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RESUMEN 

 

En este trabajo se evaluó y comparó la actividad tóxica, citotóxica y fitoquímicos 

presentes de los extractos etanólicos y sus particiones de semilla y hoja de 

Azadirachta indica (Neem) de origen Mexicano (Ébano, SLP) comparada con la 

comercializada en la India (Coimbatore, Tamil Nadu). Se emplearon tres líneas 

celulares MCF7 (Cáncer de Mama), HaCaT (Queratinocitos Humanos) y CaLo 

(Cáncer cervicouterino). Los extractos se clasificaron en: Semilla de neem, cáscara 

de semilla de neem, hoja de neem y semilla con cáscara de neem. Se determinó la 

toxicidad de los extractos sobre Artemia salina siendo la de mayor actividad el extracto 

de semilla de neem de la India con una DL50 de 476 μg/mL; los extractos que 

presentaron mayor actividad citotóxica sobre las distintas líneas celulares fueron: 

Extracto de hoja de neem de la india con una  IC50 22.03 µg/mL sobre la línea MCF7, 

extracto de semilla de neem de la India con una IC50 32.17 µg/mL sobre la línea CaLo y 

extracto de hoja de neem de México con una IC50 135.76 µg/mL sobre la línea HaCaT. 

De los extractos de hoja y semilla se obtuvieron dos particiones hexánica y 

clorofórmica, la mayor actividad se presentó en la partición hexánica de hoja de neem 

de la India con una IC50 25.17 µg/mL sobre la línea celular MCF7, partición 

clorofórmica de semilla de neem de la India con una IC50 30.93 µg/mL sobre la línea 

celular CaLo y partición clorofórmica de hoja de neem de la India con una IC50 98.09 

µg/mL sobre la línea celular HaCaT. A pesar de que esta planta tiene muchos reportes 

sobre actividad biológica, los resultados obtenidos en estas líneas celulares no han sido 

publicados. En este estudio se demostró que los extractos etanólicos de A. indica 

originarios de la India mostraron mayor actividad tóxica y citotóxica que los extractos 

de origen México, la partición hexánica de hoja de neem de la India fue la que presentó 

mayor actividad citotóxica sobre MCF7 y es promisoria como fitofármaco. 
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ABSTRACT 

 

This study evaluated and compared the toxic and cytotoxic activity  and secondary 

metabolites present in ethanol extracts and their partitions of seeds and leaves of 

Azadirachta indica (Neem) of Mexican origin (Ébano, SLP) compared to from India 

(Coimbatore, Tamil Nadu); three cell lines: MCF7 (Breast Cancer ) , HaCaT (Human 

Keratinocytes) and CaLo (Uterine Cervical Cancer) were used. The extracts were 

classified as: neem seed, seed coat, neem leaf and neem seed with coat. Toxicity of 

extracts on Artemia salina was determined, the most active extract was seed of neem 

from India with an LD50 of 476 µg/mL, the extracts that showed higher cytotoxic 

activity on different cell lines were: leaf extract neem from India with IC50 22.03 µg/mL 

on line MCF7, neem seed extract from India with an IC50 32.17 µg/mL on line CaLo and 

neem leaf extract of Mexico with an IC50 135.76 µg/mL on line HaCaT. Of leaf and seed 

extracts were obtained two partitions hexane and chloroform, the highest activity was in 

hexane partition of neem leaf from India with an IC50 25.17 µg/mL on MCF7 cell line, 

chloroform partition of seed neem from India with an IC50 30.93 µg/mL on cell line 

CaLo and chloroform partition neem leaf from India with an IC50 98.09 µg/mL on 

HaCaT cell line. Although this plant has many reports of biological activity, the results 

obtained in these cell lines have not been published. This study showed that ethanol 

extracts of A. indica from India showed higher toxic activity and cytotoxic than extracts 

of Mexico origin. Hexane partition of neem leaf from India, showed higher activity on 

MCF7 and is promising as phytomedicine. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

En la actualidad se ha incrementado el interés por el uso de plantas medicinales como 

una alternativa para obtener nuevos fármacos, debido a su gran variedad y complejidad 

de sus metabolitos secundarios (Saxena S. et al., 2006). 

Desde sus orígenes las plantas con propiedades benéficas para la salud humana han 

acompañado al hombre, existe evidencia que desde hace 60,000 años las usaba con fines 

medicinales. Se desconoce cómo se empezaron a utilizar, alrededor del año 2800 a.C., se 

encuentra el primer documento escrito que registra el uso de plantas medicinales 

perteneciente a la cultura de los sumerios. El primer tratado sobre el tema de las plantas 

es el Pen Tsao atribuido al emperador chino Shen Nung donde se describen y clasifican 

366 hierbas con aplicaciones medicinales. Los egipcios también utilizaron las plantas 

con fines curativos, documentado en el Papiro de Ebers que comprende una gran lista de 

plantas medicinales que aun en fechas actuales siguen siendo empleadas como es el caso 

del Opio y el Aloe (Barquero A.A. 2007). Otros documentos se han escrito a lo largo de 

la historia como es el caso de la Medicina griega de Hipócrates, Avicena en la medicina 

árabe y Paracelso en la medicina centroeuropea, que fueron auténticos especialistas en la 

aplicación de las plantas medicinales (Bermúdez A. et al., 2005).    

Existen documentos que prueban que las plantas se utilizan para tratar diversas 

enfermedades desde hace miles de años. Muchas de las drogas convencionales 

provienen de fuentes vegetales: hace cien años, la mayor parte de las pocas drogas 

efectivas derivaban de las plantas (Vickers y Zollman, 1999). 

A lo largo de la historia, México ha sido una región de interés a nivel mundial por sus 

recursos naturales. La extraordinaria riqueza florística ubica a México en el cuarto lugar 

mundial, el amplio territorio que incluye áreas subtropicales, zonas templadas, desérticas 

y frías, ideal para el desarrollo de varias especies de plantas. El número de plantas 

medicinales en México asciende aproximadamente a 4,500 de especies de las cuales solo 

el 11% se ha estudiado químicamente, el 2.6% de forma biodirigida y solo el 1.9% con 

estudios farmacológicos y toxicológicos (Kakuko et al., 2005). 
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El neem es tradicionalmente empleado en la India, su uso y propiedades se encuentran 

descritas en el antiguo sánscrito desde hace 4000 años, en la India se refieren al Neem 

como la “farmacia de la aldea” o la “botica del pueblo” debido a sus muchos fines 

medicinales para curar y prevenir distintas enfermedades (Conrick, 1994). 

Los productos de plantas medicinales tienen una larga historia de uso en la India, China 

y otras regiones del mundo aunque no en todos los casos se han realizado 

investigaciones científicas que validen su uso (Khillare y Shrivastav, 2003). 

 

El neem fue introducido en México en 1989 por la Facultad de Agronomía de la 

Universidad Autónoma de Nuevo en el Municipio de Marín, actualmente se encuentra 

distribuido en más de 15 estados en la República Mexicana. (Leos y Salazar, 1992). 

 

Existe actividad comprobada de que el neem presenta en las hojas y semillas efectos 

analgésicos, antihelmínticos antipiréticos, antisépticos, antisifilíticos, astringentes, 

demulcentes, diuréticos, emenagógicos, emolientes y purgantes así mismo se ha  

demostrado que los extractos de neem poseen propiedades antibacteriana, antidiabética, 

antifúngica, antiviral (Firenzuoli et al., 2007) y antiproliferativa contra la línea celular 

cancerígena PC-3 (Cáncer de Próstata). (Suresh K. et al., 2005).
 

 

No existe antecedente sobre una investigación comparativa de la actividad citotóxica y 

fitoquímica de los extractos etanólicos de semillas y hoja de A. indica Neem de origen 

local Ébano, SLP contra la que se comercializa en la India sobre las líneas celulares 

mencionadas.  
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

Las plantas medicinales cuentan en su biometabolismo con diferentes productos 

químicos que les ayudan a la misma planta a sobrevivir. En este caso, los metabolitos 

secundarios son uno de ellos. Estos están presentes en diferentes concentraciones o 

proporción, dependiendo de las partes de la planta,  así como las condiciones 

ambientales, altura, suelo, temperatura, lugar de origen, nutrientes.    

En nuestro país existe una gran tradición en el uso de plantas medicinales para el 

tratamiento de muchas enfermedades, en la mayoría de los casos no existe un sustento 

científico que valide su uso terapéutico o que demuestre su toxicidad. Según las OMS 

(2003) una planta medicinal es definida como cualquier especie vegetal que contiene 

sustancias que pueden ser empleadas para propósitos terapéuticos y cuyos principios 

activos pueden servir como precursores para la síntesis de nuevos fármacos.  

Nuevos compuestos naturales son aislados, caracterizados y publicados sin realizarles 

alguna prueba de actividad biológica, información que permanece desconocida por años. 

Sin acompañamiento de datos biológicos, el descubrimiento de nuevos constituyentes de 

plantas medicinales no es más que Fitoquímica pura (Meyer et al., 1982; McLaughlin et 

al., 1988). 

El estudio y la investigación de los metabolitos secundarios ayudan a comprender la 

bioquímica y fisiología de los organismos que los producen y su mejor aprovechamiento 

con fines farmacológicos (Willimason et al., 1996; Domínguez 1988).  

Existe un vacío en el conocimiento de la composición química de las plantas, lo que ha 

estimulado la investigación de nuevos compuestos químicos con actividad biológica, 

para ello el aislamiento e identificación de los metabolitos secundarios, en la actualidad 

se realiza con mayor exactitud y rapidez con el desarrollo de mejores y nuevas 

herramientas como la son los bioensayos  de toxicidad (Artemia salina) y citotóxicos in 

vitro empleando líneas celulares (Lagarto P.A et al., 2001; EPA 2002), así como 

métodos in vivo (empleando organismos como ratas, conejos y ratones) y técnicas 

analíticas, cromatografía, análisis espectrales de resonancia magnética nuclear, análisis 

infrarrojo y la espectrometría de masas en sus diferentes variantes. 
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En este estudio se muestra una investigación comparativa sobre la actividad citotóxica y 

fitoquímica de los extractos etanólicos de Semillas de Azadirachta indica Neem de 

origen local Ébano, SLP, comparada con la que se comercializa en la India. 

El conocimiento de los constituyentes químicos presentes en las plantas que son 

consideradas medicinales pero cultivadas en regiones geográficamente y con 

condiciones ambientales distintas es muy importante ya que nos permitirá comparar los 

grupos fitoquímicos presentes y la actividad citotóxica de sus extractos y de esta manera 

validarlo de forma científica. 
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3. HIPÓTESIS 

 

Existe diferencia en la actividad tóxica, citotóxica y fitoquímicos de los extractos de la 

semilla y hoja de Neem (Azadirachta indica A. Juss.) de origen local (Ébano, SLP), 

comparada con la comercializada de India, siendo la de origen hindú la que presenta 

mayor actividad biológica. 
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4. OBJETIVOS 

 

 4.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Comparar los fitoquímicos presentes y la actividad tóxica y citotóxica de los extractos de 

la semilla y hoja de Neem (Azadirachta indica A. Juss.) de origen local Ébano, SLP con 

la que se comercializa en la India. 

 

 4.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Importar la semilla y hoja de la India, obtener la semilla y hoja de México, secar, 

pulverizar, desengrasar y elaborar los extractos etanólicos por el método de 

maceración.   

 

2. Realizar un tamizaje sobre los principales componentes desde el punto de vista 

fitoquímico de los extractos de la semilla de Neem (Azadirachta indica A. Juss.) 

que se produce en Ébano, SLP, comparada con la que se comercializa de la India. 

 

3. Determinar  la Dosis Letal Media (DL50) de los extractos etanólicos de Neem de 

ambas localidades mediante el bioensayo de letalidad sobre Artemia salina.  

 

4. Determinar los efectos citotóxicos de los extractos etanólicos de Neem de ambas 

localidades sobre la  líneas  celulares MCF-7 (Cáncer de mama) HaCaT 

(Queratinocitos Humanos) y CaLo (Cáncer cervicouterino). 

 

5. Realizar particiones de los extractos etanólicos con mayor actividad y evaluar los 

efectos citotóxicos  sobre las líneas celulares 
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5. ANTECEDENTES 

  

 5.1 Usos medicinales de las Plantas 

En las antiguas civilizaciones la gente atribuía el poder curativo de las plantas a la 

intervención de los Dioses, no se sabe a ciencia cierta cómo se empezaron a utilizar pero 

existen pruebas que el hombre de Neandertal que vivió hace 60,000 años en el actual 

país de Irak usaba las plantas con fines medicinales. 

Antes del nacimiento de la escritura todos los conocimientos se transmitían de forma 

oral, el primer documento escrito que registra el uso de las plantas medicinales aparece 

en una tablilla de arcilla perteneciente a la cultura de los Sumerios alrededor del año 

2800 a.C. Posteriormente el primer tratado sobre plantas medicinales fue el Pen Tsao 

que se le atribuye al emperador Chino Shen Nung que reino en el siglo XXVIII a.C. 

donde se describen y clasifican 366 hierbas con aplicaciones medicinales de aquella 

época. Los egipcios también utilizaron las plantas con fines curativos. El primer 

documento impreso más interesante es el Papiro de Ebers que comprende una gran lista 

de plantas medicinales que aún se utilizan hoy en día como el opio y el aloe (Barquero 

A.A. 2007). En la época contemporánea existe gran interés en la investigación de 

sustancias de plantas y prueba de ello es que diferentes compañías farmacéuticas centran 

sus esfuerzos en este campo (Domingo D. et al., 2003). 

La medicina tradicional es el resultado de las prácticas basadas en teorías, creencias y 

experiencias de diferentes culturas y tiempos frecuentemente inexplicables usadas en el 

mantenimiento de la salud así como en la prevención, diagnóstico y tratamiento de 

enfermedades infecciosas. El nacimiento de la fitoterapia data de finales del siglo XIX y 

a principios del XX se relaciona con dos figuras claves en el desarrollo de la 

Microbiología, Pasteur y Fleming. Las plantas constituyen un valioso recurso en los 

sistemas de salud de los países en desarrollo, la población depende de la medicina 

tradicional para recibir atención primaria. Según la OMS (2002) en muchos países 

desarrollados, del 48% al 75% de la población ha recurrido alguna vez a una u otra 
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forma de medicina alternativa o complementaria, en Asia y en Latinoamérica, las 

poblaciones siguen utilizando la medicina alternativa como resultado de circunstancias 

históricas y creencias culturales y en el continente africano hasta un 80% la emplea para 

satisfacer sus necesidades sanitarias. Según las OMS (2003) una planta medicinal es 

definida como cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser 

empleadas para propósitos terapéuticos y cuyos principios activos pueden servir como 

precursores para la síntesis de nuevos fármacos.  

La investigación sobre el uso de plantas medicinales forma parte de la Etnobotánica que 

ha sido definida como el estudio de las interrelaciones entre los grupos humanos y las 

plantas (Ford, 1978; Martín, 2001; Gómez-Veloz, 2002). La herbolaria es la aplicación 

de la botánica en la medicina, es decir el uso de hierbas contra las enfermedades que 

aquejan al hombre. Las investigaciones en esta área han permitido el aislamiento de 

principios activos de las plantas y el desarrollo de fármacos (Etkin N.L 1998).  

Las propiedades medicinales de las plantas pueden provenir de cualquiera de sus partes 

(hojas, tallos, raíces, flores o semillas) que producen sustancias químicas llamadas 

metabolitos secundarios o principios activos (Balandrin M. et al., 1993). La 

biodiversidad del reino vegetal en el mundo se estima entre 400,000 y 500,000 especies 

de plantas superiores a las cuales solamente a un  10% se les han realizado estudios 

fitoquímicos y un menor porcentaje se han sometido a pruebas farmacológicas 

(Hostettmann y Wolfender, 1997). 

México ha sido una región de interés a nivel mundial por sus recursos naturales. La 

extraordinaria riqueza florística ubica a México en el cuarto lugar mundial, el amplio 

territorio que incluye áreas subtropicales, zonas templadas, desérticas y frías es ideal 

para el desarrollo de varias especies de plantas. El número de plantas medicinales en 

México asciende aproximadamente a 4,500 de especies de las cuales solo el 11% se ha 

estudiado químicamente, el 2.6% de forma biodirigida y solo el 1.9% con estudios 

farmacológicos y toxicológicos (Kakuko et al., 2005). 
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 5.2 Compuestos químicos de las plantas  

Los vegetales a través del metabolismo secundario sintetizan los metabolitos 

secundarios, que en su gran mayoría integran los principios activos de las plantas 

medicinales químicamente pueden ser isoprenoides, derivados fenólicos y alcaloides 

(Kuklinski C. 2000).  Los extractos vegetales crudos son mezclas complejas que están 

constituidas por cientos de compuestos (Bruneton J, 1991). Algunos ejemplos de 

metabolitos secundarios son: terpenos, aceites esenciales, saponinas, fenoles y ácidos 

fenólicos, cumarinas, lignanos, flavonoides, antocianinas, taninos, quinonas, alcaloides, 

entre otros. 

Nuevos compuestos naturales son aislados, caracterizados y publicados sin realizarles 

alguna prueba de actividad biológica, información que permanece desconocida por años. 

Sin acompañamiento de datos biológicos, el descubrimiento de nuevos constituyentes de 

plantas medicinales no es más que Fitoquímica pura (Meyer et al., 1982; McLaughlin et 

al., 1988). 

El estudio y la investigación de los metabolitos secundarios ayudan a comprender la 

bioquímica y fisiología de los organismos que los producen y su mejor aprovechamiento 

con fines farmacológicos (Willimason et al., 1996; Domínguez 1988).  

Todavía hay un vacío en el conocimiento de la composición química de las plantas, lo 

que ha estimulado la investigación de nuevos compuestos químicos con actividad 

biológica, para ello el aislamiento e identificación de los metabolitos secundarios, en la 

actualidad se realiza con mayor exactitud y rapidez con el desarrollo de mejores y 

nuevas herramientas en química analítica. Algunas de las técnicas analíticas útiles son la 

cromatografía, los análisis espectrales de resonancia magnética nuclear, análisis 

infrarrojo y la espectrometría de masas en sus diferentes variantes (Harvey A, 1999). 
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 5.3 Análisis fitoquímico 

La investigación de los metabolitos secundarios ayuda a comprender la bioquímica y 

fisiología de los organismos que los producen y su mejor aprovechamiento con fines 

farmacológicos (Willimason et al., 1996). Algunos de estos compuestos han sido de gran 

beneficio para el desarrollo de medicamentos y son una rica fuente de precursores de 

nuevas estructuras moleculares con actividad biológica (Mishra et al., 2011). La 

desaparición de la selva tropical como fuente de compuestos químicos con utilidad 

farmacológica, lleva a la rápida extinción de muchas especies vegetales, lo que motiva a 

promover y apresurar los estudios fitoquímicos y farmacológicos de las especies 

utilizadas en la medicina popular (Elvin-Lewis, 2001; Etkin, 1998).  

En la investigación fitoquímica,  se utilizan métodos de separación, principalmente 

cromatográficos, y métodos espectroscópicos para la elucidación estructural. La 

espectroscopia es una técnica que mide la respuesta de una molécula a la aportación de 

energía. El espectro resultante es una serie de bandas que muestran la magnitud de la 

respuesta en función de la longitud de onda de la energía incidente. La fuente de energía 

puede ser de fotones ópticos (espectroscopia ultravioleta, visible e infrarroja) o de 

energía de radiofrecuencia (espectroscopia de resonancia magnética nuclear). Esta 

técnica se utiliza una vez que la mezcla se haya separado en sus componentes y de esta 

forma interacciona con la radiación electromagnética. El aislamiento e identificación de 

los constituyentes vegetales en la actualidad se realiza con mayor exactitud y rapidez 

con el desarrollo de mejores y nuevas herramientas en química analítica. Algunas de las 

técnicas analíticas útiles son la cromatografía, los análisis espectrales de resonancia 

magnética nuclear, análisis infrarrojo y la espectrometría de masas en sus diferentes 

variantes (Harvey, 1999). 
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 5.3.1 Aislamiento de metabolitos secundarios   

Cualquier molécula biológica es un “producto natural”, pero este concepto es reservado 

usualmente a los metabolitos secundarios, pequeñas moléculas producidas por un 

organismo pero que no son estrictamente necesarias para la supervivencia del 

organismo. El concepto de metabolitos secundarios incluye moléculas o productos 

biológicos derivados del metabolismo como un resultado a limitación de nutrientes, 

mecanismos de defensa y moléculas reguladoras. El aislamiento de los metabolitos 

secundarios difiere del aislamiento de las macromoléculas biológicas más abundantes 

como las proteínas, ácidos nucleicos y carbohidratos, debido a que los metabolitos 

secundarios son moléculas más pequeñas y químicamente más diversas, además de 

encontrarse en cantidades muy pequeñas, por lo que los métodos de aislamiento deben 

variar y tomarse en cuenta (Cannell, 1998). Valencia (1995) menciona que las sustancias 

que las plantas elaboran y acumulan en sus tejidos son importantes desde varios puntos 

de vista, muchas poseen propiedades farmacológicas y pueden utilizarse en la 

preparación de medicamentos, las formas de aislar los principios activos presentes en las 

plantas son muy diversas entre los que describe: precipitación disolvente- disolvente, 

extracción líquido-líquido; para su caracterización recomienda reacciones coloridas, 

métodos cromatográficos, electroforéticos y de espectrofotometría.    

 

 5.3.2 Extracción con solventes   

El primer paso de la extracción es liberar y solubilizar los metabolitos secundarios a 

través de la extracción acuosa o con solventes. Esto puede ser hecho por una serie de 

extracciones, usando solventes de polaridad variable y creciente, los cuales actúan como 

el primer paso del fraccionamiento o usando un solo solvente “universal” como el 

etanol, el cual disuelve la mayoría de los productos naturales al mismo tiempo que los 

libera de la matriz celular.  Los materiales insolubles tales como la fibra y otros 

precipitados, pueden ser removidos mediante filtración o centrifugación (Cannell, 1998).     
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 5.3.3 Identificación química   

Para las mezclas de productos naturales que han sido extraídos con solventes, las 

pruebas químicas más comunes son las colorimétricas, que dan una indicación visual de 

la presencia de varios grupos funcionales, cuando un reactivo reacciona con un 

metabolito y se produce un compuesto colorido (Cannell, 1998). 

Las técnicas más comunes para la detección de grupos funcionales son: Glúcidos, 

Gomas, mucilagos, lipidos, ceras, cumarinas, flavonoides, antoncianinas, 

leucoantocianos, antraquinonas, taninos, triterpenos, esteroles, saponinas y alcaloides.     

Figura 1. Estructura básica de una cumarina 

Figura 2. Núcleo básico de los flavonoides  

Figura 3. Estructura de la molécula de antociano   
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Figura 4. Estructura general de una antraquinona 

Figura 5. Molécula de triterpenos 

Figura 6. Estructura general de los esteroles 

Figura 7. Estructura general de las saponinas 
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 5.4 Azadirachta indica A. Juss (Neem) 

Azadirachta indica A. Juss  pertenece a la familia Meliaceae y es conocida comúnmente 

como margosa y paraíso de la india en español y como Neem en inglés e hindú, es un 

árbol de tamaño mediano a grande (Figura 8), caracterizado por su tronco corto y recto, 

de hojas alargada y pinadas. Las flores aparecen en panículas estrechas y ramificadas de 

5 a15 cm de largo, las flores individuales están compuestas de 5 lóbulos de cáliz 

redondeados y de un color pálido (Figura 9), florece entre marzo y mayo. Los frutos 

tiene forma de aceituna (drupas) de 1.0 a2.0 cm de largo, lisas y de un color de amarillo 

verdoso a amarillo cuando maduran (Figura 10). Los frutos maduran en junio a agosto 

(López  y Angulo, 2007). 

 

Figura 8. Árbol del Neem 

Figura 9. Flores de Neem 

Figura 10. Frutos en forma de aceituna del Neem 
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 5.4.1 Clasificación taxonómica A. Juss 

Reino: Plantae 

 División: Spermatophyla 

  Subdivisión: Angiospermae 

   Clase: Geraniales 

    Familia: Meliaceae 

     Género: Azadirachta 

      Especie: A.indica A. Juss 

       (Wren R.C. 1994) 

 

 5.4.2 Composición química Azadirachta indica A. Juss (Neem). 

Los principales compuestos que han sido aislados son triterpenos y tetranortriterpenoide 

como ejemplo de ellos es la azadiractina (Figura 11) y limonoides entre otros (López y 

Angulo, 2007). 

 

 

 

Figura 11. Estructura química de la azadiractina 
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 5.4.3 Usos en medicina tradicional de Azadirachta indica A. Juss (Neem). 

El neem es tradicionalmente empleado en la India, su uso y propiedades se encuentran 

descritas en el antiguo sánscrito desde hace 4000 años, en la India se refieren al Neem 

como la “farmacia de la aldea” o la “botica del pueblo” debido a sus muchos fines 

medicinales para curar y prevenir distintas enfermedades (Conrick, 1994). 

El árbol de neem es una planta increíble que ha sido declarado el "Árbol del siglo 21 ", 

de las Naciones Unidas (ONU 2012). La Academia Nacional de Ciencias de EE.UU. 

publicó un informe en 1992 titulado " Neem: Un árbol para resolver problemas globales" 

(NAS 1992). 

Las hojas, semillas, flores y aceites del árbol poseen efectos analgésicos, antihelmínticos 

antipiréticos, antisépticos, antisifilíticos, astringentes, demulcentes, diuréticos, 

emenagógicos, emolientes y purgantes. Se ha demostrado que los extractos de Neem 

poseen propiedades antibacteriana, antidiabética, antifúngica y antiviral (Firenzuoli F et 

al., 2007) y antiproliferativa contra la línea celular cancerígena PC-3 (Cáncer de 

Próstata) (Suresh K. et al., 2005). 

La investigación científica de las plantas utilizadas en medicina tradicional con un 

enfoque multidisciplinario se ha incrementado en todo el mundo, una gran variedad de 

especies se han estudiado y se ha acumulado suficiente evidencia científica sobre sus 

propiedades farmacológicas (Dahanukar y Kulkarini, 2000). Con este conocimiento, la 

industria farmacéutica a partir de los ingredientes activos aislados de las plantas ha 

logrado sintetizar aproximadamente el 25 % de los medicamentos más exitosos del 

mercado, por ejemplo la aspirina y el tamoxifén (Tripathi, 2003). 
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5.5 Bioensayos de Toxicidad.  

Un bioensayo puede ser definido como cualquier prueba que involucra organismos 

vivos, permite realizar mediciones experimentales del efecto de agentes químicos en 

sistemas biológicos, estableciendo relaciones de concentración-respuesta bajo 

condiciones controladas, al llevar a cabo bioensayos es necesario llevar  cabo 

estandarizaciones de referencia. El principal objetivo de este estudio es evaluar el nivel 

de estímulo necesario para obtener una respuesta en un grupo de individuos de la 

población. Existen métodos alternativos como el bioensayo in vitro para determinar la 

toxicidad en larvas de Artemia salina (Lagarto P.A et al., 2001; EPA, 2002).  

Se han publicado estudios que sugieren evaluar como primer paso, realizando un rastreo 

toxicológico mediante pruebas de toxicidad aguda utilizando diversas especies 

(Guilhermino et al., 2000), lo cual permite determinar de manera preliminar la toxicidad 

de nuevos y diferentes químicos con la ventaja de que es económico y por lo tanto se 

reduce el sacrificio de animales de experimentación (Kazuko et al., 2005). 

El Dr. Jerry L. McLaughlin y colaboradores dan comienzo con la introducción de 

algunos bioensayos primarios como el de la Artemia salina, comenzando así la época 

caracterizada por los “screenings” y el “fraccionamiento” (Meyer et al., 1982; 

McLaughlin et al., 1988). Este fraccionamiento consiste en la aplicación de técnicas de 

separación y aislamiento sobre un determinado extracto, con el objeto de hacer un 

seguimiento de la actividad biológica de las fracciones y compuestos puros obtenidos, 

para finalizar en la identificación de o los principios activos responsables de la actividad 

demostrada por el extracto original. 
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 5.5.1 Bioensayo con Artemia salina 

La evaluación de la actividad tóxica de las plantas medicinales juega un papel 

importante para el establecimiento de los criterios de seguridad y efectividad 

promovidos por la Organización Mundial de la Salud (Vidal et al., 2009; Kumar, 2003). 

Para la seguridad y eficacia de las fitomedicinas y productos herbolarios, además de las 

pruebas fitoquímicas y farmacológicas deberían documentarse estudios de su toxicidad 

(Bilia et al., 2000). La prueba in vitro de toxicidad con nauplios de Artemia salina, es un 

ensayo de mucha utilidad en la búsqueda de nuevas drogas antitumorales. Se considera 

como una prueba general de toxicidad y un complemento de valoración farmacológica 

de extractos de plantas (Meyer et al., 1982; Molina Salinas et al., 2006). Tiene la ventaja 

de ser un bioensayo sencillo, rápido y altamente sensible. Consiste en la determinación 

de la DL50 (Dosis Letal Media) de los extractos de las plantas, aquellos que presentan 

una DL50<1000 mg/L, es muy probable que contengan uno o varios compuestos activos, 

por lo que es necesario fraccionarlos para repetir bioensayos a concentraciones menores. 

Permite la evaluación rápida y conveniente de extractos crudos, fracciones y compuestos 

puros; y además comparar varias partes de la planta y establecer variaciones estacionales 

en plantas individuales. También puede ser utilizado para establecer la actividad 

biológica de compuestos sintéticos (McLaughlin et al., 1998). 

Con este bioensayo, es posible determinar los componentes activos a partir de pequeñas 

cantidades de muestra en términos de concentración (g/mL), con un intervalo de 

confianza del 95% (Balandrin et al., 1993). La biología y la fisiología de los nauplios de 

Artemia salina se han estudiado extensamente, debido a que éstas son altamente 

sensibles a una gran variedad de sustancias químicas y extractos de plantas, se considera 

que una planta es tóxica cuando la DL50 es menor a 200 g/mL (McLaughlin et al., 

1998). 
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 5.5.1.1 Taxonomía de Artemia salina 

Filo: Artrópoda  

Subfilo: Crustácea  

Clase: Branchiopoda  

Subclase: Sarsostraca  

Orden: Anostraca  

Familia: Artemiidae  

Género: Artemia  

A. salina (Linnaeus, 1758)  

(Alireza et al., 2010) 

 

Figura 12. Nauplios de Artemia salina 
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 5.5.2 Bioensayos de citotoxicidad con Líneas Celulares  

Los ensayos de citotoxicidad, son capaces de detectar mediante diferentes mecanismos 

celulares conocidos, los efectos adversos de interferencia con estructura y/o propiedades 

esenciales para la supervivencia celular, proliferación y/o funciones. Dentro de estos se 

encuentran la integridad de la membrana y del citoesqueleto, metabolismo, síntesis y 

degradación, liberación de constituyentes celulares o productos, regulación iónica y 

división celular (Arencibia et al., 2003). 

Comúnmente, en los estudios de citotoxicidad in vitro sobre líneas celulares, se emplean 

diferentes métodos de tinción celular con el fin de estimar de manera indirecta el número 

de células viables presentes después de un tratamiento. La mayoría de éstos son de punto 

final, al usarse de forma destructiva, lo cual imposibilita seguir el comportamiento de las 

células después de ser sometidas a un tratamiento traumático. Una prueba in vitro ideal 

para evaluar la proliferación celular y la citotoxicidad debe tener como características 

principales: ser simple, rápida, eficiente, económica, reproducible, sensible, segura, 

efectiva en la medida de la población celular viable y, que no muestre interferencia con 

el compuesto a evaluar. Más aún: si el método es aplicable a técnicas de barrido o 

tamizaje de alta eficiencia (HTS) y las células pueden ser usadas para más experimentos 

se habrá adquirido una herramienta excepcional (Anoopkumar-Dukie et al., 2005; 

O’Brien et al., 2000). Existen diferentes métodos para realizar ensayos de citotoxicidad 

in vitro. Primero, el uso de colorantes tales como cristal violeta y sulforodamina B, que 

colorean componentes específicos de las células y permiten medir residuos celulares 

después de un tiempo de incubación con el compuesto evaluado. Segundo, los detectores 

de liberación de componentes constitutivos celulares, que miden la actividad de enzimas 

tales como lactato deshidrogenasa, y finalmente, aquellos que miden la función 

metabólica de las células usando las sales de tetrazolio: bromuro de (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT);(3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboxi-

metoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio) (MTS) y (23-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-

sulfofenil)- 2H-tetrazolio-5-carboxanilido) (XTT), los cuales al ser reducidos a formazán 

producen una intensa coloración.  
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El método más empleado es la reducción metabólica de MTT, basado en la reducción de 

3-(4.5-dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio bromuro (MTT). Este colorante amarillo 

pálido, soluble en agua, es reducido tempranamente en células viables, por componentes 

de la cadena respiratoria, a formazán (cristales azul violeta, insoluble en agua), 

fundamentalmente por la respiración (deshidrogenasas mitocondriales) y su flujo de 

electrones, lo cual es intrínsecamente tóxico para las células (Putnam et al., 2002; 

Bernas et al., 2002). Dicho método fue desarrollado por Mosmann (1983) como método 

colorimétrico cuantitativo de microtitulación para la determinación de la supervivencia y 

capacidad de proliferación de células mamíferas es preciso y rápido.  

Así mismo otro colorante utilizado en los ensayos de citotoxicidad, resazurina (azul no 

fluorescente) es reducida a resofurina (rosado altamente fluorescente), por 

oxidoreductasas que se encuentran principalmente en la mitocondria de células viables. 

La resofurina es excretada al medio permitiendo el continuo monitoreo de la 

proliferación y/o la citotoxicidad de sustancias sobre células humanas, animales, 

bacterias e incluso hongos. Este colorante es poco tóxico para las células (no así otras 

técnicas descritas), y permite la continuidad de estudios en las mismas células, 

economizando tiempo y dinero, especialmente en cultivos primarios donde las células 

son muy escasas y preciadas. Además, es sensible y altamente reproducible. Es posible 

obtener una medida de absorbancia a una longitud de onda de 570 nm y/o fluorescencia 

en 530 nm 590 nm, ya que este colorante tiene propiedades tanto cromóforas como 

fluoróforas. Por ello, los métodos de reducción de resazurina y MTT reconocidos como 

sistemas de medida indirecta de masa celular, son útiles para evaluar la viabilidad y 

supervivencia en tratamientos de citotoxicidad (Drumond et al., 2000; Lieberman et al., 

2001; Rolón et al., 2006; Escobar et al., 2010).  
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5.5.2.1 Líneas celulares 

Una línea celular se define como un grupo de células de un tipo único (Humano, Animal 

o Vegetal) que se han adaptado para crecer continuamente in vitro y que se usan en 

investigación (INC, 2010). 

En el campo del cáncer, los ensayos in vitro son principalmente de dos tipos: 

 Ensayos moleculares  

 Ensayos celulares 

Los moleculares tienen como objetivo actuar directamente a nivel subcelular  y son 

particularmente muy eficientes. Los ensayos celulares pueden dividirse en dos tipos: (a) 

los ensayos de citotoxicidad, y (b) otros tipos de ensayos incluidos los ensayos 

morfológicos, (Atta-ur- R. et al., 2001). 

Los ensayos de evaluación in vitro, empleando líneas celulares derivadas de neoplasias 

humanas, se han convertido en una de las principales herramientas de apoyo para 

realizar evaluación citotóxica de extractos vegetales, y al ser un modelo experimental in 

vitro, es una alternativa al empleo de animales de laboratorio que ha permitido en los 

últimos años la búsqueda de nuevos principios activos, siendo una técnica sensible y 

sencilla, que genera resultados reproducibles y válidos, adaptable a un alto número de 

muestras de distinto origen (Lieberman M.M. et al., 2001; Reed JC. et al., 2005), que 

permite reducir tiempo, costos de investigación y costos éticos relacionados con el uso 

de animales de laboratorio, por otra parte son útiles para diferentes tipos de estudios 

relacionados con mecanismos celulares y moleculares (Prieto S.O. et al,. 2009; Freshney 

I.R., 2000).  

El Instituto Nacional de Cáncer (INC) en Bethesda, Maryland, ha utilizado de forma 

amplia pruebas de extractos de plantas. Sin embargo la citotoxicidad algunas veces 

conduce a compuestos que no muestran actividad in vivo, resultando altamente costoso, 

ya que la citotoxicidad in vitro no se correlaciona con la actividad in vivo. Por estas 

razones las muestras in vivo fueron remplazadas por un sistema in vitro el cual 

comprende cerca de 60 líneas celulares de tumores cancerígenos humanos (Atta-ur- R. et 

al., 2001) 

http://www.google.com.mx/search?tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Atta-ur-+Rahman%22
http://www.google.com.mx/search?tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Atta-ur-+Rahman%22
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 5.5.2.1.1 Línea celular MCF-7 Cáncer de mama 

 MCF-7 es una línea celular de cáncer de mama aislado en 1970 a partir de una mujer de 

69 años de raza blanca. MCF-7 (Figura 13) es el acrónimo de la Fundación del Cáncer 

de Michigan - 7, en referencia al instituto en Detroit, donde se estableció la línea celular 

en 1973 por Herbert Soule y compañeros de trabajo. La Fundación del Cáncer de 

Michigan se conoce ahora como el Instituto Bárbara Ann Karmanos Cancer (Soule HD, 

et al., 1973). 

 

 

  

 

 

 

 

  

 5.5.2.1.2 Línea celular HaCaT Queratinocitos humanos 

 HaCaT es una línea celular de queratinocitos humanos utilizada en la investigación 

científica. Las células HaCaT (Figura 14) se utilizan por su alta capacidad de 

diferenciarse y proliferar in vitro. Su uso en la investigación permite la caracterización 

de los recursos humanos queratinocitos utilizando un modelo que es reproducible y se 

ocupa de cuestiones tales como la vida útil de cultivo a corto y variaciones entre las 

líneas de células que de otra manera se encontrarían. Estas células han permitido la 

caracterización de varios procesos, y comparaciones de actividades citotóxicas de 

distintos extractos vegetales para su validación. (Schoop, VM, et al., 1999) 

Figura 13. Línea Celular MCF-7 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=/search%3Fq%3Dlinea%2Bcelular%2BHaCat%26espv%3D210%26es_sm%3D93%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Keratinocyte&usg=ALkJrhhv5LQyov_md338YgdPjHvYA3B0hQ
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 5.5.2.1.3 Línea celular CaLo Cáncer cervicouterino 

La línea celular CaLo fue derivada para su uso en la investigación del cáncer. Estas 

células proliferan anormalmente rápido, aún comparadas con otras células cancerígenas. 

Debido a su adaptabilidad para crecer en cajas de cultivo, las células CaLo en ocasiones 

son difíciles de controlar. Han probado ser muy persistentes ya que contaminan 

otros cultivos celulares en el mismo laboratorio, interfiriendo con otras investigaciones 

biológicas y forzando a los investigadores a invalidar muchos de los resultados de sus 

estudios. El grado de contaminación de las células CaLo entre otros tipos celulares es 

desconocido ya que pocos investigadores examinan la identidad o pureza de linajes 

celulares previamente establecidos. Ha sido demostrado que entre el 10 e incluso 20% 

de los linajes celulares in vitro están contaminados con esta línea celular (Scherer, W, et 

al., 1973). 

 

 

Figura 14. Línea Celular HaCaT 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Lugar, área de trabajo y periodo de estudio 

 

Este trabajo se llevó a cabo en el Laboratorio de Química Analítica de la Facultad de 

Ciencias Biológicas de la UANL en Monterrey NL, Laboratorio de Investigación de la 

Facultad de Ciencias Químicas de la UJED en Gómez Palacio Durango y en el 

Laboratorio de Etnofarmacología del Centro de Investigación Biomédica de la Facultad 

de Medicina de la UA de C. en un periodo comprendido de Agosto del 2010 a Julio del 

2013. 

6.2 Material biológico 

 

 6.2.1 Vegetal 

 

A) Hoja y semilla de neem de origen hindú.  

B) Hojas y semillas de neem de origen mexicano.  

 

 6.2.2 Líneas celulares 

Línea celular MCF-7 (Cáncer de mama) 

Línea celular HaCaT (Queratinocitos humanos) 

Línea celular CaLo (Cáncer cervicouterino) 

Donadas por el Instituto de Química de la Universidad Nacional Autónoma de México 

 

 6.2.3 Huevecillos de Artemia salina 

Para el bioensayo de letalidad de A. salina, se adquirieron huevecillos en Estados Unidos 

(Brine Shrimp Eggs, San Francisco Bay Brand INC) 
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Métodos  

6.3 Desengrasado de Semilla 

Las semillas fueron desengrasadas con hexano, se pesaron 30 gramos se semillas 

pulverizadas en una licuadora convencional (Osterizer), se colocaron en un frasco 

volumétrico de 250mL adicionando 200 mL de hexano. Se mezcló durante 15 min, se 

deja reposar durante 24 h. Usando tela de organza, la mezcla se filtró para recuperar la 

semilla desengrasada, nuevamente se dejó secar a temperatura ambiente por 2 h (Figura 

15) (Coventry E. et al., 2001) 

Figura 15. Diagrama de desengrasado se semilla 
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3.4 Obtención de los extractos etanólicos de A. indica 

 

Los extractos de neem de Origen Mexicano e India se clasificaron en cuatro tipos de 

cada país: semilla, cáscara de semilla, hoja y semilla con cáscara (Figura 16). El 

material vegetal se colocó en un desecador con aireación por un periodo de cinco días a 

45 ° C, una vez seco se molió en un molino mecánico (Wiley) obteniendo un polvo fino 

(Navarro et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para la obtención de los extractos etanólicos se pesaron en una balanza analítica (Ohaus) 

30 g de material vegetal seco triturado y se adicionaron 300 mL de metanol (CTR 

Scientific) grado reactivo en un matraz Erlenmeyer, se tapó con papel parafilm y se agitó 

a baja velocidad en un agitador (Dual Action Shaker Lab-Line) y temperatura ambiente 

por 24 h, el macerado se filtró en papel filtro (Whatman International LTD. England) de 

poro grueso en matraz kitazato con bomba de vacío (Auto Science), repitiendo el 

proceso tres veces utilizando la misma cantidad de solvente nuevo en cada ocasión. 

 

El filtrado del macerado se destiló en un Rotaevaporador (LEV211-V) para separar el 

solvente, el extracto crudo se llevó a sequedad completa en una estufa de aire caliente 

(Riossa) a temperatura menor a 50º C (Figura 17).  Los extractos secos se almacenaron 

Figura 16. Semilla con cascara de Neem, Semilla y cascara de neem  
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en refrigeración a 4º C en frasco ámbar hasta su utilización (Navarro et al., 2006; Nostro 

y Germano, 2000; Rodríguez et al., 2010). El cálculo del rendimiento de la extracción se 

obtuvo de la siguiente fórmula (García et al., 2010). 

 

Dónde: 

PE = Peso obtenido después de la extracción 

PI = Peso inicial del material vegetal a extraer 

 

 

 

 

PI 
X 100 Rendimiento (%) 

P

E 

Figura 17. Diagrama de la obtención de los extractos etanólicos  
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6.5 Identificación parcial de los componentes de los extractos 

 Para la determinación inicial de los principales principios activos presentes en los 

extractos etanólicos de A. indica A. Juss, se realizaron pruebas químicas de 

identificación. Las soluciones de los extractos se prepararon a una concentración de 50 

mg/mL disueltos en etanol. Se utilizaron placas de cerámica de 12 pozos para las 

reacciones con el propósito de identificar los grupos químicos: Glúcidos, Gomas, 

mucílagos, lípidos, ceras, cumarinas, flavonoides, antocianinas, leucoantocianos, 

antraquinonas, taninos, triterpenos, esteroles, saponinas y alcaloides. (Harborne JB, 

1998) 

6.5.1 Detección de glúcidos 

Este amplio grupo fitoquímico se determinó mediante la reacción de Molish: a 0.5 mL 

de extracto se añadieron  2 gotas de una solución etanólica de α-naftol al 10% y 0.5 mL 

de H2SO4 concentrado resbalando por las paredes, formándose dos capas. Es reacción 

positiva cuando se presenta un anillo de color violeta en la interfase. (Galisteo Moya, 

1997) 

6.5.2 Detección de gomas y mucílagos 

Estos grupos fitoquímicos se caracterizan por ser insolubles en etanol de 96°, la 

detección se realizó añadiendo un exceso de alcohol a 1mL del extracto. La aparición de 

un precipitado floculante confirmó la existencia de este tipo de compuesto en el extracto 

analizado. (Galisteo Moya, 1997) 

6.5.3 Detección de lípidos y ceras 

A 1 mL de extracto se añadió 1 mL de reactivo de Serger (solución de molibdato sódico 

a 1% en H2SO4) preparado en el momento de hacer la prueba. La reacción se considera 

positiva cuando la capa inferior se colorea de gris azulado. (Galisteo Moya, 1997) 
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6.5.4 Detección de cumarinas 

 

Se añadió 1 mL de solución metanólica del extracto en un tubo de ensayo, el cual se 

cubrió con un trozo de papel filtro previamente impregnado con una solución diluida de 

KOH. Se calienta al baño maría durante 10-15 min. La presencia de cumarinas volátiles 

se pone de manifiesto por la fluorescencia azulada del papel de filtro a la luz UV. 

(Galisteo Moya, 1997). 

 

6.5.5 Detección de flavonoides 

 

A 1 mL del extracto se le adicionó 2 ó 3 gotas de HCl concentrado y un fragmento de 

cinta de magnesio. Dependiendo del tipo de flavonoide presente aparecerá una 

coloración diferente  (Galisteo Moya, 1997).  

 Anaranjado   » Flavonas 

 Rojo   » Flavanonas 

 Rojo Azulado   » Flavonoles 

 Violeta   »Flavonoles y xantonas 

 



FCB/UANL  TESIS DOCTORAL JOAQUIN AVALOS SOTO 

33 

 

 

6.5.6 Detección de antocianinas 

 

A un mL de extracto se le adicionaron 2 mL de HCl al 37% QP. Se calentó a baño maría 

durante 30 min con objeto de producir la hidrólisis de los heterósidos. Una vez 

transcurrida la reacción se enfría el tubo y se le añade alcohol isoamílico, agitando 

vigorosamente para favorecer la extracción de las geninas. La aparición de color rojo en 

la fase alcohólica confirma la existencia de antocianos (Galisteo Moya, 1997).  

 

 

6.5.7 Detección de taninos 

 

Se añadió a 1 mL del extracto, 2 ó 3 gotas de solución acuosa de Fe Cl3 al 1 % de 

formaldehido, hirviéndose durante varios minutos. La aparición de un precipitado 

indicaría la presencia de taninos catéquicos. Se filtra y si al añadir unas gotas de Fe Cl3 

al 1 %, aparece un color azul, indicaría la presencia de taninos pirogálicos (Ali Tahir, 

1991).   

 

 

6.5.8 Detección de antraquinonas 

 

Se determina mediante la reacción de Bornträger. A  1 mL de extracto se le añadió 1 mL 

de NaOH 1N, agitando para que se mezclen las fases. Tras dejar en reposo la reacción es 

positiva si en la fase acuosa aparece una coloración rojiza debida a las sales de los 

compuestos 1,8- dihidroxiantraquinonicos (Galisteo Moya, 1997). 
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6.5.9 Detección de Terpenos y Esteroides 

 

Estos grupos fitoquímicos se ensayan mediante la reacción de Liebermann-Burchard. Se 

parte de 1 mL del extracto, al que se adiciona 1 mL de anhídrido acético y 0.5 mL de 

H2SO4 concentrado dejándolo resbalar suavemente por las paredes del tubo. La 

presencia de un anillo rojizo en la interfase es indicativa de la existencia de triterpenos y 

siendo característica de los esteroles la coloración verdosa en fase superior (Galisteo 

Moya, 1997). 

 

6.5.10 Detección de saponinas 

 

Este ensayo se basa en el poder afrógeno de estos compuestos. Para detectarlas se realizó 

una redisolución del residuo seco al 10 % en agua a ebullición y se deja enfriar. Se agitó 

vigorosamente durante 1 min, en tubos de ensayo de 15 mm de diámetro exterior, con la 

consiguiente formación de espuma. La reacción se considera positiva cuando dicha 

espuma persiste transcurridos 30 min (±1 min) (Galisteo Moya, 1997). 

 

6.5.11 Detección de alcaloides 

 

Se ensayan de manera independiente sobre 1 mL del extracto, dando lugar a precipitados 

de distinta coloración: 

 Reactivo de Bouchardat » precipitado rojo ladrillo 

 Reactivo de Mayer  » precipitado blanco amarillento  

 Reactivo de Hager  » precipitado amarillo limón 

 Reactivo de Dragendorff » precipitado castaño rojizo 
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6.5.12 Detección de leucoantocianos 

Se basa en la propiedad de estas sustancias de transformarse en antocianidinas, 

compuestos de color rojo en presencia de un ácido fuerte. Para ello se calentaron 2 mL 

del extracto etanólico en presencia de HCl  concentrado, apareciendo color rojo a 

naranja en caso de reacción de reacción positiva. (Galisteo Moya. 1997) 

 

6.6 Toxicidad de los extractos etanólicos de A. indica A. Juss sobre A. salina 

 

Se valoró la actividad tóxica de los extractos etanólicos de A. indica con nauplios de 

Artemia salina por el método descrito por Meyer et al.,(1982), modificado por Molina-

Salinas y Said-Fernández (2006) (Figura 18). Para la eclosión de los huevecillos de A. 

salina, se colocaron en agua de mar artificial (40 g de sal de agua de mar (Instant 

Ocean®, Acuarium System), 0.006 g de levadura de cerveza (Mead Johnson). Se 

aforaron en un litro de agua bidestilada (Quimicrón). Se pesaron 0.1 g de huevecillos de 

A. salina (Brine Shrimp Eggs San Francisco Bay Brand INC) y se depositaron en un 

recipiente de vidrio de color negro dividido con 100 mL de agua de mar artificial, se 

mantuvieron en condiciones de oscuridad y oxigenación.  

 

Uno de los compartimentos se iluminó con una lámpara de 20 watts de luz blanca. 

Después de 48 h de incubación se tomaron 10 nauplios con micropipeta (LabMate Soft) 

para transferirlos a una microplaca de 96 pozos, se adicionaron 100 µL de la suspensión 

de nauplios/pozo más 100 µL de las diluciones de los extractos diluidos en agua de mar. 

Se utilizaron 50, 100, 250, 500 y 1000 µg mL
-1

 de extracto en cinco repeticiones. Como 

control positivo se utilizó dicromato de potasio a concentración de 400 ppm (Vega-

Menchaca et al., 2013) y agua de mar como control negativo. Después de 24 h y con la 

ayuda de un microscopio estereoscópico (Labomed), se contaron los nauplios vivos y 

muertos por concentración, y se calculó la Dosis letal media (DL50) del extracto 

utilizando el método estadístico Probit de Finney (Anderson et al.,1991). 
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6.7 Determinación de citotoxicidad del extracto y particiones en líneas celulares 

Para evaluar la citotoxicidad de los extractos se emplearon las líneas celulares MCF-7 

(Cáncer de mama), HaCat (Queratinocitos Humanos) y CaLo   (Cáncer cervicouterino). 

Las células se propagaron en el medio de cultivo DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s 

Medium, Cellgro, Herndon Sigma
®

) suplementado con 2 mL de glutamina (Sigma
®
-

Aldrich,St. Louis, USA), gentamicina 50 mg (Sigma
®
-Aldrich, St. Louis, USA) y 10 % 

de suero fetal bovino (SFB, SIGMA
®

). Se utilizaron cultivos confluentes (80-90%) de la 

línea celular, realizando la exclusión con azul de tripano (Sigma
®

-Aldrich, St Louis, 

USA) para comprobar su viabilidad se colocaron 3,000 células/pozo en un volumen de 

100 μL de medio DMEM en microplacas de 96 pozos (Corning Inc. Costar
®
), 

posteriormente se incubaron por 24 h a 37 °C en atmósfera húmeda y 5 % de CO2 en 

incubadora de cultivo (Lab-line Mod 485).  

Figura 18. Diagrama del ensayo de letalidad de los extractos sobre A. salina en microplaca 
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Los extractos se disolvieron en dimetil sulfóxido (DMSO) a una concentración final de 

0.001 μg/mL. Posteriormente se prepararon diluciones de los extractos en DMEM a una 

concentración final de 3.12, 6.25, 12.0, 25.0, 50.0 y 100.0 μg/mL, se adicionaron 100 

μL/pozo de cada dilución, el ensayo se realizó por cuadruplicado.  

El DMSO se utilizó como control negativo y Taxol como control positivo se evaluó 

individualmente para citotoxicidad de forma similar a los extractos, las placas se 

incubaron durante 72 h en atmósfera de 5 % CO2 a 37 ºC. Luego de 72 h se adicionaron 

20 μL MTT (sal de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolio) (Sigma
®
-Aldrich, St Louis, USA). Al cabo de 4 h en atmósfera de 5 % 

CO2 a 37 ºC se decantó el medio, se adicionaron 200 μL/pozo de DMSO y se leyó la 

densidad óptica (DO) en un lector de microplacas de ELISA (DynatechMR5000) a 

560 nm y 630 nm como referencia (Figura 19). 

El porcentaje de células muertas se determinó a partir del promedio de las absorbancias 

obtenidas de controles tratados y no tratados. Se graficaron los valores de concentración 

de los extractos contra el porcentaje de viabilidad para obtener la IC50. Los valores de 

absorbancia mostraron una relación lineal con el número de células viables. Se realizó 

un análisis estadístico utilizando el programa SPSS 17.0 (Kakuko et al., 2005; Umeh et 

al., 2005; Hamid., 2004; NCCLS, 2001). 
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6.8 Particiones de los extractos crudos de hoja y semilla de A. indica  

 

Por ser los extractos que presentaron mayor bioactividad de los cuatro extractos se  

procedió a realizar la partición del mismo sometiéndolo a calentamiento en un vaso de 

precipitado con 50 mL de hexano agitándolo constantemente hasta su punto de 

ebullición de 50 °C durante aproximadamente 5 min, posterior al calentamiento se 

separó, la fracción soluble en hexano y se llevó al rota-evaporador, con la fracción 

insoluble en hexano se repitió este procedimiento. Una vez que se obtuvo el mayor 

contenido de compuestos solubles en hexano, a la fracción insoluble se adicionaron 50 

mL de cloroformo repitiendo el procedimiento. 

Figura 19. Diagrama de la prueba de citotoxicidad con la línea celular MCF7 (Cáncer de mama), HaCaT 

(Queratinocitos Humanos) y CaLo   (Cáncer cervicouterino) 
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6.9 Análisis estadístico 

 

En el ensayo de letalidad con A. salina, la DL50 se calculó con el paquete estadístico 

Probit. La CMI se obtuvo con el Paquete estadístico STATA versión 11.0 (Corporation, 

Texas, USA) calculando la tendencia de los datos con Probit. Los valores de IC50 

(citotoxicidad) del extracto se determinaron a partir de las curvas de concentración-

efecto (número de células) mediante el análisis de regresión lineal utilizando el paquete 

estadístico SPSS versión 15. 

6.9.1 Análisis Probit  

Este método se basa en la cuantificación de la vulnerabilidad de los individuos ante 

efectos físicos de una magnitud determinada que se suponen conocidos. El método 

consiste en la aplicación de correlaciones estadísticas para estimar las consecuencias 

desfavorables sobre la población u otros elementos vulnerables para los distintos niveles 

o dosis de los estímulos. La respuesta de una población ante un fenómeno físico se 

distribuye según una ley log-normal. El modelo es aplicable solo para aquellos 

fenómenos de los que se dispone de la “ecuación Probit” (Figura 20) (Ferrán, 2001). El 

resultado es una curva con estas características:   

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 20. Grafica Probit curva dosis respuesta (Mercado-Fernández 1998) 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Recolección e identificación del material vegetal de estudio 

7.1.1 Material vegetal originario de la India 

Las hojas y semillas de neem fueron importadas de Coimbatore, Tamil Nadu, India, en 

las coordenadas 11° 0' 0 N 76° 58' 0 E, con una altitud de 379 m sobre el nivel del mar. 

con la autorización del Certificado Fitosanitario de Importación SEMARNAT Folio 

No. 09/2012-01773 y Permiso Sanitario de Importación COFEPRIS SSA No de 

Autorización 123301109A0907.  

7.1.2 Material vegetal originario de México 

Las hojas y semillas de neem de origen mexicano se recolectaron en la zona rural 

Ébano, SLP en las coordenadas 22° 13' 0 N 98° 23' 0E con una altura sobre el nivel del 

mar de 50 m. 

Un ejemplar de cada especie de origen mexicano fue montado en prensa botánica y se 

depositó en el Herbario de la Universidad Autónoma Agraria Antonio Narro, para su 

identificación, el de origen hindú tenía su certificado de importación y autenticidad. 

La elección de la planta fue debido a que existe actividad comprobada que ésta presenta 

en las hojas y semillas efectos analgésicos, antihelmínticos antipiréticos, antisépticos, 

antisifilíticos, astringentes, demulcentes, diuréticos, emenagógicos, emolientes y 

purgantes así mismo se ha  demostrado que los extractos de neem poseen propiedades 

antibacteriana, antidiabética, antifúngica, antiviral (Firenzuoli et al., 2007).y 

antiproliferativa contra la línea celular cancerígena PC-3 (Cáncer de Próstata). (Suresh 

K. et al., 2005)
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7.2 Rendimiento de los Extractos   

Se prepararon ocho distintos extractos de hoja y semilla de neem, cuatro de origen 

Mexicano y cuatro de origen de la India,  en la Tabla 1 se muestra el rendimiento de los 

extractos etanólicos de ambos países.  

 

Tabla 1: Rendimientos de los Extractos etanólicos de A. indica de origen México 

comparada con la de la India 

Extracto 
Rendimiento % 

México India 

Semilla de neem 5.58 7.35 

Cáscara de neem 3.91 4.23 

Hoja de neem 7.13 12.15 

Semilla con cáscara de neem 6.48 7.2 

 

 

7.3 Identificación parcial de los compuestos en los extractos  

Se realizaron pruebas coloridas para la determinación parcial de los grupos funcionales 

en los ocho extractos etanólicos de ambos países, en las pruebas fitoquímicas realizadas 

a lo extractos de A. indica se identificaron compuestos del metabolismo secundario, 

fenoles, terpenos, esteroides y alcaloides. Los resultados de las pruebas se muestran en 

la Tabla 2. Los principales compuestos que han sido aislados del neem son triterpenos y 

tetranortriterpenoide como ejemplo de ellos es la azadiractina y limonoides entre otros. 

(López y Angulo, 2007). 
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Tabla 2: Identificación parcial de compuestos presentes en los extractos etanólicos 

de A. indica de origen México comparada con la de la India 

 

Leyenda: (Mx) México, (Ind) India, (+) Positivo, (-) Negativo. 

 

 

Grupo 

fitoquímico 
Resultados 

Cascara de 

neem 

Semilla 

con 

cascara 

Semilla de 

neem 

Hoja de 

neem 

   

Mx Ind Mx Ind Mx Ind Mx Ind 

Compuestos 

del 

metabolismo 

primario 

Glúcidos 

 

+ + + + + + - - 

Gomas y 

mucílagos  

- - - - - - - - 

Lípidos y 

ceras  

+ + + + + + + + 

Compuestos 

fenólicos 

Cumarinas 

 

- - - - - - - - 

Flavonoides 

Flavonas + + + + + + - - 

Flavonoles - - - - - - - - 

Flavononas - - - - - - - - 

Antocianinas 

 

+ + + + + + - - 

Leucoantocian

os  

+ + + + + + - - 

Antraquinonas 

 

- - - - + + + + 

Taninos 

 

- - - - - - - - 

Terpenos y 

esteroides 

Triterpenos 

 

+ + + + + + - - 

Esteroles 

 

- - - - - - + + 

Saponinas 

 

+ + - - - - - - 

Alcaloides Alcaloides Drangendorff + + + + + + + + 
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7.4 Bioensayo de toxicidad sobre nauplios de Artemia salina 

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos para la actividad de letalidad sobre A. 

salina para cada uno de los extractos de ambos países. Los extractos etanólicos que 

mostraron mayor actividad tóxica sobre A. salina fueron: extracto de semilla de neem 

origen de la India DL50 476 μg/mL y extracto de semilla de neem origen México DL50 

624 μg/mL.  

Tabla 3: Determinación de la DL50 con el bioensayo de letalidad de A. salina de los 

extractos de origen México comparada con los de la India 

Extracto 

DL50  µg/mL 

México India 

Semilla de neem 624 476 

Cáscara de semilla de neem >1000 >1000 

Semilla con cáscara de neem >1000 897 

Hoja de neem 683 578 

 

Interpretación: DL
50

>1000μg/mL: Extracto no tóxico, DL
50

<1000 y 

>200 μg/mL Extracto activo, DL
50 

<200 μg/mL Extracto tóxico, 

DL
50

<5 μg/mL Extracto altamente tóxico (Lagarto P.A. et al., 

2001). 
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7.5 Determinación de citotoxicidad del extracto en líneas celulares 

Las Concentraciones Inhibitorias Medias (IC50) de los extractos de ambos países sobre 

la línea MCF-7 (Cáncer de mama) se muestran en la Tabla 4 siendo el extracto de hoja 

de neem de la India el que presentó mayor actividad con una  IC50 22.03 µg/mL, 

seguido por la semilla del mismo origen con una IC50 50.17 µg/mL y la hoja de neem 

mexicano con una IC50 77.78 µg/mL, los resultados se obtuvieron al comparar  los 

porcentajes de viabilidad obtenidos a partir de las unidades de absorbancia, 

estableciendo las diferencias de respuesta para la viabilidad celular y obtener de esta 

forma la IC50 

 

Tabla 4: Actividad citotóxica de los extractos etanólicos de A. indica de origen 

México e India sobre la Línea celular MCF 7 (Cáncer de mama) 

Extracto 

IC50 µg/mL 

México India                                     

Hoja neem 77.78 22.03 

Semilla neem 106.74 50.17 

Semilla con cáscara de neem 124.21 90.88 

Cáscara de neem 127.28 85.43 

 

En la tabla 5 se muestran las Concentraciones Inhibitorias Medias (IC50) de los 

extractos de ambos países sobre línea HaCaT (Queratinocitos Humanos) siendo el 

extracto de hoja de neem de México el que presentó mayor actividad con una IC50 

135.76 µg/mL. 
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Tabla 5: Actividad citotóxica de los extractos etanólicos de A. indica de origen 

México e India sobre la Línea celular HaCat (Queratinocitos humanos) 

Extracto 

IC50 µg/mL 

México India 

Hoja neem 135.76 155.23 

Semilla neem 181.06 174.98 

Semilla con cáscara de neem 260.20 239.87 

Cáscara de neem 195.48 211.13 

 

Las Concentraciones Inhibitorias Medias (IC50) de los extractos de México y la India 

sobre línea CaLo (Cáncer cervicouterino) se encuentran en la Tabla 6 siendo el extracto 

de semilla de neem de la India el que presentó mayor actividad con una  IC50 32.17 

µg/mL, seguido por la hoja del mismo origen con una IC50 40.03 µg/mL y la semilla de 

neem de origen mexicano con una IC50 41.74 µg/mL y hoja del mismo origen con una 

IC50 57.68 µg/mL. 

Tabla 6: Actividad citotóxica de los extractos etanólicos de A. indica de origen 

México e India sobre la Línea celular CaLo (Cáncer cervicouterino) 

Extracto 

IC50 µg/mL 

México India 

Hoja neem 57.68 40.03 

Semilla neem 41.74 32.17 

Semilla con cáscara de neem 84.21 70.88 

Cáscara de neem 117.28 95.43 
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En base a los resultados obtenidos, los extractos crudos de hoja y semilla de neem 

originarias de la India y México fueron los que presentaron mayor bioactividad, por lo 

que  se  procedió a realizar la partición de los mismos con los solventes: hexano y 

cloroformo 

 

7.6 Determinación de citotoxicidad de las particiones en líneas celulares 

Los resultados de las particiones se muestran en las tablas 7, 8 y 9 los que mostraron 

mayor actividad son los siguientes: Partición hexánica de hoja de neem de la India, con 

una IC50 25.17 µg/mL sobre la línea celular MCF7 (Cáncer de mama), partición 

clorofórmica de hoja de neem de la India con una  IC50 98.09 µg/mL sobre la línea 

celular HaCaT (Queratinocitos humanos) y partición clorofórmica de semilla de neem 

de la India con una IC50 30.93 µg/mL sobre la línea celular CaLo (Cáncer 

cervicouterino). 

 

Tabla 7: Actividad citotóxica de las particiones hexánica y clorofórmica del 

extracto etanólico de A. indica de origen México e India sobre la Línea celular 

MCF7 (Cáncer de Mama) 

Extracto Partición 

IC50 µg/mL 

México India 

Hoja neem 
Hexánica 50.05 25.17 

Clorofórmica 67.98 30.60 

Semilla neem 
Hexánica 81.04 44.53 

Clorofórmica 37.98 42.04 
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Tabla 8: Actividad citotóxica de las particiones hexánica y clorofórmica del 

extracto etanólico de A. indica de origen México e India sobre la Línea celular 

HaCat (Queratinocitos humanos) 

Extracto Partición 

IC50 µg/mL 

México India 

Hoja neem 
Hexánica 115.65 105.09 

Clorofórmica 102.01 98.09 

Semilla neem 

Hexánica 151.60 133.81 

Clorofórmica 135.97 108.33 

 

 

Tabla 9: Actividad citotóxica de las particiones hexánica y clorofórmica del 

extracto etanólico de A. indica de origen México e India sobre la Línea celular 

CaLo (Cáncer cervicouterino) 

Extracto Partición 

IC50µg/mL) 

México India 

Hoja neem 

Hexánica 43.61 40.33 

Clorofórmica 39.00 51.02 

Semilla neem 
Hexánica 45.46 36.79 

Clorofórmica 43.19 30.93 
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DISCUSION 

 

La etnobotánica se ha definido como el estudio de las interrelaciones entre el hombre 

primitivo y las plantas o “la totalidad de la gente con las plantas en una cultura y la 

interacción directa de la gente con esas plantas" (González-Chávez, 2008). 

Desde hace décadas, el empleo de plantas medicinales y de los productos derivados de 

las mismas está aumentando de manera importante. Esto se debe a una serie de factores, 

entre los cuales debemos destacar en muchos casos el conocimiento preciso de la 

composición química y del hecho de que en la actualidad dicha utilización se 

fundamenta en numerosos ensayos farmacológicos in vivo e in vitro, así como en la 

determinación fitoquímica.  

La mayor actividad biológica del neem según estudios científicos se encuentra presente 

en las hojas y semillas, y produce efectos analgésicos, antihelmínticos antipiréticos, 

antisépticos, antisifilíticos, astringentes, demulcentes, diuréticos, emenagógicos, 

emolientes y purgantes así mismo se ha  demostrado que los extractos de neem poseen 

propiedades antibacteriana, antidiabética, antifúngica, antiviral (Firenzuoli et al., 2007)y 

antiproliferativa contra la línea celular de cáncer PC-3 (Cáncer de Próstata) (Suresh K. et 

al., 2005). En este trabajo se obtuvieron resultados relevantes con otras líneas celulares. 
 

En el presente trabajo se realizaron pruebas de tamizaje fitoquímico para la 

determinación parcial de los grupos funcionales en los ocho extractos etanólicos de 

ambos países, en las pruebas fitoquímicas realizadas a lo extractos de A. indica se 

identificaron los siguientes metabolitos secundarios: compuestos fenólicos, terpenos, 
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esteroides y alcaloides, similares para ambas regiones geográficas. Los principales 

compuestos que han sido aislados del neem son triterpenos y tetranortriterpenoides como 

ejemplo de ellos es la azadiractina y limonoides entre otros. (López y Angulo, 2007) en 

este trabajo se confirmó la presencia de los mismos. Biswas (2002) en su estudio dice 

que los limonoides son responsables de la actividad biológica de las semillas de neem. 

Mehrotra et al. (2010) con las especies Amla y Neem encontraron al menos dos 

componentes activos de flavonoides, Harborne et al., (2001), mencionan que el 40% de 

las plantas producen alcaloides, coincidiendo con ambos autores los resultados obtenidos 

en este trabajo. Jafari (2013) menciona que la mayoría de las investigaciones 

fitoquímicas y farmacológicas anteriores sobre el neem, se han centrado en limonoides y 

otros triterpenoides como componentes activos. Sin embargo, los compuestos fenólicos 

en particular los glucósidos de flavonoles están presentes en esta planta en niveles altos 

y al parecer están involucrados de manera significativa en los efectos medicinales de 

esta planta. 

Sin embargo Jianming 1999, concluye que los extractos obtenidos a partir de la cáscara 

de la semilla son inadecuados debido a la presencia de sustancias consideradas como 

fuente de interferencia, al igual que nuestros extractos de cáscara de semilla de neem en 

los cuales los resultados mostraron poca actividad biológica. 

Eloff (1998) y Cowan (1999), recomiendan la extracción con metanol, sin embargo el 

proceso de extracción etanólica utilizado en el presente estudio mostró buenos 

resultados. 
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Srivastava (2012) demuestra que el aceite de neem contiene la mayoría de limonoides 

incluyendo azadiractina, por primera vez demuestra que el aceite contiene más del 50 % 

de limonoides totales de neem, por lo tanto los limonoides de neem podrían ser posibles 

agentes contra el cáncer  

Kikuchi (2011) en su estudio demuestra a partir de extractos de semillas de Azadirachta 

indica, una potente actividad citotóxica contra las células de leucemia HL60 así mismo 

sus extractos exhibieron citotoxicidad débil contra una línea celular de linfocitos normal 

al igual que en el presente trabajo donde la actividad fue menor con las células HaCaT 

(queratinocitos humanos) y la mayor actividad se presentó sobre la línea celular MCF-7 

(cáncer de mama). 

Gunadharini (2011) en su estudio demuestra que el extracto etanólico de neem induce la 

apoptosis e inhibe la proliferación celular a través de la inhibición de vía PI3K/Akt tanto 

en las células PC - 3 y LNCaP ambas líneas de cáncer de próstata, resultados que 

concuerdan con esta investigación. 

Con respecto al Ensayo de Letalidad sobre A. salina es una técnica que ha sido 

ampliamente utilizada para seleccionar extractos crudos con potencial biológico, debido 

a que se ha demostrado que el crustáceo es sensible a un amplio rango de compuestos 

con actividad biológica. (Meyer et al., 1982). Dado que el objetivo del trabajo fue 

evaluar la actividad biológica de los extractos de las plantas, incluida la toxicidad, se 

determinó la DL50 con el ensayo de letalidad sobre Artemia salina, ensayo considerado 

de tamizaje para sistemas biológicos (Lagarto-Parra, 2001; Bastos, 2009) el cual es un 

método sencillo y económico en extractos crudos (Meyer et al., 1982) asegurando con 
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ello su efectividad y  toxicidad. En este trabajo se encontró que el extracto etanólico de 

semilla de neem el que presentó mayor actividad con una DL50 de 476 μg/mL, este 

resultado indica que el extracto tiende a ser tóxico, según la escala de Déciga (2010) 

Carballo  et al, (2002) demostraron la correlación establecida previamente entre el 

ensayo de letalidad y la citotoxicidad, en su reporte recomendaron que se realicen 

ambos ensayos simultáneamente lo cual se realizó en este estudio, en concordancia con 

estudios previos, todos los extractos se sometieron a pruebas de citotoxicidad con la tres 

líneas celulares 

En la actualidad se han utilizado las líneas celulares en la búsqueda de extractos 

vegetales para determinar citotoxicidad y asociarla con la actividad antineoplásica. 

(Sagar SM, et al., 2006) 

Suresh K. et al., (2005) también trabajaron con extractos etanólicos de hoja de neem, al 

igual que en este trabajo demostraron su actividad antiproliferativa, pero contra la línea 

celular cancerígena PC-3 (Cáncer de Próstata). 
 

Considerando que un extracto crudo que presenta una IC50 con un valor superior de 30 

μg/mL se postula que este extracto debería ser sometido a fraccionamiento biodirigido 

hasta aislar los compuestos por su probable actividad antitumoral (Kalaivani, 2011; 

Chetan, 2010) los resultados obtenidos concuerdan con los establecido Kalaivani, 2011, 

por lo que los extractos de semilla de neem y hoja de neem se llevaron a partición con 

dos solventes Hexano y Cloroformo para evaluar nuevamente su actividad citotóxica.  
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Los resultados del tamizaje fitoquímico nos muestran una similitud en la composición 

química, mas sin embargo la actividad biológica fue diferente, probablemente debido a 

la concentración de dichos metabolitos,  quizá debido al origen geográfico, que ocasiona 

que los hábitats presenten condiciones ambientales muy diferentes lo que repercute en el 

metabolismo de la planta. 
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CONCLUSIONES 

 

 El extracto de hoja de neem originario de la India fue el que produjo mayor 

rendimiento 12.15%.  

 

 Se identificaron en los extractos de neem de ambos países los siguientes 

metabolitos secundarios: fenoles, terpenos, esteroides y alcaloides. 

 

 Los extractos de semilla de neem de la India mostraron mayor actividad sobre  A. 

salina con una DL50 476 µg/mL y la de México con una DL50 624µg/mL. 

 

 Las actividad citotóxica de los extractos crudos sobre las líneas celulares fue: 

Hoja de neem de la India IC50 22.03 µg/mL sobre línea celular MCF7 (Cáncer de 

mama), Hoja de neem de México IC50 135.76 µg/mL sobre línea celular HaCat 

(Queratinocitos humanos) y Semilla de neem de la India IC50 32.17 µg/mL sobre 

línea celular CaLo (Cáncer cervicouterino). 

 

 La actividad citotóxica de las particiones fue más relevante que la de los 

extractos crudos, la hexánica de hoja de neem de la India con una IC50 25.17 

µg/mL sobre la línea celular MCF7 (Cáncer de mama), la clorofórmica de hoja 

de neem de la India con una IC50 98.09 µg/mL sobre la línea celular HaCaT 

(Queratinocitos humanos) y la clorofórmica de semilla de neem de la India con 

una  IC50 30.93 µg/mL sobre la línea celular CaLo (Cáncer cervicouterino). 
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En este estudio se demostró que los extractos etanólicos de A. indica originarios de la 

India mostraron mayor actividad tóxica y citotóxica que los extractos de origen México, 

la citotoxicidad sobre las líneas celulares empleadas con el neem no habían sido 

anteriormente reportada; estos resultados nos permiten considerar a esta especie como 

un potencial coadyuvante en el tratamiento de esta enfermedad. 
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