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RESUMEN

El estudio realizado tuvo como objetivo confirmar la actividad antioxidante in
vitro de extractos metandlicos de hojas, flores y semillas de M. oleifera de
Mérida-Venezuela en el Laboratorio de Analisis Biotecnoldgico y Molecular
(ANBIOMOL) “Prof. Guillermo Lopez Corcuera” de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis, Universidad de Los Andes, correlacionandolos con el contenido
de polifenoles, flavonoides y/o proteinas presentes en las mismas. Las
muestras fueron obtenidas en un cultivo localizado en la parroquia Mesa de
Las Palmas, Santa Cruz de Mora, Estado Mérida. A través del analisis
realizado a los extractos metandlicos de hojas, flores y semillas de M.
oleifera se obtuvieron concentraciones de flavonoides de 1779,6: 1383,0 y
73,4mg equivalentes de quercitina/ g de extracto, respectivamente. Mientras
tanto, los valores encontrados para el contenido de polifenoles fueron 3,4;
1,9 y 0,4mg equivalentes de &cido galico/ g de extracto de hojas, flores y
semillas. Por otra parte, los valores de concentracion de proteinas obtenidos
fueron nulos. Asimismo se evalud la actividad antioxidante a través de los
métodos AOA, porcentaje de inhibicion del radical hidroxilo, y AAT por el
método de ABTS. Donde se determino una fuerte correlacion positiva entre el
contenido de polifenoles y flavonoides y la actividad antioxidante presente en
los extractos metanolicos de hojas, flores y semillas de M. oleifera, para los
métodos de AOA, porcentaje de inhibicién del radical hidroxilo, y AAT por el
método de ABTS.

Palabras Claves: Moringa oleifera, extractos metandlicos, polifenoles,
flavonoides, actividad antioxidante



INTRODUCCION

Moringa oleifera (M. oleifera) es la especie mas ampliamente cultivada
de la familia Moringaceae. Es un arbol de rapido crecimiento (también
conocido como el arbol de rabano, arbol de baquetas, kelor, marango,
moonga o aceite de arbol de ben), que por sus caracteristicas bioldgicas y su
facil adaptabilidad a diferentes climas ha sido introducido en muchos lugares
de los trépicos (Muiioz, 2015).Es un arbol de madera blanda de baja calidad,
sin embargo durante afios se ha aprovechado en el campo de la medicina,
industria y otros usos tradicionales. Todas las partes del éarbol son
comestibles y hace tiempo que ha sido consumido por los seres humanos
(Fahey, 2011).

Por otra parte, se ha demostrado que la actividad antioxidante de
diferentes suplementos alimenticios puede contribuir significativamente con
la salud humana, y en la mayoria de los casos la actividad antioxidante ha
sido atribuida al contenido de compuestos fendlicos presentes en una
muestra. Por ejemplo, en las hojas de M. oleifera se han identificado
flavonoides, los cuales son conocidos por sus propiedades antioxidantes y
los efectos antiproliferativos que pueden proteger el cuerpo contra diversas
enfermedades y trastornos (Yang et al., 2008).

A pesar de su utilidad ancestral, su aplicacion ha sido mas bien
empirica y la mayor parte de la informacion existente proviene de la tradicion
o de publicaciones de caracter general. Solo a finales del siglo XX este &rbol
empez6 a recibir una merecida atencion por parte de la comunidad cientifica.
Durante las ultimas dos décadas se han publicado numerosos reportes sobre
la evaluacion cientifica de los procesos de utilizacién de la planta, asi como
la identificacion de principios activos y mecanismos de accién, lo que ha

permitido explicar muchos de los efectos beneficiosos previamente



conocidos, optimizar su explotacién y proponer nuevas aplicaciones. Algunos
usos aun no han sido confirmados cientificamente y requieren de
investigacion futura (Martin et al., 2013).

Es por ello, que el objetivo de la investigacion es la evaluacion de la
actividad antioxidante en extractos metandlicos de hojas, flores y semillas de
M. oleifera, asi como la medicién del contenido de polifenoles y flavonoides,
para determinar si existe correlacion entre estos Ultimos parametros y la
actividad antioxidante, siendo éste uno de los primeros estudios que se
realizara en Venezuela, con el propoésito de confirmar y explicar

cientificamente las propiedades antioxidantes que posee esta planta.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

La Moringa es una planta con reconocidas propiedades alimenticias y
medicinales, proveniente del sur del Himalaya, que se ha extendido a otras
partes de India, sudeste asiatico, Caribe, Centroamérica, Pakistdn y gran
parte de América del Sur. Son arboles de climas tropicales y subtropicales,
pertenecientes a la familia Moringaceae, que comprende 13 especies de las
cuales la mas reconocida es M. oleifera. A su vez, M. oleifera es una fuente
rica de sustancias antioxidantes, las cuales ayudan en la prevencion de
formaciones malignas y mejoran la salud cardiovascular. En consecuencia,
reducen el efecto de los radicales libres (RL), responsables del
envejecimiento y el deterioro general del organismo. Se ha encontrado en
numerosos estudios que reduce el dafio oxidativo (Atawodi et al., 2010;
Sreelatha et al., 2009).

Lim (2012) describié a la Moringa como un arbol caducifolio (de hoja
caduca), muy ramificada a los 10 m, con fruncido, corteza gris que se
desprende en escamas de corcho, madera suave y blanca, raiz tuberosa
penetrante y una corona delgada; las hojas son alternas, 2-3 pinnadas de
hasta 60 cm de largo, con 4-6 pares de pinnas algo agrupadas hacia el final

de la ramita. Peciolo de4-15 cm de largo, 1-6 mm pecidlulos; valvas elipticas



u ovoides, 0,5-3 m por 0,3 a 2 cm, delgadas, glabros o puberulentas, de color
verde grisaceo. Las inflorescencias son paniculadas, axilares, con
numerosos blanco cremoso, fragante, flores zigomorficas. El fruto es
alargado, pendular, lineal, en forma de daga, 3-anguloso, 9-nervada,
dividiéndose en tres valvas. Semillas numerosas, subglobosos, 1-1,4 cm de
diametro, con tres alas delgadas y embebidos en la placenta carnosa
blanquecina.

Se han atribuido muchos usos a M. oleifera (Fuglie, 1999). Algunos de
ellos consisten en el cultivo en franjas (produccion de biomasas), como
forraje para animales (hojas y semillas tratadas), produccion de biogas (de
las hojas), productos de limpieza domeéstica (hojas trituradas), colorante azul
(madera), esgrima (arboles vivos), fertilizantes (semilla), nutriente foliar (jugo
exprimido de las hojas), abono verde (de hojas), goma (de troncos de
arboles), la miel y el jugo de la cafla de azucar-clarificador (semillas en
polvo), miel (néctar de las flores), uso medicinal (todas las partes de la
planta), plantas ornamentales, regulador de la estructura del suelo
(incorporacién al suelo de las hojas para evitar el ahogamiento de las
plantulas ocasionado por falta de aireacidon e inmovilizacion de algunos
nutrientes), pulpa (madera), cuerda (corteza), tanino para curtir cuero
(corteza y las encias), purificacion del agua (semillas en polvo) y como aceite
(extraido de semilla de moringa con un rendimiento del 30-40 % en peso),
también conocido como aceite de Ben.

A su vez, los beneficios que se pueden percibir en cuanto al
tratamiento y prevencion de enfermedades, y al tratamiento de infecciones a
través de la aplicacion de preparados de M. oleifera no estan tan bien
entendidos como sus beneficios nutritivos (Palada, 1996). De igual manera,
ademas de los altos valores nutricionales de M. oleifera, se caracteriza por
ser una planta que contiene actividad antioxidante, antiinflamatoria,

anticancerigena y otras propiedades que contribuyen en el control vy



prevencion de problemas cardiovasculares, basandose en la mayoria de los
casos en estudios de pruebas in vitro (Castillo et al., 2016). En efecto, aqui
se intentan revisar algunos de los principales beneficios que se le han
atribuido a la planta y la calidad y naturaleza de la evidencia disponible
(Sampson, 2005; Talalay y Talalay, 2001).

Estudios recientes han demostrado el efecto de sus diferentes
estructuras para inhibir el crecimiento de bacterias, logrando identificar 44
componentes de los aceites esenciales de las hojas que pueden ser
utilizados en el desarrollo de farmacos para el tratamiento de enfermedades
cutaneas. Sin embargo, los mas importantes son los compuestos llamados
isotiocianatos, capaces de inhibir bacterias como Helicobacter pylori,
causante de Ulceras gastricas, duodenales y cancer de estbmago. De igual

forma, se ha logrado inhibir la proliferacion de bacterias patdgenas de los

géneros Staphylococcus, Streptococcus y Legionella,

responsables de

infecciones estomacales y pulmonares (Rodriguez, 2018) (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades descritas de M. oleifera en los diferentes estudios

realizados en los uUltimos cinco anos.

Parte del arbol

Efecto descrito

Tipo de Estudio

Semillas Antiinflamatorio en colitis ulcerosa In vivo (rata)

Hoja Antioxidante en esteatosis hepatica In vivo (ratén)

Hoja Antioxidante directo e indirecto In vitro (hepatocitos ratén)

Corteza Inmunomodulador/antiinflamatorio vascular In vitro (monocitos humanos)

Hoja Antiinflamatorio vascular In vitro (macréfagos ratén)

Semilla Antioxidante hepatico en dietas grasas In vivo (ratén) e in vitro (hepatocitos
ratén)

Semilla Control de la diabetes mellitus tipo 1 In vivo (rata)

Hoja Control de la diabetes mellitus tipo 2 In vivo (humanos)

Hoja Protector en intoxicacién por arsénico In vivo (rat6n)

Hoja Disminuye la fatiga muscular In vivo (rata)

Semilla'y vaina Antimicrobiano bacterias multirresistentes Cultivo (Gram+ y Gram -)

Semilla Antimicrobiano en biofilms Biofilms

Hoja Antimicrobiano bacterias multirresistentes Cultivo (Gram -)

Hoja, semilla, tallo, vainay
flor

Semilla

Hoja

Antimicrobiano (Vibrio spp. y E. coli)

Antimicrobiano (E. coli y B. subtilis )
Antiséptico de manos (E. coli)

En agua contaminada

En agua contaminada
In vivo (humanos)

Fuente: Doménech et al., (2017),




Por otro lado, el estrés oxidativo es un término asociado a las células y
a la accion de un Radical Libre (RL) que le afecta (Reyes et al., 2011). Asi,
en condiciones normales se da un equilibrio entre la produccién de RL u
otras especies reactivas con los mecanismos antioxidantes (exdgenos y
enddgenos). Este equilibrio permite que la toxicidad por oxidacion sea menor
y con menos dafo celular. Cuando se rompe el equilibrio, éste se podré
asociar con un déficit en el sistema antioxidante o por la proliferaciéon
descontrolada de los RL (Quintanar, 2009).

Los RL se liberan durante el metabolismo, y también se producen por
contaminantes ambientales (atmosféricos, acuéticos, de suelos), radiaciones
(ultravioleta, gamma, hertziana), entre otros. Se pueden relacionar con el
consumo o uso de tdéxicos como el alcohol, tabaco y drogas, o debido a una
alimentacion no adecuada, y exposicion a fertilizantes o pesticidas. Se
incluye ademas el metabolismo de algunos quimicos y elevado estrés fisico o
psiquico (Llancari, 2011).

Un antioxidante es cualquier sustancia que a bajas concentraciones y
en presencia de un sustrato oxidable, retrasa o previene la oxidacion del
mismo, inhibiendo la tasa de oxidacion. La preservacion de la salud del
organismo depende en gran medida de la existencia de sistemas eficaces de
defensa antioxidantes que actien contra el dafio producido por RL y
especies reactivas de oxigeno (EROs) (Halliwell et al., 1999).

Muchos de los antioxidantes naturales son conocidos como
metabolitos secundarios, que son compuestos organicos constituyentes de
alimentos de origen vegetal, que no son nutrientes y que proporcionan al
alimento unas propiedades fisioldégicas que van mas alla de las nutricionales
propiamente dichas. Estas sustancias parecen ser responsables, al menos
en parte, del papel beneficioso para la salud asociado al consumo de frutas y
hortalizas, y alimentos derivados de ellas (Santos y Toméas, 2001).
Recientemente, se ha demostrado la presencia en M. oleifera de importantes



metabolitos secundarios responsables de sus propiedades curativas. En uno
de los primeros estudios exhaustivos sobre la composicion quimica de esta
especie se reveld que es rica en varias sustancias muy peculiares como
glucosinolatos, isotiocianatos, flavonoides, antocianinas, proantocianidinas y
cinamatos, distribuidos en las distintas partes del arbol (Benett et al., 2003).

Algunos autores se han inclinado por el estudio de la actividad
antioxidante de M. oleifera. Al respecto, Singh et al., (2014) sugieren que las
actividades antioxidante y hepatoprotectora de hojas de M. oleifera estan
posiblemente relacionadas con la actividad de eliminaciéon de RL, lo que
podria deberse a la presencia de fenoles totales y flavonoides en el extracto
y/o los compuestos purificados beta-sitosterol, quercetina y kaempferol, que
fueron aislados a partir del extracto de hojas de M. oleifera.

Gupta et al. (2012) encontraron que la evolucion de la diabetes se
redujo significativamente después del tratamiento de extractos con metanol
de vainas de M. oleifera (MOME). Ademas, el tratamiento con MOMtE
aumentd los niveles de antioxidantes en el tejido pancreatico, con la
consiguiente disminucion de los niveles de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. EI examen histolégico del pancreas de ratas diabéticas mostro
cambios degenerativos en las células . El tratamiento con MOMLE invierte
significativamente el dafio histoarquitectural a las células islotes. Es decir, los
extractos de M. oleifera ejercen efectos protectores contra la diabetes
inducida por estreptozotocina (STZ). EI MOME exhibi6 actividad
antidiabética y antioxidante significativa, siendo posible aislar componentes
activos a partir del extracto para la evaluacion en estudios clinicos futuros.

Después de describir la situacion actual del problema los autores de
esta investigacion formularon el siguiente enunciado holopréaxico:
¢Existe correlaciéon entre la Actividad Antioxidante in vitro de extractos
metanolicos de hojas, flores y semillas de M. oleifera y el contenido de

polifenoles, flavonoides y/o proteinas, en el Laboratorio de Analisis



Biotecnolégico y Molecular (ANBIOMOL) “Prof. Guillermo Lépez Corcuera”
de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de los Andes, Mérida-

Venezuela, desde Enero 2019 hasta Julio 2019?

Justificacién e Importancia de la Investigacion

M. oleifera es un arbol caducifolio, de crecimiento rapido, con raices
tuberosas y gruesas, hoja verde claro, de floracion abundante, con frutos en
capsulas alargadas y colgantes y que contienen semillas oscuras. Se asocia
a zonas tropicales y subtropicales, bastante resistente a la sequia, con una
temperatura de crecimiento ideal de 25-35°C, aunque puede tolerar hasta los
48°C.En muchas zonas el consumo de la moringa (hojas, frutos, vaina, flores
0 raiz) estd arraigado en la cultura popular debido a las propiedades
curativas que se le atribuyen para el tratamiento de diferentes afecciones,
por lo que también se la denomina “arbol milagro”, y se utiliza habitualmente
como remedio natural para gran diversidad de afecciones como la fiebre de
la malaria o fiebre tifoidea, otitis, infecciones oculares, hiperglucemia,
hipertension, parasitosis intestinales, anemias o dermatitis, entre otras. Los
motivos para esta gran variedad de funciones pueden ser atribuidos a su alto
poder nutritivo. Se describe que onza por onza, las hojas de moringa
contienen mas vitamina A que las zanahorias, mas calcio que la leche, mas
hierro que las espinacas, mas vitamina C que las naranjas, y mas potasio
que los platanos (Doménech et al., 2017).

Socialmente, esta planta es considerada como wuna fuente
sobresaliente de proteinas altamente digestibles, proveedora de calcio (Ca),

hierro (Fe), vitamina C y carotenoides adecuados para su uso en muchas de



las regiones en desarrollo del mundo, donde la desnutricibn es una de las
principales preocupaciones (Mufioz, 2015). Es por ello, que cada vez es
mayor la existencia de investigaciones sobre las propiedades benéficas que
contiene M. oleifera, las cuales antiguamente no eran evaluadas
cientificamente. En efecto, la comunidad cientifica describe en los ultimos
afos el mecanismo de accién de muchas de estas propiedades curativas, en
multitud de estudios con diferentes partes de la estructura de la moringa y
con diferentes disefios metodoldgicos, tanto in vivo como in vitro (Doménech
et al., 2017).

Por lo descrito anteriormente, esta investigacion se baso en el estudio
de la actividad antioxidante de extractos metandlicos de hojas, flores y
semillas de M. oleifera de Mérida-Venezuela, ademas determind las
concentraciones de proteinas, polifenoles y flavonoides de dichos extractos,
brindando la oportunidad de describir la composicidon bioquimica y
bioactividad de esta planta de uso ancestral, dando validez cientifica a los
reportes informales de su poder curativo. Ademas, es uno de los primeros
reportes de este tipo de actividad en plantas de moringa, originarias de los

Andes venezolanos.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la actividad antioxidante in vitro de extractos metanodlicos de
hojas, flores y semillas de M. oleifera de Mérida-Venezuela en el Laboratorio

de Analisis Biotecnoldgico y Molecular (ANBIOMOL) “Prof. Guillermo Lépez



Corcuera” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de los
Andes, desde Enero 2019 hasta Julio 2019.

Objetivos Especificos

e Determinar la concentracion de grupos fendlicos, flavonoides y
proteinas en las muestras de extractos metanolicos de hojas, flores y
semillas de M. oleifera.

e Comprobar la actividad antioxidante de los extractos metandlicos de
hojas, flores y semillas de M. oleifera por medio de tres métodos in
vitro (Método de actividad antioxidante total-AAT, Método del AOA,
efecto sobre el radical hidroxilo).

e Correlacionar la actividad antioxidante de extractos metandlicos de M.
oleifera con su contenido de polifenoles, flavonoides y/o proteinas.

Alcances y Limitaciones de la Investigaciones

Alcances de la Investigacion

Los estudios cientificos sobre las propiedades nutritivas y terapéuticas
que presenta la M. oleifera han ido aumentado en los Ultimos afios, pues
anteriormente su uso se generaba mayormente por la cultura popular

basandose en los efectos curativos publicitarios que se distribuian en la
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poblacién, mas no por las investigaciones cientificas formales que se hayan
realizado acerca de esta planta. Es importante indicar que en Venezuela su
utilizacioén terapéutica se ha incrementado en los ultimos afios, aun sin existir
cierta cantidad de estudios cientificos que confirmen sus propiedades
nutritivas y terapéuticas.

Es por ello, que el objetivo de la investigacion era confirmar la
actividad antioxidante in vitro de extractos metandlicos de hojas, flores y
semillas de M. oleifera, mediante diferentes técnicas de evaluacion como:
Actividad Antioxidante (AOA), Actividad antioxidante total (AAT) y efecto
sobre el radical hidroxilo, con la finalidad de obtener informacion que
permitiera confirmar los beneficios terapéuticos que aporta esta planta,
haciendo énfasis en que es uno de los primeros estudios cientificos

realizados en Venezuela.

Limitaciones de la Investigacién

En cuanto a las limitaciones de la investigacion la obtencién de los
reactivos y suministros fue una de ellas, por los altos costos y dificultades
gue se presentaron al momento de adquirirlos, lo cual impidié una realizacion
mas amplia de esta investigacion. A su vez, los constantes paros
universitarios también fueron limitantes que impidieron el correcto
desenvolvimiento de la investigacion, que permiti6 confirmar la actividad
antioxidante de extractos metandlicos de hojas, flores y semillas de M.

oleifera.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

M. oleifera es un cultivo originario del norte de la India, de la familia
Moringacea (Sanchez-Cordova et al., 2015).Es una planta que cuenta con
prestigio y reconocimiento en el ambito cientifico por sus propiedades de
utiidad en los campos farmacoldgico y ambiental. Acerca de los usos
medicinales con alto valor nutricional, diferentes partes de la planta contienen
un perfil de minerales importantes, y son una buena fuente de proteinas,
vitaminas, B-caroteno, aminoacidos y varios compuestos fendlicos (Villareal y
Ortega, 2014). Sus hojas poseen una gran capacidad antioxidante, gracias a
su alto contenido de polifenoles y flavonoides (Sanchez-Cordova et al.,
2015). Ademas, esta planta cuenta con un perfil nutritivo que tiene la
capacidad de suplir los requerimientos de micronutrientes necesarios en una
dieta saludable (Villareal y Ortega, 2014). Todo esto conlleva a que se
genere un enorme interés que impulsa la realizacion de investigaciones
cientificas en las cuales se evalle la bioactividad de M. oleifera, buscando
conocer claramente las propiedades terapéuticas que contiene.

Actualmente la comunidad cientifica contempla varias lineas de
investigacion sobre las propiedades nutricionales y terapéuticas de Moringa.

Es por ello, que Lamou et al. (2016) evaluaron los efectos del extracto
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acuoso de Moringa oleifera para determinar actividad antifatiga y
antioxidante en ratas Wistar macho (130-132 g), las cuales fueron sometidas
a pruebas de natacién. Cuatro grupos de ratas (16 por grupo) se alimentaron
con una dieta estandar de laboratorio y se les administré agua destilada, 100,
200 o 400 mg/kg de extracto, respectivamente, durante 28 dias. El dia 28, 8
ratas de cada grupo se sometieron a la prueba de natacion forzada con
carga en la cola (10% del peso corporal). Las 8 ratas restantes por grupo se
sometieron a la natacion libre de 90 minutos. Se midi6 el tiempo maximo de
natacion, glucemia, lactamia, uremia, trigliceridemia, glucégeno hepatico y
muscular, pardmetros hematoldgicos y pardmetros de estrés oxidativo
(superoxidodismutasa, catalasa, glutation reducido y malondialdehido). Los
resultados obtenidos indican que el extracto de M. oleifera aumentd el tiempo
maximo de natacién, hemoglobina en sangre, glucosa en sangre, y reservas
de glucogeno hepatico y muscular. El extracto también aumento la actividad
de las enzimas antioxidantes y disminuyo las concentraciones en sangre de
malondialdehido. Ademas, disminuyé las concentraciones de lactato,
triglicéridos y urea en la sangre. En conclusion, las propiedades antifatiga del
extracto de M. oleifera se demuestran por su capacidad para mejorar las
reservas de energia corporal y la capacidad antioxidante para reducir la
acumulacion de acido lactico en el tejido.

De igual manera, Sanchez-Cordova et al. (2015) determinaron la
capacidad antioxidante, contenido de fenoles y flavonoides totales en hojas y
raiz primaria de arboles de 2 afios de M. oleifera, crecidos en el invernadero
de baja tecnologia del ITSTB. Para ello obtuvieron los extractos utilizando un
gradiente de polaridad, con solventes organicos: hexano, acetato de etilo
(AcEt) y metanol (MeOH). Posteriormente se filtraron, concentraron y llevaron
a peso constante. La capacidad antioxidante de los extractos se estimé
mediante los métodos de DPPH y ABTS, obteniendo en ambos casos la

mayor actividad antioxidante en los extractos de hoja. Para determinar el
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contenido de fenoles totales y flavonoides se sigui6 la metodologia descrita
por Atmani et al. (2013). Los autores concluyeron que los arboles de M.
oleifera crecidos en el invernadero de baja tecnologia tienen un alto
contenido de fenoles y flavonoides los que le confieren la capacidad
antioxidante a la planta.

Mientras que Tumer et al. (2015) estudiaron el mecanismo por el cual
las hojas de Moringa ejercen su funcién antioxidante. Se realizé un estudio in
vitro con lineas celulares hepaticas Hepa 1clc7 de raton. El extracto de las
hojas se separ6 en dos fases, una rica en polifenoles y otra en isotiocianatos.
Para evaluar la accion antioxidante se diferencio entre una actividad indirecta
(actividad de la NAD(P)H quinona oxidorreductasal-NAQO1) y una actividad
directa (capacidad de absorcion de radicales de oxigeno-ORAC). Tras la
adicion del extracto y evaluacion del mismo, los autores observaron que en la
fraccion rica en polifenoles hubo una mayor actividad de la NAQO1, mientras
que la fraccidn rica en isotiocianatos produjo mayor absorcidén de radicales
de oxigeno. De esta manera los autores explican que la actividad
antioxidante de la hoja de moringa y su potencial terapéutico se debe, en
parte, a la doble forma de actuacion descrita.

Por otro lado, Castro et al. (2017) investigaron el impacto de los
métodos de extraccion (maceracion, decoccion, extraccion asistida por
microondas (MAE) y extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) sobre los
compuestos fendlicos totales (TPC),la actividad antioxidante y la fraccion en
masa de fendlicos en varios extractos de plantas (Punicagranatum, Juglans
regia, Moringa oleifera y Cassia fistula). Los resultados mostraron que, a
pesar de la naturaleza de la matriz, los valores mas altos de TPC en todas
las muestras se obtuvieron por MAE de la siguiente manera: PP (18,92 +
0,11), ML (15,19 + 0,11), HL (12,69 + 0,16) y WS (12,80 + 0,11) mg de GAEg"
! respectivamente, y exhibié una potente actividad antioxidante (de 0,28 +
0,01 a 5,34 *+ 0,02mgGAEg™Y que representa fuentes de antioxidantes
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potentes. El andlisis LC-MS? revel6 una amplia gama de compuestos
fendlicos, destacando su contenido en &cidos fendlicos, flavonoides vy
lignanos. La presencia de diferentes moléculas de fenol demostré que el
método de extraccion tuvo influencia en el perfil fitoquimico. Finalmente,
debido a su alta eficiencia de extraccion, MAE fue la técnica de extraccion
mas efectiva.

Garcia Hernandez (2017) realizé un estudio sobre la capacidad
antioxidante de extractos de hoja de Moringa oleifera de diferente origen
geografico. En su estudio buscé comparar la capacidad antioxidante del
polvo de hoja de M. oleifera Lam de diferentes origenes geograficos (Galicia
y Guinea). Ademas, se estudio la relacion entre la capacidad antioxidante de
cada muestra y su cantidad de compuestos fendlicos. El contenido en
fenoles totales fue medido por el método Folin-Ciocalteu, mientras que la
actividad antioxidante se midio: mediante dos ensayos espectrofotomeétricos
de actividad antioxidante (DPPHy ABTS). Ademas, comparo tres solventes
diferentes a la hora de extraer los compuestos fendlicos: metanol 80%,
acetonitrilo 70% con acido acético al 4% y agua destilada. Los resultados
demostraron que hay una alta relacién entre los compuestos fendlicos y la
actividad antioxidante y que el solvente que mejor los extrae es el agua
destilada. Asi mismo, demostré que las hojas cultivadas en Galicia poseen
un mayor contenido en fenoles que las de Guinea y, por lo tanto, una mayor
capacidad antioxidante.

Vats et al. (2017) evaluaron los compuestos bioactivos y potencial
antioxidante del extracto hidroetanodlico de Moringa oleifera Lam. de
Rajasthan, India. El andlisis fitoquimico y potencial antioxidante del extracto
hidroetandlico de varias partes de plantas de M. oleifera, revel6 que las hojas
poseian el mayor contenido de fenoles totales (9,58 mg/g), b-caroteno (14,10
mg/g) y licopeno (2,60 mg/g). Las flores y la corteza mostraron el mayor

contenido de flavonoides totales (3,5 mg/g) y antocianinas (52,80 mg/qg),
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respectivamente. Las hojas también mostraron maximo potencial
antioxidante mediante el ensayo de eliminacion de éxido nitrico (IC50 - 120
pug/mL) y ensayo de degradacion de desoxirribosa (IC50-178 pg/mL). En lo
que se refiere a la eliminacion de radicales DPPH, se observéG mayor
actividad en flores (IC50-405 pg/mL). El estudio mediante cromatografia de
gases-espectrofotometria de masas (GC-MS) reveld la presencia de 29, 36 y
24 compuestos en corteza, hoja y flor, respectivamente. Los constituyentes
principales identificados fueron epiglobulol (41,68% en corteza), fitol (23,54%
en hoja) y p-sitosterol (15,35% en flor). Los metabolitos secundarios
identificados poseen varias actividades terapéuticas, incluido el potencial
antioxidante, lo cual fue confirmado a través de informes anteriores. Ademas,
la presencia de 1,1,3-trietoxubutano en todas las partes de la planta
analizadas, lo proyecta como una fuente de tratamiento importante de aguas
residuales como modificadores hidrofobicos.

Por otro lado, Ogbunugafor et al. (2011) estudiaron las propiedades
fisicoguimicas y antioxidantes del aceite de semilla de Moringa oleifera. Se
extrajo aceite de semillas de M. oleifera Lam (Moringaceae) recolectadas de
Enugu, Sureste de Nigeria y se evaluaron sus propiedades fisicoquimicas y
antioxidantes en comparacion con el aceite de palmas Metro. Las semillas de
M. oleifera dieron un rendimiento de aceite del 41,47% indice de refraccion,
punto de fusion (°C) y valor acido (mg KOH/g) de 0-1. El aceite de M. oleifera
fue 1,471+0,000, 28,00+£0,00, 3,80+0,28; mientras que el aceite de palma
tuvo 1,473+0,000, 31,00+0,00, 6,20+0,35, respectivamente. Del mismo
modo, los valores de yodo (12/100g), saponificacién (mg KOH/qg) y peroxido
(mMol/kg), para el aceite de M. oleifera fueron 85,30+0,25, 171,90+0,56 y
8,10+0,07; mientras que el aceite de palma present6 valores de 34,70+0,13,
210,50+0,00 y 13,40+0,28 respectivamente. La concentracion de fenoles
totales (mg de &cido galico equivalente/g), flavonoides totales (mg

equivalente/g) y la capacidad antioxidante total (mg de acido ascoérbico
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equivalente/g) fueron 40,17+0,01, 18,24+0,01, y 37,94+0,02 para el aceite de
M. oleifera, y de 62,32+0,04, 33,13+0,03, y 68,27+0,02 para el aceite de
palma, respectivamente. El aceite de M. oleifera y el aceite de palma
mostraron una concentracion y reduccién de radicales libres de DPPH
dependientes de la concentracion y capacidades de potencia. Este estudio
ha demostrado que M. oleifera dio un alto rendimiento de aceite a partir de la
semilla, que tiene buena capacidad antioxidante con potencial para
aplicaciones industriales, nutricionales y de salud. El cultivo de esta planta
econdmica podria utilizarse como estrategia de alivio para la pobreza en

Nigeria.

Antecedentes Historicos

Desde tiempos remotos, la Moringa ha sido usada en diferentes
ambitos, siendo utilizada por los reyes y reinas de la antigliedad en su dieta
para el estado de alerta mental y la piel sana. Diferentes escritos Hindues
antiguos, que datan de afios 150 a.C., se refieren a la planta Moringa y a sus
usos. Los antiguos escritores sanscritos la conocian como una planta
medicinal. Los primeros romanos, griegos y egipcios apreciaban a la Moringa
por sus propiedades terapéuticas y también la utilizaban para proteger la piel,
hacer perfumes y purificar el agua para beber (Cabrera, 2014).

La misma Biblia en el libro del Exodos 15:22-27 se refiere a la planta
como purificadora del agua del Mar Rojo. En el siglo XIX, exportaron el aceite
de la Moringa de plantaciones en el Caribe hacia Europa, para la fabricacion
de perfumes y lubricantes para maquinaria. La Moringa ha estado dando

pasos agigantados en varias sociedades por miles de afos. Sus remedios
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han pasado de generacion en generacion en medicina casera,
considerandose uno de los descubrimientos mas recientes de la ciencia
moderna (Cabrera, 2014).

M. oleifera es la especie mas conocida del género Moringa. Se
encuentra diseminada en una gran parte del planeta, y en América Central
fue introducida en los afios 1920 como planta ornamental y para cercas vivas
(Pérez et al., 2010).

Uno de los primeros reportes formales acerca de la composicion
quimica de extractos de M. oleifera lo constituye el trabajo de Tee et al.
(1997), quienes reportaron la composicion de nutrientes de vainas frescas de
esta planta, encontrando que cada 100 g de porcion comestible 40kcal, 84,69
de agua, 5,5 g de proteinas,0,3 g de grasas, 4,1 g de hidratos de carbono,
6,1 g de fibra, 0,8g de cenizas, 22 mg de calcio,31 mg de fosforo, 0,3 mg de
hierro, 3 mg de sodio, 208 mg de potasio, 75 mg de carotenos, 13 mg de
vitamina A, 0,05 mg de vitamina B1, 0,12 mg de vitamina B2, 0,2 mg de
niacina, y 258 mg de vitamina C.

Asi mismo, en hojas de Moringa se identificaron flavonoides y sus
respectivas cantidades, las cuales fueron quercetina 89,8mg/100g de peso
fresco, kaempferol 36,3mg/100g de peso fresco, isorhamnetina 2,9mg/100g
de peso fresco; para un contenido total de flavonoides de 129mg/100g de
peso y de materia seca 25,5% (Yang et al., 2008).

Por otra parte, los estudios realizados por Sreelatha y Padma (2009)
sugirieron que los extractos de las hojas, tanto maduras y tiernas, de M.
oleifera exhibieron una potente actividad antioxidante contra los radicales
libres, previniendo el dafio oxidativo a las biomoléculas mas importantes y

una proteccion significativa contra el dafio oxidativo.
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Bases Teéricas

Moringa oleifera

M. oleifera es originaria de la zona de los Himalayas y nativa de la
India, Paquistan, Bangladesh y Afganistan. Su distribucion se ha extendido al
sureste de Asia, Asia occidental, Peninsula Arabiga, este y oeste de Africa, e
islas del Océano indico y Pacifico. En América se le encuentra desde el sur
de Florida (Estados Unidos de América) hasta Argentina, y en las islas del
Caribe y las Indias occidentales (Veldzquez-Zavala et al., 2016).

Su nombre cientifico es Moringa oleifera (Velazquez-Zavala et al.,
2016); y se le conoce comunmente como paraiso blanco, acacia, arbol de las
perlas, chinto borrego, flor de Jacinto, paraiso de Espafa, perlas de oriente,
libertad, arbol de mostaza, arbol de rdbano picante, maringacalalu, marango,
marengo, carango, palo jeringa, jazmin marengo, Yy tamarindo
cimarron(Cabrera, 2014).

La ubicacion taxondmica de la planta seria la siguiente (Jarrin, 2018):
Reino: Plantae
Familia: Moringaceae
Origen: Capparidales
Clase: Magnoleopsida
Género: Moringa

Especie: oleifera
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Antioxidante

Los antioxidantes engloban un grupo de sustancias que presentan
estructuras quimicas y mecanismos de accién muy variados. Estos pueden
inhibir o retardar la oxidacion de dos formas: captando radicales libres, en
cuyo caso se denominan antioxidantes primarios; 0 por mecanismos que no
estén relacionados con la captacion de radicales libres, en cuyo caso se
conocen como antioxidantes secundarios (Zapata et al., 2007).

Los antioxidantes primarios incluyen compuestos fendlicos, y se
destruyen durante el periodo de induccion. Los antioxidantes secundarios
operan a través de cierto nimero de mecanismos, incluyendo su uniéon a
metales pesados, captacion del oxigeno, conversion de hidroperoxidos a
especies no radicales, absorcion de radiacion UV o desactivacion del
oxigeno singulete (Zapata et al., 2007).

Actividad Antioxidante

Un namero importante de especies de oxigeno altamente reactivas como
el oxigeno singlete 10, yO,"~, OHe, NO- y radicales libres alquil-peroxilo se
producen regularmente en el organismo. Estos radicales pueden dafar a
lipidos, proteinas y ADN, e intervenir en procesos de patogénesis y
envejecimiento. De forma general, los sistemas de defensa fisioldgica frente
al dafio generado por estos radicales se clasifican en tres categorias:

¢ Antioxidantes que previenen la formacion de radicales libres.
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¢ Antioxidantes captadores de radicales libres, que inhiben la iniciacion
del proceso oxidativo o bien interfieren en el proceso de propagacion.
¢ Antioxidantes que actuan revirtiendo el proceso de oxidacion.

La ingesta dietética de flavonoides, junto con otros antioxidantes
naturales de eficacia comprobada, como las vitaminas C y E y carotenoides,
coadyuvan en esos procesos de defensa. Los flavonoides se encontrarian
dentro de las dos primeras categorias, es decir, son capaces de prevenir la
formacién de radicales libres o bien actian como captadores de estos
radicales una vez formados (Rice-Evans et al., 1995; Santos-Buelga y
Scalbert, 2000).

Actividad Antioxidante Total (AAT)

Avila et al.(2006) afirman que en la practica se conoce como actividad
antioxidante total (AAT) o capacidad antioxidante total (CAT) a la medicion
analitica de concentraciones de radicales de diferente naturaleza en un
sistema oxidativo controlado (AAPH generador de radicales libres 2,2 azo
bis-(2-amidino propano) dihidrocloruro, ABTS™ cation radical 2,2-azino bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonato), DMPDe radical N,N-dimetil-p-fenilendiamina,
DPPH- radical 2,2-difenilo-1-picril-hidrazilo). Sin embargo, no existe el
analisis ideal para evaluar el concepto de actividad antioxidante; por ello, se
emplean analisis combinados para asistir en la interpretacion de los
resultados. Inclusive se ha propuesto un indice electroquimico para evaluar
la actividad antioxidante.

Cada andlisis de AAT se refiere a la actividad de sustancias de bajo

peso molecular, pero excluye las contribuciones de las enzimas y de las
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proteinas enlazantes de metales. En general, la AAT disminuye en
condiciones asociadas con el estrés oxidativo y aumenta con la presencia de

antioxidantes que rompen la cadena oxidativa (Young, 2001).

Metabolitos Secundarios

Son productos organicos constituyentes de alimentos de origen
vegetal (frutas y hortalizas, y alimentos derivados de ellas), que no son
nutrientes y que pueden proporcionar al alimento unas propiedades
fisiologicas que van mas alla de las nutricionales propiamente dichas. Dentro
de este término genérico, se incluyen sustancias de diversas familias
quimicas, como son los polifenoles (dentro de los que se incluyen los
flavonoides), lignanos, estilbenoides y derivados de &cidos arométicos,
glucosinolatos, compuestos terpenoides (como los carotenoides), entre otros
(Rivas y Garcia, 2002).

Metabolitos Secundarios de Moringa sp.

Los metabolitos secundarios son productos quimicos producidos por
las plantas. Es comun referirse Unicamente a los productos que pueden tener
un impacto en la salud o en el sabor, textura, olor o color de las plantas; sin
embargo, estos no son considerados como nutrientes esenciales por el ser
humano. Un analisis de los metabolitos secundarios de algunas especies de
Moringa podria proveer una oportunidad para examinar una amplia gama de

compuestos con diferentes usos y aplicaciones (Mufioz, 2015).
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De acuerdo a algunos autores, la familia a la que pertenecen las
especies del género Moringa es rica en compuestos que contienen el aztcar
simple ramnosa, y posee un grupo Unico de compuestos Illamados
glucosinolatos y los isotiocianatos (Fahey et al., 2001; Bennet et al., 2003).
Ademas la M. oleifera ofrece beneficios que se asocian con metabolitos tales
como compuestos fendlicos, vitaminas y proteinas. Las diferentes partes de
la planta, incluidas las hojas, tallo, raices, semillas y flores, son fuente de
diferentes compuestos bioquimicos con efectos anticancerigenos,
antiinflamatorios, antidiabéticos, antioxidantes y antimicrobianos. La M.
oleifera contiene aminoacidos esenciales, carotenoides en las hojas y
componentes con propiedades nutracéuticas, lo que apoya la idea de usar
esta planta como un suplemento nutricional o un componente en la
preparacion de alimentos. Los metabolitos secundarios de las hojas de M.
oleifera han mostrado efectos antimicrobianos contra diversas bacterias
patbgenas humanas, incluidos los géneros Shigella, Pseudomonas,
Salmonella y Bacillus (Torres-Castillo et al., 2013).

Radicales Libres

Los radicales libres oxidan el DNA, lipidos y proteinas, afectando su
funcion y causando mutaciones. El término radical o radical libre, se refiere a
cualquier molécula o atomo que contiene al menos un electron desapareado.
En general es muy reactivo hacia otras moléculas, lo que le confiere
inestabilidad y vida media muy corta. Asi, el radical superoxido o el radical
hidroxilo son radicales libres, mientras que el perdxido de hidrégeno no lo es.
Por ello, de forma mas correcta se las denomina especies reactivas del

oxigeno (ROS), aunque también existen las especies reactivas del nitrégeno
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(RNS) derivadas del 6xido nitrico. La presencia del oxigeno, y especialmente
Sus especies reactivas derivadas, provocan problemas con los que las
células han lidiado a lo largo de la evolucion, desarrollando un complejo

sistema de defensa antioxidante (Cabiscol, 2014).

Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo (EOx) se define como el desequilibrio entre las
moléculas de alto potencial oxidante derivadas del oxigeno (conocidas como
especies reactivas del oxigeno) y los sistemas antioxidantes, a favor de la
generacion de las ERO. La teoria del estrés oxidativo es una de las hipotesis
que intenta explicar los cambios degenerativos y la pérdida neuronal que
ocurren durante la senescencia. Esta hipotesis considera que el
envejecimiento y el desarrollo no son fases distintas de la vida sino mas bien
que el envejecimiento es la etapa final del desarrollo y que aun cuando no es
un fendmeno genéticamente programado ocurre por la influencia del EOx en

el programa genético (Rodriguez y Céspedes, 1999).

Definicion Operacional de Términos

Extracto: obtenido de una fuente natural o al uso directo de una infusién o
una planta. En ellas se encuentra la molécula con actividad biol6gica y un sin

namero de otros compuestos (Castillo y Guzman, 2012).
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Fenoles: estos metabolitos secundarios incluyen un numeroso grupo de
compuestos que han sido sujetos a una extensiva investigacion como
agentes preventivos de enfermedades. Los fenoles protegen a las plantas
contra los dafios oxidativos y llevan a cabo la misma funcién en el organismo
humano (Chasquibol et al., 2003).

Flavonoides: son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los
rayos ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en
los alimentos, etc. El organismo humano no puede producir estas sustancias
quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante la alimentacion o
en forma de suplementos (Martinez-Flérez et al., 2002).

Polifenoles: corresponden a un grupo de sustancias no enérgicas presentes
en los alimentos de origen vegetal y resultan del metabolismo secundario de
las plantas. Son un conjunto de moléculas que poseen varios grupos
bencénicos en su estructura sustituidos por funciones hidroxilicas (Quifiones
et al., 2012).

Carotenoides: esta subclase de terpenos se encuentra en los pigmentos de
color amarillo intenso, naranja y rojo de los vegetales como el tomate, la
naranja, la yema de huevo, etc. La familia de los carotenoides, incluyen dos
tipos de moléculas: carotenos y xantofilas (Chasquibol et al., 2003).
Isotiocianatos: son protectores frente a tumores inducidos por carcin6genos
en vejiga, colon, es6fago, mama, pancreas y estbmago (Garcia, 2011).

In vitro: son procesos realizados en dispositivos de laboratorio utilizando
tejidos, células o moléculas provenientes de las especies animales (Fina et
al., 2013).
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Operacionalizacién de las Variables

Tabla 2. Operacionalizacion de las variables de estudio de la presente
investigacion.

Variable Definicion Definicion Indicadores Tipo de
conceptual operacional variable
La composicion bioquimica
El término composicion se mide mediante los
guimica se refiere a la siguientes métodos:
determinacion del tipo * Método de la
y/o cantidad de determinacion de la
compuestos quimicos Concentracion de Grupos Cambios de

Composicién
bioquimica

Actividad

antioxidante

presentes en una
muestra, muchos de los
cuales pueden tener
propiedades
beneficiosas para la
salud u otras
aplicaciones
biotecnoldgicas (Leo,
Rivas y Garcia, 2016).

El término antioxidante
significa que impide la
oxidacion de otras
sustancias quimicas,
ocasionada en las
reacciones metabdlicas
o] producidas por
factores exdgenos. Los
antioxidantes actllan
suministrando el electrén
necesario para
completar la capa
electronica externa del
radical libre (Leo, Rivas y
Garcia, 2016).

Fendlicos

* Método para la
determinacion de la
Concentracion de Proteinas

* Método para la

determinacion del Contenido
de Flavonoides: Método
colorimétrico del Cloruro de
Aluminio.

La actividad antioxidante se
mide mediante los
siguientes métodos:

* Estudio de la Capacidad
Antioxidante sobre el
Radical Hidroxilo

* Método de la Actividad
Antioxidante (AOA)

* Método del Catién Radical
ABTS+e: Ensayo de
Decoloracién en Solucién
Etandlica.

Coloraciones,
Lecturas del
Espectrofotometr
o Curva de
Calibracion.

Cambios de
Coloraciones,
Lecturas del
Espectrofotometr
oCurva de
Calibracion.

Independiente

Dependiente

Fuente: Garcia y Molina, 2019.
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Hipotesis de la investigacion

Hipotesis de Trabajo

La actividad antioxidante de extractos metandlicos de hojas, flores y
semillas de M. oleifera puede estar correlacionada con su contenido de

polifenoles, flavonoides y/o proteinas.

Hipo6tesis Alternativa

La actividad antioxidante de extractos metandlicos de hojas, flores y
semillas de M. oleifera se puede evaluar a través de la descripcion detallada

de las proteinas antioxidantes presentes.

Hipo6tesis Nula

La actividad antioxidante de extractos metandlicos de hojas, flores y
semillas de M. oleifera no puede estar correlacionada con el contenido de

polifenoles, flavonoides y/o proteinas.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

El marco metodolégico es el apartado del trabajo que da el giro a la
investigacion, es donde se expone la manera como se realizd el estudio.
Segun Buendia, Colas y Hernandez (1997) en la metodologia se distinguen
dos planos fundamentales el general y el especifico.

En sentido general, es posible hablar de una metodologia de las
ciencias aplicables a todos los campos del saber, que recoge las pautas
presentes en cualquier proceder cientifico riguroso con vistas al aumento del
conocimiento y/o a la solucibn de problemas. Atendiendo estas
consideraciones, se describira de manera detallada la metodologia que se
aplicé en el estudio de la Actividad Antioxidante in vitro de extractos

metandlicos de hojas, flores y semillas de M. oleifera.

Tipo de Investigacion

Hurtado (2010) define la investigacion confirmatoria como aquella que
el positivismo ha considerado como la Unica "cientifica”, y su propésito es

verificar las hipotesis derivadas de las teorias. Este tipo de investigacion
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indaga acerca de las posibles relaciones entre eventos, a partir del control de
una serie de variables extrafias. Es por ello, que la presente investigacion se
fundamenta en confirmar la actividad antioxidante de extractos metandlicos

de hojas, flores y semillas de M. oleifera.

Disefio de la Investigacion

El disefio de investigacion se define con base en el procedimiento. Es
importante no confundir el disefio de investigacion con la planificacion
general de la investigacion que abarca las diferentes fases metodoldgicas. El
disefio se refiere a las decisiones que se toman en cuanto al proceso de
recoleccion de datos (y de experimentacion en el caso de las investigaciones
confirmatorias y las evaluativas), que permitan al investigador lograr la
validez interna de la investigacion; es decir, tener un alto grado de confianza
de que sus conclusiones no son erradas (Hurtado, 2010).Por efecto de esta
investigacion, el disefio es de campo y de laboratorio, la cual consiste en la
recoleccion de datos directamente de los sujetos investigados, o de la
realidad donde ocurren los hechos (datos primarios), sin manipular o
controlar variable alguna; es decir, el investigador obtiene la informacién pero
no altera las condiciones existentes (Arias, 2006). Del mismo modo, el
estudio de la actividad antioxidante de extractos metandlicos de hojas, flores
y semillas de M. oleifera se baso en la busqueda de informacién en un anico
evento actual y momento del tiempo desarrollandose un disefio transeccional

contemporaneo bivariable y experimental.
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Poblacién y Muestra

La poblacion es un conjunto finito o infinito de elementos con
caracteristicas comunes para los cuales seran extensivas las conclusiones
de la investigacion (Arias, 2006). En este sentido, la poblaciéon seleccionada
para el desarrollo de la investigacion es el cultivo de las plantas de M.
oleifera, ubicado en Mesa de Las Palmas, a una altura de 1041 m.s.n.m,
latitud de 8°25°5"" y longitud de -71°35"11"" en Santa Cruz de Mora, Estado
Mérida.

Mesa Bolivar
El Anis
/'// \“
1_,:,‘ / \
/ Mesadede '\
/7 Las Palmas /
/

Figura 1. Ubicacion del cultivo de M. oleifera donde se tomaron las

muestras en estudios. Fuente: Google Maps.

Mientras tanto, Hernandez-Sampieri et al. (2014) definen la muestra
como un subgrupo de la poblacion de interés sobre el cual se recolectaran
datos, y que tiene que definirse y delimitarse de antemano con precision,
ademas de que debe ser representativo de la poblacién. En efecto, para este

estudio se utilizaron las hojas, flores y semillas de M. oleifera, de la cual se
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obtuvo el extracto metandlico para confirmar la actividad antioxidante que

segun la literatura posee esta planta.

Figura 2. Planta de M. oleifera donde se tomaron las muestras en
estudio en Santa Cruz de Mora, Estado Mérida (Venezuela).Fuente: Garcia
y Molina, 2019.

Unidad de Investigaciéon

La investigacion en desarrollo presenté como unidad de investigacion
los extractos metandlicos que se obtuvieron de hojas, flores y semillas de M.
oleifera, para la confirmacion de la actividad antioxidante en el Laboratorio de
Andlisis Biotecnolégico y Molecular (ANBIOMOL) “Prof. Guillermo Lépez
Corcuera” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los

Andes.
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Seleccién del Tamario de la Muestra

El tamafio de la muestra se seleccioné al azar, ya que se recolecto la
cantidad suficiente de hojas, flores y semillas de M. oleifera, que permitio
obtener la cantidad adecuada de extractos metandlicos para la evaluacion de

la actividad antioxidante que se desea confirmar.

Sistema de Variables

Segun Alvarez (citado por Guzman y Vallenilla 2008) un sistema de
variables consiste “en una serie de caracteristicas por estudiar, definidas de
manera operacional, es decir, en funcion de sus indicadores o unidades de
medida”. Es por ello, que la variable es una caracteristica o cualidad,
magnitud o cantidad, que puede sufrir cambios, y que es objeto de analisis,
medicion, manipulacién o control en una investigacion (Arias, 2006).

Es importante aclarar que la variable independiente de la investigacion
esta sustentada por los extractos metandlicos de hojas, flores y semillas de
M. oleifera; mientras que la variable dependiente es definida por la posible
actividad antioxidante de M. oleifera, cuya propiedad se busca confirmar en
el Laboratorio de Andlisis Biotecnolégico y Molecular (ANBIOMOL) “Prof.
Guillermo Lépez Corcuera” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la

Universidad de Los Andes.
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Instrumento de Recoleccién de Datos

Arias (2006) expone que un instrumento de recoleccién de datos es
cualquier recurso, dispositivo o formato (en papel o digital), que se utiliza
para obtener, registrar o almacenar informacion. Para tal efecto, la
recoleccion de datos de esta investigaciéon se llevdé a cabo mediante la
aplicacion de la observacion directa no estructurada sobre la muestra en
estudio utilizando como instrumento el diario de campo, camaras: fotografica

y de video.

Procedimientos de la Investigacion

Preparacion de la Muestra

Inicialmente se realiz6 un secado a temperatura ambiente, bajo
sombra, por 72 h, seguido de calor a 40 °C en un horno. La pulverizacién del
material seco se realiz6 con mortero (Castillo et al., 2017). A partir de la
sustancia pulverulenta que se obtuvo de las muestras de hojas, flores y
semillas de M. oleifera se prepararon extractos metandlicos, los cuales se
obtuvieron de la siguiente manera: la muestra seca y molida, luego de pesar
una cantidad representativa, fue sometida a extraccion sélido-liquido por
maceracion en frio, utilizando como solvente metanol, durante un periodo de
10 dias divididos en dos ciclos de cinco dias. El sobrenadante del extracto
metandlico se trasvaso a un tubo limpio; ya que es en este sobrenadante en

donde se encuentran los compuestos quimicos de interés.
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Estudio de la Capacidad Antioxidante sobre el Radical Hidroxilo

Se utiliz6 el método de la desoxirribosa descrito por Halliwell et al.
(1987), el cual se muestra en el Esquema 1. En este método el radical
hidroxilo es generado por medio de la reaccion de Fenton, en la cual el ion
ferroso oxida al perdxido de hidrégeno para formar la especie "OH. En
presencia del radical hidroxilo, la desoxirribosa es fragmentada hasta
Malondialdehido (MDA) que forma un complejo detectable a 532 nm con el
acido tiobarbitarico (TBA), conocido como especies reactivas del acido
tiobarbittrico (TBARS).

Los radicales hidroxilos fueron generados por medio de la reaccién de
Fenton, la reaccion entre iones ferrosos y H,O, en presencia de EDTA y
vitamina C, y el MDA determinado por medio del método del TBA. Para una
mezcla que contenia 0,1 mL de desoxirribosa 28 mM, se agregaron 0,5 ml de
buffer fosfato 40 Mm (pH 7,4), 0,1 mL de FeCl; 1 Mm, 0,1 ml de EDTA 1,04
Mm, 0,1 mL de H,O, 1mM, y 0,1 mL de vitamina C 1 mM, ademas de 200 pL
de cada una de las muestras a ser analizadas. La mezcla se incubo durante
1 ha 37 °C, se le agregaron 0,5 ml de TBA 1% en 0,05 M de NaOH y 0,5 mL
de &cido tricloroacético 2,8%, y se dejé reaccionar durante 10 min a 100 °C.

Se ley6 el cambio de absorbancia a 532 nm.
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Reaccion de Fenton

+ + + . + Desoxirribosa
Fe R0, ] e O |—»| on

2 2

MDA + TBA

Las TBARS se pueden detectar a 560 nm l

TBARS

Esquema 1. Representacidn esquematica método de Halliwell et al.

(1987) para la medicion del Radical Hidroxilo.

Método de la Actividad Antioxidante (AOA)

El valor de la AOA (Actividad antioxidante) fue determinado por el
método de Koracevic et al.,, (2001). En este método una solucién
estandarizada de Fe-EDTA reacciona con el peroxido de hidrégeno,
produciendo la formacion del radical hidroxilo. Este radical libre degrada el
benzoato, resultando en la liberacidbn de especies reactivas del &cido
tiobarbiturico (TBARS). Esta reaccion es monitoreada
espectrofotométricamente, y la inhibicion del desarrollo de color en presencia
antioxidante es definida como AOA, en comparacion con acido Urico como
estandar. Los reactivos preparados fueron los siguientes: (1) Buffer fosfato
de sodio 100 mM pH 7,4, (2) Benzoato de sodio 10 mM,(3) NaOH 50 mM (0,5
M), (4) EDTA 2 mM en buffer fosfato (solucion 1), (5) Fe (NH,),SO, 2 mM, (6)
solucion Fe- EDTA (preparado fresco mezclando iguales volimenes de las

soluciones 4 y 5, y dejando reposar 60 minutos a temperatura ambiente), (7)
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H,O, 10 mM, (8) &cido acético 20% (v/v), (9) &cido tiobarbiturico (TBA) 0,8%
(p/v) en 50 mM de NaOH, (10) acido urico 1 mM en 5 mM de NaOH. Las
soluciones 4 y 9 fueron preparadas inmediatamente antes de su uso. El
buffer fosfato de sodio y el benzoato de sodio se almacenaron en el
refrigerador (0-4 °C) y el &cido urico en el congelador (-20 a -30 °C).

Cada muestra (A1) debia tener su propio control (AO, muestra blanco)
en la cual la mezcla Fe-EDTA y el H,O, fueron agregados después del acido
acético 20%. Para cada serie de andlisis se prepard un control negativo por
triplicado (K1 y K0), conteniendo los mismos reactivos que Al o A0 excepto
que la muestra antioxidante es reemplazada con buffer fosfato. Los
estandares conteniendo 1 mM de &acido urico (UA1 y UAQ) fueron usados
para la calibracion. Para el andlisis se pipetearon en los tubos los volimenes

(en microlitros) especificados en la Tabla 3.

Tabla 3. Volumenes necesarios para el Método AOA

Al AO K1 KO UA1 UAO
Muestra 10 10 - - - -
Acido urico - - - - 10 10
Buffer 490 490 500 500 490 490
Benzoato de 500 500 500 500 500 500
sodio
Acido acético - 1000 - 1000 - 1000

Continuacion tabla 3
Fe-EDTA 200 200 200 200 200 200
H,O, 200 200 200 200 200 200
Incubar por 60 min a 37°C

Acido Acético 1000 - 1000 - 1000 -
TBA 1000 1000 1000 1000 1000 1000
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Los tubos se incubaron por 10 minutos a 100 °C en bafio de agua, y
se enfriaron en bafio de hielo. Se midié la absorbancia a 532 nm usando
agua destilada como blanco. La actividad antioxidante fue calculada usando

la siguiente ecuacion:
AOA (mM) = (CUA)*(K-A) / (K-UA), donde

K= absorbancia del control (K1-K0), A= absorbancia de la muestra (A1-A0),
UA= absorbancia de la soluciéon de &cido urico (UA1-UAQ), y CUA es la

concentracion de &cido arico (en mM).

Método del Cation Radical ABTS™: Ensayo de Decoloracién en Solucion

Etandlica.

Se us6 el método desarrollado por Re et al. (1999). En este método el
ABTS se diluyé en agua a una concentracion de 7 mM. El cation radical
ABTS (ABTS™) se produjo por la reaccion de la solucion stock de ABTS 7
mM con persulfato de potasio a una concentracion final de 2,45 mM (en
agua), en oscuridad durante 12-16 h antes de su uso. Para el estudio de
compuestos fendlicos, la solucion de ABTS™ se diluyé con etanol hasta una
absorbancia de 0,70 (x0,02) a 734 nm y 30°C, lo cual se logré mezclando
aproximadamente 40 pL de la solucion de ABTS y 960 pL de etanol al 20%
(v/v). Se tomaron 10 uL de las soluciones stock de antioxidantes fendlicos
preparadas en etanol y se colocaron en la cubeta del espectrofotbmetro con
1,0 mL de la solucion de ABTS™. Entonces se midieron los valores de

densidad Optica a 734 nm 1 min y 6 min después de la mezcla.
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Se us6 como estandar una solucion de 8 mM de Trolox, la cual se
diluy6 para obtener concentraciones finales de 1, 2, 4 y 8 uM, en buffer PBS
5 mM (pH 7,4) (el cual es usado para antioxidante en extractos metanolicos y
para el patron). Se calculé el porcentaje de disminucion de color (o de
secuestramiento del cation radical ABTS) a 734 nm después de 6 min de
reaccion y se realizd una grafica del porcentaje de disminucién de color en
funcién de las diferentes concentraciones del estandar (Trolox), y se reportd
el valor de actividad antioxidante total (AAT) de las muestras problemas en
comparacion con la ecuacién de la recta obtenida con este gréafico. El valor
de AAT para una muestra dada seria el equivalente en concentracion de
Trolox que produce el mismo porcentaje de disminucion de color. Todas las
determinaciones se llevaron a cabo por lo menos tres veces, para cada una

de las muestras y soluciones estandar.

Determinacion de la Concentracion de Grupos Fendlicos

El contenido total de polifenoles fue determinado por espectrometria a
765 nm usando el reactivo de Folin-Ciocalteu (Singlenton et al., 1999). Se
mezclaron 100 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu diluido en 1/10 con agua, y
se le agregaron 400 pL de carbonato de sodio 7,5% (p/v). Se registro la
absorbancia después de 10 minutos de reaccién a 37 °C, usando como
blanco una muestra preparada con agua destilada. La concentracion total de
polifenoles se determin6é usando una curva de calibracion usando una
solucion de 0,1 g/l de acido galico como estandar (se prepararon diluciones
de 0,025, 0,05y 0,1 g/l).
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Determinacion de la Concentracién de Proteinas

La determinacion de proteinas consistié en una técnica colorimétrica
basada en el método de Lowry et al. (1961). Primero, se realizé una curva de
calibracion usando Albumina Bovina (BSA) como estandar [8 mg de BSA en
10 mL de H,O MQ)]. A la solucién de BSA se le midié densidad éptica a 279
nm y se le determind la concentracion por medio de la formula:

[BSA] (mg/ml)=D.O. 2,9 nm x 13/9

Una vez determinada la concentracion de la solucién estandar, se
realizaron las diluciones seriadas necesarias para la construccion de la curva

de calibracion, de acuerdo a la Tabla 4.

Tabla 4. Volumenes de reactivos necesarios para la curva de calibracion

en la determinacién de proteinas

Volumen de BSA (pL) V de agua (L) Volumen ciﬁSolumon C
0 500 1500
50 450 1500
100 300 1500
200 200 1500

La solucién C se preparé mezclando 500 uL de la solucion B (sulfato
de cobre 4,0%) con 50 mL de la solucion A (carbonato de Sodio 2%,
hidroxido de sodio 2%, tartrato de sodio y potasio 0,16% y SDS 1 %). Los
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tubos de ensayos se colocaron en bafio de maria por 10 minutos a 37 °C. Se
diluy6é un volumen del reactivo de Folin en un mismo volumen de H,O MQ, y
se le adicionaron a cada tubo 150 pL del reactivo de Folin diluido. Los tubos
se regresaron al bafio de maria por 10 minutos mas. Después, se midi6 la
absorbancia a una longitud de onda de 750 nm. Una vez realizada la curva
de calibracién se procedi6 a la medicion de las proteinas presentes en las
muestras, para lo cual se utilizaron 10 pL de cada una de las muestras a

estudiar siguiendo el procedimiento explicado anteriormente.

Determinacion del Contenido de Flavonoides: Método colorimétrico del

Cloruro de Aluminio.

El método colorimétrico del cloruro de aluminio se modificé del
procedimiento reportado por Woisky y Salatino (1998). En este método, la
quercitina fue usada como estandar para construir una curva de calibracion,
para lo cual diez miligramos de Quercitina se disolvieron en etanol al 80%
(v/v), y entonces se diluyeron hasta concentraciones de 25, 50 y 100 pug/mL.
Las soluciones estandar diluidas (0,5 mL) se mezclaron por separado con 1,5
mL de etanol al 95% (v/v), 0,1 mL de cloruro de aluminio al 10% (p/v), 0,1 mL
de acetato de potasio 1M y 2,8 mL de agua destilada. Después de la
incubacion durante 30 min a temperatura ambiente, se midid la absorbancia
de la mezcla de reaccion a 415 nm. La cantidad de cloruro de aluminio se
sustituye por agua destilada en el blanco. De modo similar, 0,5 mL de
extractos metandlicos de las muestras en estudio se dejaron reaccionar con
el cloruro de aluminio para la determinacion del contenido de flavonoides

como se describié anteriormente.
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Disefio de Analisis

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, y se les
aplicaron los tests o pruebas paramétricas, para analizar si los datos se
ajustan a una distribucién normal, y si existen diferencias significativas entre
los diferentes grupos de muestras. Los datos numéricos fueron analizados
bajo un disefio cuantitativo mediante el uso de técnicas estadisticas. Se hizo

un analisis de la varianza, empleando la prueba de ANOVA post hoc Scheffé.

Analisis de Varianza con un factor (ANOVA)

El analisis de varianza permite contrastar la hipotesis nula de que las
medias de K poblaciones (K>2) son iguales, frente a la hipétesis alternativa
de que por lo menos una de las poblaciones difiere de las demas en cuanto a
su valor esperado (Sote, 2005). El analisis de varianza (ANOVA) de un factor
permite comparar varios grupos en una variable cuantitativa, y se aplica para
contrastar la igualdad de medias de tres 0 mas poblaciones independientes y
con distribucion normal. La hipétesis nula (HO: p = 0,05 Las medias
poblacionales son iguales) traducira la idea de que en los diferentes grupos
se obtienen resultados similares y la hipétesis alternativa (H1: p< 0,05 Al
menos dos medias poblacionales son distintas) lo negara. La significacion del
contraste nos dard una idea de si las diferencias observadas en los
diferentes grupos son imputables al azar (significacion grande) o hay una
diferencia intrinseca entre algunos grupos (significacion pequefia) (Sote,
2005).
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Pruebas Post-Hoc.

Una vez que se determin6 que existen diferencias entre las medias,
las pruebas de rango post-hoc y las comparaciones multiples por parejas
permitieron determinar qué medias difieren. Las pruebas de rango son
aguellas que buscan identificar grupos homogéneos (medias parecidas). Las
comparaciones multiples buscan establecer diferencias entre grupos
basandose en diferencia dos a dos, y generan una matriz donde los
asteriscos indican las medias de grupo significativamente diferentes a un
nivel alfa de 0,05. En este caso, se llevd cabo la prueba post-hoc conocida
como Test de Scheffé. Por medio de esta prueba se hacen todas las
comparaciones posibles, por ejemplo, el primer grupo con respecto a cada
uno de los restantes, pero también el primero con respecto al grupo formado
por la union de dos de los restantes, etc. Posteriormente, es necesario
interpretar el nivel de significacion, si esta es menor que 0,05, las diferencias
entre los grupos formados por la variable en estudio son significativas, alli
mismo se observa entre qué grupos exactamente hay diferencias. Si el nivel
de significaciébn es mayor o igual a 0,05, no hay diferencias significativas
(Blair y Taylor, 2008).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Los extractos metandlicos de M. oleifera analizados en este trabajo de
investigacion, fueron obtenidos de hojas, flores y semillas, de la cual se
depositdé una muestra testigo en el Herbario MERF Dr. Luis Ruiz Teran de la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes. Las
muestras son originarias de la Parroquia Mesa de Las Palmas, Municipio
Antonio Pinto Salinas Estado Mérida-Venezuela. Estas muestras fueron
analizadas en el Laboratorio de Andlisis Biotecnolégico y Molecular
(ANBIOMOL) “Prof. Guillermo Lopez Corcuera” en la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis, de la Universidad de los Andes, donde se determind la
concentracion de polifenoles, flavonoides y proteinas; ademas se logro
determinar la actividad antioxidante a través de diferentes métodos (Método
Radical hidroxilo, ABTS y del AOA). Las distintas determinaciones que se
realizaron fueron comparadas con una serie de métodos estadisticos en los
cuales se pudo observar la relacion entre la concentracion de los
componentes con la actividad antioxidante que se encontraba presente en la

muestra analizada.
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Caracterizacion quimica de los extractos metanolicos de M. oleifera

En la Tabla 5 se observan las concentraciones medias obtenidas de
flavonoides, polifenoles y proteinas determinadas en las muestras analizadas
a través de diferentes métodos. Para la determinacion de flavonoides se
utilizé el método colorimétrico del cloruro de aluminio, en el que se utiliza una
solucion de quercitina como estandar observandose valores de 1779,6,
1383,0 y 73,4mg equivalentes de quercitina/ g de extracto, para hojas, flores
y semillas, respectivamente, presentandose el mayor contenido de
flavonoides en el extracto metandlico de hojas.

En el caso de la determinacién de la concentracion de polifenoles, se
utilizd una curva de calibracion con acido folico, obteniendo valores de
polifenoles para la hojas de 5,4, flores 1,9 y semillas 0,4 mg equivalentes de
acido gélico/g de extracto; observandose mayor concentracion de polifenoles
en el extracto de hojas (Tabla 5).

Finalmente, el analisis de la concentracién de proteinas consistié en
una técnica colorimétrica, donde se realizo una curva de calibracion usando
albumina bovina como estandar, basandose en método de Lowry et al.
(1961). En este proceso los resultados arrojados fueron nulos, lo que permite
evidenciar que la concentracién de proteinas de los extractos analizados en

este estudios es cero (Resultado no mostrado).
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Tabla 5. Concentracion media de flavonoides y grupos fenélicos de las

muestras analizadas.

Hojas 1779,6 £70,8c 3,4+0,2c
Flores 1383,0 +0,0b 1,9+ 0,2b
Semillas 73,4 +1.0a 0,4 + 0,0a

Los datos se presentan como media * Error Estandar (n=3). Las columnas que comparten la
misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba ANOVA post hoc
Scheffé (P <0.05).

Actividad antioxidante de los extractos metandlicos de M. oleifera

Una vez realizada la caracterizacion quimica de los extractos en
estudio, se procedié a determinar la actividad antioxidante a través de los
métodos AOA, AAT y Radical Hidroxilo. Los resultados obtenidos se
expresan en la Tabla 6. EI método AOA, tiene como finalidad evaluar la
actividad antioxidante de una muestra usando como medio de comparacion
el acido darico como estdndar, reaccibn que es monitoreada
espectrofotométricamente y que al observarse inhibicion en la formacion de
color indica presencia de antioxidante siendo definida como AOA. Los
valores obtenidos en los extractos analizados fueron de hojas 1,00; flores
0,44 y semillas 1,20 mM equivalentes de acido Urico/g de extracto,
observandose el mayor valor de AOA en la semilla. A su vez, se compararon
los valores de AOA de los extractos en estudio con antioxidantes
comerciales, siendo los valores de AOA de hojas y semillas superiores a los

de la quercitina, melatonina y &cido Lipoico; mientras que el valor de AOA de
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las flores fue inferior a los 3 antioxidantes comerciales usados en este
estudio (Tabla 6). Ademas, se encontrd0 una correlacién positiva entre el
contenido de flavonoides (R?=0,9997) y polifenoles (R%=0,9126) con la

actividad antioxidante medida a través del método de AOA (Tabla 7).

Tabla 6. Actividad antioxidante de los extractos analizados por los
meétodos de AOA, radical hidroxilo y AAT.

Hojas 1,00 + 0,18d 77,7 +4,62e 273,6 * 33,4f
Flores 0,44 + 0,16a 43,6 +2,72C 110,9 + 11,2d
Semillas 1,20 + 0,10e 12,8 +0,96a 7,2+ 0,8a
Antioxidantes Comerciales (preparados a 1 Mm)
Quercitina 0,86+0,03c 53,0+1,10d 100,6+1,70c
Melatonina 0,83+0,02c 53,9+1,07d 97,615,10b
Acido Lipoico 0,71+0,07b 27,9+0,98b 124,7+3,10e

Los datos se presentan como media * Error Estandar (n=3). Las columnas que comparten la
misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba ANOVA post hoc
Scheffé (P <0.05).

En cuanto a la inhibicién del Radical Hidroxilo, se utilizé el método de
la desoxirribosa descrito por Halliwell et al. (1987), encontrdndose
porcentajes de inhibiciébn de 77,7, 43,6 y 12,8% de inhibicién/g de extracto
para las hojas, flores y semillas, respectivamente, siendo las semillas el
menor de todos. Al compararlo con los antioxidantes comerciales usados, el

extracto metanolico de las hojas presentd porcentajes de inhibicion
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superiores a todos los antioxidantes usados, mientras que los de las flores
fueron inferiores a los de la quercitina y melatonina, y superior al &cido
lipoico; y las semillas presentd porcentajes de inhibicion inferiores a los 3
antioxidantes comerciales usados para comparacion (Tabla 6). Al igual que
para el método del AOA, se observé una correlacién positiva entre el
porcentaje de inhibicidn del radical hidroxilo y la concentracion de flavonoides
(R?=0,8954) y polifenoles(R*=0,9999) (Tabla 7).

Tabla 7. Correlacion entre la actividad antioxidante y los parametros
fisicoquimicos.

Parametro Flavonoides Polifenoles AOA RH CAT

Flavonoides 1 0,9017 0,9997 0,8954 0,8284

Polifenoles 1 0,9126 0,9999 10,9883

AOA 1 0,906 0,842

RH 1 0,990
CAT 1

Por ultimo, se evalud la actividad antioxidante a través del método
cation radical ABTS, con la finalidad de determinar la actividad antioxidante
total (AAT), usando como estandar el Trolox, proceso que consiste en
secuestrar el cation radical ABTS, observandose la inhibicion del desarrollo
de color. Se obtuvieron los valores de pumoles equivalentes de Trolox/ g de
extracto de 273,6 para las hojas, 110,9 para las flores y 7,2 para las semillas
(Tabla 6). Se observé que los valores de AAT de las hojas y semillas son
superiores a los de los antioxidantes comerciales usados para comparacion,
a excepcion de las flores en comparacion con acido lipoico; mientras que el

valor de AAT de las semillas fue inferior al de todos los antioxidantes
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comerciales analizados (Tabla 6). Asimismo, se evidencié una correlacion
positiva entre el contenido de polifenoles (R?=0,9883) y flavonoides
(R?=0,8284) con los valores de AAT (Tabla 7).

Discusidn

Caracterizacion quimica

M. oleifera Lam. es conocida como una planta con innumerables
propiedades nutritivas y terapéuticas, por lo cual pudiera ser considerada
como uno de los alimentos que contribuyen al bienestar y a la prevencion de
enfermedades por sus efectos antioxidantes. Es apremiante su cultivo,
utilizacién y consumo racional, no solo por sus propiedades, sino también
como parte de un estilo de vida sano (Ruiz et al., 2012).Es por ello, que esta
investigacion tuvo como objetivo determinar la composicion quimica y
actividad antioxidante de los extractos metanolicos de hojas, flores y semillas
de M. oleifera, con el propdsito de confirmar las propiedades que segun la
literatura esta planta posee, ademas de aportar a la sociedad mayor
informacion sobre los beneficios que ofrece el consumo de esta planta.

En cuanto a la composicion quimica, el contenido de polifenoles de los
extractos metandlicos de hojas, flores y semillas fue de 3,4; 1,9 y 0,4 mg
equivalentes de acido gélico/g de extracto, respectivamente. A su vez, el
contenido de flavonoides obtenido para las hojas fue 1779,6, para las flores
1383,0 y para las semillas 73,4 mg equivalentes de quercitina/ g de extracto
(Tabla 5).
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Al comparar los resultados obtenidos en esta investigacion con los
reportados por Alhakmani et al. (2013), donde realizaron la estimacion del
contenido fendlico total, actividad antioxidante y antiinflamatoria in vitro de
flores de M. oleifera, obteniendo valores de 19,31 mg equivalentes de acido
galico/g de extracto, los cuales son superiores a los reportados por los
extractos metandlicos de flores evidenciados en la presente investigacion,
por lo que se deduce que la ubicacion geografica y la cantidad de muestra
pudieron influir en los resultados de los analisis realizados.

Del mismo modo, en un estudio realizado por Pakade et al. (2013),
compararon la actividad antioxidante de M. oleifera y vegetales
seleccionados en Sudafrica, basandose en la determinacion del contenido
total de fenoles y flavonoides en hojas y flores de la planta de M. oleifera.
Las concentraciones del contenido de flavonoides totales vario entre 24,0—
58,7 g/100 g para hojas, mientras que para las flores fue de 36,1 g/100 g,
siendo inferiores a los reportados para flor y hoja en este estudio. En la
determinacion para el contenido de fenoles totales los resultados reportados
para las hojas variaron entre 19,5-31,9 g/100 g y para las flores 29,7 g/100 g,
que por el contrario de lo observado en la concentracion de flavonoides,
resultaron ser inferiores a los observados en la presente investigacion.

Otro ejemplo lo constituye el estudio realizado por Vats y Gupta
(2017), quienes evaluaron los compuestos bioactivos y potencial antioxidante
de extractos hidroetandlicos de M. oleifera Lam de Rajasthan, India,
resaltando que el mayor contenido de fenoles totales lo poseian las hojas
con un valor de 9,58 mg/g y las flores presentaron el mayor contenido de
flavonoides totales, siendo este de 3,5 mg/g. Dejando en evidencia, que la
muestra de extracto metandlico de flores utilizado en esta investigacion
presentaron mayor valor en cuanto al contenido de flavonoides totales (Tabla
5).
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Un trabajo realizado por Nwidu et al.(2018), evaluaron la actividad
anti-colinesterasa y antioxidante in vitro de extractos de plantas de M.
oleifera, prepararon extractos metandlicos, etandlicos y acuosos de
diferentes partes de la planta, donde determinaron el contenido de fenoles y
flavonoides totales en extractos etandlicos de semillas, a través de los
métodos colorimétricos Reactivo de Folin- Ciocalteu (FCR) y Cloruro de
Aluminio, reportando valores para la muestra 1 y 2 de semillas de
146,3+0,20; 109,2+0,80 mg equivalentes de acido galico/g, respectivamente
para el contenido de fenoles totales, y 95,3+2,5 y 87,2+3,60 mg equivalentes
de quercetina/g, respectivamente para el contenido de flavonoides totales.
Siendo este el estudio con mayor similitud a la presente investigacion, debido
a gue los métodos utilizados fueron los mismos, los contenidos de polifenoles
reportados por estos autores son superiores a los encontrados en este
trabajo, caso contrario a lo observado para la concentracion de flavonoides,
siendo superiores las reportadas por este estudio, salvo en el caso de la
semilla (Tabla 5).

En cuanto a la concentracién de proteinas, en esta investigacion no
fueron medibles las concentraciones de proteinas de los extractos de hoja,
flor y semilla de M. oleifera (Resultado no mostrado). Esto contrasta con los
resultados reportados por Castillo et al. (2017), quienes caracterizaron
nutricionalmente extractos de M. oleifera, encontrando contenidos de
proteinas en extractos de hojas entre 31,69 y 36,83%.

Finalmente, el analisis quimico de los extractos metandlicos de hojas,
flores y semillas de M. oleifera es de gran importancia, ya que el objetivo es
presentar las evidencias aportadas por la literatura cientifica que confirman y
explican las propiedades y aplicaciones de la Moringa, las cuales se
distancian de versiones sin confirmar aportadas por la literatura popular y la
publicidad (Martin et al., 2013).
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Actividad antioxidante y su correlacion con parametros quimicos

Los antioxidantes son compuestos de gran interés en la actualidad por
sus benéficas aplicaciones para la salud humana. Dado que existe un
marcado interés en la busqueda de antioxidantes de fuentes naturales
(Echavarria et al., 2009), este estudio se fundamento6 en la determinacion de
la actividad antioxidante presente en los extractos metandlicos de hojas,
flores y semillas de M. oleifera.

La determinacion de la actividad antioxidante de los extractos
metanalicos fue evaluada a través de tres metodos: AOA, % de inhibicion del
radical hidroxilo y ensayo de decoloracion del cation radical ABTS™. En el
caso del método del AOA se obtuvieron valores para el método 1,00; 0,44 y
1,20 mM equivalente de acido Urico/g de extractos de hojas, flores y semillas,
respectivamente. Por otra parte, el % de inhibicion del radical hidroxilo arrojé
valores para los extractos metanolicos de hojas 77,7; flores 43,6 y semillas
12,8 % de inhibicion/g de extracto. Del mismo modo, la determinacion de
AAT mediante el método ABTS™ expreso valores de 273,6; 1109 y 7,2
pMMoles equivalentes de Trolox/g de extracto de hojas, flores y semillas,
respectivamente (Tabla 6). Es de importancia mencionar, que este estudio
demostré una fuerte correlacion positiva entre el contenido de polifenoles y
flavonoides con la actividad antioxidante medida a través de los 3 métodos
elegidos (Tabla 7).

En el estudio realizado por Jaiswal et al. (2013), evaluaron la
aplicacion de la M. oleifera en la regulacion del estrés oxidativo inducido por
la diabetes, donde emplearon el ensayo de Potencial Reductor Férrico
(FRAP) para la evaluacion de la actividad antioxidante, obteniendo como
resultado del ensayo FRAP de las hojas de M. oleifera un valor de

85,00+5,00 uMoles de Fe**/g de extracto en polvo. A pesar de que el método
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empleado fue diferente al utilizado en este estudio, ambos permitieron
determinar la correlacion que existe entre el contenido de fenoles y
flavonoides y la actividad antioxidante, lo que otorga una actividad
antioxidante significativa.

Asimismo, Wright et al.(2017) investigaron la capacidad antioxidante
de extractos de M. oleifera, preparando extractos de hojas secas y molidas
con etanol/agua (4:1) empleando para el respectivo andlisis el ensayo de 2,2-
difenil-1- picrylhydrazyl (DPPH); reportando valores para los extractos que
variaron entre 177 y 4458 pg/ml. Los extractos preparados con solventes
polares tenian un potencial antioxidante significativamente mayor. A su vez,
resaltaron que la actividad antioxidante en muestras de M. oleifera en
diferentes partes del mundo tiene distintos rangos de valores. Esto explica
porque los extractos metandlicos de hojas, flores y semillas de M. oleifera
utiizados en esta investigacion presentaron una elevada actividad
antioxidante, lo que se puede asociar al tipo de solvente utilizado o a la
ubicacion geografica del cultivo de M. oleifera.

En otra investigacion realizada por Ogbunugafor et al. (2011),
determinaron la concentracion de fenoles totales, flavonoides totales y la
capacidad antioxidante total en aceite de semillas de M. oleifera, arrojando
los siguientes resultados, para fenoles totales 40,17+0,01 mg de acido
galico/g de muestra (mg GAExg); flavonoides totales 18,24+0,01 mg
equivalentes de rutina/g de muestra (mg RExg™)y capacidad antioxidante
total de 37,94+0,02 mg equivalentes de acido ascorbico/g de muestra (mg
AAE g™), utilizando el método de fosfomolibdeno descrito por Nabasree y
Bratati (2007) para la determinacion de la capacidad antioxidante, lo que
indica que existe correlacion entre el contenido de flavonoides, fenoles y la
actividad antioxidante, al igual que en el presente trabajo donde las muestra
utilizadas fueron extractos metanolicos de hojas, flores y semillas de M.

oleifera, alin cuando se utiliz6 un método diferente.
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En el trabajo llevado a cabo por Yan et al. (2019) se evalu6 el
contenido fisicoguimico, actividad antioxidante (a través del método del
ABTS) y antibacteriana de extractos en acetona de hojas de M. oleifera,
encontrando contenido de polifenoles de 20,16 mg de &cido galico/g de
extracto, la identificaciéon de 39 compuestos a través de espectrometria de
masas, una elevada actividad antioxidante, y actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis. A semejanza de la presente
investigacién se encontré una fuerte correlacion positiva entre el contenido
de polifenoles y las bioactividades reportadas en la investigacion. Asi
mismos, Xu et al. (2019) evaluaron la actividad antioxidante de extractos
etandlicos de hojas, semillas y raices de M. oleifera de Kenia, y las
correlacionaron con los constituyentes de estas partes de la planta. Los
resultados mostraron que los extractos de hojas presentaron los mayores
valores de actividad secuestrante de DPPH y FRAP, mientras que los de
semilla presentaron los mayores valores de actividad secuestrante del cation
radical ABTS, encontrando en todos los casos una fuerte correlacion positiva
entre la actividad antioxidante y el contenido de flavonoides, concluyendo
que las hojas de M. oleifera son una fuente excelente de antioxidantes
naturales muy prometedores para el desarrollo de suplementos dietéticos
promotores de la salud.

La revisibn de la literatura permite observar que los valores de
actividad antioxidante y contenido de polifenoles y flavonoides de diferentes
extractos de M. oleifera varian de acuerdo al solvente utilizado y a la
ubicacion geografica de la planta. En lo que se refiere al solvente utilizado
para la extraccion, Nobossé et al. (2018) llevaron a cabo la evaluacién de la
actividad antioxidante y contenido fitoquimico de hojas de M. oleifera en
funcion de la edad de la planta y el solvente de extraccion, para lo cual
tomaron hojas de M. oleifera de 40, 45 y 60 dias de edad extraidas con

metanol, etanol, y agua. La actividad antioxidante la midieron usando los
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métodos del DPPH, ABTS, actividad antiperoxido, y FRAP, y la
correlacionaron con la concentracion de polifenoles y flavonoides totales.
Encontraron una variabilidad significativa (p<0,05) en los valores de actividad
antioxidante y el contenido de polifenoles totales en relacion con la edad y el
solvente de extraccion, concluyendo que las concentraciones de polifenoles y
flavonoides incrementan con la madurez de la planta, a excepcion de los
extractos acuosos. Las hojas de 60 dias de edad presentaron los mayores
valores de actividad antioxidante y concentraciones de flavonoides y
polifenoles. En cuanto al solvente utilizado para llevar a cabo la extraccion, el
metanol fue el solvente con el que se obtuvo la mayor concentracién de
polifenoles (4,6 mg acido galico/g de extracto), mientras que la concentracion
de flavonoides fue mayor con etanol (1,8 g equivalentes de quercitina/g de
extracto); mientras que la actividad antioxidante fue mayor con metanol que
con etanol. En conclusion, la actividad antioxidante de hojas frescas de M.
oleifera esté influenciada por su contenido de metabolitos secundarios y por
la edad de la planta. El mismo efecto fue reportado por Rocchetti et al. (2020)
quienes evaluaron el perfil de polifenoles y actividad antioxidante de hojas de
M. oleifera usando como solventes metanol, metanol-agua (50:50% V/V) y
etil acetato, reportando el mayor contenido de polifenoles (31,84 mg/g) en
metanol, y los mayores valores de DPPH y ABTS (49,55 y 45,26 mgTE/qQ)
para los extractos obtenidos usando la mezcla metanol-agua.

En cuanto a la ubicacion geografica, se ha llevado la determinacion de
la concentracién de polifenoles y flavonoides, y actividad antioxidante de
extractos de hojas de moringa provenientes de diferentes partes del mundo,
usando los mismos métodos utilizados en el presente trabajo de
investigacion, tal es el ejemplo de extractos de plantas de moringa de
Jamaica (Wright et al., 2017), de Kenia (Xu et al., 2019) y Nigeria (Nwidu et
al., 2018). En cada caso los valores de los parametros expresados

anteriormente son muy diferentes, concluyendo que los mismos dependen de
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las condiciones ambientales, tipo de suelo, clima, y otros factores tipicos del
lugar de origen de la planta (Wright et al., 2017).

Los resultados encontrados en este trabajo demuestran que los
extractos de hojas, flores y semilla de M. oleifera colectada en Mérida
(Venezuela) poseen altas concentraciones de polifenoles y flavonoides,
responsables de la elevada actividad antioxidante medida a través de 3
métodos diferentes, pudiendo ser considerada sola o en conjunto con otros
métodos como fuente de antioxidantes para el tratamiento de patologias
relacionadas con el estrés oxidativo. Ejemplo de esto lo constituye el trabajo
realizado por Hagoel et al. (2019) quienes investigaron el efecto de moringa,
sola o combinada con radicacidén en la supervivencia de células de cancer
pancreatico y en el crecimiento tumoral, concluyendo que moringa disminuy6
la supervivencia, actividad metastasica y crecimiento tumoral de células
cancerigenas, y que la combinacion de moringa con la radiacion resulto en
un efecto inhibitorio adicional que proporciona las bases para futuras
investigaciones acerca de este novedoso tratamiento. También podrian
usarse extractos de M. oleifera en combinacién con otras plantas con
actividades curativas, tal es el caso del trabajo realizado por Abdul-Hisam et
al. (2018) quienes determinaron la actividad antioxidante combinada de
extractos de M. oleifera y Centella asiatica y su efecto en el estrés oxidativo
inducido por peréxido de hidrogeno en fibroblastos, concluyendo que la
combinacion de ambos extractos resultd ser mas efectiva que los extractos

de manera individual.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La concentracién de polifenoles, reportada como mg equivalentes de
acido galico/gramos de extracto, fue de 3,4 para las hojas, 1,9 para las
flores y 0,4 para las semillas.

La concentracion de flavonoides obtenida en los extractos de hojas,
flores y semillas fue de 1779,6; 1383,0 y 73,4 mg equivalentes de
quercitina/ gramos de extracto, respectivamente.

No se logré determinar la concentracién de proteinas de los extractos
metandlicos de las muestras en estudio, siendo reportados como cero.
Los valores de AOA, medidos como mM equivalentes de acido Urico/g
de extracto, fueron de 1,00 para las hojas, 0,44 para las flores, y 1,20
para las semillas; los valores de % de inhibicion de radical hidroxilo/ g
de extracto fueron de 77,7, 43,6 y 12,8 para hojas, flor y semillas,
respectivamente. Por ultimo, los valores de AAT (umoles equivalente
de Trolox/ g de extracto) fueron 273,6 para las hojas, 110,9 para las
flores y 7,2 para las semillas.

Se obtuvo una elevada correlacion positiva entre la concentracion de
flavonoides y polifenoles y la actividad antioxidante medida a través de

los tres métodos usados en este estudio.
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De acuerdo a los resultados obtenidos del analisis de los extractos
metandlicos de hojas, flores y semillas de M. oleifera, se deduce que
esta planta posee alto contenido de metabolitos secundarios que le
pudieran otorgaralgun tipo de actividad terapéutica.

Este es el primer estudio donde se realiza un analisis formal de la
actividad antioxidante y contenidos de polifenoles, flavonoides y
proteinas de extractos metandlicos de hoja, flor y semilla de M.
oleifera proveniente de Mérida (Venezuela), contribuyendo
significativamente con el conocimiento de la especie asi como de sus

posibles aplicaciones terapéuticas.

Recomendaciones

Para una mejor evaluacion de la composicién quimica y actividad
antioxidante, se surgiere incrementar el numero de muestras a
analizar.

Realizar la comparacion de la actividad antioxidante y analisis quimico
de muestras de M. oleifera obtenidas en distintas localizaciones
geogréficas, y con extractos llevados a cabo con diferentes solventes.
Aplicar un método diferente al método de Lowry et al. (1961) para la
determinacion de la concentracién de proteinas, de tal manera que se
puedan obtener valores que permitan su inclusién en la evaluacion de
la composicion quimica de los extractos metandlicos de hojas, flores y
semillas de M. oleifera.

Se sugiere la realizacion deestudios basados en la determinacion de

los tipos de compuestos fendlicos y de flavonoides presentes en las
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muestras de extractos metandlicos de hojas, flores y semillas de M.
oleifera, pudiendo de esta manera evaluar si las diferencias de
concentracién se deben a los distintos polifenoles y flavonoides que
contienen estas muestras.

Realizar estudios sobre la actividad terapéutica presente en los
extractos metanolicos de hojas, flores y semillas de M. oleifera,

especificamente sobre la actividad antibacteriana.
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