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"Lo importante en la ciencia no es tanto
obtener nuevos datos sino descubrir
nuevas formas de pensar sobre ellos"

William Lawrence Bragg
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RESUMEN

La empresa LABIOFAM de Mayari, Holguin, ha formulado un extracto en etanol a partir
de la hoja de Azadirachta indica A. Juss (Arbol del neem), con vista a su aplicacién
como principio activo de un champu medicinal con uso pediculicida. Por lo que existe
la necesidad de evaluar su calidad fisica, fisico-quimica y quimica. Se parte de la
elaboracion de cuatro lotes y se determinan parametros de control de la calidad de
acuerdo a la Norma Ramal de Salud Publica 312. Adema3s, se realizd la determinacién
cualitativa de los metabolitos; asi como la cuantificacidon de flavonoides totales segln
el método de Kumazawa y la huella espectral en el ultravioleta-visible (UV-VIS). Los
resultados arrojaron que los cuatro lotes mostraron un olor caracteristico, color verde
oscuro, transparencia, homogeneidad, valores de pH con caracteristicas acidas débiles
(5,94-6,20), porcentaje de solidos totales en un rango de 5,66-6,29 %, densidad
relativa de 0,88-0,93 g/mL y el indice de refraccion de 1,361-1,367. La imagen capilar
se caracterizd por ser poco coloreada, alta y con sus cuatro zonas definidas. Se
identificaron alcaloides, triterpenos y esteroides, cumarinas, saponinas, aceites
esenciales, azUcares reductores, fenoles y taninos, flavonoides, aminoacidos y aminas
libres. El contenido de flavonoides totales fue de 1,99-2,79 mg/g de droga seca y la
huella espectral al UV-VIS permitid obtener varios mdaximos de absorcién. Los
indicadores de la calidad que se reportan constituyen un patréon de referencia para el
control del extracto en etanol de la hoja como producto final y en el proceso
tecnoldgico.

Palabras claves: Azadirachta indica A. Juss, calidad, extracto en etanol, flavonoides

totales.
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ABSTRACT

The company LABIOFAM in Mayari, Holguin, has formulated an extract in ethanol from
the Azadirachta indica A. Juss leaf (Neem tree), with a view to its application as an
active ingredient in a medicinal shampoo for pediculicide use. So there is a need to
assess its physical, physical-chemical and chemical quality. It starts from the
preparation of four batches and quality control parameters are determined according
to the Public Health Branch Standard 312. In addition, the qualitative determination of
metabolites was carried out; as well as the quantification of total flavonoids according
to the Kumazawa method and the spectral fingerprint in the ultraviolet-visible (UV-
VIS). The results showed that the four batches showed a characteristic odor, dark
green color, transparency, homogeneity, pH values with weak acidic characteristics
(5.94-6.20), percentage of total solids in a range of 5.66-6,29%, relative density of 0.88-
0.93 g/mL and the refractive index of 1,361-1,367. The capillary image was
characterized by being little colored, high and with its four defined areas. Alkaloids,
triterpenes and steroids, coumarins, saponins, essential oils, reducing sugars, phenols
and tannins, flavonoids, amino acids and free amines were identified. The total
flavonoid content was 1.99-2.79 mg/g of dry drug and the UV-VIS spectral fingerprint
allowed obtaining several absorption maximum. The quality indicators that are
reported constitute a reference standard for the control of the ethanol extract of the
leaf as a final product and in the technological process.

Key words: Azadirachta indica A. Juss, quality, ethanol extract, total flavonoids.
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INTRODUCCION

La medicina tradicional esta presente en todas las culturas del mundo. Se define como
el conjunto de todos los conocimientos y practicas usadas en la prevencién,
diagnéstico y eliminacion de desequilibrios fisicos, mentales o sociales, confiado
exclusivamente en la experiencia practica, observacion y transmision de generacion en
generaciéon en forma oral o escrita. En 1977, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) adoptd una estrategia sobre esta, instando a los gobiernos miembros a priorizar
y perfeccionar sus sistemas médicos tradicionales.

El uso de tales practicas de salud es tan antiguo como la aparicion de la especie
humana, porque desde el principio de la civilizacion fueron parte de las estrategias de
atencion familiar y comunitaria. Entre las mas utilizadas y difundidas a través de la
cultura popular, las plantas medicinales ocupan un lugar destacado y durante mucho
tiempo fueron el principal recurso terapéutico utilizado para tratar la salud de las
personas y sus familias.? La medicina herbaria es apreciada por su costo bajo y por los
reducidos indices de toxicidad, en comparacién con los productos de sintesis.’

En la actualidad existe gran interés por la medicina tradicional y dentro de esta, la
medicina herbaria, que ha generado numerosos estudios divulgados en prestigiosas
publicaciones, asi como en los ultimos tiempos se ha potenciado su uso con la
investigacion y desarrollo de productos fitoterapéuticos. No obstante, hay poca
prescripcion de medicamentos de origen vegetal por parte de los profesionales de la
salud; los tratamientos estan basados mayormente en farmacos sintéticos, incluso
para los problemas de salud diagnosticados como enfermedad leve.* Para el caso de
las poblaciones rurales, el acceso a los medicamentos farmacoldgicos se torna
restringido por multiples razones, como el traslado a una farmacia, los costos altos, los
aspectos culturales, el dificil acceso a centros de salud, entre otros, optando siempre
por la medicina herbaria que estd a su alcance.’

Se estima que alrededor del 80 % de la poblacién mundial recurre a la medicina
tradicional herbolaria para la atencidon primaria de la salud. En Asia, millones de
personas mantienen su salud mediante el uso de hojas, raices y cortezas de arboles.

Segun reconocidos investigadores, practicamente todas estas plantas han sido

Joan Manuel Alvarez Consuegra 1
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reveladas para su utilizacion en la medicina tradicional. De acuerdo a la capacidad
cientifico-técnica predominante, las nuevas tecnologias de la informacién y las
comunicaciones, asi como la abundante diversidad biolégica, el desarrollo de la salud
de las sociedades se ve altamente favorecido.

En Cuba, los investigadores laboran con estos recursos que ofrece la naturaleza en el
disefo de diversos proyectos cientificos. El fin es conseguir productos con alta calidad,
seguridad y eficacia que se extiendan de manera asequible y racional a la poblacién y
contribuyan a reducir los costos del pais.°

El arbol del neem, nim o margosa, cuyo nombre cientifico es Azadirachta indica A. Juss,
es una planta medicinal muy versatil perteneciente a la familia Meliaceae y se
encuentra extensamente distribuida en Asia, Africa y otras partes tropicales del
mundo. Posee un uso ancestral y ha sido utilizada en la medicina tradicional por su
amplio espectro de propiedades medicinales. Sin embargo, las investigaciones
cientificas de sus propiedades terapéuticas se estan realizando desde hace pocos
afios.” En Cuba, se introdujo en la primera década del siglo XX, pero empezd a
generalizarse su cultivo en el pais en la década de los afios 90.2

Desde los inicios de la historia humana se ha generado informacién cultural de los
campesinos, en el cual se explica el aprovechamiento y beneficio de la Azadirachta
indica por sus propiedades medicinales. En la Antigliedad, los herbolarios hindues
descubrieron las propiedades de esta planta y su uso se encuentra documentado
desde hace 4000 afos. Se sabe que lo emplearon para tratar muchas enfermedades y
calmar dolencias. Dicha planta es conocida como la “farmacia de la aldea” o también
como la “botica del pueblo”.’

Se han empleado la hoja, la flor, la corteza, el fruto, el aceite esencial y la raiz para
tratar varias enfermedades.’® Muchos investigadores reportan la obtencién de
diferentes extractos y la purificacion de distintas fracciones de estos, los cuales poseen
significativas propiedades antioxidantes, hepatoprotectoras y quimiopreventivas

11,12

contra el cancer. Igualmente existe evidencia cientifica preliminar que demuestra

que determinadas fracciones de diferentes extractos de esta planta poseen

13,14

propiedades antidiabéticas, antiinflamatoria y antiulcerosa. Otros sugieren que

Joan Manuel Alvarez Consuegra 2
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extractos de la planta poseen significativas propiedades antibacterianas, antivirales,
. . pr . 15,16

antiparasitarias y antifungicas.

Por otro lado, se reporta que el arbol del nim es probablemente la especie botanica
mas estudiada en la actualidad por su alta eficiencia como repelente, plaguicida y
pesticida, con bajo efecto residual. La hoja, el fruto, la semilla y la corteza rinden
azadiractina, salanina, meliantriol y varios triterpenoides relacionados (limonoides)
con una accién pesticida comprobada contra una gran gama de plagas de insectos y

s sy e 17 .

nematodos que afectan las cosechas de vegetales, granos y citricos.”” Las propiedades
insecticidas varian de acuerdo a las procedencias, dependiendo de la edad del arbol y
de las condiciones climaticas locales.

Numerosos estudios de laboratorio y de campo usando extractos de la hoja, del meollo
de las semillas y estas pulverizadas, aplicados a las cosechas como un rocio o polvo
foliar, han demostrado la eficacia de sus agentes naturales pesticidas, repelentes y

disuasivos del forrajeo por los insectos.'®*

Se ha reportado la reduccion de la
fecundidad, la actividad ovicida, la mortalidad larval y las anormalidades en el
desarrollo de una variedad de plagas de coledpteros, dipteros, hemipteros,
heterépteros, homodpteros, himendpteros, lepiddpteros, ortdpteros y tisandpteros

expuestos a los extractos de la margosa y la azadiractina en particular.>*!

Las hojas
secas, al igual que sus extractos, se usan extensamente en Asia y Africa como una
manera efectiva para proteger las cosechas almacenadas, en particular los cereales, las
legumbres y el maiz contra el ataque por las plagas de insectos, incluyendo los insectos
bracidos y otras larvas de coledpteros y lepidépteros.?” También la hoja se usa para
mantener los insectos fuera de los libros y las ropas, para la preparacion de una locién
antiséptica y para hacer cataplasmas en heridas y una gran variedad de enfermedades
de la piel.”

Teniendo en cuenta estos antecedentes sobre las propiedades plaguicidas y pesticidas
de la Azadirachta indica A. Juss,"” " la empresa Laboratorio Bioldgico-Farmacéutico
(LABIOFAM) de Mayari, Holguin, ha formulado un extracto en etanol elaborado a partir

de la hoja con vista a su aplicacion como principio activo de un champu medicinal con

uso pediculicida. Por tanto, existe la necesidad de evaluar la calidad fisica, fisico-
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qguimica y quimica de este extracto con vista a su aplicacion farmacéutica, por lo que se
disefa esta investigacion como parte de la politica establecida en nuestro pais para el
vinculo Universidad-Empresa, respondiendo al siguiente problema cientifico.
PROBLEMA CIENTIFICO.

El extracto en etanol de la hoja de Azadirachta indica A. Juss, proporcionado por la
empresa LABIOFAM Mayari-Holguin, no posee evidencias de su calidad fisica, fisico-
guimica y quimica para su utilizacion farmacéutica.

Como Hipétesis de la investigacidn se propone:

Si el extracto en etanol de la hoja de Azadirachta indica A. Juss posee calidad fisica,
fisico-quimica y quimica, entonces podra ser utilizado como principio activo de un
champu medicinal para uso pediculicida.

La investigacion responde al siguiente Objetivo general:

1. Evaluar la calidad fisica, fisico-quimica y quimica del extracto en etanol de la hoja
de Azadirachta indica A. Juss.

Objetivos especificos:

1. Elaborar cuatro lotes del extracto en etanol de la hoja de la especie.

2. Determinar parametros de calidad fisicos, fisico-quimico y quimicos del extracto

en etanol de la hoja de la especie.

Joan Manuel Alvarez Consuegra 4
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CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Familia Meliaceae. Generalidades

Esta familia esta representada por arboles lefiosos de diferentes grados de desarrollo.
Posee 54 géneros y unas 1250 especies distribuidas especialmente en las regiones
calidas de todo el mundo y también con algunos representantes en las zonas
templadas.®* Ocupa gran variedad de habitats, que van desde bosques lluviosos hasta
areas semidesérticas. Descrita por Ventenat en 1799, se incluye dentro del orden
Sapindales. Se encuentra dividida en cuatro grandes subfamilias: Melioideae,
Swietenoideae, Quivisianthoideae y Capuronianthoideae. Posee similitudes con las
familias Anacardiaceae, Burseraceae, Rutaceae, Sapindaceae, Simaroubaceae vy
Zygophyllaceae.”

Entre los géneros que la componen se pueden citar: Cabralea, Carapa, Cedrela,
Guarea, Ruagea, Schmardea, Swietenia, Trichilia, Melia, Swietenia, Toona,
Entandrophragma y Azadirachta.

En América tropical hay ocho géneros y alrededor de 130 especies. Los géneros Melia y
Azadirachta, nativos de Asia, también se cultivan ampliamente en América, donde
existen varios centros de diversificacion, entre ellos los de la Amazonia (en Brasil, Peru
y Ecuador), el sur de México y norte de Guatemala y las Antillas. Sus ejemplares se
distinguen por el fuerte olor de su corteza.”®

Varios de estos géneros son de importancia econdmica en la industria maderera a nivel
mundial. Por ejemplo, la madera de la caoba (Swietenia spp.) y el cedro (Cedrela spp.)
son codiciadas en el mundo por su resistencia a las plagas, su bello color y su dureza.
Otros, como la Cabralea canjerana (cancharana) posee madera resistente utilizada en
la elaboracién de postes y en la fabricacién de imagenes religiosas y Melia azederach L.
(paraiso), cuya madera es de buena calidad, vistosa y facil de trabajar, tanto para
aserrar como para la fabricacién de muebles, puertas, ventanas, usos en ebanisteria,
enchapados y terciados. De las semillas de Carapa guianensis se extrae un aceite usado
en la manufactura del jabdn, con propiedades insecticidas; asi como del neem
(Azadirachta indica) se obtiene un insecticida poderoso. Ademads, se destacan las

propiedades medicinales para muchas de estas especies.?*?’

Joan Manuel Alvarez Consuegra 5
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En el Archipiélago cubano, las especies de esta familia, habitan en diferentes
formaciones vegetales, en llanuras o pequeiias elevaciones, aunque pueden
encontrarse individuos aislados hasta los 600 metros sobre el nivel del mar.?®

I.1.1 Género Azadirachta. Caracteristicas generales

Este género fue descrito por Adrien-Henri de Jussieuy publicado en Mémoires du
Muséum d'Histoire Naturelle 1830.% La palabra Azadirachta es derivada del persa
azaddhirakt que significa “arbol noble”.*

Es un género de arboles siempre verdes, con dos especies aceptadas hasta enero de
2013: Azadirachta excelsa (Jack) Jacobs y Azadirachta indica A. Juss.*! Esta ultima es de
origen asiatico, introducida en el Nuevo Mundo y posee una importancia potencial
relevante. En los ultimos afos, se ha incrementado el interés de la ciencia por esta
especie, ya que dos decenios de investigacién revelan resultados prometedores en
tantos campos, que pudiera aportar enormes beneficios a la humanidad. En la India,
desde hace siglos se recurre a este darbol para aliviar el dolor, la fiebre y las
infecciones.? Es una planta increible que ha sido declarada por las Naciones Unidas
como el "Arbol del siglo (XXI)". La Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos
de América, publicé en 1992 un informe titulado: "Neem: Un arbol para resolver
problemas globales".****®

1.1.1.1 Azadirachta indica A. Juss.

Nombre cientifico: Azadirachta Indica A. Juss

Nombres comunes: Neem en inglés e hindl, margosa y paraiso de la india en

36 7
,

espafo azad-darakth-E-hind en Persia, india lilac,>’ nim, cinamomo, acederaque,
planta milagrosa.*®

Clasificacion taxonomica

Reino: Vegetal

Divisién: Embriofitas

Subdivisidn: Angiospermas

Clase: Dicotiledéneas

Orden: Rutales

Suborden: Rutinae

Joan Manuel Alvarez Consuegra 6


https://es.wikipedia.org/wiki/Adrien-Henri_de_Jussieu
https://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9moires_du_Mus%C3%A9um_d%27Histoire_Naturelle
https://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9moires_du_Mus%C3%A9um_d%27Histoire_Naturelle
https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81rbol
http://www.theplantlist.org/tpl/record/kew-2667001

Trabajo de Diploma | Capitulo I. Revision Bibliografica

Familia: Meliaceae

Subfamilia: Melioideae

Género: Azadirachta

Especie: Azadirachta indica A. Juss>>***!

1.1.1.1.1 Descripcion botanica

Es un arbol de tamafio mediano a grande (Figura 1), de hoja perenne tropical de rapido
crecimiento (hasta veinte pies en tres afios) relacionado con la caoba. Se caracteriza
por tener un tronco recto y corto. Posee una corteza gris, o gris oscura, aspera y café
rojiza en su interior. Esta varia mucho en grosor segun la edad y las partes del arbol de
donde se extrae; la superficie externa es rugosa y fisurada; la superficie interior
laminada amarillenta y folidcea, fractura, fibrosa; olor caracteristico y sabor amargo.
Las hojas compuestas (Figura 2) imparipinadas alternas de 20 a 38 cm de largo y
provistas de 8 a 19 foliolos alternados u opuestos, ovalo-lanceolados, oblicuos o
subfalciformes, falciforme-lanceolados vy brillantes, de 7-8,5 cm de largo y 1,0-1,7 cm
de ancho. Raquis de 15-25 cm de largo y 0,1 cm de grosor. El drbol a menudo estd
cubierto de delicadas flores a principios del verano. Estas son blancas o amarillo-
palido, fragantes, pequefias, olorosas, numerosas en largas paniculas axiales,
hermafroditas y miden de 5 a 15 cm de largo (Figura 3). Florece entre marzo y mayo. El
fruto es una drupa pequeiia, semidulce, indehiscente en forma de nuececilla y tamafio
de una aceituna, verdes, amarillas cuando maduran, aromatico, oblongo u ovoide-
oblongo, de 1,3 a 1,8 cm de largo (Figura 4), con una sola semilla exalbuminosa y

%49 E] aroma que presenta las semillas es muy parecido al

maduran de junio a agosto.
que caracteriza el ajo, en el interior es rica en aceite con numerosas propiedades
medicinales y botdnicas. El arbol logra su maxima produccidon de frutos a los 10 afios y
llegan a vivir hasta 200 afios.>”*

1.1.1.1.2 Habitat y distribucion

El neem se adapta a un extenso rango de climas y condiciones de suelos, en
elevaciones entre el nivel del mar y los 700 m. Sin embargo, puede crecer en altitudes
de hasta 1500 m, en tanto las temperaturas permanezcan moderadas, ya que no

soporta el frio o la congelacidn. Tolera las temperaturas extremadamente altas, pero
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su rango normal esta cerca de los 9,5 a 37 °C. También es altamente tolerante a la
sequia y una vez establecido, puede sobrevivir a estaciones secas de 7 a 8 meses.
Requiere tan poco como 150 mm de lluvia por afio en areas en donde el sistema de
raiz pueda acceder al agua subterranea dentro de los 9 a 12 metros de la superficie; sin
embargo, se desarrolla mejor en zonas que reciben de 450 a 1200 mm al afio.*
Prefiere los suelos profundos, permeables y arenosos, pero puede plantarse en una
amplia variedad de tipos de suelo, incluyendo sitios dificiles donde la mayoria de otras
especies no se desarrollan bien. Puede prosperar en suelos rocosos, secos, poco
profundos e infértiles, pero no se recomienda para ciénagas barrosas o fangosas,
suelos barrosos, salinos, o donde la superficie sea dura o se hallen capas de laterita.
Tampoco debe sembrarse donde los suelos se vuelvan empapados o temporalmente
inundados. Se desarrolla en suelos de pH en el rango de 5,2 a 7,0, pero puede crecer
dentro de un rango de pH de 5,0 a 8,0. Los drboles maduros demandan mucha luz,
pero las plantulas toleran la sombra moderada durante su primera temporada de
crecimiento en sitios secos.*

Actualmente se encuentra distribuido en mas de 78 paises, en el continente Asidtico,
Africano, Oceania, Centro y Sur de América. Se tiene una probabilidad que en la
actualidad en el mundo existe un aproximado de 200 millones de arboles, gran parte
de estos se encuentran en Asia, donde se desarrollan bajo cultivo y de manera
silvestre.***

1.1.1.1.3 Composicidon quimica

En los ultimos ainos, se han aislado mdas de 25 principios activos diferentes de esta
especie vegetal, mostrando una variada composicién quimica como se describe a
continuacion:

- Azadiractina (AZA) (Figura 5): Del grupo de los tetranortriterpenoides conocidos
como limonoides. Es una amalgama de siete compuestos isoméricos etiquetados como
azadiractina A-G y la E es mas eficaz.”® La semilla contiene las concentraciones mas
altas de este compuesto, pero también se puede encontrar en la corteza, hoja y fruto.
A partir de los tres-cuatro afios de edad un arbol produce alrededor de 50 kg al aio, lo

que da una idea de su potencial como fuente de sustancias biocidas.*’
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Figura 1. Arbol de Azadirachta indica® Figura 2. Hojas®’

Figura 3. Flores®’ Figura 4. Frutos®’
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- Salanina, meliantriol, nimbina (Figura 5), nimbidina, nimocinolida e isonimocinolida:
Se han identificado en la semilla, con probable actividad antialimentaria, de inhibicién
del crecimiento y de la oviposicidn. También se encuentran en la hoja.48

- Azadiradiona (semillas y frutos) (Figura 5),*° gedunina (Aceite de la semilla y corteza)
(Figura 5),° vepinina (Aceite de la semilla), amorastaitina (Hoja), vilasinina (Hoja),
nimbolina (Semilla).*’

- Acido margésico, nimbolida (Hoja), meliacina, esteroides (Hoja y fruto) (sitosterol),
alcaloides, flavonoides (quercetina) (Hoja), glicésidos cardiacos, saponinas,
compuestos fendlicos, taninos, antraquinonas, carotenoides, cetonas y minerales (zinc,
hierro, cobre, sodio, manganeso, calcio, magnesio, potasio y fésforo) (Hoja).>**¢°1>?

- Tetrasulfuro ciclico y trisulfuro (Tallo).>

- Nimbaneno, 6-desacetilnimbineno, nimbandiol, acido ascérbico, n-hexacosanol, 7-
desacetil-7-benzoilazadiradiona, nimbiol, 7-desacetil-7-benzoilgedunina, 17-
hidroxiazadiradiona, nimbolinina, nimbinato de sodio (Hoja).54

- Epoxiazadiradiona, deacetilnimbina, nimocina, nimocinol, nimbocinona,
isoazadirolida, margosinolida, nimbandiol.”

1.1.1.1.4 Actividades bioldgicas

Han sido evaluadas diversas propiedades farmacoldgicas de esta especie vegetal con
resultados muy alentadores para su utilizacidén en la terapéutica clinica, entre las que
se destacan: antinflamatoria (Hoja, corteza, fruto y aceite de la semilla),“g’%'58
antipirético (Hoja y aceite esencial),** antidiabético y antihiperlipidémico (Semilla y

52,59,60

hoja), antibacteriana (Hoja, semilla, ramas y aceite de la hoja, semilla y

61-63 50,53,64

corteza), antifungica (Hoja, semilla y aceite de la semilla), anticarcinogénica

(Hoja),® antimaldrica (Hoja y corteza),?® antiulcerosa (Hoja)®’ y cicatrizante (corteza del
tallo).®® También posee propiedades como insecticida, larvicida, garrapaticida (semilla,

hoja, fruto maduro, aceite de la semilla y corteza)®”*®

y ha sido utilizado como
cosmético herbal (Eficaz en infecciones de la piel, erupciones cutaneas y espinillas,

refuerzo de la inmunidad y antiobesidad).*®
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Han sido estudiados la mayoria de sus érganos vegetales y el aceite esencial extraido
de varios de estos, mostrando las mayores potencialidades la hoja, la semilla y el
aceite esencial extraido de esta ultima.

Un gran numero de los componentes quimicos aislados también han sido evaluados
desde el punto de vista bioldgico, demostrandose sus propiedades, entre las que se
pueden citar:

- AZA: Se considera un fitotoxico de amplio espectro, de bajo efecto residual, sin
toxicidad para los seres humanos y al medio ambiente. Es uno de los dos principios
biocidas mas estudiados y de mayor concentracion en esta especie. Es un 90 % efectivo
sobre la mayoria de los pardsitos y cerca de doscientas especies de insectos nocivos

* Se ha reportado su accién antimalarica.”® Interfiere en la

para las plantas.
metamorfosis de las larvas de los insectos interrumpiendo su desarrollo.”* Su poder
insecticida se ha confirmado en 500 especies de insectos plaga y su baja toxicidad en
campo para vertebrados e insectos benéficos (parasitoides, abejas y depredadores) ha
sido remarcada. La azadiractina y los otros limonoides de las semillas inhiben la enzima
gue cataliza el ultimo paso del proceso que convierte a la ecdisona en la hormona
activa 20-hidroxiecdisona. Entre sus efectos se destacan la inhibicidon del apareamiento
y la comunicacion sexual, impedimento de la ovoposicidén y la eclosion de huevos,
esterilidad en adultos, bloqueo de los pasos de mudas necesarias para entrar a la
siguiente etapa del desarrollo, efecto antialimentario y el bloqueo de la sintesis de
quitina.72

- Azadiradiona: Muestra una  significativa  actividad  antinociceptiva y
antinflamatoria.”®> También han sido demostradas sus propiedades antifungica,
antimalarica, antidiabética, antimicobacterial, antiulcerosa y para el tratamiento de la
enfermedad de Huntington.”

- Gedunina: Posee actividad antifungica® y antimalarica.”

- Compuestos de azufre, como el tetrasulfuro ciclico y el trisulfuro: Muestran
actividad antifingica frente a Trichophyton mentagrophytes.>

- Nimbina y nimbidina: Estos dos componentes poseen actividad antiviral, por lo cual

han tenido gran éxito empleandolos contra el virus de la papa y de las enfermedades

Joan Manuel Alvarez Consuegra 10



Trabajo de Diploma | Revision Bibliografica

venéreas de las aves, es decir evita las enfermedades virales de las cosechas y del
ganado. Ademds, de la nimbidina han sido demostradas sus propiedades
antinflamatoria, antiartritica, antipirética, hipoglicemiante, antiulcerosa, antifingica,
antibacteriana, espermicida, analgésica y diurética. Estudios realizados sugieren que
este compuesto suprime las funciones de los macréfagos y neutroéfilos relevantes para
la inflamacidn. La nimbina es espermicida, antihistaminica, antinflamatoria,
antimicdtica y antiséptica.>’>>>°

- Nimbolida: Muestra actividad antimaldrica porque previene el crecimiento del
Plasmodium falciparum.”También ha sido reportada su accion antibacteriana.?’

- Fitosteroles: Posee accién antiulcerosa.’’

- Nimbidol: Es antituberculoso y antiprotozoario.”

- Quercetina: Es antiinflamatoria, antioxidante y antibacteriana.>

- Aceite de la semilla: Es repelente de insectos, antifungico, antibacterial y
antiinflamatorio. Efectivo en el tratamiento del acné, quemaduras, herpes, llagas y
psoriasis, ademas reduce el prurito, enrojecimiento, dolor y costra como consecuencia
de estas afecciones.”

1.1.1.1.5 Antecedentes de estudios cientificos con la especie

Esta especie vegetal ha sido estudiada extensamente desde el punto de vista cientifico,
debido a los diversos usos tradicionales que se le han atribuido a lo largo de la historia
y la identificacion de varios compuestos quimicos que justifican sus propiedades
biolégicas. Algunos de estos se resumen a continuacion:

Labrada y colaboradores (2018) reportaron la evaluacidon de diferentes niveles de
radiacion gamma (1, 5, 10, 20 y 25 kGy) sobre caracteristicas organolépticas, fisicas y
quimicas y algunos parametros de calidad del aceite esencial de los frutos de esta
especie. Los niveles de irradianza evaluados estimularon variaciones en funcion de las
dosis aplicadas, sin embargo, no modificaron significativamente (p > 0,05) ninguna de
las variables contempladas en el estudio y las caracteristicas organolépticas se
mantuvieron invariables con respecto al control. Se comprobd la formacion de otros
compuestos utilizando Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR). Se concluye

que los niveles de radiaciones establecidas no modifican significativamente las

Joan Manuel Alvarez Consuegra 11



Trabajo de Diploma | Revision Bibliografica

propiedades fisicas y quimicas del aceite esencial y tampoco se forman moléculas mas
complejas que puedan alterar las propiedades del mencionado aceite.”®

Arinze y Alumanah (2018) informaron sobre la influencia del método de secado al sol
sobre la composiciéon quimica de un extracto acuoso por decoccidn de las hojas de esta
especie, usando métodos fitoquimicos estandar [Quimico y Cromatografia en Capa
Delgada (CCD)]. Como resultado se obtuvo que los extractos de la hoja fresca y seca
contienen azucares reductores, flavonoides (Quercetina, quercetina-3-rutindsido y
guercetina-3-ramndsido), saponinas, antraquinonas, taninos, aglicona esteroidal,
glicdsidos cardiacos y cianogénicos, terpenoides y azucares (Fructosa, ramnosa, xilosa
y manosa). También se detectd la presencia de vitamina C en el extracto de las hojas
frescas, pero no en el de hojas secas, mostrando que el secado afecta los
constituyentes fitoquimicos de esta planta medicinal.”’

Priyanka y colaboradores (2017), reportaron una caracterizacién fitoquimica vy
bioguimica de la hoja de esta especie. El anadlisis fitoquimico de los extractos en
metanol y en agua mostrd la mayor concentracion de glicdsidos cardiacos y saponinas
respectivamente; mientras que las menores concentraciones fueron para las saponinas
en el extracto en metanol y alcaloides, flavonoides y azucares reductores para el
extracto acuoso. En cuanto a los parametros bioquimicos, la estimacién del contenido
de prolina mostro valores altos (25 pg), plantedndose la importancia de este resultado,
pues este compuesto juega un papel fundamental en el funcionamiento de las
articulaciones y los tendones, es terapéuticamente importante para enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer’s y Parkinson, Diabetes Mellitus tipo 2 y
Policitemia Vera. El contenido de clorofila fue de 59, 148 ug/mL, mientras que el de
carbohidratos en base a la glucosa, fue bajo.*®

Serrato y colaboradores (2014), publicaron sus resultados en cuanto a la evaluacion de
la actividad antibacteriana e insecticida de extractos de la semilla. Partieron de la
obtencidn de los extractos, los que tuvieron rendimientos variables. El mayor valor se
obtuvo utilizando el acetato de etilo en Soxhlet con la pepita de la semilla (5,2 g/10 g
de peso seco). Los extractos con mayor efecto antimicrobiano fueron los de tipo

Soxhlet (de etanol y de acetato de etilo) en las bacterias Proteus mirabilis, Salmonella
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sp. y Shigella sp., seguido por el macerado metanol-cloroformo en las bacterias
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli y el acuoso con efecto sélo sobre la bacteria
Klebsiella pneumoniae. EI mayor efecto insecticida (100 %) sobre Acanthoscelides
obtectus Say (gorgojo del frijol) fue producido por el extracto concentrado de la semilla
en acetato de etilo y la dilucion 1:1 en etanol absoluto, en las aplicaciones de aspersién
directa y en grano, seguidos por la aplicacion en dieta, donde causé una mortalidad de
90 y 86,6 % para estos mismos tratamientos, respectivamente. Con lo anterior se
observa que la efectividad de este extracto es mejor si se aplica directamente. En la
aplicacién de etanol, considerado como control, no sobrepasé el 20 % de mortalidad
en las distintas aplicaciones.”®

Isea y colaboradores (2013), publicaron una revisidon sobre el efecto garrapaticida de
esta especie vegetal. Se concluyd que la hoja o la semilla pueden ser utilizadas con
potencial éxito en el control de garrapatas en diferentes especies animales. Los
extractos acuosos de hoja o de semilla, de disolventes orgdnicos o el aceite de la
semilla, parecen tener efectos téxicos dosis-dependientes, letales y directos, sobre
garrapatas adultas, ninfas, larvas y huevos; pero también efectos sobre el ciclo
reproductivo, como disminucidon de la masa de huevos y modificacién del nimero y
tiempo de eclosiones. Cuando se emplea la semilla para obtener extractos en agua,
concentraciones de 5 a 10 % (m/v) han sido eficaces, mientras que con la hoja
requieren ser probablemente de al menos 15 % (m/v), para obtener un efecto téxico
letal directo sobre el pardsito adulto. Con concentraciones inferiores podrian
conseguirse efectos téxicos sobre su reproduccién. Los extractos con el aceite de la
semilla, o de disolventes organicos de hoja o de semilla, parecen tener similar eficacia
a concentraciones inferiores al 5 % y los extractos acuosos de hoja fresca o seca han
mostrado efectos garrapaticidas.*®

Otro reporte sobre la evaluacion del efecto insecticida del extracto en etanol de la
semilla sobre ninfas de la chinche de los pastos (Collaria scenica Stal.) informa por
primera vez en la literatura que la AZA contenida en este extracto a concentraciones
entre 50 y 250 ppm resulta tener un importante efecto sobre esta. El tratamiento a

250 ppm resulto ser el mas eficaz, presentando la mayor mortalidad, el menor numero

Joan Manuel Alvarez Consuegra 13



Trabajo de Diploma | Revision Bibliografica

de exuvias y adultos. Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticas entre los
tres tratamientos experimentales, reafirmando la eficacia de este compuesto sobre C.
scenica. El extracto parece actuar como inhibidor del desarrollo de las ninfas,
reduciendo la ecdisis hasta en un 50 % y causando alteraciones como mudas
incompletas que terminan ocasionando la muerte del insecto antes que este pueda
completar su desarrollo y reproducirse.”?

Esparza y colaboradores (2010), informaron sobre la concentraciéon de AZA en cuatro
extractos elaborados a partir de la semilla de esta especie vegetal y su efectividad
insecticida sobre Aphis gossypii Glover, asi como posibles efectos toxicos sobre Ixora
coccinea L. Para ello se compararon los extractos por extrusidon simple, extrusion
metandlica en frio (metandlico), Soxhlet-hexano (hexanico) y acuosa (acuoso). Los
anadlisis de los extractos por CLAR mostraron concentraciones significativamente
diferentes de 2478, 565, 422 y 150 ppm de AZA en el extracto de metanol, de hexano,
oleoso y en agua, respectivamente. El bioensayo para determinar el efecto insecticida
y la fitotoxicidad de los extractos consistié en exponer 10 ninfas de A. gossypii a hojas
de I. coccinea tratadas con cada extracto a dosis de 0,01; 0,1y 0,2 mg de AZAen 5 cm?
y un testigo con agua, con tres repeticiones. La mortalidad se midioé a 24, 48 y 72 h.
Sélo el extracto oleoso produjo lesiones en 35 % del area foliar tratada con dafio
medio y nivel cinco de fitoxicidad en /. coccinea. Se encontraron diferencias significati-
vas en la mortalidad de A. gossypii por tipo de extracto, tiempo y dosis, asi como en las
interacciones dosis tiempo y dosis tipo de extracto. El extracto con el mayor potencial
insecticida fue el de metanol (0,2 mg AZA), con 100 % de mortalidad a 48 y 72 h. La
aplicacién simultdnea del metanol en extrusion extrae mas AZA de la semilla, lo que
promueve una mayor actividad insecticida.”®

Se realiz6 un estudio clinico en seis semanas para verificar la eficacia del gel dental del
extracto de neem con enjuague bucal de gluconato de clorhexidina (0,2% m/v) como
control positivo. Los resultados mostraron que el gel dental redujo significativamente
el indice de placa y recuento bacteriano en comparacién con el grupo control.®

La administracién del polvo liofilizado del extracto de la corteza durante 10 dias a la

dosis de 30 mg dos veces al dia mostré una disminucién significativa (77 %) de la
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secrecion de acido gastrico. El extracto de la corteza a la dosis de 30-60 mg dos veces
al dia durante 10 semanas curd casi por completo las Ulceras duodenales, un caso de
Ulcera esofagica y un caso de ulcera gastrica cicatrizd completamente cuando se
administrd a la dosis de 30 mg dos veces al dia durante 6 semanas.®!

1.2 Estudios de calidad de extractos vegetales. Caracteristicas e importancia

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica clinica que se
utiliza desde la antigliedad. Esto ha condicionado que en la actualidad se profundice en
el conocimiento y estudio de las especies vegetales que poseen propiedades
medicinales, lo que es propiciado, no sélo por el regreso a lo natural que ocurre de
forma general en la sociedad, sino también por la creciente evidencia sobre su
seguridad y eficacia.®

Muchos de los productos a base de plantas medicinales se promocionan con las
caracteristicas de curar diferentes padecimientos; sin embargo, la mayoria no incluye
la informacidn cientifica necesaria que garantice su calidad, es decir, que se tomen en
cuenta factores extrinsecos e intrinsecos para su producciéon, como son, en el caso de
los extrinsecos, una correcta identificacion y autentificacién de la planta, impurezas
gue pueda contener (plaguicidas, micotoxinas y demads sustancias téxicas) asociadas a
toda la cadena de produccién; asi como factores intrinsecos, entre ellos el tipo de
metabolitos y la proporcidn de éstos, los cuales contribuyen a la actividad terapéutica
o a la toxicidad. Las anteriores consideraciones son fundamentales para establecer la
calidad de las plantas medicinales o de los productos elaborados a base de estas y la
calidad incide directamente en su eficacia y seguridad (inocuidad), razén por la que
representan un enorme desafio para las autoridades de salud que tienen que
regularlas.®

En los medicamentos a base de plantas medicinales, la calidad es un requisito bdsico,
no sélo por su significacion intrinseca, sino porque constituye la base sobre la que
reposa la reproducibilidad de los pardmetros de seguridad y eficacia.?” La calidad, de
acuerdo con la norma NOM-001-SSA-2010, se define como el “cumplimiento de

especificaciones establecidas para garantizar la aptitud de uso”.®
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Como los medicamentos a base de plantas son mezclas complejas que se originan a
partir de fuentes bioldgicas, se necesitan grandes esfuerzos para garantizar una calidad
constante y adecuada. Al seleccionar cuidadosamente el material vegetal y un proceso
de fabricacién estandarizado, el patréon y la concentracidon de los componentes de los
medicamentos a base de plantas deben mantenerse lo mds constante posible, ya que
este es un requisito previo para obtener resultados terapéuticos reproducibles.®

El control de la calidad de las drogas vegetales y sus derivados (extractos y formas
farmacéuticas terminadas), garantiza su identidad, pureza (ausencia de contaminantes,
falsificaciones o adulteraciones) y contenido en principios activos o marcadores. Las
exigencias concernientes al control de la calidad, asi como los métodos a utilizar, se
recogen principalmente en las Farmacopeas®, asi como en normas nacionales e
internacionales, monografias de la OMS y cientificas.?®

Los medicamentos a base de plantas y los productos derivados de estos son un grupo
diverso para los que hay disponibles diferentes (y a menudo limitados) niveles de
evidencia. El aseguramiento de la calidad basado en los esquemas existentes depende
en gran medida de los controles en las etapas finales de produccion y, al menos para
aquellos productos para los que existen monografias, de procedimientos analiticos
sélidos.®

Se estima que hasta la fecha se encuentran documentadas 28,187 especies vegetales
con usos medicinales y de éstas, sélo se encuentran inscritas en farmacopeas un
porcentaje menor (aproximadamente 16 %), lo que evidencia que se deben hacer
mayores esfuerzos en la regulacién para controlar y garantizar una mayor calidad de
las plantas que seran usadas como productos herbolarios.?*

Como la calidad de los fitofarmacos es el parametro clave para la seguridad y la
eficacia, es importante caracterizar varios constituyentes o grupos de constituyentes y
definir rangos adecuados. Los componentes especificados deben tener relevancia para
la seguridad y la eficacia y representar una parte sustancial del medicamento a base de
plantas. En el futuro, deberia ser posible caracterizar y etiquetar aun mas los
medicamentos a base de plantas para la transparencia y el control, incluso mas alla de

las monografias farmacopeicas.®
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1.2.1 Parametros de calidad de extractos vegetales

Con el objetivo de determinar si los extractos vegetales elaborados poseen los
requerimientos de calidad necesarios para su aplicacién farmacéutica u otras, se les
determinan algunos pardmetros de calidad fisicos y fisico-quimicos, como establece la
Norma Ramal de Salud Publica 312, tales como:

- Requisitos organolépticos: Permiten determinar color, olor y sabor de un
determinado extracto y analizar si son caracteristicos de ellos, en caso de conocerse.

- Potencial hidrogenidnico (pH): Permite conocer la concentracién de iones hidronio
o hidroxilos, cuyo control es necesario para garantizar la estabilidad del extracto (y su
compatibilidad con otras sustancias, en caso de formar parte de una forma
farmacéutica o con el sitio de aplicacidon o con las vias de absorcidn, si constituye un
medicamento herbario).

- indice de refraccién: Mediante esta determinacién se conoce el nimero de
impurezas presentes y la transparencia del extracto.

- Densidad relativa: Mediante esta determinacidn se conoce la masa de sustancia
por unidad de volumen con respecto a la masa de un volumen igual de agua a 4°C.

- Solidos totales: Permite determinar la cantidad total de sdlidos disueltos en el
extracto.

- Contenido alcohdlico: Este analisis ofrece el dato del contenido alcohélico que
posee la disolucién. Esta determinacidn es muy importante, pues la proporcion de
alcohol varia durante el proceso extractivo, por su evaporacion, por el contenido de
humedad de la droga y por la extraccion propiamente de los compuestos solubles.

- Analisis capilar: Esta determinacion posibilita identificar mediante el analisis de la
imagen obtenida (en la que se distinguen 4 zonas: franja, sub-franja, banda y sub-
banda) la que puede o no variar su coloracion y su altura, los componentes en cuestién
que posee el extracto.?’

Desde el punto de vista quimico también se determinan parametros de calidad, como
la identificacion de los principios activos, tanto de forma cualitativa como cuantitativa.
La identificacién cualitativa se basa en el desarrollo de reacciones quimicas donde, de

forma general, la aparicion de un determinado color o formacién de un precipitado, es
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indicativo de la presencia de una clase de metabolito secundario. Esta técnica no da un
criterio absoluto sobre determinados constituyentes, porque pueden ocurrir diversas
interferencias, pero permite poseer una idea sobre la posible presencia de estos.®’
Otros pardmetros quimicos permiten cuantificar clases de metabolitos secundarios
sobre la base del resultado que se obtiene en el ensayo cualitativo. Entre estas
técnicas se pueden citar: cuantificacion de fenoles totales,88 flavonoides totales® y
azUcares reductores totales,” entre otros.

Otras determinaciones que contribuyen al establecimiento de parametros de control
de la calidad para los extractos vegetales, son: Los estudios de cromatografia en capa
delgada, los que proporcionan en algunos casos informacién valiosa adicional para
establecer su identidad, como la presencia de marcadores quimicos. Esta técnica
resulta facil de realizar, efectiva y poco costosa. Para cada determinaciéon debe
establecerse la fase estacionaria, la fase mévil y método de deteccidon, mientras que
para las bandas o manchas de interés obtenidas se reportan sus razones de flujo, color
y fluorescencia.”® Esta técnica combinada con un andlisis espectrofotométrico (Huella
espectral), permite obtener los espectros de absorcion y la longitud de onda maxima
para cada banda de interés, asi como para el extracto total, lo que contribuye a la
caracterizacidon quimica de los extractos.’

La calidad microbioldgica también debe ser determinada, pues garantiza la ausencia de
microorganismos patdégenos, permite valorar la carga microbiana presente y asi evitar

los riesgos a la salud.”
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

1.1 Caracteristicas generales de la investigacién

El trabajo que se desarrollé consiste en un estudio prospectivo y experimental para
evaluar la calidad del extracto en etanol de la hoja de Azadirachta indica A. Juss.

Se realiz6 en los laboratorios de Tecnologia Farmacéutica y MEDICUBA/SUIZA del
Departamento de Farmacia de la Universidad de Oriente y en la empresa Laboratorio
Bioldgico-Farmacéutico (LABIOFAM) de Mayari-Holguin, en el periodo de tiempo
comprendido entre Febrero y Junio del 2020.

11.2 Recoleccion y procesamiento del material vegetal

Las hojas se recolectaron en el poblado Franco-Chavaleta Sur del municipio Mayari, en
la provincia Holguin, previa identificacion taxondmica en el Centro Oriental de
Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO) de la ciudad de Santiago de Cuba por el Lic.
Jainer Costa Acosta.

Se recolectaron cuatro lotes del material vegetal (1 Kg cada uno) de una poblacién de
mas de 20 individuos; en dos dias consecutivos, dos en la sesién mafiana y dos en la
tarde, garantizando la recogida de las hojas en lugares diferentes de la zona, segln
cada lote. Las hojas se limpiaron adecuadamente y se garantizd la no presencia de
materia inorgdnica y organica extraina. Estas se sometieron a un proceso de secado al
sol de acuerdo a lo establecido en la empresa LABIOFAM Mayari-Holguin. Se
consideraron secas las hojas cuando tres pesadas consecutivas no difirieron en mas de
0,5 mg.91

11.3 Elaboracidn del extracto etanédlico

Se elaboraron cuatro lotes del extracto etandlico de la hoja, de acuerdo a la
metodologia establecida en el Proceso tecnoldgico P 15-2-02-005°* de la empresa
LABIOFAM Mayari-Holguin.

Se utilizaron tres litros de etanol 96 % por un kilogramo de hojas secas.
Posteriormente se mezclaron y se agitaron por 24 horas en el reactor mezclador con
capacidad para 10 L. Esta operacidn fue realizada por un operario, segun P15-2-02-018

“Uso del reactor mezclador”.* Luego se filtré al vacio la disolucién obtenida
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empleando embudo Biichner. Se acumulé el filtrado en el tanque colector para luego
envasar y etiquetar segin modelo SG 1402 en frascos dmbar.

11.3.1 Determinacién de los parametros de calidad

A los cuatro lotes se les determinaron parametros de calidad fisicos, fisico-quimico y
quimico cualitativo y cuantitativo.

11.3.1.1 Determinacién de pardametros fisicos y fisico- quimicos

- Caracteristicas organolépticas

Se determind el olor y color segtin la metodologia establecida en la NRSP 312.%°
Determinacion del olor: Se tomé una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm
de anchura por 10 cm de longitud y fue introducida en un extremo en la muestra de
ensayo. Se olid y se determiné si correspondia con las caracteristicas del producto.
Determinacién del color: Se tomd un tubo para ensayos, bien limpio y seco, se llené
hasta las tres cuartas partes con la muestra de ensayo y se observd el color, la
transparencia, la presencia de particulas y la separacion en capas.

pH: Se determind segln se establece en la NRSP 312.%® Se realizé por triplicado. Los
resultados se aproximaron hasta la centésima y se informaron los valores promedios +
la desviacion estandar (S). Se utilizd un pH-metro digital (OP-211/1, Alemania) con
electrodo combinado de vidrio y calomel. Para su calibracién se empled solucidn buffer
(UNI-CHEM) de pH=7.%

Determinacion de sélidos totales: De la muestra de ensayo previamente
homogenizada se transfirio 5 mL a una cdpsula de porcelana limpia, seca y
previamente tarada; la capsula se colocé en un bafio de agua (marca VEB- MLW de
procedencia alemana) y se evapord hasta que el residuo estuvo aparentemente seco.
Posteriormente se pasé a una estufa (MIM, Hungria) a una temperatura de 105 + 2 °C
durante 3 horas. Se retiré la capsula de la estufa, se colocd en una desecadora hasta
gue alcanzoé la temperatura ambiente y se pesd. Después se repitid el proceso anterior,
pero empleando solo 60 minutos de secado, las veces necesarias, hasta obtener un
peso constante.

Los solidos totales (S:) se calcularon mediante la ecuacion matemadtica 1:
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(Pr—P)

S, =———x100
4 (Ecuacion 1)

Donde:
Pr = masa de la cdpsula mas el residuo (g).
P - masa de la capsula vacia (g).
V = volumen de la porcion de ensayo (mL).
100 - factor matematico.
El ensayo se realizé por triplicado.86 Los resultados se aproximaron hasta la centésima
y se informaron las medias de los porcentajes de los sélidos totales £ S.
Determinacion de la densidad relativa: De la muestra de ensayo se tomo la cantidad
necesaria de acuerdo con la capacidad del picnédmetro y se enfrié a 25 °C. Se pesé el
picndmetro limpio, vacio y seco con un error maximo permisible de £ 0,5 mgy se llené
con la muestra de ensayo de modo que no quedaran burbujas de aire, se empled una
tira de papel de filtro para extraer el exceso de muestra. Se sumergié en un bafio de
agua (marca VEB- MLW de procedencia alemana) a 25 = 1 °C durante 30 min, al cabo
de las cuales se tapo, se seco exteriormente cuidando de no frotar excesivamente o de
transmitir el calor de la mano y se pesd. Se vacié el picndmetro, se lavé con alcohol
etilico y posteriormente con agua, repitiéndose el ensayo con agua enfriada a 25 °C.
Las pesadas se realizaron en una balanza analitica marca SARTORIUS de procedencia
alemana.

La densidad relativa (Dr) se calculé mediante la ecuacion matematica 2:

m; —m
S _m—m)
(my —m) (Ecuacion 2)
Donde:

m -> masa del picnémetro vacio (g).

m; = masa del picnémetro con la muestra de ensayo (g).

m, = masa del picnémetro con agua (g).

El ensayo se realizd por triplicado.86 Los resultados se aproximaron hasta la centésima

y se informaron los valores promedios £ S.
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- Determinaciéon del indice de refraccidn: Sobre el prisma de medicidon de un
refractometro de Abbe (Suiza) se colocd una gota de agua, utilizando para ello una
varilla de vidrio que no tiene cantos agudos, se esperd unos minutos y se ajusté el
instrumento al indice de refraccion correspondiente al agua a una temperatura de 25
°C, con una tolerancia de + 0,2 °C. Se limpiaron los prismas cuidadosamente
empleando un algodén humedecido con disolucion de alcohol y éter etilico (50 % v/v).
Con la varilla de vidrio se colocd en el prisma fijo, sin tocarlo, una o dos gotas de la
muestra de ensayo. Se cerré el doble prisma y se esperaron unos minutos antes de
efectuar la lectura, hasta que la temperatura fue estable.

Como la muestra de ensayo es de color oscuro u opaco, se utilizé luz reflejada, o sea,
se colocé una gota de la muestra de ensayo sobre el prisma de medicién, se cerré el
termoprisma y se enfocd la luz por medio del espejo, de modo tal que la misma
incidiera sobre la abertura de entrada del prisma de medicion.

Se hicieron tres lecturas y se calculd el promedio de las mismas, informdndose este +
S. Los resultados se aproximaron hasta la milésima.®®

- Analisis capilar: Se vertieron 20 mL de la muestra de ensayo en un vaso para
precipitado de 100 mL, de aproximadamente 5 cm de didmetro y 70 cm de altura y se
introdujo en la camara protectora.

Se colocé una banda de papel de filtro (Whatman # 1) de 4 cm de altura por 15 cm de
longitud, verticalmente de manera que su borde superior fue fijado a una varilla
metadlica que permitid la suspension de la tira de papel y su extremo inferior fue
sumergido dentro de la muestra de ensayo, pero sin tocar el fondo ni las paredes del
recipiente. Se cerré la camara y se dejaron transcurrir 2 horas garantizando la
temperatura de 25 £ 1 °C durante la corrida, finalizada esta se retird el papel y se dejé
secar. Una vez seco se procedio a su inspeccidn visual y caracterizacion.

Para el analisis e interpretacion de la imagen se tuvieron en cuenta los aspectos
siguientes:

1. Color.

2. Altura.

3. Descripcion de las diferentes partes.
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4. Cambios de coloracidn con vapores de amoniaco.
5. Examen bajo luz ultravioleta (UV).
En dependencia de la tonalidad que predomind, el color de la imagen en conjunto se
definié como:

_ Vivamente coloreada.

_ Poco coloreada.

_ Muy poco coloreada.
Si los colores caracteristicos de cada zona son facilmente detectables, estos se
detallaron.
La altura de una imagen capilar se determind midiendo con una regla graduada en cm
del borde inferior del papel hasta la franja clasificdndose en:

Alta = de 8,0 cm en adelante.

Normal - entre 5,0y 8,0 cm.

Baja - menos de 5,0 cm.
Descripcidn de las diferentes partes: Se describieron e informaron la forma que tienen
la franja y las caracteristicas de la subfranja, banda y subbanda.
En el analisis de la imagen se identificaron 4 zonas:
1. Franja: Limite superior de ascension del liquido.
2. Subfranja: Region generalmente poco coloreada, comprendida entre la franja y la

zona superior de la banda.
3. Banda: Zona generalmente pigmentada debido a la presencia de sustancias
coloreadas.

4. Subbanda: situada debajo de la banda hasta el limite de inmersidn.
Cambios de coloracion con vapores de amoniaco: Se expuso la imagen capilar a los
vapores de amoniaco y se observaron e informaron los cambios de coloracién.
Examen bajo la luz ultravioleta: Después de la corrida, la tira de papel bien seca se
expuso a la luz ultravioleta (RAY LEIGH UV-2601, China) a 365 nm. Se observd e

informé la fluorescencia de las diferentes zonas de la imagen.®®
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1.3.1.2 Determinacién de los parametros quimicos

- Determinacion cualitativa de metabolitos

Para la determinacidén cualitativa se emplearon las reacciones quimicas descritas en la
técnica de tamizaje fitoquimico,®” para las siguientes clases de metabolitos
secundarios: Alcaloides (Dragendorff, Mayer, Wagner), triterpenos y esteroides
(Liebermann-Burchard, Solkowski y Rosemheim), quinonas (Borntrager y variante con
benceno), cumarinas (Baljet, Legal, hidroxamato férrico), saponinas (espuma), aztcares
reductores (Fehling y Benedict), fenoles y taninos (cloruro férrico, gelatina y cafeina),
aminodcidos y aminas libres (Ninhidrina), flavonoides (Shinoda, dacido sulfurico
concentrado, Rosemheim vy alcalis), resinas (ensayo de resinas) y aceites esenciales y
sustancias grasas (Sudan Il y papel).

Estos ensayos ofrecen un criterio cualitativo general de la composicién quimica que
pueda existir en un extracto vegetal, no obstante, este no es absoluto, ni confirmativo
de la presencia de estos compuestos; pues se pueden producir numerosas
interferencias en estas reacciones, producto de la presencia en el medio de otras
sustancias (metabolitos secundarios o no), capaces de reaccionar en forma similar,
provocando reacciones falsas positivas.?’

- Determinacion cuantitativa de metabolitos

Cuantificacion de flavonoides totales: Se realizd6 empleando el método de
Kumazawa.® Se fundamenta en que el catién de aluminio forma complejos estables de
color amarillo con los flavonoides, que producen en el andlisis espectrofotométrico un
desplazamiento hacia longitudes de onda mayores y una intensificacion de la
absorcidon. Asi, es posible determinar la cantidad de flavonoides, evitando la
interferencia de otras sustancias fendlicas, especialmente acidos fendlicos, que
invariablemente acompanan a los flavonoides en los tejidos vegetales.

Este método consistié en mezclar una alicuota de 500 uL de la disolucion madre (0,01
g/mL en agua destilada) de cada uno de los cuatro lotes de los extractos en etanol, con
500 puL de la disolucion etandlica de cloruro de aluminio (AICI3) al 2 %. Después de una

hora de incubacion a temperatura ambiente de las muestras y el blanco, la
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absorbancia fue medida a 420 nm en un espectrofotémetro UV/VIS Genesys 10S, de
procedencia americana.

A partir de una disolucién patrén de quercetina (1 mg/mL) (Sigma-Aldrich®) se
construyo la curva de calibracién a concentraciones entre 5-25 pug/mL. El contenido de
flavonoides totales fue calculado como miligramos equivalentes de quercetina/g de
droga seca. Se utilizd la ecuacion matemadtica 3. Este procedimiento se realizd por

triplicado. Los valores presentados corresponden a la media + S.%

. ., . m . .,
Concentracion de flavonoides (m—‘z) x Factor de dilucion

mg/g = masa de la muestra (g)

(Ecuacion 3)
11.3.1.3 Determinacién de la huella espectral en el UV
Para la determinacion en la regién UV-Visible (400-800 nm), 1 mL de cada uno de los
lotes de los extractos se disolvieron en 10 mL de etanol. Para la determinacion en la
regién UV (200-500 nm), se disolvieron 0,5 mL en 25 mL de etanol. Las mediciones se
realizaron en un espectrofotometro de doble haz RAY LEIGH UV-2601 (China) y se
empleé como blanco el disolvente etanol.’
1.4 Analisis estadistico y procesamiento de los resultados
Para el procesamiento de los resultados y analisis estadistico se empled el software
Microsoft Excel contenido en el paquete Microsoft Office 2016 y el STATGRAPHICS
Centurion versién 15.2.14.
En la evaluacién de la calidad de los extractos en etanol se compararon los valores de
cada uno de los pardmetros determinados en los cuatro lotes en estudio a través de un
anadlisis de varianza de clasificacion simple. Las diferencias entre los lotes fueron
determinadas por el Test de Minimas Diferencias Significativas de Tukey (HSD), para un

95 % de intervalo de confianza. Se informaron los intervalos de confianza para cada

parametro determinado.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

lll.1. Recoleccidn y procesamiento del material vegetal

En el Anexo | se muestran los resultados de la identificacidon taxondmica a la especie
vegetal, corroborando que se trabajé con Azadirachta indica A. Juss.

Las hojas recolectadas en cada uno de los cuatro lotes poseen un color verde oscuro,
lo que coincide con resultados de la literatura,’® asi como la ausencia de materia
organica e inorgdanica extrafa.

El tiempo de secado para cada uno de los cuatro lotes de la droga vegetal fue de cinco
dias, lo que coincide con la experiencia de trabajo de LABIOFAM Mayari. La droga seca
en los cuatro lotes mostré una coloracidn verde claro y facil trituracién al tacto.

111.2 Elaboracion del extracto en etanol

Se obtuvo un litro (1 g/mL) de cada uno de los cuatro lotes del extracto en etanol a
partir de las hojas secas de la especie.

Durante el proceso de elaboracién de cada uno de los cuatro lotes de extracto, la
droga seca se mezclé con facilidad con el etanol en el reactor mezclador. Este proceso
facilité la distribucién homogénea de la droga en el menstruo y por tanto el contacto
adecuado para garantizar la difusion de los constituyentes y la calidad del proceso
extractivo. La agitacion y el tiempo establecido para esta operacion son factores que
favorecieron la permeabilidad de la pared celular del material vegetal y la difusién del
disolvente hacia el interior de la célula vegetal para asi conseguir extraer los
componentes presentes en la hoja. El movimiento constante del disolvente durante el
proceso extractivo contribuyéd a reducir el tiempo de operacién y facilitar una
extraccion mas completa de la droga.”’ La elaboracién a temperatura ambiente
favorecio la no ocurrencia de pérdidas del disolvente debido a su volatilidad y evité la
posibilidad de la degradacién de metabolitos termoldabiles.”* El control de todas estas
operaciones contribuyd a la obtencién del extracto final en cada lote con calidad.
Teniendo en cuenta, que durante el proceso de elaboracion de productos
farmacéuticos uno de los aspectos importantes a considerar para asegurar su calidad
es el control del proceso tecnoldgico, que permite efectuar correcciones y por tanto
minimizar la fabricacién de un producto defectuoso; se recomienda la determinacién
de los parametros pH e indice de refraccion, una vez estandarizados, los cuales son

faciles de determinar y los resultados se obtienen de forma rdapida. Estas
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determinaciones las podria realizar el operario responsable del proceso tecnolégico. El
control de estos parametros en la etapa de produccidn constituye una garantia de la
calidad del producto final.?®

111.2.1 Determinacidén de los parametros de calidad al extracto en etanol

111.2.1.1 Determinacidn de parametros fisicos y fisico- quimicos

- Caracteristicas organolépticas

Los cuatro lotes de los extractos en etanol mostraron un olor caracteristico a la hoja,
color verde oscuro, transparencia y homogeneidad.

No se encontraron referencias bibliograficas sobre las caracteristicas organolépticas de
extractos de la hoja u otros drganos de esta especie para la comparacién con estos
resultados. No obstante, las caracteristicas obtenidas coinciden con muchos extractos
vegetales en etanol aprobados en nuestro pais con fines terapéuticos.*

- pH

La tabla | muestra los resultados de los valores promedios del pH y la desviacidn

estandar, obtenidos para cada lote de los extractos en etanol de la hoja de la especie.

Tabla I: Valores promedios y desviacion estandar (S) del pH en cada Lote

Lotes Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4

pHt S 6,04+ 0,03° 5,95+ 0,01° 6,18+ 0,01%¢ 6,17 +0,01%¢

Letras distintas significan diferencias estadisticas significativas (p<0,05)

Como se puede observar en la tabla I, los valores de pH de los cuatro lotes del extracto
en etanol reflejan las caracteristicas acidas débiles de las sustancias que se extraen,
como son los compuestos fendlicos (taninos y flavonoides), vitamina C,”” entre otros.
Estas caracteristicas acidas débiles han sido reportadas por varios autores. Entre estos,

Reyes y colaboradores (2017),'®°

evaluaron el pH a extractos en agua de la hoja seca y
fresca por el método de infusidn, a diferentes tiempos de elaboracién (cero, tres,
cinco, ocho, diez, 12 y 15 minutos). Todas las determinaciones evidenciaron estas
caracteristicas, las que disminuyen al incrementar el tiempo de infusién tanto para la
droga seca [6,91+0,03 (cero minutos) a 6,29+0,006 (15 minutos)] como la fresca
[6,76£0,025 (cero minutos) a 5,74+0,010 (15 minutos)], lo que se atribuyo al aumento
de la extraccion de los compuestos fendlicos que poseen cardcter acido.

Los lotes 3 y 4 poseen los valores de pH mads cercanos, lo que fue corroborado por el

analisis estadistico, ya que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
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estos con un nivel del 95 % de confianza. Sin embargo, si existen diferencias
estadisticas de estos dos con respecto a los lotes 1y 2 para el mismo nivel de confianza
(Tabla I, Anexos 2 y 3). Ademas, se observa la mayor acidez para el lote 2, lo que
pudiera indicar que en este extracto estdn presentes sustancias que aportan estas
caracteristicas, a diferencia de los lotes restantes.

En el anexo 4 se recogen los intervalos de confianza (95 %) para este parametro.

De forma general, las caracteristicas acidas débiles obtenidas en los cuatro lotes
caracterizan a muchos extractos en etanol aprobados en Cuba para uso terapéutico.”

- Solidos totales

La tabla Il muestra los resultados de los valores promedios de los sdlidos totales y la
desviacién estandar para los cuatro lotes del extracto en etanol de las hojas de la
especie.

Tabla II: Valores promedios y desviacion estandar de los sélidos totales (S:) en cada

lote

Lotes Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4

(S¢) (%) xS 5,84+ 0,05° | 5,89+ 0,06° | 6,04+ 0,29° 6,11+ 0,23°

Letras iguales significan no diferencias estadisticas (p>0,05)

Como se muestra en la tabla Il, los porcentajes de los sélidos totales determinados en
los cuatro lotes indican la presencia de compuestos extraidos con etanol 96 %. A pesar
de que el lote 4 presenta el mayor valor, el analisis realizado no evidencié diferencias
estadisticamente significativas entre los cuatro lotes, con un nivel del 95 % de
confianza (Tabla Il, Anexos 5y 6).

Se encontrd un solo reporte bibliografico relacionado a este pardmetro en un extracto
derivado de la hoja de esta especie. Esta referencia informa sobre la determinacién de
los sdlidos totales a extractos en agua de la hoja seca y fresca elaborados por el
método de infusion a diferentes tiempos (cero, tres, cinco, ocho, diez, 12 y 15
minutos). Como resultado, solo se cuantifica en el extracto de la hoja seca a partir de
los cinco minutos de elaboracion de la infusidon, con valores de 0,5-1 grados Brix
(°Bx),® los que son muy inferiores a los obtenidos en este trabajo.

En el anexo 7 se recogen los intervalos de confianza (95 %) para este parametro.

Los extractos vegetales suelen poseer diferentes porcentajes de sélidos totales, pues

este pardmetro depende de la composicidn quimica de cada especie vegetal y de la
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solubilidad de sus constituyentes en los menstruos que se utilizan para su
elaboracién.”

- Densidad relativa

La tabla Il recoge los resultados de los valores promedios y la desviacidn estandar de
la densidad relativa para los cuatro lotes de los extractos en etanol.

Tabla lll: Resultados de los valores promedios y la desviacion estandar de la densidad

relativa en cada lote

Lotes Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4

Densidad relativa 0,90+ 0,04 | 0,91+0,00° 0,91+ 0,00° 0,91+0,01°

(g/mL) ts

Letras iguales significan no diferencias estadisticas (p>0,05)

Como se muestra en la tabla lll, los valores de la densidad relativa para cada uno de los
cuatro lotes de los extractos son superiores al del etanol 96 % (0,799 g/mL), lo que
demuestra la presencia de compuestos extraidos.

Existe similitud en los valores de este pardmetro para los cuatro lotes, lo que se
confirma con el ANOVA realizado, al no mostrarse diferencias estadisticamente
significativas entre estos, con un nivel del 95 % de confianza (Tabla IIl, Anexos 8 y 9).
Este comportamiento es similar a lo analizado para el parametro sélidos totales,
confirmando la relacion proporcional que existe entre estos.

No se encontraron referencias bibliograficas sobre la densidad relativa de extractos de
la hoja u otros drganos de esta especie para la comparacion con estos resultados. No
obstante, los valores obtenidos coinciden con muchos extractos vegetales en etanol
aprobados en nuestro pais con fines terapéuticos™ y al igual que el pardmetro sélidos
totales depende de la composicién quimica de cada especie vegetal.”

En el anexo 10 se recogen los intervalos de confianza (95 %) para este parametro.

- Indice de refraccién

En la tabla IV se recogen los resultados de los valores promedios y la desviacién
estandar del indice de refraccién para cada uno de los cuatro lotes del extracto en

etanol de la hoja.
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Tabla IV: Valores promedios y desviacidon estandar del indice de refraccién en cada

lote

Lotes Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4

indice de 1,365 +0,000° 1,362 % 0,000° 1,367 £ 0,000° 1,366 £ 0,001*¢

refracciont S

Letras distintas significan diferencias estadisticas significativas (p<0,05)

Como se observa en la tabla 1V, los valores de los indices de refraccion para cada uno
de los cuatro lotes son superiores al del etanol 96 % (1,3611), lo que demuestra la
presencia de sustancias que refractan la luz y al igual que los parametros anteriores
reflejan que el proceso extractivo que se realizé es adecuado.

Del analisis estadistico se obtuvo que existen diferencias estadisticamente
significativas del lote 2, con respecto al 1, 3 y 4 con un nivel del 95 % de confianza
(Tabla IV, Anexos 11 y 12). Nuevamente, al igual que para el parametro pH se muestra
un comportamiento diferente para el lote 2, por lo que seria posible que en este
pudieran estar presentes otras sustancias capaces de refractar la luz.

No se encontraron referencias bibliograficas sobre el indice de refraccién de extractos
de la hoja u otros érganos de esta especie para la comparacién con estos resultados.
No obstante, los valores obtenidos coinciden con muchos extractos vegetales en
etanol aprobados en nuestro pais con fines terapéuticos™ y al igual que los otros
pardmetros determinados depende de la composicion quimica de cada especie
vegetal.”*

En el anexo 13 se recogen los intervalos de confianza (95 %) para este parametro.

- Andlisis capilar

Los resultados del analisis e interpretacion de la imagen en el analisis capilar, se
describen a continuacion:

Color: La imagen fue poco coloreada®® para los cuatro lotes, mostrando similitudes
entre estos.

Altura: Para los lotes 1y 2 fue de 13,5 cm, mientras que para el lote 3 fue de 14,4 cmy
para el 4 de 12,4 cm. No obstante a estos valores, la altura de la imagen en los cuatro
lotes se considera alta (de 8,0 cm en adelante).?®

Descripcidon: En el analisis de la imagen fue posible distinguir las 4 zonas: franja,

subfranja, banda y subbanda.®® En los cuatro lotes, la franja se mostré traslicida y
) y
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festonada, la subfranja fue poco coloreada, en la banda pudo observarse un color
verde oscuro y no trasltcida y en la subbanda el color era el mismo para todos, verde
claro.

Cambios de coloracion con vapores de amoniaco: La imagen del lote 1 ante los
vapores de amoniaco cambié a un color amarillo, mas intenso en la subfranja. En el
lote 2 se produjo en la imagen un cambio completo a color amarillo. Este cambio
también ocurrid en los lotes 3 y 4 con una mayor intensidad en el color que los lotes 1
y 2.

Examen bajo la luz ultravioleta: La imagen de los cuatro lotes no mostré fluorescencia
a la luz ultravioleta a 365 nm.

No se encontraron referencias bibliograficas sobre el andlisis capilar para extractos de
la hoja u otros drganos de la planta para la comparacidn con los resultados obtenidos.
111.2.1.2 Determinacidon de parametros quimicos

- Determinacion cualitativa de metabolitos

En la tabla V se recogen los resultados de la determinacion de la composicidon quimica
cualitativa para los cuatro lotes de los extractos en etanol.

Como se observa en la tabla V, para los cuatro lotes del extracto en etanol de las hojas
se obtuvieron resultados positivos para: alcaloides, triterpenos y esteroides,
cumarinas, saponinas, aceites esenciales, azUcares reductores, fenoles y taninos,
flavonoides, aminoacidos y aminas libres.

Estos resultados positivos coinciden con varios trabajos investigativos publicados tanto

7qe . 8,46,96,101-103
para extractos alcohdlicos, como acuosos de la especie.”™™

Arinze y Alumanah
(2018) publicaron los resultados de un tamizaje fitoquimico realizado a extractos
acuosos obtenidos por decoccién de la hoja fresca y seca, detectandose la presencia
de azucares reductores, flavonoides, saponinas, antraquinonas, taninos, carbohidratos,
glicdsidos cianogénicos y cardiacos. Por cromatografia en capa delgada identificaron la
presencia de los flavonoides quercetina, quercetina-3-rutindsido y quercetina-3-
ramndsido, azlcares como fructosa, ramnosa, xilosa y manosa y vitamina c.”

Ramadass y Subramanian (2018) reportaron los resultados del tamizaje fitoquimico
realizado a extractos en cloroformo, etanol y agua de las hojas de la especie. Se

obtuvieron resultados positivos para alcaloides, flavonoides, antraquinonas, azlcares

reductores, polisacaridos y fenoles en los tres extractos, mientras que los taninos y
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saponinas solo en los extractos en cloroformo y etanol y fitosteroles en el acuoso. Los

terpenoides resultaron negativos en los tres extractos.'%?

Tabla V. Resultados de la determinacion de la composicion quimica cualitativa para

cada lote
Metabolitos Ensayos Evidencias L-1 L-2 L-3 L-4
Dragendorff | Precipitado color ladrillo (++4) [ (+4+4) | (++4) | (++4)
Alcaloides Mayer Precipitado de color blanco | (+++) | (++4) | (+++) | (++4)
Wagner Precipitado color carmelita | (+++) | (++4) | (+++) | (++4)
Triterpenos | Lieberman- Color verde intenso visible (+) (+) (+) (+)
y esteroides | Burchard
Solkowski Coloracion amarilla rojiza (+) (+) (+) (+)
Rosemheim | Color verde () () () ()
Quinonas Borntrager Color marrén () () () ()
Variante con | Color carmelita (=) ) ) )
benceno
Cumarinas Baljet Precipitado rojo S EEGS RS ES)
Legal Color rojo que desaparece (+) (+) (+) (+)
en unos minutos
Hidroxamato | No presencia de coloracion | (- ) ) )
férrico violeta
Saponinas Espuma Presencia de espuma (+) (+) (+) (+)
persistente
Resinas Resinas No precipitado () () () ()
Aceites Sudan Il Gotas oleosas de color rojo (+) (+) (+) (+)
esenciales 0scuro
Papel No transparencia ) () () ()
Azlcares Fehling Precipitado rojo (+) (+) (+) (+)
reductores  "Benedict Precipitado rojo (+) (+) (+) (+)
Fenoles y Cloruro Verde oscuro (+) (+) (+) (+)
taninos férrico
Gelatina Precipitado blanco o (+) (+) (+) (+)
turbidez
Cafeina Precipitado blanco o (+) (+) (+) (+)
turbidez
Aminoéacidos | Ninhidrina Azul violaceo (+) (+) (+) (+)
y aminas
libres
Acido Diferente coloracion al (+) (+) (+) (+)
Flavonoides | sulfarico carmelita claro
Shinoda No coloracion de la fase () () ) ()
del alcohol amilico
Rosemheim | Color rojo anaranjado en la
fase amilica (+) (+) (+) (+)
Alcalis Coloracion amarilla (+) (+) +) +)

Leyenda: L-1 (lote 1), L-2 (lote 2), L-3 (lote 3), L-4 (lote 4), (+): Positivo (—): Negativo
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Alok y colaboradores informaron los resultados del estudio fitoquimico realizado a
varios extractos obtenidos de la hoja de especie. El extracto en éter de petréleo
resultd positivo a esteroides y aceites fijos; en cloroformo: esteroides, saponinas y
taninos; en acetona: alcaloides y carbohidratos; en etanol: compuestos fendlicos,
alcaloides, glicosidos, taninos y carbohidratos y en agua: compuestos fendlicos,
alcaloides, glicésidos, taninos y ca rbohidratos.>®

En el caso de las quinonas, algunos reportes indican su presencia en la hoja,

77,104 8,105

especificamente las antraquinonas y otros no~ . Las resinas también han sido

. No obstante, no se obtuvieron resultados

reportadas para este drgano vegeta
positivos en este estudio para estas dos clases de metabolitos secundarios, lo que se
justifica porque la composicién quimica de una especie vegetal depende de muchos
factores, los que han sido considerados como intrinsecos y extrinsecos. Entre los
extrinsecos se encuentran las condiciones climaticas, las caracteristicas fisicas,
composicion y ventilacion del suelo, la altitud, temperatura, humedad, luz, régimen de
vientos y de precipitaciones, época del afio, diferentes técnicas de cultivo, entre otros.
Entre los intrinsecos se encuentran: fases del ciclo vital de la planta (Floracion,
fructificacidn o fase vegetativa), la edad, mutaciones, variedades, entre otros. También
se debe mencionar la influencia de la produccién y destruccién del compuesto durante
las fases previas a su identificacidn o en su extraccion, asi como las diferencias entre
lotes de plantas dependiendo de factores intrinsecos.™”’

Teniendo en cuenta las coloraciones observadas en varios de los ensayos realizados
(Tabla V), se puede sugerir la posible presencia de varios tipos de metabolitos
secundarios segun la clase quimica,®’ como se describe a continuacién:

- La coloracion verde en el ensayo de Lieberman-Burchard para triterpenos y
esteroides sugiere posibles estructuras esteroidales,®” metabolitos que han sido
reportados en la hoja de la especie por Verkerk y Wright.”**%®

- La coloracién rojo anaranjado en el ensayo de Rosemheim para flavonoides sugiere
antocianidinas,®’ la gue ha sido reportada para la hoja de la especie por Nyamukuru y
colaboradores (2017). *°®

- La coloraciéon amarilla en el ensayo de alcalis para flavonoides sugiere flavonas,

flavanonol e isoflavonas.?’
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- La coloraciéon verde intensa en el ensayo de cloruro férrico para fenoles y taninos

sugiere taninos del tipo pirocatecdlicos.?’

- Determinacidn cuantitativa de flavonoides totales
Los flavonoides constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios con mayor
diversidad de funciones en las plantas, muchas de estas de capital importancia para su
supervivencia. Estas contemplan desde la atraccion de vectores para la polinizacion y
dispersion de las semillas, hasta su funcion defensiva frente a herbivoros y patdgenos.
Esta diversidad de funciones en las plantas los convierte en un grupo de compuestos
con diversas potencialidades desde el punto de vista farmacoldgico.’®
Durante el ensayo, las muestras de cada lote presentaron un color amarillo, lo cual se
debe a que el cation de aluminio forma complejos estables con los flavonoides en
etanol, evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas. El método es exacto y
reproducible, proporcionando desviaciones muy pequefias o ninguna diferencia entre
una prueba y otra sobre la misma muestra.
En la tabla VI se reflejan los resultados obtenidos para la cuantificacion de flavonoides
totales: el valor medio y la desviacidon estandar. Estos valores fueron calculados en
base a la curva de calibracidén obtenida, empleando como patrén quercetina, donde se
obtuvo la ecuacion: y = 18,82x + 0,000; R’=0,970 y nivel de significacién p<0,05. El
contenido de flavonoides totales de cada extracto fue expresado en miligramos
equivalentes de quercetina/g de droga seca.
Tabla VI. Contenido promedio de flavonoides totales (mg/g) en equivalentes de

quercetina y desviacion estandar para cada lote

Lotes Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4

Flavonoides totales 2,60+0,24° | 2,13£0,01° 2,65 + 0,04° 2,60+ 0,16
(mg de quercetina/g
de droga seca)
Media S

Letras distintas significan diferencias estadisticas significativas (p<0,05)

Como se observa en la tabla VI, los valores de la concentracién de flavonoides totales
en equivalentes de quercetina confirman la presencia de estos, previa identificacién en
los ensayos quimicos cualitativos. A pesar de que la mayor concentracion de estos
metabolitos se encuentra en el lote 3, no existen diferencias estadisticas entre este y

los lotes 1 y 4 (Tabla VI, Anexos 14 y 15) con un nivel del 95 % de confianza.
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Nuevamente el lote 2 resulta diferente, con la mas baja concentracidon de los
flavonoides totales.

Han sido aislados varios flavonoides de la hoja de esta especie vegetal, como:
kaemferol, quercetina, miricetina, apigenina—7—O—g|ucésido,1°9 guercetina-3-rutindsido,
quercetina—3—ramnésido.77 Sin embargo, no se dispone de referencias bibliograficas
sobre estudios de cuantificacién de flavonoides totales en extractos en etanol de la
hoja, pero si de un reporte con un extracto en agua, donde se obtuvo 9,85 mg de
flavonoides totales equivalentes a quercetina/gramos de sélidos totales del extracto,’
cantidad que resulta superior a los obtenidos en esta investigacidn.

En el anexo 16 se recogen los intervalos de confianza (95 %) para este parametro.

111.3 Determinacién de la huella espectral en el ultravioleta

La determinacion de la huella espectral deviene en un parametro derivado de la
composicion quimica del extracto y sirve como patron de comparacién de
formulaciones preparadas a partir de la propia especie.

En la figura 6 se muestra el espectro UV-VIS en el rango de 400-800 nm para los cuatro
lotes del extracto en etanol. Como resultado, se obtuvo la presencia de varios maximos
de absorcién, a 404, 436, 536, 604 y 664 nm. A pesar de que en los cuatro lotes se
obtienen estos maximos de absorcion, se observa una similitud en los lotes 1-2 y el 3
con el 4, resultando diferentes entre ellos en cuanto a los valores de absorbancia, que
son menores para los dos primeros lotes. Teniendo en cuenta la ley de Lambert-Beer,
que enuncia que la absorcion de una muestra es directamente proporcional a su
concentracion, se puede plantear que la disminucidn en las absorbancias de las
sustancias que emiten en el rango de las longitudes de onda trabajadas en los lotes 1y
2, sugiere una disminucidén en la concentracién de los compuestos extraidos que estan
emitiendo en dichas longitudes de onda. Este resultado se puede relacionar con los
valores del porcentaje de sdlidos totales determinados, ya que se observd un
comportamiento similar para los lotes 1 y 2 (menores desde el punto de vista
matematico, aunque sin diferencias estadisticas entre los cuatro lotes) (Tabla Il, Anexo
6), asi como en el analisis capilar frente a los vapores de amoniaco.

Esta diferencia en cuanto a concentracion de sustancias extraidas de los lotes 1-2 con
respecto al 3-4, puede deberse a factores intrinsecos del material vegetal y de las

caracteristicas propias de las dos zonas diferentes de recoleccion de estos lotes.
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En la figura 7 se muestra el espectro UV en el rango de 200-500 nm para los cuatro
lotes del extracto en etanol. Como resultado, se obtuvo la presencia de varios maximos
de absorcién, a 206 (Lote 2), 208 (Lotes 1, 3, 4), 252, 258, 352 y 356 nm. Como se
observa en la figura 7, los espectros de los lotes 1, 3 y 4 son muy similares,
superponiéndose en las longitudes de onda, sin embargo el lote 2, aunque comparte la
mayoria de los maximos de absorcién con estos, presenta menores valores de
absorbancia, lo que pudiera indicar una menor concentracién de los compuestos
presentes que absorben al ultravioleta.

El comportamiento de este parametro para el lote 2, diferente al resto de los lotes,
también se observd en los pardmetros pH, indice de refraccién y la cuantificacion de
flavonoides totales, pudiendo indicar que el material vegetal recolectado en este lote
presenta caracteristicas intrinsecas diferentes.

Los multiples maximos en la regidn ultravioleta podrian estar relacionados a la
presencia de un numero importante de compuestos fendlicos y de los terpenoides
(Limonoides, ejemplo: azadiractina, cuyas propiedades espectrales reportan un
maximo de absorcién a los 217 nm y la nimbina, a los 245 nm),"*° los que estdn
presentes segun los resultados quimicos cualitativos informados anteriormente.

Fong y colaboradores (2014) informaron sobre el espectro UV-VIS del extracto acuoso
de la hoja de la planta, donde obtuvieron dos maximos de absorciéon en el rango
ultravioleta del espectro: 215 y 240 nm respectivamente. Por su parte, en la region del
espectro visible solamente aparecen pequefios picos a los 530 y 660 nm (Figura 8).
Estos sugieren que el maximo de absorcién observado a los 215 nm corresponde a la
azadiractina y el de 240 nm a la nimbina.® De forma general, estos resultados se
asemejan a los obtenidos en este estudio para el extracto en etanol, pudiendo
relacionar los picos detectados a 206 nm (Lote 2), 208 nm (Lotes 1, 3y 4) y 252 nm
(Lotes 1-4) con estos dos principios activos presentes en la especie vegetal.

Otro estudio realizado™* muestra los espectros de absorcién obtenidos para extractos
elaborados en etanol (ERE), acetato de etilo (ERAE), hexano (EEH) y agua (ERA) por los
métodos de extraccién: maceracién y soxhlet (Figuras 9 y 10, respectivamente). De
forma general, se observa para el extracto en etanol por maceracién (Figura 9) y por
soxhlet (Figura 10) el maximo de absorcién en la zona de los 200 nm, que es similar a

lo obtenido en este trabajo.
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Los valores de absorbancia obtenidos en esta investigacién pudieran ser considerados
como distintivos para el extracto en etanol y ser tomados como patrén para su control
de la calidad.

Resumiendo los resultados de la evaluacién de la calidad fisica, fisico-quimica y
guimica al extracto en etanol de la hoja de Azadirachta indica A. Juss, se puede
plantear que estos caracterizan a este extracto vegetal, destacandose un
comportamiento estadisticamente diferente para el lote 2 en los parametros pH,
indice de refraccidn, concentracion de flavonoides totales; asi como la huella espectral
al UV, lo que se podria atribuir a propiedades intrinsecas del material vegetal

recolectado.
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CONCLUSIONES

Los cuatro lotes del extracto en etanol elaborados a partir de la hoja de Azadirachta
indica A. Juss (Neem) mostraron un color verde oscuro, olor caracteristico,
transparencia, homogeneidad, caracteristicas acidas débiles (5,94-6,20), porcentaje de
sélidos totales en un rango de 5,66-6,29 %, la densidad relativa de 0,88-0,93 g/mL Yy el
indice de refraccion de 1,361-1,367. La imagen capilar se caracterizd por ser poco
coloreada, alta, con sus cuatro zonas definidas, la franja traslicida y festonada, la
subfranja poco coloreada, la banda de color verde oscuro y no traslicida, la subbanda
de color verde claro, frente a los vapores de amoniaco la imagen de color amarillo y
ausencia de fluorescencia a la luz ultravioleta. Se identificaron alcaloides, triterpenos y
esteroides, cumarinas, saponinas, aceites esenciales, azlcares reductores, fenoles y
taninos, flavonoides, aminodcidos y aminas libres. El contenido de flavonoides totales
fue de 1,99-2,79 mg/g de droga seca y la huella espectral al UV-VIS permitié obtener
maximos de absorcién a 206, 208, 252, 258, 352, 356, 404, 436, 536, 604 y 664 nm. Los
indicadores de la calidad que se reportan constituyen un patréon de referencia para el
control del extracto en etanol de la hoja como producto final y en el proceso

tecnoldgico.
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RECOMENDACIONES

1. Evaluar la calidad del extracto en etanol de la hoja de Azadirachta indica A. Juss en
un mayor numero de lotes y diferentes épocas del afio.

2. Determinar otros parametros quimicos al extracto en etanol de la hoja, como la
cuantificacién de fenoles y carbohidratos totales.

3. Evaluar la calidad microbioldgica del extracto en etanol.

4. Realizar el control del proceso tecnoldgico de elaboracién del extracto en etanal,

determinando los parametros pH e indice de refraccién, una vez estandarizados.
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ANEXOS
Anexo 1. Identificacion taxondmica de la especie
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Anexo 2. Analisis de varianza de clasificacion simple (ANOVA) para el pH

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 0,110425 3 0,0368083 184,04 0,0000
Intra grupos 0,0016 8 0,0002
Total (Corr.) 0,112025 11

Verificacion de varianza (Levene's)(a=0,05): 0,441.

Anexo 3. Prueba de multiples rangos para el pH
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

pH.Lote | Casos | Media Grupos
Homogéneos

Lote 2 3 5,95333 (X

Lote 1 3 6,04 |X

Lote 4 3 6,17333( X

Lote 3 3 6,18333 | X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

Lotel-lote2| * 0,0866667 | 0,0369644
Lote1-Llote3| * -0,143333 | 0,0369644
Lote1- Loted| * -0,133333 | 0,0369644

Lote2-Lote 3| * -0,23 0,0369644
Lote2 - Lote 4| * -0,22 0,0369644
Lote 3 - Lote 4 0,01 0,0369644

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 4. Intervalos de confianza (95 %) para el parametro pH

Lotes | Casos | Limite Inferior Limite Superior
Lote 1 3 6,02669 6,05331
Lote 2 3 5,94002 5,96665
Lote 3 3 6,17002 6,19665
Lote 4 3 6,16002 6,18665
Total 12

Anexo 5. ANOVA para los sélidos totales en los cuatro lotes

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 0,150492 3 0,0501639 1,40 0,3115
Intra grupos 0,286333 8 0,0357917
Total (Corr.) 0,436825 11

Verificacion de varianza (Levene's)(a=0,05): 0,4591.

Anexo 6. Prueba de multiples rangos para los sélidos totales

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos [Media |Grupos
Homogéneos

Lote 1 3 584 |X

Lote 2 3 589 |X

Lote 3 3 [6,04333 (X

loted | 3 |6,11667|X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

Lote 1 - Lote 2 -0,05 0,494492

Lote1- Lote3 -0,203333 |0,494492

Lote 1- Lote 4 -0,276667 |0,494492

Lote 2 - Lote 3 -0,153333 |0,494492

Lote 2- Lote 4 -0,226667 |0,494492

Lote 3-Lote 4 -0,0733333(0,494492

* indica una diferencia significativa.

Anexo 7. Intervalos de confianza (95 %) para el parametro sélidos totales

Nivel | Casos | Limite Inferior Limite Superior
Lote 1 3 5,66189 6,01811
Lote 2 3 5,71189 6,06811
Lote 3 3 5,86523 6,22144
Lote 4 3 5,93856 6,29477
Total 12
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Anexo 8. ANOVA para el parametro densidad relativa

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos |0,0000109167| 3 |0,00000363889 0,01 0,9991
Intra grupos 0,003992 8 0,000499
Total (Corr.) 0,00400292 | 11

Verificacion de varianza (Levene's)(a=0,05): 0,3630.

Anexo 9. Prueba de multiples rangos para la densidad relativa

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel | Casos

Media

Grupos Homogéneos

Lote 1

3

0,903667 | X

Lote 2

3

0,905 X

Lote 3

3

0,905333 | X

Lote 4

3

0,906333 | X

Contraste

Diferencia

Sig.

+/- Limites

Lote 1 - Lote 2

-0,00133333

0,420597

Lote 1 - Lote 3

-0,00166667

0,0420597

Lote 1- Lote 4

-0,00266667

0,0420597

Lote 2 - Lote 3

-0,000333333

0,0420597

Lote 2 - Lote 4

-0,00133333

0,0420597

Lote 3 - Lote 4

-0,001

0,0420597

* indica una diferencia significativa.

Anexo 10. Intervalos de confianza (95 %) para el parametro densidad relativa

Nivel | Casos | Limite Inferior Limite Superior
Lote 1 3 0,882637 0,924696
Lote 2 3 0,88397 0,92603
Lote 3 3 0,884304 0,926363
Lote 4 3 0,885304 0,927363
Total 12

Anexo 11. ANOVA para el parametro indice de refraccion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos | 0,0000441025 | 3 | 0,0000147008 43,56 0,0000
Intra grupos 0,0000027 8 3,375E-7
Total (Corr.) 0,0000468025 | 11

Verificacion de varianza (Levene's)(a=0,05): 0,5501
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Anexo 12. Prueba de multiples rangos para el indice de refraccion
Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Nivel | Casos | Media | Grupos Homogéneos
Lote 2 3 1,36173 |X

Lote 1 3 1,3646 | X
Lote 4 3 1,36603 | XX
Lote 3 3 1,36673 | X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

Lotel-lote2| * 0,00286667 |0,00151847
Lote1-Llote3| * -0,00213333 |0,00151847

Lote 1- Lote 4 -0,00143333 |0,00151847
Lote2-Lote 3| * -0,005 0,00151847
Lote2 - Lote 4| * -0,0043 0,00151847
Lote 3 - Lote 4 0,0007 0,00151847

* indica una diferencia significativa.

Anexo 13. Intervalos de confianza (95 %) para el parametro indice de refraccion

Nivel | Casos | Limite Inferior Limite Superior
lotel | 3 1,36405 1,36515
Lote 2 3 1,36119 1,36228
Lote 3 3 1,36619 1,36728
Lote 4 3 1,36549 1,36658
Total 12

Anexo 14. ANOVA para la cuantificacion de flavonoides totales

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 0,484312 3 0,161437 6,71 0,0141
Intra grupos 0,192453 8 0,0240566
Total (Corr.) 0,676765 11

Verificacion de varianza (Levene's)(a=0,05): 0,5501.
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Anexo 15. Pruebas de multiples rangos para la concentracidn de flavonoides totales

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel |Casos [Media |Grupos
Homogéneos

Lote2 |3 2,13333 |X

Lotel |3 2,55767 | X

Lote4 |3 2,56667 | X

Lote3 |3 2,64667 | X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

Lotel-Lote2| * 0,424333 0,292033

Lote 1 - Lote 3 -0,089 0,292033

Lote 1 - Lote 4 -0,009 0,292033

Lote2 - Lote 3| * -0,513333 |0,292033

Lote 2 - Lote 4| * -0,433333 |0,292033

Lote 3 - Lote 4 0,08 0,292033

* indica una diferencia significativa.

Anexo 16. Intervalos de confianza (95 %) para el parametro concentracion de
flavonoides totales

Nivel | Casos | Limite Inferior Limite Superior
Lote 1 3 2,41165 2,70368
Lote 2 3 1,98732 2,27935
Lote 3 3 2,50065 2,79268
Lote 4 3 2,42065 2,71268
Total 12
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