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RESUMEN

Moringa oleifera es usada alrededor del mundo debido a que se le atribuye diversas propiedades medicinales;
sin embargo, poco se sabe sobre sus efectos adversos sobre el material genético. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto del extracto acuoso de semillas de M. oleifera sobre el indice mitdtico y la frecuencia de
microntcleos utilizando el test Allium. Se expusieron los raices de Allium cepa a 0.05, 0.1, 0.5 y 1g/L de
extracto acuoso de semillas de M. oleifera durante 8 horas y se analizaron las raicillas a las 0, 48 y 72 horas de
recuperacion. A partir de las 48 horas se evidencio dafio citotoxico con disminucion del indice mitdtico en todas
las raices expuestas al extracto con respecto al tratamiento 0 g/L y sin alterar el indice de cada fase mitotica. No
se observaron diferencias significativas en las frecuencias de micronucleos entre los tratamientos. Las
alteraciones del IM pueden deberse a la presencia de sustancias desconocidas o poco estudiadas, que se
encuentran presentes en M. olerfera, tales como glucosinolatos, isotiocianatos, etc.
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ABSTRACT

Moringa oleifera is used around the world because it is attributed various medicinal properties; however, little
is known about their adverse effects on the genetic material. The objective of this study was to evaluate the
effect of the aqueous extract of M. oleifera seeds on the mitotic index and the frequency of micronuclei using the
Allium test. The roots of Allium cepa were exposed to 0.05, 0.1, 0.5 and 1g / L of aqueous extract of seeds of
M. oleifera during 8 hours and rootlets were analyzed at 0, 48 and 72 hours of recovery. After 48 hours,
cytotoxic damage was observed with mitotic index decrease in all the roots exposed to the extract with respect to
the treatment 0 g / L and without altering the index of each mitotic phase. No significant differences were
observed in the micronucleus frequencies between the treatments. The alterations of the IM can be due to the
presence of unknown or little studied substances, which are present in M. oleiféra, such as glucosinolates,
isothiocyanates, etc.
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INTRODUCCION

A través de la historia el hombre ha usado las plantas para satisfacer sus necesidades con propositos
medicinales y todos estos conocimientos han transmitido por tradicion a través de las generaciones!:2.
Se estima que la frecuencia de uso es mayor en los paises en via de desarrollo, debido a la
inaccesibilidad de los tratamientos 34.

Moringa oleifera “moringa” fue introducida oficialmente al Pert en 19995, es la especie mas
conocida del género Moringa y pertenece a la familia Moringaceae, siendo el unico género
encontrado®. Es oriunda del noroeste de la India, se encuentra ampliamente distribuido por toda la
India, Asia occidental, peninsula Arabica, Africa del Este y del Oeste, Caribe, Florida, Centroamérica
y América del Sur ¢7. Presenta un alto contenido de carbohidratos, proteinas, vitaminas, flavonoides,
acidos grasos poliinsaturados, alcaloides, isotiocianatos, saponinas, oxalatos, minerales, entre otro
nutrientes 8%y se cree que sus propiedades pueden aliviar mas de 300 enfermedades!9.

Entre los beneficios que se le puede atribuir estd la capacidad analgésical! propiedades
antiinflamatorias!2, antidiabética, restaurador de tejidos!3, para tratar la gastritis!4, la hipertension 15,
como antioxidantes y anticancerigenas 6.

El uso de productos naturales con fines medicinales, aumentan cada dia mas, sin embargo, se han
encontrado evidencias de que plantas, consideradas como medicinales, presentan alta concentracion de
sustancias como los alcaloides y los glucidos cianogénicos, que producen toxicidad a nivel celular!7.18,
En el caso de M. oleifera L existen diversas investigaciones donde se observa toxicidad debido a su
forma de empleo; tal como, Canett, et al.’ que llegaron a la conclusion de que las partes
potencialmente toxicas vendrian a ser la raiz, la corteza y las semillas debido a que presentan
sustancias toxicas para el organismo, como moringina, moringinina, spirochin y bencil isocianato.
Algunos autores encontraron moringa puede ocasionar dafio hepdtico y renal?, citotoxicidad?! y
genotoxicidad?2.

Existen diversos ensayos para determinar la genotoxicidad y citotoxicidad de ciertas sustancias,
entre los cuales encontramos ensayos in vitro como son los cultivos de ciertas lineas celulares de
tejidos?? y los ensayos in vivo en los que se utilizan organismos modelo como Mus musculus 24,
Artemia salina 25, Drosophila melanogaster’®, Lactuca sativa, Lepidium sativum ?7, Vicia faba 28,
Allium cepa®, entre otras especies.

El test Allium fue usado por primera vez por Levan3? y desde entonces ha venido siendo usado por
diferentes investigadores hasta la actualidad. Se ha empleado para observar alteraciones producidas
por diferentes sustancias como quimicos y pesticidas 3!, control ambiental 32 y extractos naturales 33.
Este test ha sido reconocido por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, quienes
bajo el Programa Gene-Tox, indicaron que el Test Allium es un test recomendado para mostrar el
efecto mutagénico de ciertas sustancias, debido a su alto grado de sensibilidad 34.

La inaccesibilidad de muchos farmacos sumado a nuestra costumbres ancestrales ha llevado a
muchas personas en nuestro pais a buscar remedios naturales para combatir diversas enfermedades.
Las semillas de “moringa” han alcanzado un mayor impacto que las hojas y han comenzado a usarse
de distintas formas y dosis; dejando de lado que el uso inadecuado de sustancias puede llegar a ser
nocivo para la salud, ante lo cual es necesario llevar a cabo una serie de analisis que determinen su
toxicidad a diferentes niveles, como por ejemplo a nivel del ciclo celular.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico.

Se compro6 semillas de M. oleiferamoringa” de la Asociacion de Agricultores del valle encantado el
Progreso — Patapo, Chiclayo, junto con material vegetal necesario para realizar la identificacion, la
cual se hizo en el “Herbarium Truxillense”.

Obtencion de extractos de Moringa oleifera.

Las semillas fueron lavadas, secadas y peladas, eliminando la cascara que los cubria, se procedié a
pulverizar las semillas y se hizo una solucion madre (SM), que se obtuvo diluyendo un gramo de
semilla de Moringa oleifera en un litro de agua destilada (1g/L). Esta mezcla se colocd por 30 minutos



en un homogenizador magnético y luego se filtro en papel filtro Watman N°1, para eliminar algunas
particulas no disueltas3s.
Enraizamiento de bulbos de Allium cepa L.

Se colocaron bulbos de A//ium cepa, sin las raices ni catafilas secas, en agua mineral embotellada en
oscuridad con la finalidad de obtener raices de 3 a 4 cm. El agua se renovo cada 24 horas durante tres
dias, para los tratamientos se utilizaron bulbos que se encontraban en buen estado y que presentaban
como minimo 10 raices de tamafio homogéneo3®.

Diseno experimental.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar. A partir de la solucion madre se diluy6 con
agua destilada para obtener concentraciones de 1, 0.5, 0.1 y 0.05 g/L, se consider6 también un grupo
control consistente en agua mineral (0 g/L). Se asignaron los tratamientos aleatoriamente y se dejaron
los bulbos por un lapso de 8 horas, cumplido el tiempo se colectd la primera muestra de las raices, la
cual fue colocada en 5 mL con Carnoy; los bulbos fueron colocados en agua mineral donde inici6 el
tiempo de recuperacion y pasados las 48 y 72 horas se colecté muestras de raices.

Obtencion de preparados citologicos.

Las raices fijadas fueron refrigeradas a 4 grados hasta el momento de su coloracion y analisis. Se
utilizo el protocolo de Tjio & Levan3’ modificado para la tincion, se agregd una proporcion de 9 gotas
de Orceina acética al 2% por 2 gota de HCI al 1.5N, dejandolo colorear por un tiempo de 1 hora, luego
se utilizo la técnica de aplastamiento o “squash”.

Determinacion del Indice Mitotico e Indice de Fases.

Para el analisis de indice mitotico se utilizé un microscopio compuesto con el objetivo 40X; se conto
usando la técnica de barrido, aproximadamente 2000 células por unidad experimental. Una vez
obtenida la cantidad de células en cada fase se uso la formula descrita por Berrocal, et al.3%, para hallar
el Indice Mitético (IM) y el Indice de cada fase mitética (IF):

M Numero de células en division

0
Numero de células totales x 100%

Numero de células por fase mitotica

x 1009
Numero de células en division %

Determinacion de micronucleos.

Para el analisis de micronucleos se utilizd un microscopio compuesto con el objetivo 40x; se conto,
usando la técnica de barrido, aproximadamente 2000 células por unidad experimental.
Analisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron organizados mediante tablas y graficos; y se utilizo analisis de varianza
para determinar diferencias significativas el indice mitdtico y micronticleos de los tratamientos, luego
se hizo uso de prueba de contrastacion de Tukey. Se utilizard el softward InfoStat version libre
actualizada el 18-07-2017 para Windows.

RESULTADOS

Se encontro que a las 0 horas el porcentaje de indice mitotico aumenté conforme aumenta la
concentracion de M. oleifera, entre 0,05 y 0,5 g/L, pero que cuando se utiliza 1 g/L disminuye (Tabla
1), que las 48 horas de tratamiento hay un subito aumento en el porcentaje cuando se emplea d 0.05 a
1.0 g/L y disminuye, luego, a mayores concentraciones del vegetal (Tabla 2). Por el contrario, a las 72
horas de tratamiento el porcentaje disminuye de cuando se usa 0.05 a 1.0 g/L y luego vuelve a
disminuir (Tabla 3).

Cuando se analizd el porcentaje de microntcleos por cada 2000 células se encontré que conforme
aumenta el tiempo de exposicion de 0 a 48 y luego a 72 horas, el porcentaje aumenta (Tabla 4, Figs. 1

y 2).



Tabla 1 .Indices mitdticos y de fases mitdticas (X = SD) a las 0 horas de recuperacion en raices de A/lium cepa
L. var. roja arequipefia, tratadas con extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera L. a diferentes

concentraciones
TRATAMIENTOS INDICE FASE MITOTICA (%)
MITOTICO (%)
Profase Metafase Anafase Telofase
0g/L 11.36 £0.44a 54.69 +£5.93a 9.02 +2.29a 10.31+£0.77a 26.75 +6.59a
0.05 g/L 11.87 £0.62a 57.69 +9.46a 9.51 £2.6la 7.62 +2.38ab 25.18 £4.90a
0.1g/L 11.90 £ 0.83a 59.08 £5.44a 10.06 = 1.37a 8.54 +1.29ab 2232 +4.73a
0.5 g/ 11.94 £0.31a 57.50 + 1.64a 11.89 £0.43a 8.10 £ 2.72ab 22.51+391a
1g/L 10.77 £ 0.26a 59.33 £ 6.48a 8.67+1.73a 447 +1.61b 27.53 £6.13a

Valores con letra comtn no son significativamente diferentes (p>0.05)

Tabla 2 .Indices mitdticos y de fases mitoticas (X+ SD) a las 48 horas de recuperacion en raices de Allium cepa
L. var. roja arequipeifia, tratadas con extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera L. a diferentes

concentraciones
TRATAMIENTOS INDICE FASE MITOTICA (%)
MITOTICO (%)

Profase Metafase Anafase Telofase
0g/L 13.00 £ 0.38a 59.01 £5.02a 10.26 £0.33a 6.98 +1.93a 23.75+2.78a
0.05 g/L 11.13 £0.53b 57.89 £10.14a 11.23 £3.14a 6.84 +3.40a 24.03 +4.19a
0.1g/L 10.98 +0.70b 59.57 +4.83a 12.63 £3.00a 5.84 +3.42a 21.96 +£0.77a
0.5g/L 11.39+0.53b 56.83 £2.93a 12.49 + 1.43a 6.78 +0.88a 23.89 +3.03a
1g/L 11.28+0.16b 50.65+3.77a 14.38 +1.95a 9.18 +3.65a 2578 £4.22a

Valores con letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Tabla 3. indices mitéticos y de fases mitoticas (X+ SD) a las 72 horas de recuperacion en raices de Allium cepa
L. var. roja arequipefla, tratadas con extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera L. a diferentes

concentraciones
TRATAMIENTOS INDICE FASE MITOTICA (%)
MITOTICO (%)

Profase Metafase Anafase Telofase
0g/L 14.12 £ 0.68a 5297 +1.07a 12.01 £3.77a 8.38 £0.14a 27.86+2.6la
0.05 g/L 10.76 £ 0.58b 5428 £581a 11.33 +£1.86a 7.02+1.13a 27.37 £5.86a
0.1g/L 10.52 £ 0.63b 53.73 £6.14a 12.67 +£1.58a 7.25+1.35a 2636 +6.71a
0.5 g/L 10.67 £0.75b 54.22 +1.55a 1141 +£1.53a 10.12 £3.48a 2425+321a
1g/L 12.00 £0.91b 60.81 £4.88a 9.79 +£2.74a 8.10£0.67a 2130+2.11a

Valores con letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)



Tabla 4. indice de células que presentaron microntucleos (X £ SD) encontrados en las raices de Allium cepaL.
var. roja arequipefia, tratada con extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera L. a diferentes concentraciones

TRATAMIENTOS Micronucleos (% para 2000 células)

Oh 48h 72h
0g/L 0+0a 0.00 £ 0a 0.33+0.58*
0.05 g/L 0.33 +£0.58a 0.33 +£0.58a 2.00 + 1.00ab
0.1g/L 0.67 +£0.58a 0.67£0.58a 2.67 £ 1.15ab
0.5 g/L 0.67 £ 0.58a 1.00 + .100a 1.00 £ 0.00ab
1g/L 0.67 +£0.58a 0.67 £ 0.58a 2.33 +£0.58ab

Valores con letra comiin no son significativamente diferentes (p>0.05)

Fig. 1. Células que presentan Microntcleos (MN) a) célula en telofase que presenta micronticleo y b) célula en
interfase con micronucleo. Microfotografias obtenidas con el Microscopio Olympus Trinocular BX41 a 1000A.

DISCUSION

El test Allium presenta un alto grado de sensibilidad a sustancias toxicas3, se suele usar como
parametro el indice mitdtico (IM) cuya variacion significativa sirve como evidencia de dafio o
inhibicion de la division celular.

En el presente estudio se encontr6 que a las 48 y 72 (Tabla 2 y 3) horas hubo disminucién
estadisticamente significativa de los indices mitdticos de los tratamientos concordando con lo



afirmado por Malakahmad, et al. 4! indicando que la disminucion del indice mitético se debe a la
presencia de una sustancia citotoxica que va a inhibir las actividades del ciclo celular.

Existen diferentes formas por las cuales se puede modificar el ciclo celular, por ejemplo cuando el
dafio ocurre en las proteinas que regulan estos procesos, lleva a la célula a seguir una via apoptotica
intrinseca o bloquear el pase de un etapa a otra#?; pero también puede deberse a un dafio directo en el
ADN, el cual lleva a detener el ciclo celular en la fase G2 o después de la mitosis, en la fase G143; es
por ello que no se observd diferencias significativas del IM a la 0 horas del tiempo de recuperacion
(Tabla 1), pero en el tiempo, el IM se vio afectado mostrando diferencias significativas en relaciéon con
el tratamiento Og/L. Estudios demuestran que las sustancias tdxicas pueden afectar el IM acelerando o
disminuyendo el tiempo en que la célula demora en cada fase mitdtica*4, pero en el presente estudio
no ocurri6 este tipo de alteracion y se puede observar en la Tabla 1, 2 y 3 que las frecuencias de las
fases no presentan diferencias significativas.

Elsayed, et al. 45 reportaron que la semillas de Moringa oleifera contenian aceites esenciales que eran
citotoxicos para varios tipos de lineas celulares cancerigenas; pero es Adebayo, et al. 46 quienes
compararon la citotoxicidad del extracto acuoso de M. oleifera en una linea celular cancerigena MCF7
y en una linea celular normal de mama MCF 10A y llegaron a la conclusion que producia un mayor
efecto antiproliferativo en células normales que en células cancerosas. La presencia de diferencias
significativas en los IM encontrados a las 48 y 72 horas, nos asegura una accion citotoxica, pero la
ligera variacion encontrada podria corroborarse con lo indicado por Maiyo, et al.4” que afirman que
podria haber cierta selectividad de la sustancias de M. oleifera para inducir a apoptosis.

Los micronucleos son fragmentos (Figura 1) anormales de cromosomas que se encuentran en el
citoplasma, estos son productos de ruptura del ADN y se usa para evaluar el dafio y la citotoxicidad
del ADN#, En la presente investigacion se encontrd baja frecuencia de células con micronucleos
(Tabla 4) y no observandose diferencias significativas entre los tratamientos; sin embargo es necesario
contrastar estos resultados utilizando el test cometa%.

El tiempo de exposicion usado fue relativamente corto en comparacion a estudios que se realizaron
con ratones, mostraron citotoxicidad al exponerlos por un tiempo prolongado al extracto etandlico de
semillas de “moringa”, donde concluyeron que esta sustancia podria causar dafio necrosis en el higado
y reduccion del pH del semen en los individuos machos, que podria llevar a una posible infertilidad 5°.
Kim, et al. 5! también encontraron toxicidad al cebar por 14 dias a ratas, con un extracto etandlico
suplementado con un isotiocianato de M.oleifera, que ocasiond la muerte en su mas alta dosis y en las
dosis intermedias, necrosis en 6rganos reproductores y distencion gastrointestinal.

Aunque no se conoce cudl es el compuesto exacto que causa tales dafos, se le podria atribuir a la
presencia de dos tipos desconocidos de glucosinolatos o la presencia de isotiocianatoss2, que pueden
ocasionar diversas respuestas en los individuos y en ciertas ocasiones llegar a ocasionar dafio
genotdxico.

Se recomienda hacer un estudio fitoquimico de las sustancias presentes en el extracto acuoso de las
semillas de M. oleifera y a la vez estudiar la genotoxicidad de ellas mediante cariotipos para buscar
mayores evidencias de aneuploidia y test cometa para observacion de rupturas de ADN. En
conclusion, las concentraciones del extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera disminuye el
indice mitdtico a las 48 y 72 horas de recuperacion con diferencias significativas con respecto a un
tratamiento control (0 g/L) y sin diferencias significativas en las fases. No se observan diferencias
estadisticamente significativas en las frecuencias de micronucleos de los tratamientos utilizados.
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