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ResumEn 
La hoja moringa (Moringa eleifera)  es una buena fuente de proteínas y minerales. Con la hoja se preparan tisanas herbales, pero no se han caracterizado su composición fenólica ni la capacidad antioxidante. En este trabajo se evaluó el tiempo y la cantidad de hoja sobre el contenido de compuestos fenólicos en tisanas. A la muestras se les determinó el contenido de fenoles y flavonoides totales y los fenoles simples así como la capacidad antioxidante ABTS, FRAP y DPPH. Además, se evaluó el efecto antiinflamatorio de muestras digeridas in vitro con células murinas RAW 264.7. El mayor contenido de fenoles totales (48.2 mg/taza) y de flavonoides (47.9 mg/taza) se detectó en la tisana preparada como infusión con 3 g de hoja y 5 min de reposo. En esta muestra se detectaron ácido gálico (37 mg/taza), ácido caféico (11 mg/taza), rutina (25 mg/taza) y catequina (4 mg/taza). También se detectó una alta capacidad antioxidante por ABTS, DPPH y FRAP (1434.8, 172.8 y 351.2 mmol ET/taza, respectivamente). No se observaron efectos negativos sobre la viabilidad de las células RAW 264.7 en dosis de hasta un 30% del volumen total del medio de crecimiento. Se observó un efecto antiinflamatorio dosis dependiente altamente significativo al reducir el marcador de inflamación ON (óxido nítrico) hasta un 6% cuando el medio contenía 30% de la infusión. Las tisanas de hoja de moringa son una buena fuente de compuestos fenólicos, con alta capacidad antioxidante y presentan un efecto antiinflamatorio.
1. Introducción
La moringa crece en zonas cálidas por debajo de los 500 msnm. La especie se encuentra distribuida en México a lo largo de la costa del pacífico; sin embargo, en años recientes se ha introducido en otras regiones del país. Se sabe que el valor nutrimental de las hojas de la moringa es parecido al de la leche en polvo y que su perfil y contenido de los aminoácidos esenciales, es similar al de la soya (1). Además, la hoja es buena fuente de minerales y vitaminas A y C. 
En México, las hojas se consumen como parte de ensaladas y en la preparación de diversos platillos. También se preparan tisanas (2), infusiones acuosas conocidas incorrectamente como tés de moringa. Las  tisanas de la moringa presentan efectos anti-proliferativo en células de cáncer humano (3) y cáncer de pulmón (4). El consumo de té a nivel mundial ha crecido como resultado del interés del consumidor por su salud y bienestar. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la temperatura del agua, tiempo de reposo y contenido de hoja sobre el contenido de compuestos fenólicos y la capacidad antioxidante. 
2. TEORÍA
Según la Agencia Europea de Medicamentos, el termino té solo se aplica a la preparación acuosa de la especie Camellia sinensis planta conocida como té negro, té oolong o té verde. Las preparaciones acuosas de cualquier otra especie de planta se deben denominar té herbal o más 
correctamente, tisana (5). Las tisanas se preparan como infusiones, decocciones o maceraciones de hoja, flor, tallo, raíz y corteza. La infusión se prepara vertiendo agua hirviendo sobre el tejido vegetal y se deja reposar entre 5 a 15 min. La decocción se prepara vertiendo agua a temperatura ambiente al tejido y llevando a ebullición por 15 a 30 min. En la maceración, el tejido se deja en remojo en agua por 30 min a temperatura ambiente (5).
Las tisanas han sido utilizadas en la medicina tradicional de muchas culturas. El incremento en la popularidad de las tisanas se debe su efecto antioxidante (6), anti-cancerígeno (7) y anti-inflamatorio (8), entre otras propiedades. Los efectos beneficios de las tisanas se deben principalmente a la presencia de compuestos fenólicos con alta capacidad antioxidante (8). 
3. PARTE EXPERIMENTAL
Preparación de las tisanas. Se elaboraron tisanas de hoja de moringa de árboles del Campo Experimental Bajío (INIFAP). Se evaluó el efecto de la cantidad de hoja (1, 2 y 3 g), tiempo de reposo para las infusiones (5 y 15 min) y tiempo de ebullición para las decocciones (15 y 30 min).

Compuestos fenólicos. A las infusiones y a las decocciones se les determinó el contenido de fenoles totales (9), flavonoides totales (10), fenólicos simples por cromatografía liquida de altar resolución (HPLC) (11) y la capacidad antioxidante por DPPH y FRAP (12) y ABTS (13). 
 Efecto antiinflamatorio. La muestra con la mayor capacidad antioxidante se sometió a un proceso digestivo in vitro y a un experimento de viabilidad celular RAW 264.7 (14).
Análisis estadístico. Se utilizó ANOVA para el contenido de fenólicos y Tukey para la comparación de medias (P<0.05). Para determinar las diferencias en la viabilidad se realizó una comparación de medias de Dunnett. Se utilizó el programa GraphPad Prism versión 5.00.

Contenido de flavonoides y fenoles totales. La muestra 6 presenta el mayor contenido de flavonoides (47.9 ± 0.57 mg/taza) y la muestra 4, el mayor contenido de fenoles totales (54.52 ± 1.93 mg/taza); sin embargo, la muestra 6 también contiene una cantidad elevada de fenoles totales (Cuadro 1). Se puede ver en el Cuadro 1 que conforme aumenta la cantidad de hoja, aumenta el de flavonoides y fenoles totales. Estos niveles de compuestos fenólicos son mayores a lo reportado para tisanas de manzanilla (15). 
Cuadro 1. Flavonoides totales (mg ER/taza) y fenoles totales (mg EAG/taza) en tisanas de hoja de moringa. 

	Clave
	Tratamientos
	Flavonoides totales
	
	Fenoles totales

	1
	D
	15 min
	1 g
	26.5 ± 0.27 d 
	
	23.07 ± 1.44 c 

	2
	D
	15 min
	3 g
	45.2 ± 0.16 b 
	
	48.79 ± 2.46 b

	3
	D
	30 min
	1 g
	16.8 ± 0.08 f 
	
	20.43 ± 2.02 c

	4
	D
	30 min
	3 g
	41.6 ± 0.18 c 
	
	54.52 ± 1.93 a

	5
	I
	5 min
	1 g
	15.4 ± 0.07 g 
	
	17.30 ± 0.32 d

	6
	I
	5 min
	3 g
	47.9 ± 0.57 a
	
	48.21 ± 3.70 b

	7
	I
	15 min
	1 g
	18.4 ± 0.14 e 
	
	14.25 ± 0.75 e

	8
	I
	15 min
	3 g
	45.5 ± 0.32 b 
	
	50.36 ± 2.11 b


ER = equivalente a rutina; EAG = equivalente a ácido gálico; taza = 240 mL; D = decocción; I= infusión. g = cantidad de hoja. Medias con letra similares no son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05).
Contenido de fenólicos simples por HPLC. En las decocciones e infusiones se detectaron los  ácidos gálico y caféico  así como   la rutina, la  catequina  (Figura 1). En las tizanas la  rutina   y catequina representan más del 80% del contenido total de fenólicos simples (CFS). Se puede observar que al igual que los flavonoides y fenoles totales, al aumentar el contenido de hoja aumenta el de los CFS. 
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Figura 1. Contenido de compuestos fenólicos simples en tisanas de hoja de moringa.
Taza = 240 mL; D = decocción; I= infusión. g = cantidad de hoja. 
Capacidad antioxidante. Las muestras 2, 4, 6, y 8 presentan la mayor capacidad antioxidante en todos los métodos evaluados (Cuadro 2). Estas muestras son las mismas que presentan el mayor contenido de flavonoides y fenoles totales (Cuadro 1). Sin embargo, las muestras 8 y 6 presentan 10 y 4%, respectivamente, mayor capacidad antioxidante ABTS que la muestra 2 y  25 y 21%, respectivamente, que la muestra 4. Estas muestras corresponden a infusiones por 15 y 5 min respectivamente, con un contenido de 3 g de muestra. Se ha reportado que se logran mayores capacidades antioxidantes en flor de Jamaica si se prepara en decocción por 30 min (16). Lo cual es contrario a nuestros resultados, seguramente por tratarse de especies diferentes. Como resultado de estos experimentos se decidió utilizar la muestra 8 para efectuar los estudios antiinflamatorios, por lata capacidad antioxidante. 

Estudios de viabilidad y antiinflamatorio. El ensayo de viabilidad se basa en la reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa (SDH) que genera un compuesto de color azul (Formazán). La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de Fromazán producido. Esto permite determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. El extracto de la muestra 8 digerida in vitro no presenta efectos adversos en la función de la SDH de las células RAW 264.7 (Figura 1 A) y por lo tanto son viables. Por otro lado, el estudio antiinflamatorio muestra que las tisanas de moringa reducen la producción de NO (marcador biológico para procesos inflamatorios) en forma dosis-dependiente. Se observa que la reducción de NO es más del 95 % cuando la muestra 8 digerida in vitro está presente en un 30% con respecto al volumen total del medio de cultivo.  
Cuadro 2. Capacidad antioxidante (mm ET/taza) de tisanas de hoja de moringa.
	CLAVE
	Tratamiento
	ABTS
	DPPH
	FRAP

	1
	D
	15 min
	1 g
	694.2
	±
	35.6
	d
	83.1
	±
	6.4
	c
	130.4
	±
	5.0
	c

	2
	D
	15 min
	3 g
	1379.8
	±
	66.1
	b
	169.0
	±
	7.3
	a
	351.7
	±
	22.9
	a

	3
	D
	30 min
	1 g
	628.6
	±
	42.9
	d
	79.4
	±
	1.7
	c
	136.4
	±
	5.7
	c

	4
	D
	30 min
	3 g
	1146.4
	±
	39.2
	c
	157.2
	±
	7.1
	b
	284.3
	±
	18.2
	b

	5
	I
	5 min
	1 g
	750.7
	±
	25.5
	d
	71.5
	±
	4.3
	d
	125.6
	±
	3.5
	c

	6
	I
	5 min
	3 g
	1434.8
	±
	66.5
	ab
	172.8
	±
	2.2
	a
	351.1
	±
	14.1
	a

	7
	I
	15 min
	1 g
	667.5
	±
	57.9
	d
	81.4
	±
	3.3
	c
	132.4
	±
	6.0
	c

	8
	I
	15 min
	3 g
	1519.8
	±
	19.1
	a
	165.8
	±
	5.6
	ab
	344.8
	±
	17.7
	a


ET = equivalentes de TROLOX; taza = 240 mL; D = decocción; I= infusión. g = cantidad de hoja. Medias con letra similares no son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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Figura 2. A) Análisis de viabilidad celular utilizando la muestra 8 previamente digerida in vitro y B) Producción de NO (μg/mL) por células RAW 264.7 tratadas con la muestra 8 previamente digerida. La proporción de la muestra fue en función al volumen total del medio de cultivo. 
4. CONCLUSIONES
Las tisanas de moringa presentan altos contenidos de compuestos fenólicos como el ácido gálico y la rutina. También presentan una sobresaliente capacidad antioxidante. Las tisanas de hoja de moringa sometidas a una digestión gástrica y duodenal in vitro presentan un efecto antiinflamatorio dosis-dependiente. Reduciendo casi en su totalidad al marcador biológico (NO).  
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