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Resumen

Actualmente el uso corriente de plantas medicinales para el tratamiento de las diferentes afecciones se ha
incrementado y en la mayoria de los casos se comercializan sin previos estudios de toxicidad. M. oleifera
es un arbol distribuido en zonas tropicales y subtropicales, muy utilizado en la medicina tradicional para
tratar multiples afecciones. En el marco del Proyecto de Investigacion incentivado 16Q626 “Evaluacion de
la Genotoxicidad de Extractivos de Especies Medicinales de uso corriente para las afecciones mas
frecuentes en la Ciudad de Posadas Provincia de Misiones Argentina”, en esta instancia se propuso analizar
la genotoxicidad de extractos acuosos de M. oleifera por medio del test de Allium cepa. El experimento
consistid en dos etapas, donde ademas de determinar la concentracion que detiene el crecimiento de las
raices un 50% en comparacion con los controles y las anomalias macroscoépicas, se buscaron los
biomarcadores predeterminados de genotoxicidad (cromosomas rezagados, c-mitosis, anafase puente, etc)
a concentraciones iguales o superiores a la concentracion 50. Las concentraciones mas elevadas probadas
mostraron mayor inhibicién de la mitosis con respecto a los controles, pero no se encontraron efectos
genotoéxicos, aunque las concentraciones utilizadas en el experimento, no son usuales de M. oleifera en la

medicina tradicional.

Palabras-clave: Genotoxicidad. M. oleifera. Extractos acuosos. A. cepa test.

Abstract

Currently the current use of medicinal plants for the treatment of different conditions has increased and in
most cases they are commercialized without previous toxicity studies. M. oleifera is a tree distributed in
tropical and subtropical zones, widely used in traditional medicine to treat multiple conditions. Within the
framework of the Research Project incentivized 16Q626 “Evaluacion de la Genotoxicidad de Extractivos de
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Especies Medicinales de uso corriente para las afecciones mas frecuentes en la Ciudad de Posadas
Provincia de Misiones Argentina”, in this instance it was proposed to analyze the genotoxicity of aqueous
extracts of M. oleifera by means of the Allium cepa test. The experiment consisted of two stages, where in
addition to determining the concentration that stops the growth of the roots by 50% in comparison with the
controls and the macroscopic anomalies, the predetermined biomarkers of genotoxicity (lagged
chromosomes, c-mitoses, anaphase bridge, etc.) at concentrations equal to or greater than the concentration
50. The highest concentrations tested showed greater inhibition of mitosis with respect to the controls, but
no genotoxic effects were found, although the doses used in the experiment are not usual doses of M.

oleifera in traditional medicine.

Keywords: Genotoxicity, M. oleifer. Aqueous extracts. A. cepa test.

Introduccién

Moringa oleifera (Lam.) pertenece a la familia Moringaceae, es un arbol de tamafo pequefio o0 mediano, de
raices tuberosas y corteza fisurada. Sus hojas son compuestas, largamente pecioladas, de color verde
opaco. De flores aromaticas, bisexuales, de color blanco-amarillento, agrupadas en paniculas. Fruto

capsula, multiseminadol!l,

Es ampliamente utilizado debido a las numerosas propiedades medicinales que se le atribuyen, como ser
para el tratamiento de anemia, asma, catarro, conjuntivitis, diarrea, dolores, fiebre, gonorrea, hinchazén
glandular, hipertensién arterial, infecciones cutaneas, llagas, picaduras venenosas, problemas de la vejiga
y la prostata, psoriasis, tumores, Ulceras, etc.l4. Ademas es ampliamente utilizada como alimento para el

humano y el ganadotl,

Ha sido ampliamente estudiada, los extractos acuosos de las hojas han inhibido el crecimiento de
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus en pruebas in vitro ¥, también posee accion
hipoglucemiante en ratas aloxano diabéticasl®, antiinflamatoria principalmente sobre vias respiratorias(® y

el aceite extraido de sus semillas posee propiedades antioxidantes!”.

Los antecedentes de toxicidad de la droga vegetal son aun escasos, extractos de semilla han sido
evaluados a una concentracion de 0,2 pyg/uL por medio los ensayos de Ames, Kado y analisis de ADN
plasmidico, no encontrando efectos genotoxicosEl. También se ha estudiado el potencial de toxicidad de
nutracéuticos a base de M. oleifera en niveles de supra-suplementacion, encontrando efectos genotdxicos
en modelos animales a una dosis alta de 3000 mg/kg de peso debido a la presencia de micronucleos en
eritrocitos policromaticos?. Los efectos toxicos del extracto acuoso de las hojas de Moringa oleifera fueron
evaluados por su toxicidad oral por via oral y para la toxicidad subaguda en parametros hematolégicos,
bioquimicos e histoldgicos en ratas. En la prueba de toxicidad aguda, el extracto de M. oleifera no causé la
muerte en animales, incluso a dosis de 2000 mg/kg. Los tratamientos orales en ratas con este extracto a
400, 800 y 1600 mg/kg causaron cambios significativos en los niveles de proteinas totales, enzimas

hepaticas, y bilirrubina, pero no se observaron cambios significativos en todos los 6rganos examinadosd,

Las células de los meristemos apicales de cebolla muestran facilmente un amplio rango de alteraciones
citologicas, lo que constituye el trabajo con raices de esa especie vegetal en material biolédgico sensible

para detectar sustancias potencialmente peligrosas tanto para la salud humana como para el medio
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ambiente en generalll, Se han reportado estudios en los que se han evaluado los efectos citotoxicos del
algunos extractos utilizados para fines terapéuticos, como el de Crecentia cujetel'd y Maytenus laevis!3],
en los cuales se evidencian efectos citotdxicos y genotdxicos luego de 24 hs de exposicion, incluso también

en extractos comerciales como el de Croton lechleri'.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la genotoxicidad de los extractos acuosos de las hojas de

Moringa oleifera (Lam.) por medio del test de Allium cepa.

Materiales y métodos

Recoleccion de M. oleifera

M. oleifera fue recolectado en la Ciudad de Posadas a 27° 22’ 19.6” S, 55° 56’ 00” W, e identificado por
medio de técnicas taxonémicas de rutina. El material de herbario (voucher) fue depositado en el Herbario
del Departamento de Farmacia (MNESF) en el Laboratorio de Farmacobotanica “Dr. Anibal Gumersindo

Amat’, de la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales, Universidad Nacional de Misiones.
Acondicionamiento del material vegetal

Los bulbos de A. cepa fueron adquiridos en el comercio local, se seleccionaron unidades de un tamafio

homogéneo, de buen aspecto e integridad.

Las hojas de M. oleifera fueron limpiadas, y luego secadas a estufa a 45 °C por 48 hs. Posteriormente se

trituraron en mortero manual, hasta obtener un tamafio de polvo homogéneo.
Preparacion de extractos de M. oleifera

El método extractivo seleccionado fue la infusiéon, segun Farmacopea Nacional Argentina 62 Edicion,
colocando agua mineral baja en sodio hirviendo, en contacto con la cantidad necesaria de droga
previamente molida, por el transcurso de 20 minutos. Posteriormente, se filtrd y se lavo el residuo hasta

completar el volumen necesario para cada experiencialsl,
Pretratamiento de bulbos

Los bulbos fueron despojados de sus catafilas, mas externas, se rasp6 el disco inferior con cuidado de no
dafar la zona meristematica, y fueron lavados con agua corriente durante 2 horas, para eliminar cualquier

residuo que pudieran contener provenientes de la actividad comerciall8l,
Test de A. cepa

El test de A. cepa fue realizado por duplicado, utilizando para todas las diluciones y los controles agua mineral
baja en sodio. Fue dividido en dos ensayos (Etapa 1 y Etapa 2), donde en cada experiencia se seleccionaron
5 bulbos de A. cepa por cada concentraciéon a ensayar (ensayando 3 concentraciones diferentes en cada

experiencia), y 5 bulbos para el control (considerando un total de 20 bulbos por experiencia)Z,
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Tanto para la Etapa 1 y la Etapa 2, los bulbos fueron colocados en agua mineral baja en sodio durante 24
horas, a temperatura ambiente, al resguardo de la luz, hasta que liberasen raicillas y estas alcanzaran una

longitud promedio de 1 cm.

Para los ensayos se utilizé un dispositivo disefiado para el experimento (FIGURA 1) con recipientes de
vidrio fijos donde apoyar los bulbos, sumergiendo los discos, provistos de un suministro de aire constante
por medio de 2 aireadores impulsando el aire que fue distribuido por mangueras hacia cada uno de los
recipientes.

Las distintas concentraciones probadas y el agua mineral baja en sodio fueron reemplazadas cada 24 hs.
Los extractos de M. oleifera se prepararon al momento de ser utilizados por medio de infusiones, utilizando

también agua mineral baja en sodio.

FIGURA 1: Disefio del experimento.

Etapa 1 y Etapa 2

Una vez transcurridas las 48 hs y emergidas las raicillas, se procedi6 a realizar la Etapa 1 primero. En esta

instancia se probaron concentraciones de 50 g/L, 100 g/L y 200 g/L.

En Etapa 2 se probaron concentraciones de 25 g/L, 50 g/L y 100 g/L.

En todos los casos, los bulbos estuvieron en contacto con los extractos por 48 hs 17,
Obtencion de biomarcadores de genotoxicidad

Para observar el estado de las mitosis en los meristemas de las raicillas de A. cepa expuesta a los extractos,

se realizaron preparados histoldgicos in situ.

Para ello se cosecharon las raices, que fueron fijadas en Farmerl'8 por 24 hs en heladera a -3°C y luego
se trasladaron a alcohol 70° donde se mantuvieron hasta el momento de realizar los preparados!'€l.
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Bajo la lupa se secciond la zona meristematica y se la colocé en un portaobjeto con orceina acética al 2%
que fue llevado directo a la llama. Luego se colocé el cubreobjeto y se ejercié una leve presion sobre el
preparado ("squash"). Posteriormente se observé en un microscopio 6ptico motic BA2000 y se tomaron

fotografias con camara Motic10 para su posterior analisis'.
indices mitéticos

Los indices mitéticos se calcularon como la relacion entre las células en division y el total de células. Se
contabilizaron un total de 2500 células por cada raicilla, tomando 2 raicillas por cada bulbo de cada uno de
los 20 bulbos en total, utilizados para cada experienciallZl.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado por medio de Statgraphic 6.0 y GraphPad Prism 6.0.

Resultados y discusion
Etapa 1 y determinacién de la concentracién 50
La Etapa 1 se realizé con la finalidad de obtener la concentracion 50, que es la concentracion de extracto

necesaria para que el crecimiento en longitud de las raicillas de A. cepa, alcancen un 50% en comparacion

con las raicillas de los controles.

Los resultados obtenidos se representan en el GRAFICO 1. Las longitudes promedio obtenidas menores a

0,5 cm fueron descartadas del analisis.

Como puede observarse en el GRAFICO 1, se probaron las concentraciones de 50 g/L, 100 g/L y 200 g/L,
resultando ser la concentracion de 50 g/L la que logro mayor disminucion del crecimiento de las raicillas.
Se probaron concentraciones altas en esta instancia para obtener la curva de toxicidad, y determinar la

concentracion ideal, donde posteriormente buscar biomarcadores de genotoxicidad (en Etapa 2).

GRAFICO 1: se observan el promedio de los resultados obtenidos en la Etapa 1, las longitudes promedio y el desvio
standard de las raicillas expuestas a las diferentes concentraciones de extractos, y el control en agua baja en sodio.

Grafico 1: Promedio de resultados obtenidos en Etapa 1
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Con los resultados obtenidos en esta etapa, se procedié a disefar la Etapa 2 considerando abarcar la
concentracién de 50 g/L, analizando los biomarcadores de genotoxicidad por encima y por debajo de esta
concentracion, considerando el comportamiento que presento la curva en esta experiencia y siendo 50 g/L

la concentracion que mayor inhibicién del crecimiento presento.
Etapa 2 y Evaluacion de la Genotoxicidad de Extractos

En la Etapa 2 se probaron concentraciones de 25 g/L, 50 g/L y 100 g/L, y se analizaron las anomalias
microscopicas (aberraciones cromosoémicas) y los indices mitéticos, para cada una de las concentraciones
estudiadas. Se contabilizaron un total de 2500 células por raiz, de cada bulbo de cada concentracion
analizada (FIGURA 2).

FIGURA 2: A. Controles. B, C y D. Raicillas expuestas a C1=100, C2=g/L50 y C3= g/L25 g/L respectivamente. Escala 100 ym.

I y

TABLA 1: ANOVA para indice Mitético por Concentracion.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 199,804 3 66,6014 7,69 0,0021
Intra grupos 138,655 16 8,66592
Total (Corr.) 338,459 19
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En la TABLA 1 se descompone la varianza del indice Mitético en dos componentes: un componente entre-
grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 7,68544, es el cociente
entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es
menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media del indice Mitético entre

un nivel de Concentracion y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

TABLA 2: Pruebas de Muiltiple Rangos para indice Mitético por Concentracién. Método: 95,0 porcentaje LSD.

Concentracion Casos Media Grupos Homogéneos
100 5 10,44 X
50 5 13,68 XX
25 5 15,54 X
0 5 19,85 X

TABLA 3: Diferencias estimadas entre cada par de medias.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-25 * 4,112 3,94689
0-50 * 5,876 3,94689

0-100 * 8,718 3,94689
25-50 1,764 3,94689
25-100 * 4,606 3,94689
50 - 100 2,842 3,94689

* indica una diferencia significativa.

En las TABLAS 2 y 3 se aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias
son significativamente diferentes de otras. En la TABLA 2 se han identificado 3 grupos homogéneos segun
la alineacioén de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado es el de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher donde existe un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0. En la TABLA 3 se muestran las
diferencias estimadas entre cada par de medias, el asterisco que se encuentra al lado de los 4 pares indica

ue estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel de ,0% de confianza.
q tos p. tran dif tadist te significat | del 95,0% d f

TABLA 4: Resumen de resultados obtenidos en E1y E2.

Concentraciones de Longitudes promedio indices Mitéticos en % Aberra(flor_'les

extractos de M. oleifera en cm (Etapa 1) (Etapa 2) cromosomicas
’ observadas (Etapa 2)

0g/L 1,46 + 0,36 19,85 + 3,49 No observadas.

25g/L - 15,54 £2,43 No observadas.

50 g/L 0,85+0,18 13,68 £ 2,89 No observadas.

100 g/L 0,93+0,18 10,44 £ 3,21 No observadas.

200 g/L 1,15+ 0,20 - No observadas.

Los resultados obtenidos son similares a otros estudios21%.
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Conclusiones

En la etapa 1 se observa que a medida que la concentracién aumenta, también lo hace la longitud de las
raices, por lo que se considera la concentracion mas toxica la de 50 g/L (la concentracion que mas inhibid
el crecimiento de las raices). En la etapa 2 las concentraciones mas elevadas mostraron mayor inhibicion
de la mitosis (I. mitético=15,54 %; 13,68 % y 10,44 % respectivamente) con respecto a los controles (I.
mitotico =19,85 %), donde a mayores concentraciones la mayoria de las células meristematicas en division
permanecieron en interfase. Si bien los indices mitdticos disminuyeron en funciéon del aumento de la
concentracion del extracto con una diferencia estadisticamente significativa entre la media del indice
Mitético entre un nivel de Concentracion y otro, con un nivel del 95,0% de confianza, no han sido
encontrados micronucleos, anafase puente, cromosomas rezagados ni otros tipos de biomarcadores de
genotoxicidad, en los preparados realizados de las raicillas expuestas en las diferentes concentraciones de

M. oleifera.

Aunque cabe destacar que las concentraciones que han sido utilizadas en el experimento, no son usuales

de M. oleifera en la medicina tradicional.

Podriamos concluir en base a los resultados planteados en el presente estudio, que los extractos de las
hojas de M. oleifera cuentan con un relativo grado de seguridad®, por lo que serian necesarios futuras
investigaciones en otros modelos biolégicos, a los fines de determinar el grado de toxicidad y genotoxicidad

de los extractos de las hojas de M. oleifera.
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