frutas (Pérez, 2003; Quifiones,
et al. 2012; Mierziak, et al., 2014; Pefarrieta, et al., 2014).

Kumar, et al.,, (2017) y Kou, et al.,, (2018), mencionan que existe una alta
concentracion de estos metabolitos en extracto metandlico y etandlico, las cuales
cuentan con funciones beneficias para la salud, como por ejemplo una buena
actividad antioxidante, neuroprotectiva, antidiabética, actividad cardiovascular y
actividad antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa Yy Staphylococcus

aureus, entre otras.

El extracto con mayor concentracion de fenoles y flavonoides fue el extracto MOP
con 288.2 mg eAG/g y 12.47 mg eQ/g respectivamente, mientras que el extracto
MOI obtuvo 34.4 mg eAG / g de Fenoles Totales y 2.94 mg eQ / g de Flavonoides
Totales, esto puede atribuirse a que la moringa comercial probablemente este
enriguecida con otras sustancias las cuales pudieran presentar compuestos
quimicos parecidos a los fenoles. Ademiluyi et al., (2018), en extracto acuoso de
hojas de Moringa oleifera cultivada en una plantacion local en la metropoli de Akure,
Nigeria, cuantificaron metabolitos secundarios como fenoles, flavonoides, taninos,
saponinas y alcaloides a partir de muestras secadas por diferentes métodos en
donde la concentracion de fenoles fue de 68.75 mg eAG/g para el extracto liofilizado,
59.38 mg eAG/g para el secado al aire, 50 mg eAG/g para el secado al sol y 46.88
mg eAG/g para el extracto secado al horno. De igual forma, Das et al., (2020), en
extracto hidroalcohdlico de hojas de Moringa oleifera, estimaron el contenido de
fenoles totales en 23 mg eAG/g y Rocchetti, et al., (2020), en extracto metandlico
de hojas de Moringa oleifera, cuantificaron polifenoles por clases obteniendo un total
de 31.84 mg / g de equivalentes de fenoles, de los cuales el acido galico y el
clorogénico son los acidos fenolicos mas abundantes. Waterman, et al., (2014) en
extracto acuoso de hoja Moringa oleifera, reporté un 3.82% de polifenoles totales,
de los cuales rutina, &cido clorogénico y quercetina fueron los mas predominantes

similar al 3.4% dado por el extracto MOI. Leone, et al., (2015b), en polvo de hoja,
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reportaron un contenido de Flavonoides totales de 1.29 mg eQ/g, cercano al valor
de MOI de 2.94 mg eQ/g.

La mayoria de los resultados reportados se acercan mas al obtenido por el extracto
MOI. Por otro lado, Cabrera-Carridn, et al., (2017), en extracto acuoso de hojas
preparado a partir de 10g de polvo de hojas en 40ml de agua destilada a 95 °C,
reportaron el contenido de fenoles entre valores de 7.36 y 19.27 mg eAG/g, mucho
menores a los reportados en este estudio, pero la concentracion de flavonoides la
reportaron entre 11.83 y 34.85 mg/g, lo que es méas aproximado al resultado del

extracto MOI.

Esto nos indica que el extracto de MOP probablemente es enriquecido debido a su
proceso de industrializacién o cuenta con material vegetal de otras plantas, por lo
gue el uso del extracto MOI es el mas seguro dado que se tiene la certeza de ser

obtenido con base a hojas de nuestra planta de estudio (M. oleifera).

La actividad antioxidante fue determinada por el método de reduccion del radical
2,2-difenil-1picrilhidracil (DPPH) donde se cuantificd la concentracién antioxidante
media (CAso). El extracto MOP obtuvo una CAso de 13.98 ppm, mientras que el
extracto MOI presento una CAso de 73.47 ppm. Esto responde positivamente a las
concentraciones obtenidas anteriormente en la cuantificacion de fenoles y
flavonoides. Sharma, et al., (2011), en polvo de vainas de Moringa oleifera,
reportaron una fuerte actividad antioxidante evaluada por el mismo método
reportando una CAsode 50.6 ppm. Xu et al., (2019), en extracto etandlico de polvo
de hojas de M. oleifera recolectadas de una granja en Machakos, Kenia con tierra
negra, mucha agua en junio y secadas al sol, reportaron una ICso de 1.87 mg/ml por

el mismo ensayo.

Los flavonoides tienen un esqueleto de 15 carbonos con estructura Ce-C3-Ce que
consta de dos anillos de benceno (A y B) unido a través de un anillo de pirano
heterociclico (C) (figura 43). Tienen una serie de grupos hidroxilo que suelen estar
unidos a los anillos en las posiciones 3, 5, 7, 2, 3’, 4’y 5. (Rivas y Garcia, 2002;
Kumar y Pandey, 2013).
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Figura 23. Estructura quimica de un flavonoide.

Tienen papel como agentes reductores y antioxidantes, son termodindamicamente
capaces de prevenir la formacion de radicales libres o actuar como captadores de

éstos una vez formados (Rice-Evans, et al., 1996; Santos-Buelga y Scalbert, 2000).

Son antioxidantes donadores de hidrogeno gracias a las propiedades reductoras de
los multiples grupos hidroxilos unidos a los anillos aromaticos y pueden deslocalizar
el radical resultante dentro de su estructura (Rice-Evans., 1999). Entonces, la
méaxima eficacia para la eliminacion de radicales requiere el grupo 3-OH unido al
doble enlace 2,3 y adyacente al 4-carbonilo del anillo C. La configuracion de
hidroxilo del anillo B es el determinante mas significativo de la captacion de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y RNS) mediante la donacion de atomos de
hidrégeno y un electrén a radicales hidroxilo (OH®), peroxilo (ROQ?®), superdxido
(02*) y peroxinitrito (ONOO ) estabilizandolos (Halliwell, 1990; Guohua, et al.
1997; Kumar y Pandey, 2013).

Los criterios de efectividad para eliminacion de radicales segun Rice-Evans et al.,

son:

1. La presencia de la estructura 3’,4’-o-dihidroxi en el anillo B, confiere mayor
estabilidad al radical formado y participa en la deslocalizacion de electrones.

2. La existencia de grupos hidroxilo en los carbonos 5y 7 del anillo A.

3. Los grupos 3y 5 OH con funcion 4-oxo en los anillos Ay C y el doble enlace entre
las posiciones 2,3 son necesarios para el maximo potencial de eliminacién de

radicales (Rice-Evans, et al., 1996).
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La conjugacion entre los anillos A y B permite un efecto de resonancia del nucleo
aromatico que proporciona estabilidad al radical flavonoide. Debido a la oxidacion
en el anillo B de los flavonoides que tienen un grupo catecol, se forma un radical de
o-semiquinona bastante estable y muy buen captador del radicales libres (Rice-
Evans, et al., 1996; Kumar y Pandey, 2013).

Aunque la capacidad antioxidante de MOP fue mejor no podemos atribuirle tal
resultado a la especie de M. oleifera que analizamos en este escrito, sin embargo,
como producto comercial podemos decir que es un buen suplemento para
contrarrestar los dafios oxidativos. El extracto que mas se acerco a la CAso a lo

reportado anteriormente es el extracto de MOI.

Los alcaloides son compuestos organicos de origen natural, con al menos un atomo
de nitrégeno, derivados generalmente de aminoacidos, de caracter mas o menos
basico, solubles en agua, de distribucion restringida, con propiedades
farmacoldgicas importantes (Arango, 2008; Avalos y Pérez-Urria, 2009). Generan
respuestas fisiologicas y psicologicas la mayoria de ellas consecuencia de su
interaccidn con neurotransmisores. A dosis altas, suelen ser muy toxicos, sin
embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico como relajantes musculares,

tranquilizantes, antitusivos o analgésicos (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Se cuantificaron alcaloides totales teniendo en cuenta a Paul y Didia (2012), que
alimentaron con extracto metanélico de raiz a cobayos reportando una distorsion en
cortes histolégicos de higado y rifiones atribuidos a alguno de estos metabolitos
secundarios, como la moringina y moringinina (Paul y Didia, 2012). La moringina se
ha comprobado que tiene actividad como un estimulante cardiaco, broncodilatador

y desestresante muscular (Kirtikal y Basu, 1975; Velazquez-Zavala et al., 2016).

El extracto MOP obtuvo 3.7 mg eA/g y MOI 11.25 mg eA/g, valor muy por encima
de lo reportado por Cabrera-Carrion, et al., (2017), en extracto acuoso de hojas de
Moringa oleifera, quienes determinaron, por el mismo método, una concentracion
de entre 0.58 y 0.77 mg eAlg. Se sabe que de forma natural las plantas secretan

alcaloides como defensa contra herbivoros e insectos, por lo que la concentraciéon

50



elevada de estos metabolitos puede deberse al lugar de cultivo, época del afio y

posibles plagas. (Coley, 1988; Cabrera-Carrion, et al., 2017; Pinto, et al., 2019).

En cuanto a los analisis de la composicion quimica de los extractos se encontraron
compuestos ya reportados. Rocchetti et al., (2020), en extracto metandlico de hojas
de Moringa oleifera encontraron que el acido galico y el clorogénico son los
polifenoles mas abundantes, mientras que Waterman et al., (2014), en extracto
acuoso de hoja de Moringa oleifera, encontraron que el acido clorogénico y
quercetina fueron los mas predominantes. En la HPLC-MS se encontraron dos
compuestos de importancia médica, la luteolina y el acido clorogénico reportados
en la M. oleifera por Leone, et al., (2015b), en polvo de hoja cultivada en Chad,
Saharaui y Haiti. La luteolina es un flavonoide presente en varias plantas que tiene
propiedades antimicrobianas, tiene un uso potencial como conservante natural de
alimentos (Qian, etal., 2020).

Las actividades farmacoldgicas observadas en plantas medicinales a menudo se
relacionan con los constituyentes de los acidos clorogénicos. El acido clorogénico
pertenece al grupo de los polifenoles biologicamente activo. Es el isbmero mas
abundante entre los isémeros de acido cafeoilquinico, es el éster del &cido cafeico
y el &cido quinico (Morishita y Ohnishi, 2001; Upadhyay y Mohan, 2013). Presenta
actividad antioxidante, anti-inflamatoria, antihipertensiva, antimicrobiana,
antiobesogénica y antidiabética (Chun-Wai et al., 2012; Meng et al., 2013; Upadhyay
y Mohan, 2013; Santana-Galvez et al., 2017; Naveed et al., 2018).

Por ultimo, se evaluo la Actividad Mutagénica por el ensayo de Ames. Los ensayos
de mutagénesis estan de forma obligatoria en los dos niveles mas bajos de pruebas
toxicologicas de los tres que el Real Decreto 363/1995 menciona (regula la
notificaciébn de sustancias nuevas y clasificacion, envasado y etiquetado de
sustancias peligrosas). En el nivel basico se deben llevar a cabo ensayos que
detecten mutaciones génicas en células procariontes (Salmonella typhimurium o

Escherichia coli) (Herrero y de la Pefia, 2005)

En cuanto al ensayo de Ames, las revertantes obtenidas en la cepa TA 98, para la

reversion espontanea (R.E.) o grupo basal fue de 33 y ninguna concentracion de
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ambos extractos rebaso el punto de corte (66 Rev. His+). El mutdgeno utilizado fue
Acido Picrol6nico (AP). Cuyo mecanismo se da por unién covalente a los restos de
bases del DNA induciendo asi el desplazamiento de bases produciendo las

mutaciones en el marco de lectura (Rosenkranz y Stein, 1975).

En la cepa TA 100 la R.E. fue de 233 Rev. His+, el punto de corte obtenido fue de
466 Rev. His+ y ningun extracto rebaso dicho punto de corte. El mutageno utilizado
fue Metil nitroso guanidina (MNNG). Su efecto mutagénico se debe a la metilacion
de &cidos nucleicos, transfiriendo el grupo metilo como unidad intacta (Haerlin, et
al., 1970).

Por ultimo, la cepa TA 102 tuvo una R.E. de 517 Rev. His+ y un punto de corte de
1113 Rev. His+. Ninguno de los extractos a las diferentes concentraciones probadas
mostré se mutagénico. EI mutageno utilizado como control positivo fue Mitomicina
C (MitC), el cual se ha demostrado su efecto mutagénico en la fase S de células
vegetales (Dubinina y Kurashova, 1986).

Ashraf, et al., (2018), del extracto etandlico de hoja de M. oleifera a concentraciones
seriadas de 200 a 0.02 pg/ml, mostrd ser seguro para el consumo, puesto que en
las cepas TA98 y TA100 no se observo actividad mutagénica.

Rolim et al., (2011), en extracto acuoso de polvo de semilla de M. oleifera, hicieron
el mismo ensayo en las cepas TA 97, TA 98, TA 100 yRo TA 102 con extracto de
semilla a concentraciones de 0.2 a 1.5 pg/uL, donde las concentraciones de 0.6 a
1.5 ug/uL fueron mutagénicas para las cepas TA 100 y TA 102 al tener un IF mayor
a 2. Grabow, et al., (1985), en polvo de semillas de M. oleifera, reportaron que
concentraciones seriadas de hasta 1 000 mg/L de polvo de cotiledon de semilla no

son mutagénicas para este ensayo.

En este trabajo se comparé el perfil fitoquimico entre la planta de moringa y el polvo
comercial de moringa. Este ultimo fue importante analizar puesto que la gente suele
comprar en los supermercados el producto como suplemento a tratamientos contra
enfermedades como diabetes o hipertension. Asi entonces, observamos que la

concentracion de metabolitos cambia en gran medida por el lugar y la manera de
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cultivo de M. oleifera, pues al comparar el polvo comercial y los arboles de

invernadero la concentracion de metabolitos no coincide.

De igual manera, la prueba de toxicidad de Ames no habia sido reportada en
extracto metandlico de hoja en las cepas TA98, TA100 y TA102, siendo que éste
extracto es el que mas ha sido reportado en pruebas con animales y estudios

fitoquimicos.

CONCLUSIONES

e El extracto de MOP fue el que obtuvo un mayor rendimiento con un 16.9 %.

e Ambos extractos dieron positivo a las pruebas cualitativas de metabolitos
secundarios, siendo el extracto de MOP el que mayores concentraciones
obtuvo para fenoles y flavonoides, mientras que para alcaloides MOI obtuvo
mayor concentracion.

e Ambos extractos presentaron una buena capacidad antioxidante.

e Los compuestos detectados por GC-MS fueron diferentes para ambos
extractos.

e En el analisis de HPLC-MS de ambos extractos se demostro la presencia de
Luteolina y Acido clorogénico, ambos de importancia médica.

e Enlaevaluacion de la Actividad Mutagénica por el ensayo de Ames, ninguno
de los extractos fue mutagénico para las cepas TA98, TA100 y TA102 de S.
typhimurium a concentraciones de 160, 80, 40 y 20 pl.
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