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RESUMEN

Introduccién: Las hojas de la planta de Moringa oleifera han sido utilizadas como
medicina tradicional en diferentes paises para el tratamiento de afecciones
inflamatorias.

Objetivo: Evaluar el efecto antinflamatorio de las capsulas de hojas secas de
Moringa a partir del extracto hidroalcohélico de su contenido.

Métodos: Se emple6 para el estudio de cuantificacion de la actividad
antinflamatoria de las hojas de moringa el modelo de granuloma inducido por la
mota de algodon y el modelo de edema de la pata de ratén, inducido por la

administracion intraplantar de carragenina.
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Resultados: Las capsulas de hojas secas en las dosis ensayadas redujeron
significativamente el peso del granuloma en comparacion con el grupo control en
el modelo estudiado. Se observo también la reduccion significativa del edema
tanto en la fase inicial como en la fase mas tardia, en el modelo de edema de la
pata de ratén inducido por carragenina.

Conclusiones: Se demostro en modelos animales la efectividad que el uso
etnobotanico le atribuye a esta planta en cuanto al efecto anti-inflamatorio. Las
capsulas mostraron el uso potencial de la moringa para fabricar suplementos
fitoterapéuticos efectivos.

Palabras clave: actividad antinflamatoria; metabolitos secundarios; Moringa

oleifera.

ABSTRACT

Introduction: The leaves of the Moringa oleifera plant have been used in
traditional medicine in different countries for the treatment of anti-
inflammatory.

Objective: To evaluate the anti-inflammatory effect of Moringa dried leaves
capsules as a finished form from the hydroalcoholic extract.

Methods: For the study of quantification of the anti-inflammatory activity of
Moringa leaves, the model of granuloma induced by cotton wool and the model
of edema of the mouse paw, induced by intraplantar administration of
carrageenan, was used.

Results: Moringa dried leaves capsules, at the tested doses, significantly reduced
the weight of the granuloma in comparison with the control group in the studied
model. Significant reduction in edema in both the initial phase and the later phase
was also observed, in the carrageenan-induced mouse paw edema model.
Conclusions: The effectiveness that ethnobotanical use attributes to this plant in
terms of anti-inflammatory effect was demonstrated in animal models. The
capsules showed the potential use of Moringa to make effective herbal

supplements.
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Introduccion

Moringa oleifera es la especie mas cultivada de la familia Moringacea. Tiene un
crecimiento rapido, y todas sus partes vegetativas (hojas, tallo, corteza, raiz) y
reproductivas (flores, vainas y semillas) son beneficiosas de alguna manera para
la salud. El cultivo practicamente esta en todas las regiones tropicales,
subtropicales y semiaridas del mundo.

En los Gltimos anos han proliferado los estudios de las distintas actividades
bioldgicas de los compuestos presentes en las diferentes partes de la planta, los
cuales han demostrado su efecto en el tratamiento de la inflamacion asociada a
procesos créonicos. Tal es el caso de la capacidad antinflamatoria de los extractos
acuosos y etanodlicos de las raices, las hojas, las flores, las semillas y la
corteza.m? Las hojas son excepcionalmente ricas en vitaminas y diferentes
aminoacidos, por lo que se recomiendan para tratar problemas de malnutricion
en ninos.®

El proceso inflamatorio es una respuesta de los organismos a diferentes agresiones
endogenas o exogenas. Tanto la respuesta inmune innata como la adquirida
intervienen en este proceso que tiene numerosos efectos locales y sistémicos.
Segun el tiempo de evolucion, puede ser aguda o cronica, aunque a veces los
patrones convencionales no pueden detectar un suceso previo. @

Se pueden explorar modelos bioldgicos in vivo de actividad antinflamatoria aguda
y subcronica, que convertiria a esta planta en promisoria para el desarrollo de
fitopreparados eficientes y seguros en el tratamiento de la inflamacion. Entre
éstos existen los modelos de induccion de granuloma por la mota de algodon y el
de inflamacion inducido por la administracion intraplantar de carragenina.

El modelo de induccion de granuloma por la mota de algodon es ampliamente
empleado para determinar los efectos sobre la fase exudativa y proliferativa de
la inflamacion crénica. Se inicia con la presencia del antigeno (mota de algodon)
que causa la estimulacion del sistema inmune (la produccion de anticuerpos,
interleucinas y complementos, los cuales bajo la estimulacion antigénica
persistente contribuyen a la proliferacion y formacion del tejido granulomatoso
en torno a la mota de algododn).

Por su parte, el modelo de inflamacién inducido por la administracion intraplantar

de carragenina es una via para la inflamacién aguda en el raton y es de los ensayos

@) e |

Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




eCiMED

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

in vivo mas utilizados como parte del tamizaje farmacoldgico de compuestos con
potencial anti-inflamatorio.® Se caracteriza por presentar una fase inicial con un
maximo inflamatorio que se produce al cabo de la primera h posterior a la
administracion del agente inflamatorio. Se mantiene hasta las 4-5 h posteriores a
la administracion,® y la aparicion de una segunda fase mucha mas tardia de
inflamacion mas severa, la cual alcanza un punto maximo a las 48 h,
aproximadamente y se extiende hasta las 72 h.

De este modo, el presente trabajo presentd como objetivo evaluar el efecto
antinflamatorio de las capsulas de hojas secas de moringa a partir del extracto

hidroalcoholico de su contenido.

Métodos

Se empled un extracto hidroalcoholico al 45 % (V/V) del contenido de las capsulas
de hojas secas de Moringa oleifera elaboradas como forma terminada.

En el estudio se emplearon dos modelos clasicos de evaluacion de compuestos con
presumible accion antinflamatoria, el modelo de granuloma inducido por la mota
de algododn, (til para investigar efectos en la fase cronica de la inflamacion, y el
modelo de edema de la pata inducido por la administracion intraplantar de
carragenina, empleado para evaluar los efectos en la fase aguda de la

inflamacion.

Preparacion de las muestras
El contenido de las capsulas de hojas secas de moringa, con la ayuda de un
mortero, se suspendio en solucion acuosa de carboximetil celulosa (CMC) al 0,15
% (P/V). La cantidad de material de partida se fijé considerando el contenido del
principio activo en la hoja seca presente en la capsula, de manera tal que se
administraran dosis del extracto equivalentes a 50, 100, 150 y 300 mg/kg de peso.

Se administraron suspensiones frescas preparadas diariamente.

Animales y administracion
Se emplearon ratones machos OF-1, suministrados por el Centro Nacional para la

Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB), con peso promedio al inicio
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del experimento de 20,2+1,5 g. Previo a la realizacion de los experimentos, los
animales fueron mantenidos en las condiciones del bioterio durante 7 dias, con
ciclos de 12 h de luz/oscuridad, con suministro de agua y alimentacion ad libintum
con pienso suministrado por CENPALAB en el horario de la mafana, con volumenes

equivalentes a 0,01 ml/kg de peso, mediante sonda gastrica.

Modelo del granuloma inducido por la mota del algodén en

ratones

Para la implantacién del granuloma se sigui6 la metodologia descrita por
Bertollo.). Los animales fueron distribuidos en 6 grupos experimentales, de
manera aleatoria teniendo en cuenta el peso corporal, a razéon de 7
animales/grupo.

-Grupo | (Control): Administrado con agua destilada durante todo el periodo
experimental.

-Grupo Il (Tratado con dexametazona): Suministrada en dosis de 3 mg/kg de peso
-Grupos llIl, 1V, V y VI administrados con el extracto, a dosis equivalentes de 50,
100, 150 y 300 mg/kg de peso, respectivamente.

La administracion comenzo tres dias antes del inicio del experimento, a razén de
una administracion diaria en el horario de la mafnana, incluyendo el dia de la
implantacion del granuloma, en que fueron administrados como minimo 1 h antes
de la operacion. Para la implantacion, los animales fueron anestesiados por via
intraperitonial de tiopental sodico (40 mg/kg, 0,01 ml/g). A cada animal se le
implant6 subcutaneamente en la region dorsal y bajo condiciones asépticas, una
mota de algodén de 10 mg de peso previamente esterilizada. Al concluir la
operacion, los animales fueron colocados en sus cajas y a las 24 h comenzd
nuevamente la administracion a los diferentes grupos experimentales. Al cabo de
7 dias, los animales fueron nuevamente anestesiados por administracion
intraperitonial de tiopental sdédico y los granulomas fueron extraidos
cuidadosamente junto al tejido conjuntivo formado. El peso del granuloma fue

calculado y empleado para el analisis estadistico.

Modelo del edema plantar por la administracion de carragenina
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Para este estudio se empled una metodologia similar a la descrita previamente
por Jung-Chun.® Los animales fueron distribuidos en grupos experimentales a
razon de 6 animales por grupo y se administraron con solucion salina (Grupo 1),
infusion de romero (Grupo Il) e indometacina 15 mg/kg (Grupo lll), durante los 8
dias previos a la realizacion del experimento. Al concluir la administracion, los
animales fueron administrados en la pata derecha con 20 pl de una suspension 1
% (P/V) A-carragenina en solucion salina fisioldgica y al cabo de 5 h se determind
el volumen de edema, para calcular el incremento del peso de la pata tratada en
comparacion con el de la pata izquierda administrada con la solucion salina

solamente.

Anadlisis estadistico

El analisis estadistico se realizo con el programa GraphPadPrism, version 5. Los
valores fueron expresados como las medias con su error estandar (S.E.M.) de los
6 o 7 animales por grupo experimental, segun correspondi6. Para comparar las
medias de los datos obtenidos se realizé6 un analisis de varianza (ANOVA) de
clasificacion simple. Cuando se obtuvieron diferencias intra grupos
experimentales, se aplicé la prueba de Dunnett’s a posteriori. Los valores
probabilisticos (p) inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente

insignificativos.

Resultados

La fig. 1 muestra los efectos de la administracion oral del extracto durante 10
dias sobre el peso del granuloma en el modelo inducido por la mota de algodon.
La administracion oral del extracto de hojas secas en las dosis ensayadas redujo
significativamente el peso del granuloma en comparacion con el grupo control.
Las dosis de 50, 100 y 150 mg/kg produjeron una reduccion porcentual de este
parametro que alcanzé un 42,1, un 52,9 y un 42,9 %, respectivamente. La
reduccion alcanzada por la dosis maxima ensayada (300 mg/kg) fue de 18,0 %,
menor que la observada en las dosis inferiores ensayadas, sin alcanzar niveles de

significacion en comparacion con el grupo control.
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Los datos de las barras representan los valores medios + EEM para n=7 animales por grupo experimental. ***p<0,001;
**p<0,01; *p<0,05.
Fig. 1. Efectos de la administracion oral del extracto de Moringa oleifera en el modelo

de granuloma de la mota de algodon.

La fig. 2 muestra los efectos del extracto administrado durante 10 dias en el
modelo de edema de la pata inducido por carragenina. Se muestra la reduccion
significativa del edema tanto en la fase inicial (1,5 h posterior a la administracion)
como en la fase mas tardia (5 h). En la primera fase el extracto a las dosis de 100,
150 y 300 mg/kg produjo una disminucion equivalente al 43,7, al 36,3 y al 26,5 %,
respectivamente, en comparacion con el control. En este caso, la dosis inferior
ensayada no disminuyo significativamente la formacion del edema ya que alcanzo
solo un 16,3 %. En la fase mas tardia, se observaron efectos mas moderados y a
diferencia de lo ocurrido en la fase previa, la disminucion significativa se observé
a partir de la dosis inferior ensayada, en la cual el edema disminuy6 en un 25,6
%, mientras que para las dosis de 100 y 150 mg/kg la disminucion también fue
significativa y equivalente a 28,2 y 31,6 %, en cada caso. Sin embargo, la dosis de
300 mg/kg no inhibio significativamente la formacion del edema. En ambas fases
la indometacina, farmaco empleado como control positivo, produjo una inhibicion
superior del edema, tanto en la fase inicial (28,2 %) como en la fase mas tardia
(48,6 %).

Los resultados muestran los efectos 1 h tras la administracion del agente
inflamatorio (panel superior) y 5 h posteriores a la administracion de carragenina

(panel inferior).

Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




eCiMED

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

=y
=
1

Ederm=z [mglx 102

10

Ederm [mglx 102

mm Control mm hdometacing 15 mgiyg
O Mokfa Simgly B3 Mokia 100 mglhg
B Mookfa 150mgég @ M okedia 300 mgthg

Los datos de las barras representan los valores medios + EEM para una N = 6 animales por grupo experimental. ***P <
0,001, * P < 0,05.

Fig. 2. Efectos de la administracion oral del extracto de Moringa oleifera en el modelo
de inflamacioén aguda inducida por la administracion intraplantar de carragenina en

ratones.

La comparacion de las medias se realizo mediante un analisis de varianza (ANOVA)

de clasificacion simple seguido de la prueba de Dunnett ’s.

Discusion

Como mostré el presente estudio, la dexametosona disminuy6o el peso del
granuloma, con magnitud superior y niveles de significacion también superior
(p<0,001) a los del extracto, lo cual esta en correspondencia con su perfil de
accion farmacoldgico y con resultados informados previamente. )

Como es conocido, en el modelo de induccién de granuloma por la mota de
algodon, la inflamacion y la formacion del granuloma es un proceso gradual en el
que se produce la proliferacion y migracion de células inflamatorias, macréfagos
y neutrofilos, asi como fibroblastos. En éste se induce también un proceso de
angiogénesis inflamatoria y el incremento de citosinas, quimiocinas Yy

eicosanoides, "9 por lo que los efectos en este modelo del extracto de hojas secas
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de moringa indicé que su accion inhibidora de la formacion del tejido
fibrovascular pudiera estar relacionada a un efecto sobre la angiogénesis y la
respuesta proliferativa, asi como a efectos sobre la liberacion y/o accion de
algunos de los mediadores que intervienen en este proceso. También podria estar
vinculada a su interaccion en las fases iniciales de formacion del granuloma, en
que la migracion de macrofagos y neutrofilos juega un papel esencial.

Por su lado, en la primera fase del modelo de inflamacion inducido por la
administracion intraplantar seleccionada para el estudio con extracto de hojas
secas de moringa, numerosos mediadores han sido involucrados. Asi se reporto6 la
elevacion de la sustancia P o serotonina en el sitio de la inflamacion, entre los 15
minutos y las 2 posteriores a la inyeccion de carragenina y asimismo, se
reconoce la importancia de la serotonina, la histidina y la bradikinina (BK). Las
dos primeras son importantes por su papel en la induccidon de la permeabilidad
vascular y el incremento del volumen de exudado, mientras que la BK juega un
papel preponderante en la liberacion posterior, a través de los receptores B1y/o
B2, de prostaglandinas, leucotrienos, 6xido nitrico, el factor activador de
plaquetas (PFA) y citosinas, entre otros; mediadores que son inducidos por la
migracion/activacion de leucocitos, macréfagos y células endoteliales y que
pueden en su conjunto inducir la extravasacion de fluido plasmatico y el
incremento del volumen de exudado?. Los resultados en este estudio fueron
analogos a los informados por Jain!'® en esas dosis. También indicaron que el
extracto de hojas secas de moringa puede inhibir el desarrollo del edema desde
las etapas mas tempranas (1,5 h), lo que sugiere una posible interaccion sobre
mediadores tales como la BK, la histidina, la sustancia P o serotonina. Fue
evidente la accion en la fase mas tardia (5 h), en la cual la migracion y la
activacion de las células inflamatorias indujeron la liberacion de prostaglandinas
y otros mediadores.

La administracion oral del extracto de hojas secas de moringa ejercié efectos
antinflamatorios, tanto en el modelo de inflamacion cronica como en el modelo
de inflamacion aguda, lo que sugiere su accion simultanea sobre varios eventos
involucrados en el proceso inflamatorio. Sin embargo, debido a los disimiles
mediadores implicados en la compleja cascada de eventos que se desencadenaron

a partir del estimulo inflamatorio en los modelos empleados, fue imposible
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discernir los mecanismos involucrados en los efectos observados. No obstante,
estos resultados concuerdan con otros trabajos previos, en los que se demostré la
inhibicion del edema en el modelo de inflamacidn aguda por carragenina en ratas
tras la administracion de un extracto etandlico proveniente de las hojas de esta
planta.('4

Otras investigaciones demostraron la capacidad antinflamatoria a través de
extractos acuosos y etanolicos de las hojas.? Entre los elementos con efectos
antinflamatorios debemos mencionar agentes citoprotectores, por sus acciones
regulatorias sobre la activacion del factor de transcripcion nuclear kappa-beta
(NFkB), que es un paso esencial para desencadenar el proceso inflamatorio. (1310
Junto a ello, la caracterizacion fitoquimico del extracto de M. oleifera empleado
en este estudio mostré que dentro de sus componentes activos se encontro la
isoquercetina (1,98 % P/V), lo que sustenta al menos de manera parcial los efectos
farmacologicos hallados.

De esta forma, una revision realizada por Chambi'’) aportd elementos a favor de
los resultados obtenidos en el presente trabajo, aunque no se puede descartar la
contribucion de otros componentes farmacologicos activos presentes en el
extracto. Un aspecto importante que se revelo en el presente estudio fue la
ausencia de las clasicas curvas dosis respuestas lineales descritas en la literatura
para la accion de numerosos farmacos. En el caso del modelo de inflamacion
cronica, se observo una tendencia a la dosis respuesta dentro del intervalo de
dosis entre 50 y 150 mg/kg de peso, y la disminucion del efecto tras la
administracion de la dosis maxima ensayada (300 mg/kg). Este hecho sugiere estar
en presencia de una respuesta en forma de “U”, que caracteriza a las respuestas
horméticas en que se describen comportamientos bifasicos dependientes de la
dosis('® de diversos farmacos compuestos y extractos de origen natural, y en
mezclas de varias estructuras farmacoldgicas activas con diferente eficacia y
potencia farmacologica. Tampoco, se observo una clara relacion dosis respuesta
en ninguna de las fases estudiadas en el modelo de inflamacién aguda, en el cual
la dosis de 300 mg/kg de peso mostro al igual que en el modelo cronico, menor
efecto que las dosis inferiores ensayadas.

Coincidentemente, un estudio in vivo, en ratones, donde se investigaron los

efectos inmunomoduladores de un extracto metanodlico de la misma planta, ("?

10
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mostro que dosis inferiores ensayadas fueron mas eficaces farmacolégicamente
que las superiores, lo que hace suponer que este tipo de respuesta farmacologica
no fue un hallazgo fortuito en el presente estudio y que merece su atencion en
futuras evaluaciones farmacoldgicas por la importancia clinica de este tipo de
fenomeno.

Finalmente, se demostrd la efectividad como agente antinflamatorio de la M.
oleifera en modelos animales. Las capsulas mostraron el uso potencial de dicha

especie para fabricar suplementos fitoterapéuticos efectivos y seguros.
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