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RESUMEN

Introduccion: la planta medicinal Azadirachta indica A. Juss conocida
ancestralmente como el Arbol del Nim ha sido empleada desde la antigliedad para
el tratamiento de multiples afecciones, sin embargo, es en la actualidad con el
desarrollo tecnoldgico que se han realizado las investigaciones cientificas de sus
propiedades terapéuticas.

Objetivo: evaluar el potencial antioxidante de los extractos acuosos de hojas del
Arbol del Nim.

Métodos: el extracto de las hojas secas del Nim se obtuvo empleando un equipo
Soxhlet y fue caracterizado mediante un analisis fitoquimico preliminar y
espectroscopia UV/VIS. El contenido de fenoles totales fue determinado por el
ensayo de Folin-Ciocalteu y la determinacion de la actividad antioxidante fue
desarrollada por el método del reactivo de fosfomolibdeno.

Resultados: el espectro UV/VIS del extracto acuoso obtenido exhibe un maximo
de absorcidn a las longitudes de onda 217 y 245 nm, caracteristicos de los
principios activos de la planta (azadiractina y nimbina). El contenido de fenoles del
extracto de la planta expresados en equivalentes de acido tanico fue de 54,87 mg/g
y mostrd una actividad antioxidante a través del ensayo del fosfomolibdeno (215,01
mmol/g), comparable al acido ascérbico. )
Conclusiones: los resultados obtenidos demuestran que las hojas Arbol del Nim
son una fuente rica en compuestos fenodlicos con propiedades antioxidantes y un
candidato potencial para el desarrollo de nuevos fitofarmacos.
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ABSTRACT

Introduction: the medicinal plant Azadirachta indica A. Juss, traditionally known
as neem tree, has been used since ancient times to treat numerous conditions.
However, it is only at present and thanks to current technological development that
scientific research has been conducted into its therapeutic properties.

Objective: evaluate the antioxidant potential of agueous leaf extracts of the neem
tree.

Methods: extract from neem dry leaves was obtained with a Soxhlet device and
characterized by preliminary phytochemical analysis and UV/VIS spectroscopy.
Total phenol content was determined by the Folin-Ciocalteu assay, and antioxidant
activity by the phosphomolybdenum method.

Results: the UV/VIS spectrum of the aqueous extract exhibited an absorption peak
at wavelengths of 217 and 245 nm, characteristic of the active principles in the
plant (azadirachtin and nimbin). Phenol content expressed as tannic acid
equivalents was 54.87 mg/g, revealing an antioxidant activity in the
phosphomolybdenum assay of 215.01 mol/g, comparable to that of ascorbic acid.
Conclusions: the results obtained show that neem leaves are a rich source of
phenolic compounds with antioxidant properties, and a potential candidate for the
development of new phytomedicines.

Key words: neem, phenolic compounds, antioxidant activity.

INTRODUCCION

En los Gltimos afios se ha incrementado el interés en la busqueda de antioxidantes
naturales, generalmente constituidos por mezclas de compuestos con elevada
diversidad molecular y funcionalidad bioldgica.! Hoy dia son varias las sustancias
con propiedades antioxidantes obtenidas de fuentes naturales que estan bajo
estudio. Uno de ellos son los flavonoides y los compuestos fendlicos, los cuales son
metabolitos secundarios de muchas plantas, y juegan un papel fundamental en la
variacion de la actividad antioxidante.?3

Estos compuestos fendlicos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias que
evidencian su rol protector sobre la salud humana. Se han clasificado en distintos
grupos segun el niumero de atomos de carbono y la estructura de su esqueleto
base.*

Son muchos los estudios que han mostrado las diversas reacciones bioquimicas de
nuestro cuerpo que generan especies reactivas de oxigeno, las cuales son capaces
de dafiar biomoléculas cruciales, tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Si
estas especies no son captadas eficientemente por constituyentes celulares, pueden
ocasionar enfermedades. Sin embargo, la accion deletérea de los radicales libres
puede ser bloqueada por sustancias antioxidantes, las cuales captan los radicales
libres en el organismo y pueden jugar un rol importante en la modulacién de
detoxificacion enzimatica, estimulacion del sistema inmune, disminucion de la
agregacion plaquetaria y modulacion del metabolismo hormonal.?#

198
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2014;19(2):205-207

Algunas investigaciones recientes sobre los radicales libres han confirmado que los
alimentos ricos en antioxidantes juegan un papel esencial en la prevencién de
enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y cancerigenas, males como el
de Parkinson y Alzheimer, asi como también inflamaciones y trastornos ocasionados
por el envejecimiento celular.® En los Ultimos anos, una de las dreas que mas ha
atraido la atencién de la comunidad cientifica, es la busqueda de nuevos
antioxidantes naturales para el control de estas enfermedades, en las cuales esta
implicado el dano oxidativo. En este sentido, los extractos de plantas y diferentes
clases de fitoquimicos han demostrado ser una fuente importante de compuestos
con marcada actividad antioxidante, permitiendo el crecimiento acelerado de
investigaciones en este campo.>®

El arbol del Neem o Nim, cuyo nombre cientifico es Azadirachta indica A. Jusses una
planta medicinal muy versatil perteneciente a la familia Meliaceae y se encuentra
extensamente distribuido en Asia, Africa y otras partes tropicales del mundo. Esta
planta tiene un uso ancestral y ha sido utilizada en la medicina tradicional pues la
misma posee un amplio espectro de propiedades medicinales, sin embargo las
investigaciones cientificas de sus propiedades terapéuticas se estan realizando
desde hace algunos afios.”

Se han empleado extensivamente varias partes del Nim como son las hojas, las
flores, la corteza, la fruta, aceite y la raiz, para tratar varias enfermedades.8°
Muchos investigadores reportan la obtencion de diferentes extractos y la
purificacion de distintas fracciones de estos, los cuales poseen significativas
propiedades antioxidantes, hepatoprotectoras y quimiopreventivas contra el
cancer.810.11 Igualmente existe evidencia cientifica preliminar que demuestra que
determinadas fracciones de diferentes extractos de esta planta poseen propiedades
antidiabéticas, antiinflamatoria, y antiulcerosa.'?13 Otros sugieren que extractos de
la planta A. indica poseen significativas propiedades antibacterianas, antivirales,
antiparasitarias y antifingicas.”*4

En Cuba, el arbol del Nim se introdujo en la primera década del siglo de XX, pero
empezd a generalizarse su cultivo en el pais en la década de los 90. El Centro de
Toxicologia y Biomedicina inicia su estudio a través de dos proyectos territoriales
aprobados por el CITMA, uno en el 2005 vy el otro en el recién finalizado afio 2012.
Donde a través del mismo nos propusimos evaluar el potencial antioxidante de los
extractos acuosos de esta planta, para de esta forma poder ampliar su uso en
diferentes enfermedades donde los procesos oxidativos intervengan en la
etiopatogenia de las mismas.

METODOS

De la planta A. indica se recolectaron hojas que se encontraban en buen estado
vegetativo al momento de la toma de muestra. El material vegetal se obtuvo de un
cultivo controlado proveniente de un organopdnico ubicado en el poblado "La
Republica" en las inmediaciones de la ciudad de Santiago de Cuba, esta fue
certificada y avalada en el Centro Oriental de Ecosistemas y Biodiversidad
(BIOECO) de Santiago de Cuba, depositdndose un ejemplar en el herbario con
namero 20902.
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Obtencién de los extractos

El estudio se realiz6 con la parte aérea de la planta (hojas), en éptimo estado de
desarrollo vegetativo y fitosanitario. Estas fueron secadas a temperatura ambiente
(27 £ 2 °C) y pulverizadas en un molino hasta obtener particulas finas. El extracto
acuoso se obtuvo mediante extraccién por Soxhlet hasta agotamiento total de la
droga, el mismo fue filtrado, se concentrd en un rota-evaporador y se almacené a 4
oC hasta su utilizacién. Se determiné la concentracién basandose en el contenido de
solidos totales.

El extracto fue sometido a un analisis fitoquimico preliminar, con el empleo de
técnicas simples, rapidas y selectivas para la identificacion cualitativa de los
metabolitos secundarios de mayor relevancia presentes en él mismo. Se utiliz6 el
sistema de cruces como criterio de medida para especificar la cualificacién de estos
metabolitos secundarios segln lo establecido por Miranda'®y la Guia Metodoldgica
para la Investigacion Fitoquimica de Plantas Medicinales del Ministerio de Salud
Publica.t”

Ademas el extracto obtenido fue caracterizado por espectroscopia UV/VIS empleando
un espectrofotometro de la firma comercial PG Instruments modelo T60 U.

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado reactivo analitico. Los compuestos
carbonato de sodio, acido tanico, acido ascorbico, quercetina y el reactivo de Folin-
Ciocalteu fueron obtenidos de Sigma Chemical Co.

Determinacion de contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind por el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu (FC) (solucién de acido fosfomolibdico y acido fosfowolframico) segin
Ghimeray y colaboradores en el afio 2009.'8 El mismo oxida los compuestos
polifendlicos a fenolatos en medio alcalino, formando un complejo de molibdeno -
tungsteno de color azul. Se mide la absorbancia usando un Espectrofotémetro
UV/VIS de la firma PG Instruments modelo T60, mediante la construccion de una
curva patrén usando como estandar acido tanico. Se tomaron 200 pyL de muestra
que fue mezclada con 2 mL de reactivo FC y se esperaron 20 minutos. La mezcla es
homogenizada y calentada a 45 ©C, y posteriormente fueron leidas a una longitud
de onda de 750 nm en el Espectrofotdmetro. Se cuantificd la cantidad de
compuestos fendlicos solubles totales presentes en el extracto. Los resultados se
expresaron como mg en equivalente de acido tanico/ gramos de sélidos totales del
extracto. Tanto los puntos de la curvas como las muestras fueron analizados por
triplicado.

Determinacion del contenido de flavonoides

La cuantificacidn del contenido de flavonoides totales se realizé empleando el
método NaNO: - AICI3, con modificaciones segln Jia y colaboradores en el afio
1999.1° Las muestras son mezcladas con AICls y NaNOz, formandose un complejo
flavonoide- aluminio de color rosado en medio alcalino. La solucién se obtiene a
partir del 30 ul de NaNOs (10 %), 60 ul de AICI3-:6H20 (20 %), 200 ul de NaOH
(1M) y 400 pl de agua son agregados a 100 ul de cada muestra, las lecturas de
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absorbancia se realizaron a 510 nm, 5 minutos después de la adicién de la
muestra, cada 20 s durante 1 minuto.

El contenido de flavonoides total se determind por extrapolacidon en una curva de
calibracién, utilizando como patrén quercetina a diferentes concentraciones y se
expresd en mg de quercetina/gramos de solidos totales del extracto. Las
determinaciones se hicieron por triplicado.

Determinacion de Capacidad Antioxidante Total (CAT). Método del
fosfomolibdico

La capacidad antioxidante total de los extractos de la planta se evalua por el
método del fosfomolibdico, descrito por Prieto y colaboradores en el afio 1999.20
Para cada extracto se expresara la capacidad antioxidante total en equivalentes de
acido ascérbico (mmol/g).

Se midid la CAT de las muestras. Los valores de absorbancia se interpolaron en una
curva de calibracién preparada con acido ascérbico (25-500 pmol/mL). Las
determinaciones se hicieron por triplicado y los resultados obtenidos se expresaron
como micromoles equivalentes de acido ascérbico por gramo de sélidos totales
(umol EAA/g), mediante la siguiente ecuacién:

CAT= LIC(umol /mL) x VTE (mL)

Sélidos totales (g)

Donde:

CAT: Capacidad Antioxidante Total (umol EAA/Q)
LIC: Lectura Interpolada en la Curva de calibracién
VTE: Volumen Total de Extracto

Para el calculo final debe tenerse en cuenta el factor de dilucion.

RESULTADOS

Tamizaje fitoquimico

La metodologia aplicada para la identificacién de los principales metabolitos
secundarios, permitié observar la presencia de carbohidratos reductores (Benedict)
y compuestos de naturaleza fendlica, tales como polifenoles (Folin-Ciocalteu),
flavonoides (Shinoda), fenoles y taninos condensados (FeCls, Gelatina-Sal). La
presencia de alcaloides pudo ser establecida (Dragendorff, Wagner). (Tabla 1)

El espectro UV/VIS del extracto acuoso de la planta muestra dos maximos de
absorcion en el rango ultravioleta del espectro: 215 y 240 nm respectivamente
(Figura 1). Por su parte en la regién del espectro visible solamente aparecen
pequefos picos a los 530 y 660 nm.
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Tabla 1. Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de las partes aéreas de A. indica

Grupo de compuestos Ensayo Extractos acuoso
Saponinas Espuma -
Principios amargos y astringentes Sabor ++
Alcaloides Dragendorff +++
Wagner ++
Aminoacidos y aminas Minhidrina +
Azldcares reductores Fehling +
Fenoles y taninos FeCls +++
Gelatina +++
Flavonoides Shinoda +++
Mucilagos Al tacto -
Aceites esenciales y grasas Papel blanco sin reactivo -
Quinonas Borntrager -
Resinas +

(-) Ausencia (+) Presencia (++ 6 +++) Abundancia
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Fig. 1. Espectro de absorcidn UWASIS del extracto acuoso de las hojas de A, indica.

Potencial antioxidante

El contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante total se
muestran en la tabla 2. El contenido de fenoles totales se expresa como mg de
acido tanico por gramos de sélidos totales del extracto acuoso, el contenido de
flavonoides se expresa como mg de quercetina por gramos de sdlidos totales del
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extracto, mientras que la capacidad antioxidante total se expresa en mmol
equivalentes de acido ascérbico por gramos de soélidos totales del extracto. Se
representan los valores de la media y la desviacion estandar de las muestras por
triplicado.

Tabla 2. Valores de fenoles totales, contenido de flavonoides y capacidad antioxidante del extracto
acuoso de las hojas de A. indica

Muestra Fenoles totales Flavonoides Capacidad Antioxidante
(mg Ac. Tanico/g) | (mg Quercetina/g) | (pmol Ac. Ascérbico/g)
Extracto acuoso 54,87 £ 1,82 9,85 = 1,00 215,01 £ 2,40
DISCUSION

El andlisis fitoquimico preliminar del extracto acuoso de la planta A. indica evidencié
la presencia de metabolitos secundarios, especialmente aquellos de naturaleza
fenodlica como polifenoles, flavonoides y taninos compuestos que se encuentran
ampliamente difundidos en el reino vegetal y son importantes constituyentes de las
plantas. Segun la teoria esta apreciacién es prueba positiva para sustancias que
poseen en su estructura el nlcleo de la g-benzopirona (flavonas, flavonoles,
flavononas, flavononoles, isoflavonoides y xantonas). La comunidad cientifica les
atribuye propiedades bioldgicas tales como la accién antimutagénica y
anticarcinogénica, cardioprotectora y antimicrobiana, asi como poder antioxidante.
La actividad antioxidante concuerda con la presencia de metabolitos detectada
debido a su habilidad para secuestrar radicales libres, la que esta relacionada a la
presencia de su grupo hidroxilo.*

Ademas resulté ser positivo para alcaloides, sin embargo estas pruebas no sirven
para determinar el tipo de alcaloide presente en los extractos; sélo permiten dar un
indicio de la presencia de varios grupos de alcaloides, o de grupos que contienen
nitrégeno dentro de su estructura. Estos resultados coinciden con lo reportado por
otros investigadores los cuales evaluaron la composicidon de extractos acuosos y
alcohdlicos de las hojas de esta planta.?!

Al analizar el espectro UV/VIS del extracto se pudieron observar dos picos bien
definidos en el rango ultravioleta. EIl maximo de absorcion observado a los 215 nm
corresponde a la azadirachtina, el cual es el principal principio activo de esta planta.
La azadirachtina es un triterpenoidetetraciclico (Figura 2) de férmula molecular Css-
Ha4-O1s, cuyas propiedades espectrales reportan un maximo de absorcidén a los 217
nm. Por su parte el maximo de absorcion observado a 240 nm corresponde a la
nimbina, que es triterpenoide cuyas propiedades espectrales reportan un maximo
de absorcidn a los 245 nm.??
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Azadirachtina Mimhbina

Fig. 2. Estructuras guimicas de los triterpencides Azadirachtina v Mimbina,
(Tomado de Atawodi 2009).7

Potencial antioxidante

La extraccion de compuestos antioxidantes de las plantas depende en gran medida
de la naturaleza de los solventes que se emplean en este proceso. Los solventes
polares son los mas empleados para el caso de la extraccion de los polifenoles de
las plantas, fundamentalmente los alcoholes, ya que se ha demostrado su eficacia
en la extraccion de grandes concentraciones de estos compuestos.?3

El contenido de fenoles totales y flavonoides del extracto acuoso de la planta
mostro resultados similares a estudios realizados en A. indica de Nepal y la India
empleando solventes alcohdlicos.!8

Cai y colaboradores sugieren que el contenido de fenoles totales y de flavonoides
determina la capacidad antioxidante de la planta por lo que la actividad
antioxidante de algunos extractos polares es debida, al menos en parte, a la
presencia de sustancias con grupos hidroxilos como los polifenoles, los cuales
ejercen su accién por donacién de protones (capacidad secuestrante de radicales
libres), o bien por interaccion, adicidon o combinacién de radicales o por reacciones
redox (transferencia de electrones). En cualquier caso es importante la estructura
planar y espacial del compuesto antioxidante presente en el extracto.?*

Las propiedades reductoras de un producto natural estan generalmente asociadas
con la presencia de agentes antioxidantes capaces de interrumpir las reacciones en
cadena de los radicales libres por donacién de atomos de hidrégeno.?> El método
empleado en este trabajo para evaluar la CAT mide la habilidad reductora de
metales de transicion (Molibdeno).

En general se afirma que los compuestos fitofendlicos exhiben actividad
antioxidante/prooxidante, dependiendo de factores como el potencial reductor de
metales, el comportamiento quelante, el pH, las caracteristicas de solubilidad, de su
conformacion estructural, de la cantidad de grupos hidroxilos disponibles en la
molécula.*

Por otro lado, los alcaloides constituyen un gran grupo de metabolitos secundarios
de caracter basico con uno o varios dtomos de nitrégeno, que por lo general, estan
incorporados en una estructura ciclica; a menudo presentan multiples actividades
fisioldgicas, de ahi su amplio uso en la medicina. Se ha reconocido que los
alcaloides y flavonoides muestran actividad antioxidante, y que sus efectos sobre la

204
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2014;19(2):205-207

salud y la nutricion humana es considerable.?® Para algunos autores el mecanismo
de accidn de los alcaloides se efectla a través de la inhibicion de la peroxidacion.?”
El contenido del atomo de nitrogeno convierte a la mayoria de los alcaloides en
compuestos capaces de donar electrones y, en consecuencia, capturar radicales
libres. Si la molécula del alcaloide contiene grupos funcionales adyacentes que
cedan electrones, como por ejemplo los grupos alquilo, la disponibilidad de los
electrones del atomo de nitrégeno aumenta. De esta forma, se puede afirmar que
la accion conjunta de fitofenoles y alcaloides contenidos en los extractos de hojas
de A. indica, dan soporte a la actividad antioxidante manifestada por esta planta,
pudiendo sentar las bases para la elaboracién y futuro registro de un nuevo
producto farmacéutico con estas propiedades terapéuticas.
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