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RESUMEN

Introduccion: La especie Moringa oleifera posee propiedades nutritivas y farmacologicas,
y podria convertirse en una alternativa nutricional y preventiva de enfermedades. El aceite es
antioxidante, antiinflamatorio y cicatrizante, por lo que el estudio para uso y consumo
garantiza su calidad e inocuidad.

Objetivo: Evaluar la actividad biologica del aceite de semillas de moringa para uso seguro y
eficaz en el ser humano.

Métodos: Se emplearon semillas de Moringa oleifera provenientes de la India. Los animales
utilizados fueron suministrados por el Centro Nacional para la Produccién de Animales de
Laboratorio, La Habana, Cuba. La alimentacion consistié en dieta estandar; para ratas CMO
1004 y para conejos CMO 1400 granuladas (AlyCo®) y agua clorada para consumo ad
libitum.

Resultados: Los ensayos de toxicidad aguda en ratas Wistar, a dosis de 2000 mg/kg no
presentaron toxicidad; el aceite se ajustd en la categoria 5 del GHS. La irritacion dérmica e
irritacion ocular en conejos albinos fueron no irritantes. La actividad genotdxica del aceite
mediante el test de induccion de microndcleos en médula 6sea de raton no provocé toxicidad

ni dafios aneugeénico, ni clastogénico sobre el tejido eritropoyético. La actividad cicatrizante
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en la epidermis y la dermis de ratén fue similar al Hebermin. Sin embargo, no manifestd
efecto dermorregenerador en piel dafiada por radiaciones UVB.

Conclusiones: El aceite de semillas de moringa no produce toxicidad aguda oral en ratas, ni
provoca dafios clastogénico-aneugénico in vivo. Se considera seguro a las dosis estudiadas y
puede ser una alternativa para el tratamiento de cicatrizacion de heridas sin efecto
dermorregenerador. Es antiinflamatorio y evita la proliferacion de microorganismos.

Palabras clave: Moringa oleifera; toxicidad aguda; actividad genotoxica.

ABSTRACT

Introduction: Moringa oleifera has nutritional and pharmacological properties, which could
become a nutritional and preventive alternative for diseases. The oil is antioxidant, anti-
inflammatory and healing, so the study for use and consumption guarantee its quality and
safety.

Objective: To evaluate the biological activity of Moringa seed oil for safe and effective use
in humans.

Methods: The plant species used in this work were Moringa oleifera seeds from India. The
animals used were supplied by the National Center for the Production of Laboratory
Animals (CENPALAB), Havana, Cuba. The diet consisted of a standard diet; for rats CMO
1004 and for rabbits CMO 1400 granules (AlyCo®) (CENPALAB) and chlorinated water
for ad libitum consumption.

Results: The acute toxicity tests in Wistar rats, at a dose of 2000 mg/kg did not present
toxicity, adjusting the oil to category 5 of the GHS. Skin irritation and eye irritation in
albino rabbits were non-irritating. The genotoxic activity of the oil by the micronucleus
induction test in mouse bone marrow did not cause toxicity or aneugenic or clastogenic
damage on erythropoietic tissue. The healing activity in the mouse epidermis and dermis
was similar to Hebermin, however, it did not show a dermoregenerative effect on skin
damaged by UVB radiation.

Conclusions: Moringa seed oil does not produce acute oral toxicity in rats, nor does it cause
clastogenic - aneugenic damage in vivo. It is considered safe at the doses studied and may be
an alternative for wound healing treatment without a dermoregenerative effect. It is anti-
inflammatory and prevents the proliferation of microorganisms.

Keywords: Moringa oleifera, acute toxicity, genotoxic activity
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Introduccion

Moringa oleifera pertenece al género Moringa y consta de 13 especies. Es nativa del sur del
Himalaya.! Actualmente, se encuentra en el Oriente Medio, en paises africanos y asiaticos,
y por su gran poder de adaptacién existe en zonas tropicales y subtropicales afectadas por las
sequias.®

Las plantas han servido como recurso natural para prevenir enfermedades y como terapia
nutricional. Presentan la ventaja de producir menos efectos adversos que la farmacoterapia
clasica, lo que ha conducido a que las investigaciones se centren en descubrir su
composicion natural en busca de nuevos principios activos.

En regiones de Asia y Africa las semillas y hojas se usan para la alimentacion, la prevencion
de la ceguera, como purificador de agua y mieles, en la multiplicacion de la produccion de
cultivos tradicionales por medio del extracto de sus hojas y tallos (contiene zeatina y
hormona del crecimiento). También se usa en la produccién de bioetanol y de aceite
comestible.®

Se plantea que el aceite de semilla de moringa no presenta toxicidad aguda en ratas.*>® Sin
embargo, en el estudio de Chivapat y otros” se mostr6 toxicidad aguda y letalidad cuando
se administré extracto etandlico de semillas en ratones. AlAnizi y otros® informé
citotoxicidad y genotoxicidad del extracto hidrofébico de semillas y le atribuyd la toxicidad
a los alcaloides, las enzimas y los glicosinolatos. No obstante, la concentracion de
compuestos toxicos en las semillas de moringa depende de la regién geografica y las
condiciones climéaticas en las que se desarrollan las plantas.®

El aceite obtenido del prensado en frio de semillas de moringa permite extraer vitaminas B y
C, grasas monoinsaturadas, acido oleico y behénico. ElI contenido de &cidos grasos
monoinsaturados es elevado y representa el 76 %. El acido graso predominante es oleico,
ademas, contiene acido gadoleico y palmitoleico en cantidades moderadas y esteérico.?) La
concentracion de este acido varia segin método de extraccion, metodologia, tipo de solvente
y del tratamiento con agua caliente o el uso de enzimas especificas.

El aceite contiene antioxidantes que protege contra dafios causados por los radicales libres y

enfermedades degenerativas. Contiene agentes antiinflamatorios que ayudan a reducir la
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inflamacion y el dolor, lo que es util para el tratamiento de picaduras, quemaduras,
erupciones® y en la cicatrizacion,™ en el cual estan implicado una serie de procesos
celulares y bioquimicos.!? Se utiliza en terapias antioxidantes para disminuir la
genotoxicidad del arsénico y otros metales pesados, cuyos mecanismos de accion
carcinogénica estan relacionados con especies reactivas de oxigeno.® Las interrelaciones
entre estos tipos celulares estdn reguladas por las citocinas, la matriz extracelular y las
metaloproteinasas.*>

El factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor, EGF) es importante en la
curacion de heridas y quemaduras, Regula la inflamacién y la accion de los fibroblastos y
estimula el crecimiento de las células epiteliales para la reparacion del tejido.4

Las industrias de cosméticos y las farmacéuticas incluyen el aceite de semillas de moringa
en la formulacién de leches y tonicos limpiadores con accién purificante o desintoxicante, y
como adyuvante de principios activos, como emoliente y saborizante. Su consumo se ha
incrementado en las exportaciones hacia Europa como lubricantes de maquinaria.>6:17)

Por lo antes expuesto, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad biol6gica

del aceite de semillas de moringa para uso seguro y eficaz en el ser humano.

Métodos

Muestras para los ensayos
La especie vegetal utilizada en este trabajo fue la Moringa oleifera (semillas), proveniente
de la India. El aceite se obtuvo mediante el prensado en frio de las semillas descascaradas,
con una prensa hidraulica en las instalaciones del Proyecto “Moringa como suplemento
nutricional”; del Centro de Investigaciones en plantas Proteicas y Productos Bionaturales
(CIPB), La Habana, Cuba. Se conservé a temperatura ambiente en frascos protegidos de la

luz.

Animales de laboratorio
Los animales utilizados fueron suministrados por el Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB), La Habana, Cuba. La alimentacion consistio en
dieta estandar para ratas CMO 1004, y para conejos CMO 1400 granuladas (AlyCo®)
(CENPALAB) y agua clorada para consumo ad libitum.
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Los estudios con animales se realizaron en el Centro de Investigaciones y Desarrollo de
Medicamentos (CIDEM), La Habana, Cuba, y fueron financiados por un proyecto de Fondos
para Ciencia e Innovacion (FONCI), del Ministerio de Ciencias, Tecnologia y Medio
Ambiente (CITMA), Cuba.

En la toxicidad aguda oral se emplearon ratas Wistar, hembras, nuliparas, de peso corporal
entre 150 y 200 g. En el potencial irritante dérmico y ocular fueron conejos albinos, machos
de 1,5 a 2,0 kg de peso corporal. Para el potencial genotoxico se emplearon ratones neonatos
machos, entre 5 y 12 semanas de edad con un peso corporal entre 20 y 30 g. El test de
induccion de micronucleos (MN) en médula 6sea in vivo se emple0 ratones neonatos machos
(RNM).

En la actividad genotdxica se empled el Sistema de Ensayo de Reversion Bacteriana en
Salmonella typhimurium (Salmonella/Microsoma). Se emplearon cepas TA 98 y TA 100, del
Dpto. de Bioquimica de la Universidad Autonoma de México. Una vez recibidas se
analizaron sus genotipos y fueron conservadas a -80 °C.8)

Se trataron ratas Wistar de 200 g de peso con fenobarbital y benzonaftoflavona para preparar
la fraccion microsomal de higado de rata (S9), segun Maron® y Mortelmans.®® La
fraccion microsomal S9 se almaceno en porciones de 1 mL y se conservé a -80 °C.

La mezcla S9 contiene KCI 33 mM, MgCl, 8 mM, NADP 4 mM, Glucosa 6-fosfato 5 mM, 4
% (VIV) de fraccion S9 y tampon-fosfato de sodio 200 mM, pH 7,4 se prepar6 en el
momento del ensayo y se mantuvo en bafio de hielo hasta su uso.

Para la determinacion de la actividad cicatrizante se emplearon ratas Wistar, machos, de
peso corporal entre 200 y 250 g.

En el estudio del efecto dermorregenerador se utilizaron ratones Balb/C, machos, de 20 a 25
g de peso corporal.

Todos los animales en estudio permanecieron siete dias en cuarentena antes de comenzar el
ensayo para su adaptacion a las condiciones de laboratorio, en sala aclimatada con
temperatura controlada de 22 + 2 °C y ciclo luz-oscuridad 12/12 h.

Disefio experimental

Toxicidad aguda oral
La toxicidad aguda oral se conformd por tres grupos, con tres animales cada uno,
distribuidos al azar y un grupo control sin tratamiento. Las ratas ayunaron 16 h antes de la
administracion por via oral segiin OECD,?® mediante canula intragastrica a la dosis de 20
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mL/kg (méaximo volumen permisible para la especie), en dos tomas separadas. El ensayo se
repitié con tres animales mas, a la misma dosis, ya que no se observé mortalidad.

Los animales fueron observados durante 24 h y durante 14 dias. Se registraron los sintomas
toxicos.

Concluido el ensayo se sacrificaron los animales con sobredosis de tiopental para realizarles
la autopsia. Se efectud el examen macroscépico de drganos y tejidos (corazdn, rifidn,
pulmén, estdbmago, higado, bazo, timo e intestino). Ante cualquier alteracién macroscépica
detectada en organos Yy tejidos se procedio a la toma de muestra para realizar el analisis
histopatolégico.

El peso corporal se registr6 al inicio, a los siete dias y al final del experimento. EI grupo

control recibi6 solamente agua.

Ensayo de irritacion dérmica

El ensayo se realizé segun OECD.?V El dia antes del ensayo los animales fueron rasurados
en el area dorsal del lomo, a una distancia suficiente de la columna vertebral para proceder a
la observacion de los sitios de ensayo.

Se seleccionaron tres conejos con la piel intacta (tres sitios por producto) a los que se les
aplicé 0,5 ml de la sustancia sobre la piel durante 4 h. Se cubrid el sitio de aplicacién con
parche de gasa de 2,5 x 2,5 cm, adheridos a la piel con cinta hipoalergénica. Se retiraron los
parches al finalizar este periodo, y una vez marcado el sitio de aplicacion se removieron los
remanentes de la sustancia de ensayo con agua estéril.

Las observaciones fueron realizadas a las 0,5; 1; 24; 48 y 72 h después de la remocion del
parche. Las reacciones sobre la piel para eritema y edema se establecieron con la siguiente

evaluacion:

- Eritema y formacion de escaras. No eritema (0). Eritema muy ligero, escasamente
perceptible (1). Eritema bien definido (2). Eritema moderado a severo (3). Eritema
severo (4).

- Para la formacion de edema. No edema (0). Edema muy ligero, escasamente
perceptible (1). Edema ligero, con elevacion de 1 mm (2). Edema moderado, con
elevacion de mas de 1 mm (3). Edema severo, con elevacion de mas de 1 mm y mas

alla del sitio de aplicacion (4).
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Se determinG el indice de irritacion primario (IIP), donde se tuvo en cuenta las
observaciones realizadas a las 24, 48 y 72 h después de la aplicacion. Se evalu6 la categoria
en: No irritante (0 - 0,4), Irritante ligero (0,5 - 1,9), Irritante moderado (2,0 - 4,9) e Irritante
severo (5,0 - 8,0).

Ensayo de irritacion ocular
El ensayo se realizo segiin OECD.®? Se seleccionaron tres conejos que fueron sometidos a
examen de cdrnea, iris y conjuntiva para descartar la presencia de dafio. Se utilizo el sistema

de evaluacion siguiente:

- Lesiones oculares en cornea, opacidad y grado de densidad. Areas dispersas difusas,
iris claramente visible (1). Areas traslicidas, facilmente discernibles, iris ligeramente
oscurecido (2). Areas opalescentes, iris no visible, tamafio de la pupila escasamente
discernible (3). Areas opacas, iris invisible (4). Areas de la cornea involucrada, areas de 0
<x<Y% (1), Ya<x <2 (2), Yo<x<%(3), 3la<x <1 (4).

Para la evaluacion se efectlia (A x B) x 5 (valor maximo posible 80 puntos) para el iris.

- Pliegues sobre lo normal, congestion, inflamacion, inyeccion circunscorneal (uno de
ellos, o todos, o cualquier combinacién), el iris ain reacciona a la luz (una reaccion
retardada es positiva) (1).

- No reacciona a la luz, hemorragia, destruccion gruesa (uno o todos estos) (2).

Para la evaluacion se efectia A x 5 (valor maximo posible 10 puntos) para conjuntiva.

A. Enrojecimientos. Vasos definitivos inyectados sobre lo normal (1). Difuso, rojo,
carmesi, vasos individuales discernibles (2). Rojo difuso (3).

B. Quemosis. Inflamacién sobre lo normal (incluye la membrana nictitante) (1).
Inflamacién con eversion parcial de los parpados (2). Inflamacion con los parpados
cerrados hasta la mitad (3). Inflamacion con los parpados de la mitad a cerrados (4).

C. Secreciones. Cantidad fuera de lo normal (1). Con humidificacion de los parpados
(2). con humidificacion de los parpados y zonas alrededor de los ojos (3).

Para la evaluacion se efectia (A + B + C) x 2 (valor maximo posible 20 puntos).

El valor total de la prueba fue la suma de los valores individuales de la cornea.

Para el ensayo fue instilado 0,1 ml de la sustancia en el ojo derecho de tres animales y el ojo

izquierdo como control. Ambos parpados fueron cerrados 15 seg para garantizar el maximo
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contacto de la sustancia de ensayo con las estructuras oculares. Fue examinado a las 1, 24,
48 y 72 h de la aplicacién inicial para detectar dafios de las estructuras oculares. Las
observaciones se realizaron con luz blanca para detectar eritema, edema y secreciones
anormales, ademas de la reaccion del iris a la luz, seguido del examen de la cdrnea por la
tincién con fluoresceina y la observacion con lampara UV.

Las reacciones oculares fueron evaluadas de acuerdo con la escala anterior.

Una vez examinado ambos ojos, se determind el indice de irritacion ocular (110). La
clasificacion se realiz6 segun Garcia®® (no irritante 0 < x < 10, ligeramente irritante10 < x <

20, moderadamente irritante 20 < x < 30 e irritante severo 30 <x < 110.

Actividad genotoxica mediante el test de induccion de micronudcleos en

meédula 6sea de ratén

Se realizaron dos administraciones por via oral cada 24 h y al control positivo solo una vez

por via intraperitoneal. El sacrificio se realiz6 segin Hayashi.?®

Ensayo de test de induccidn de micronucleos en médula dsea in vivo
El aceite de moringa se administré por via oral, cada grupo con diferente dosis (10, 100 y
1000 mg/kg de peso corporal), incluido el control negativo y el positivo (ciclofosfamida).
Realizadas las dos administraciones, se extrajo los fémures de cada raton y fueron
perfundidos con 1 mL de suero bovino fetal para obtener las células de la cavidad medular.
La suspensién celular se centrifugd a 1000 rpm, por 10 min. El sobrenadante se desechd y se
tomo el precipitado. Se tomé 10 uL para realizar dos frotis por animal, en portaobjetos. Las
laminas se secaron a temperatura ambiente por 24 h, se fijé en metanol 80 % (V/V) y se tifid

con giemsa 5 % (V/V), durante 21 min.32% La lectura se realiz6 segun Guideline.?*

Actividad genotoxica mediante el Sistema de Ensayo Reversion Bacteriana

en Salmonella typhimurium (salmonella/microsoma)
Los cultivos bacterianos se prepararon en 5 mL de caldo nutriente N°.2 OXOID, inoculados
a partir de cultivos de cepas madres. Se incubaron a 37 °C con agitacion, durante 16 - 18 h.
Todos los medios de cultivo se prepararon segiin Maron®® y Mortelmans.*®)
Se probaron concentraciones del aceite de moringa (0,1, 1, 10 y 100 pg/mL) para ambas

cepas sin S9, y concentraciones de 50, 500 y 5000 ug/mL para ambas cepas con S9.
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Como control negativo se empled agua destilada estéril. Como controles positivos se empled
azida de sodio (1,5 pg/placa) para la cepa TA 100 (sin S9), &cido picrolonico (100 pg/placa)
para la cepa TA 98 (sin S9), 2-aminofluoreno (10 pg/placa) para la cepa TA 98 (con S9), y
benzo-a-pireno (10 ug/placa) para la cepa TA 100 (con S9), que son mutagenos reconocidos
para este ensayo.®)

EL ensayo de Ames se realiz6 segin el método de Maron,®® Mortelmans®® y OECD.®) E|
resultado positivo se definié como un aumento en el nimero de revertantes, que superd por
mas de dos veces la frecuencia de reversion del control negativo (solvente) y mostrd un

incremento en el nimero de revertantes en funcién de la concentracion del producto.

Actividad cicatrizante

Las ratas fueron anestesiadas via intraperitoneal (hidrato de cloral 400 mg/kg; 0,007 mL/g).
El area dorsal de cada rata fue depilada con crema depilatoria, se desinfecto la piel con
solucidn de etanol 70 % (V/V), y se procedi6 a inducir las quemaduras a todos los animales
con un dispositivo metalico de 1 cm de didmetro, sumergido en agua hirviendo (100 °C).
Luego de estabilizada la temperatura del agua durante 5 min se tomd el dispositivo metalico
y se coloco durante 20 seg, sin presion sobre la piel del animal, en la zona dorsal para lograr
una quemadura de segundo grado.

Cada animal fue distribuido al azar en los grupos de tratamiento: Grupo | - Control (N = 3),
Grupo Il - tratado con aceite de moringa (N = 4), Grupo Ill - tratado crema Hebermin
(Heber-Biotech, CUBA) (N = 4).

Para el tratamiento con aceite de moringa se administr 0,2 mL y para el de herbermin 0,030
g, durante 14 dias, con inspeccion diaria de las lesiones, y se evalud segun la escala de

descriptores:

- Bordes. Bordes confusos (difusos, contornos no claros visibles), definidos (contornos
claros visibles, adjuntos, parejos con la base de la herida), bien definidos (no adjuntos a la
base de la herida), y bien definidos (fibréticos, macados o hiperqueratosis).

- Tipo de exudado. Ninguno, sanguinolento, serosanguineo no espeso (acuoso de rojo a
rosa palido), seroso no espeso (acuoso, claro) y purulento espeso o no (opaco,
amarillo/bronceado, con o sin color).

- Cantidad de exudado. Ninguno (herida seca), escaso (herida himeda, pero sin exudados

observables), poca, moderada y abundante.
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- Color de la piel alrededor de la herida. Rosado o normal de acuerdo al grupo étnico, rojo
brillante y/o pélido al tacto, blanco o gris palido o hipopigmentado, rojo oscuro o purpura
y/o no blanqueable y negro o hiperpigmentado.

- Edema en tejidos periféricos. Sin hinchazon o edema, edema no marcado que se
extiende menos de 4 cm alrededor de la herida, edema no marcado que se extiende mas
de 4 cm alrededor de la herida, edema marcado que se extiende menos de 4 cm alrededor
de la herida y edema “crepitus” y/o marcado que se extiende mas de 4 cm.

- Endurecimiento del tejido periférico. No presente, endurecimiento menor de 2 cm
alrededor de la herida, endurecimiento de 2 a 4 cm que se extiende menos del 50 %
alrededor de la herida, endurecimiento de 2 a 4 cm que se extiende méas del 50 %
alrededor de la herida y endurecimiento mayor de 4 cm en cualquier area alrededor de la

herida.

Al finalizar el tratamiento, se sacrificaron los animales y se removié el tejido de las
quemaduras para su analisis histopatolégico. Como parametro macroscépico del efecto
cicatrizante, se control6 a lo largo del estudio la contraccion del area de la herida. Se
tomaron fotos de cada animal al inicio del tratamiento (nivel basal) y cada tres dias posterior
a la quemadura. Para el calcul6 del area de la quemadura las fotos fueron analizadas en el
programa ImagelJ, (Rasband, W.S.), U.S National Institutes of Health, USA. Los resultados
fueron el porcentaje de disminucién del area (contraccion de la herida), en relacion al valor
basal.

Las piezas anatémicas fueron procesadas para microscopia Optica y por técnicas
histoldgicas. La interpretacion histopatolégica y la comparacion de la respuesta entre los

grupos se realiz6 segtin Berlanga.®

Evaluacion del efecto dermorregenerador
La evaluacion del efecto dermorregenerador se realizé segiin Regalado.?” Un dia antes del
ensayo, los ratones fueron depilados en la zona dorsal con crema depilatoria. Los animales
seleccionados con la piel intacta, fueron distribuidos en tres grupos (N = 5): grupo I; control
sin tratamiento, grupo IlI; control radiacion sin tratamiento, y grupo IlI; con tratamiento de
aceite de moringa, bajo anestesia con 30 mg/kg de tiopental administrado por via
intraperitoneal. Fueron expuestos a radiacién ultravioleta (UVB 312 nm) y se empled una

lampara UV Spectroline. La radiacion se dirigio al area dorsal del animal, a una distancia de
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15 cm, durante 30 min. Los tratamientos se aplicaron después de la radiacion, con repeticion
cada 24 h, por 6 dias. Cada sustancia se aplico sobre la piel de la zona dorsal, en una
cantidad de 0,1 g, extendida sobre la superficie de la piel.

Se evaluo la apariencia diaria de la piel antes de cada aplicacion para detectar la presencia de
eritema, escaras y arrugamiento de la piel. Se emple6 una escala histopatologica para
determinar el grado de dermorregeneracion en la piel sensibilizada con UVB de 0 a 3, de
acuerdo con el grado de dafio observado.

- Grado 0. Sin alteracion.

- Grado 1. No necrosis en epidermis, acantosis, anexos viables, matriz intacta y sin
reaccion inflamatoria.

- Grado 2. No necrosis en epidermis, acantosis, acantolisis, en anexos solo foliculos no
funcionales, dafio discreto de la matriz y reaccion inflamatoria discreta.

- Grado 3. Necrosis de la epidermis, acantosis, acantolisis, pérdida de los anexos y

reaccion inflamatoria intensa con dafio de la matriz.

Al finalizar el tratamiento, 24 h después los animales fueron sacrificados por traccion
cervical y extraida la piel de la zona dorsal para realizar el analisis histopatoldgico.

Las muestras de piel fueron procesadas para microscopia dptica, fijadas en formaldehido 10
% e incluidas en parafina. Se obtuvieron cortes de 5 um, los cuales fueron tefiidos con

hematoxilina y eosina, y la técnica especial tricromica de Masson para fibras colagenas.

Procesamiento estadistico
Los ensayos de toxicidad aguda oral, irritacién dérmica e irritacion ocular y el peso corporal
fueron analizados mediante la prueba t de Student. La evaluacién genotoxica fue realizada
mediante el test de induccion de microndcleos en médula dsea de raton. Los grupos fueron
comparados en ANOVA y t de Student. La diferencia se considerd estadisticamente
significativa para p < 0,01. Para la evaluacion de la actividad genotdxica mediante el sistema
de Ensayo Reversion Bacteriana en Salmonella typhimurium (salmonella/microsoma). Se
aplico el programa estadistico SALANAL, version 1.0 de la EPA. Para el proceso
estadistico de la actividad cicatrizante se utilizaron los sistemas estadistico EPIDAT 3,2,

GraphPad e Instat. En el efecto dermorregenerador se utiliz6 el programa EPIDAT 4,2.
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Resultados

Toxicidad aguda oral
Para la dosis de 2000 mg/kg no se observd sedacion o somnolencia. No se presentd
mortalidad, ni decremento en el peso corporal. EI comportamiento del peso corporal de las
ratas en el grupo control los dias cero, siete y 14 mostrd valores de 173,17 g £ 5,78, 196,33 g
* 6,28 y 209,00 g + 7,18, respectivamente, con ganancia de peso corporal de 35,83 g + 3,31.
El grupo tratado mostrd, en igual periodo de tiempo 170,83 g + 7,73, 192,83 g + 10,53 y
209,33 g £ 10,73; respectivamente, con ganancia de peso corporal de 38,50 g = 4,51. No se
observaron signos de toxicidad. La tendencia normal estuvo dirigida a un ligero y similar
incremento en el peso corporal de ambos grupos. La figura 1 muestra que no hubo

diferencias significativas.

240+
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5 220+ -a Tratado
s
2
& 200+
(2]
o}
4
o 180
160 T T 1
0 5 10 15

Dias

Fig. 1 - Comportamiento del peso corporal en el ensayo de toxicidad aguda p < 0,05.

En la necropsia no se encontraron alteraciones patoldgicas en el analisis macroscépico de los
6rganos en ninguno de los grupos. Todas las estructuras conservaron la morfologia, el

tamaiio y el peso.

Ensayo de irritacion dérmica
No se observaron eritema, ni edema en el sitio de aplicacion de los animales tratados con
aceite de moringa. El IIP fue igual a 0, lo que clasifica al producto como no irritante.
El incremento del peso corporal fue ligero entre el inicio y final del ensayo, aunque no fue

significativo con p < 0,05.
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Ensayo de irritacion ocular

La observacion realizada después de la aplicacion de la sustancia de prueba en el iris y la

conjuntiva no mostré alteraciones. Sin embargo, se evidenciaron lesiones corneales de grado

1, las cuales desaparecieron a los siete dias (tabla 1).

Tabla 1 - Resultados del ensayo de irritacion ocular

Muestra Tiempo
1
1h
24 h
48 h

72h
2 1h

24 h

48 h

72h

24 h

48 h

72h

24 h
48 h

72h

24 h

48 h

72h

Cérnea

Descripcion
Lesion grado 1
Lesion grado 1
Lesion grado 1
Lesion grado 2
Lesion grado 1
Lesion grado 1
Lesion grado 2
Lesion grado 1
Lesion grado 2
Lesion grado 1
Lesion grado 2
Lesion grado 1
Lesion grado 2
Lesion grado 1
Lesion grado 2
Lesion grado 1
Lesion grado 2
Lesion grado 1
Lesion grado 2
Lesion grado 1
Lesion grado 1
Lesion grado 1
Lesion grado 1
Lesion grado 2
Lesion grado 1
Lesion grado 2
Lesion grado 2
Lesion grado 1
Lesion grado 1
Lesion grado 2
Lesion grado 1

11O Clasificacion
5,41 No irritante
6,66 No irritante
6,25 No irritante
5,83 No irritante
6,25 No irritante

El incremento de peso corporal fue ligero durante el ensayo, aunque no fue significativo con

p <0,05.
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Actividad genotoxica mediante el test de induccion de microndcleos en

médula 6sea de raton

El tratamiento con aceite de Moringa oleifera (mg/kg peso corporal) en el grupo no tratado
mostrd indice de PCE/NCE como marcador de citotoxicidad. La frecuencia de PCE con
micronucleos (MN/PCE/1000) como marcador de dafio aneugénico-clastogénico sobre la
médula 6sea de ratones machos fue de 1,40 + 0,35y 0,12 £ 0,20, respectivamente.

En los grupos tratados de 10, 100 y 1000, los valores de PCE/NCE obtenidos resultaron 1,83
+ 0,10, 1,62 + 0,16 y 1,56 = 0,07. Los de MN/PCE/1000 fueron 0,10 + 0,03, 0,07 £ 0,03 y
0,13 £ 0,03, respectivamente. El control positivo con tratamiento de ciclofosfamida obtuvo
un PCE/NCE de 0,53 = 0,07 y MN/PCE/1000 de 5,38 + 0,75. En el grupo del control
negativo con tratamiento con CMC 0,5 % en 10 ml/kg peso corporal, el PCE/NCE fue de
1,51 + 0,32 y MN/PCE/1000 de 0,80 + 0,04, con una diferencia estadistica de p < 0,01.

La administracion oral del aceite de moringa no provoco toxicidad sobre la médula 6sea de
los ratones, lo que se evidencid por la ausencia de cambios en el indice PCE/NCE entre los
grupos tratados, control negativo y el grupo no tratado. El aceite administrado por via oral
no indujo dafios aneugénico, ni clastogénico sobre el tejido eritropoyético de los animales
tratados, lo que se corroboré al no observarse aumento de la frecuencia de MN en las dosis

empleadas, respecto a los controles negativos y los animales no tratados.

Actividad genotoxica mediante el sistema de ensayo reversion bacteriana

en Salmonella typhimurium (salmonella/Microsoma)
La figura 2 muestra la evaluacion del potencial mutagénico del aceite de moringa que se
realizd con las cepas TA 98 y TA 100. Estas, detectan mutaciones por adiciones o
deleciones de bases y mutaciones por sustitucion de pares de bases, respectivamente. No se

hizo evidente una respuesta dependiente de la concentracion.
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Se emple6 como control negativo (ctr -) el tratamiento con dimetilsulféxido 0,1 % (P/V).

Fig. 2 - Exposicion de la cepa TA 98 frente al aceite de semillas de moringa. A) Sin S9. B) Con S9y
la cepa TA 100 en el aceite de semillas de moringa. C) sin S9. D) Con S9.

Actividad cicatrizante
La figura 3 refleja los grupos tratados con aceite de moringa (M) y la crema Hebermin (H).
Hubo una reduccién en el tamafio de la herida, menos en el grupo control. Aun cuando
macroscopicamente existan diferencias, el procesamiento del tamafio de las heridas en todos

los tiempos del estudio no se evidencié.
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Fig. 3 - Estado y contraccion de las heridas a los 14 dias de los grupos de tratamiento con aceite de
semillas de moringa (M-1), crema Hebermin (H-2) y el grupo control negativo (C-1) p < 0,05.

El estudio histoldgico del aceite de moringa en la epidermis y la dermis alcanz6 una
graduacion media similar a la alcanzada por el grupo control positivo (tratado con
Hebermin). Los grupos tratados con aceite de moringa y Hebermin alcanzaron la misma
puntuacién en la graduaciéon para la epidermis 2,25 + 0,13 y la dermis 2,5 + 0,13. No
obstante, un animal tuvo resultados idénticos a los animales del control sin tratamiento (1
punto) y dos mostraron resultados dptimos (3 puntos), tanto en la epidermis como en la
dermis. En el caso del grupo tratado con Hebermin, a pesar de tener un solo animal con los
resultados 6ptimos, el resto presento algun indicio de cicatrizacion.

Sin embargo, aunque el analisis macroscépico de la contraccién de las heridas en el grupo
control negativo mostré un comportamiento similar en todos los grupos, en el estudio
histoldgico casi todos los animales de ese grupo reflejaron una epitelizacion completa. En
este punto, existieron diferencias significativas entre los grupos tratados y el control. No se
mostré igual comportamiento entre los grupos administrados con aceite de semillas de

moringa y el de Hebermin.

Evaluacion del efecto dermorregenerador
Los animales del grupo | (control) mantuvieron la piel intacta durante el periodo
experimental, no se mostrd ninguna alteracion. En los animales irradiados se observo baja o
casi ninguna reaccion de eritema en la piel. Sin embargo, el arrugamiento se observé hasta
su grado maximo, lo que fue evidente a partir de las 48 h de la radiacion. Demostré el dafio
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producido por la radiacion UVB sobre la piel. El tratamiento con el aceite de semillas de
moringa no disminuyo el grado de lesiones macroscopicas evaluadas. Este parametro fue
estadisticamente similar al grupo control irradiado.

En la observacion histologica y las graduaciones dadas a cada animal, segln la escala
semicuantitativa para determinar el grado de dermoregeneracion en piel sensibilizada con
radiaciones UVB, el aceite de semillas de moringa obtuvo una graduacién promedio de 2,2,

al igual que el grupo control irradiado que no recibi6 tratamiento (tabla 3).

Tabla 3 - Descripcion histopatoldgica y puntuacion segln la escala semicuantitativa de

histopatologia

Grupo Animal Descripcion histopatoldgica Puntuacion
histoldgica
1 Control 1-1 Sin alteraciones aparentes (S.A.A) 0
no 1-3 SAA 0
irradiado - s -
1-4 Ligera acantosis, sin mas alteraciones 0
Promedio 0
2 Control 2-1 Degeneracion de la capa granulosa del epitelio con edema en el 3
irradiado estrato ltcido. Moderado dafio de la matriz con una leve
degradacion de la fibrina en la unién dérmico-epidérmica.
Anexos viables. Marcadas angiogénesis y reaccion
inflamatoria.
2-2 Hiperplasia epitelial y reaccion a cuerpos extrafios en algunas 2
zonas del epitelio. Se observan células quemadas entre 4 y 25
por campo e hiperqueratosis. Moderado dafio de la matriz con
una moderada degradacion de la fibrina en la unién dérmico-
epidérmica. Anexos viables. Moderada angiogénesis y discreta
reaccién inflamatoria.
2-3 Zonas de leve aplanamiento epitelial con hiperqueratosis. 2
Moderado dafio de la matriz con una moderada degradacion de
la fibrina en la unién dérmico-epidérmica. Anexos viables.
Moderada angiogénesis y reaccion inflamatoria.
2-4 Zonas de leve aplanamiento epitelial con hiperqueratosis. 2
Minimo dafio de la matriz. Moderada angiogénesis y reaccion
inflamatoria. Anexos viables.
2-5 Similar a 2-3 2
Promedio 2,2
3 Aceite de 3-1 Degeneracion con aplanamiento epitelial y zonas de 3
Moringa hiperplasia de la capa granulosa del epitelio con
hiperqueratosis. Dafio de la matriz con desorganizacion del
colageno y una marcada reaccion inflamatoria. Moderada
angiogénesis se observan algunos anexos poco viables.
3-2 Ligera hiperplasia de la capa granulosa del epitelio con edema 2
en el estrato licido. Colageno ligeramente desorganizado, con
moderada degeneracion de la fibrina en la unién dérmico-
epidérmica, moderada angiogénesis y leve reaccion
inflamatoria.
3-3 Degeneracion con aplanamiento epitelial. Dafio de la matriz 2
con una moderada degradacion de la fibrina en la unién
dérmico-epidérmica. Anexos viables. moderada angiogénesis y
reaccion inflamatoria.
3-4 Degeneracion con aplanamiento epitelial y presencia de edema 2
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del estrato licido. Dafio de la matriz con una moderada
degradacion de la fibrina en la unién dérmico-epidérmica.
Anexos viables. Moderada angiogénesis y leve reaccion
inflamatoria.

3-5 Degeneracion con aplanamiento epitelial. Dafio de la matriz 2
con una moderada degradacion de la fibrina en la unién
dérmico-epidérmica. Anexos viables. moderada angiogénesis y
reaccion inflamatoria.

Promedio 2,2

Existieron diferencias significativas entre los grupos tratados, respecto al grupo control
irradiado, mientras que entre los grupos placebo e irradiado no se encontraron diferencias

significativas.

Discusion
Se constato que el aceite de semillas de moringa no presenté toxicidad. La administracion no
mostré sintomas o signos toxicos a dosis de 2000 mg/kg (20 mL/Kkg), lo que concordd con
los estudios de Al Said,™® Ilesanmi,® y Pérez.?® Esto puede estar atribuido a la ausencia de
compuestos no lipidicos (alcaloides, glucésidos y enzimas) en las semillas empleadas en la
extraccion del aceite. Ukwueze® informé que la presencia de estos compuestos dependié de
las condiciones climaticas y geogréafica donde crecié la planta.
Los resultados expuestos y la OECD®? del aceite de semillas de moringa puede
considerarse seguro para el consumo humano, lo que puede enmarcar la DLso en el rango
entre 2000 a 5000 mg/kg, ajustado en la categoria 5 del GHS (Global Harmonized System) o
SGA (Sistema Globalmente Armonizado).
Los resultados de la irritacion dérmica coinciden con Gonzalez,*V que no observo cambios
en la piel del animal, edemas, eritemas u otro signo clinico.
En la irritacion ocular se puedo observar que el 110 para las muestras de aceite de semillas
de moringa clasificé como No irritante. Los cambios producidos en cornea fueron muy leves
y con desaparicion, también se consideré como No irritante.?22°39 Esto avala el empleo del
aceite de Moringa oleifera sobre las estructuras oculares sin riesgos de dafios.
La actividad genotoxica evidencié que no hubo incrementos significativos de la frecuencia
de revertantes para las cepas evaluadas.
La actividad cicatrizante mostro que tanto los tratamientos con aceite de moringa como con
Hebermin favorecieron la cicatrizacion en el modelo de dafio por quemaduras en piel de

ratas. Estos resultados concuerdan con Gonzélez,*? que expuso que el aceite de moringa
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favorecio la evolucion del proceso de cicatrizacion durante el experimentacion, aunque
inferior al control utilizado.

La elevada capacidad antioxidante del aceite de moringa refuerza la actividad cicatrizante,
ya que la quemadura es una herida traumatica que resulta en un dafio tanto local como
sistémico, con evidentes cambios oxidativos manifestados por el incremento de la actividad
de radicales libres. Este tipo de lesidn oxida el tejido, aumenta la enzima xantina-oxidasa y
productos de peroxidacion lipidica, y se suman los radicales libres producidos por
neutrofilos. GV

El efecto dermorregenerador demostrd resultados diferentes a los esperados. Sin embargo,
permitieron concluir que el aceite de moringa no mostré tener un efecto dermorregenerador
en piel dafiada por radiaciones UVB. En este efecto, la cascada de eventos que producen la
reparacion del tejido lesionado, se conduce por factores de crecimiento generados por las
células implicadas en el proceso como queratinocitos, fibroblastos y células inflamatorias.
Estos factores de crecimiento regulan la proliferacion y la diferenciacion celular, y son
importantes en el desarrollo embrionario, la regeneracion tisular (a nivel fetal) y la
reparacion.®? También actian sobre la célula blanco uniéndose a nivel de membrana
plasmatica a un receptor especifico.®

El aceite de semillas de moringa no produce toxicidad aguda oral en las ratas, ni provoca
dafios clastogénico-aneugénico in vivo. Se considera seguro a las dosis estudiadas y puede
ser una alternativa para el tratamiento de cicatrizacion de heridas y quemaduras similar al
Hebermin, aunque no presenta efecto dermorregenerador. Es antiinflamatorio y evita la
proliferacion de microorganismos que afectan las heridas o indices que existen sobre las

causas que las producen.
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