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Resumen

Hoy en dia uno de los problemas de salud mas inquietante a nivel mundial es la
enfermedad llamada Diabetes mellitus, ésta se presenta cuando los niveles de azlcar
(glucosa) en la sangre estan muy elevados. Esta enfermedad es causada por factores
genéticos, el sedentarismo, la obesidad, asi como por malos habitos alimenticios lo que
ha ocasionado que se posicione como la segunda causa de mortalidad en México.
Como sabemos, existe un tratamiento farmacoldgico especifico para cada tipo de
Diabetes, sin embargo, hoy en dia la medicina alternativa es mas comun debido al
interés de las personas en acceder a tratamientos mas naturales y sanos para dejar a

un lado los tratamientos de sustancias quimicas y farmacoldgicas.

Dentro de estas practicas medicinales se encuentra el neem (Azadirachta indica, A.
Juss) el cual es un arbol de hoja perenne originario de Asia y el sur de la India. Los
compuestos hallados en la semilla, corteza y hojas del neem han sido probados como

antisépticos, antifebriles, antiinflamatorios, antivirales y fungicidas.

La presente investigacion se enfoca en la obtencion de extractos acuosos a base de
hojas de neem (Azadirachta indica, A. Juss) frescas y deshidratadas para determinar la
actividad hipoglucemiante de estos extractos y su posible efecto en el control de la

Diabetes mellitus.

Los resultados encontrados en el producto elaborado a partir de hojas deshidratadas
muestran una inhibicién de la enzima a-amilasa y a-glucosidasa, estableciendo asi el

mecanismo de su efecto hipoglucemiante.

Palabras clave: Diabetes, neem, actividad hipoglucemiante, inhibicion enzimatica,

a-amilasa y a-glucosidasa.
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Capitulo 1
Introduccién

Las plantas medicinales han constituido la base del cuidado de la salud en todo el
mundo desde los primeros dias de la humanidad y siguen siendo ampliamente
utilizadas y tienen una importancia considerable en el comercio internacional (Ebong, et
al., 2008).

En algunos paises africanos, por ejemplo, hasta el 90% de la poblacion sigue
dependiendo de las plantas como fuente de medicamentos. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) estima que el 80% de los habitantes del planeta confian en
medicinas tradicionales para resolver sus principales necesidades de salud (Gonzélez,
et al., 2010).

La medicina alternativa se presenta de varias maneras: en obtener los componentes
naturales directamente de la naturaleza y asi ser aplicados, y la otra en cualquiera de
las siguientes formas: gotas, ungiento, cremas, aerosoles, pastillas. Ha habido un
enorme interés en el desarrollo de medicamentos alternativos para el control de la
Diabetes mellitus, especificamente de fitoquimicos con la capacidad de retrasar o

prevenir la absorcion de glucosa.

Diversas especies vegetales han sido empleadas para uso medicinal, entre ellas se
encuentra el arbol de neem (Azadirachta indica, A. Juss) originario de Asia y sur de la
India. Es ampliamente conocido como bioinsecticida pues controla mas de 400
especies de insectos, ademas de que cada parte de este arbol tiene propiedades

medicinales y es comercialmente explotable (Biswas, et al., 2002).

Como sabemos, la Diabetes mellitus es un desorden metabdlico en donde la accion de
la insulina se ve afectada o existe deficiencia absoluta de ésta y como consecuencia da
lugar al desequilibrio del metabolismo de la glucosa (Klein, et al., 2007). Si la Diabetes
no es diagnosticada a tiempo se asocia con lesiones a largo plazo en diversos 6rganos,

particularmente ojos, rifion, nervios, vasos sanguineos y corazon.



Para el tratamiento farmacologico de la Diabetes mellitus se dispone de insulina en sus
distintas presentaciones y de antidiabéticos orales. De estos ultimos actualmente en el
mercado se comercializan sulfonilureas, biguanidas, inhibidores de la alfa-glucosidasa,
y, en un futuro préximo, las tiazolidinedionas ( Ramirez Sotelo, et al., 2011).

Existen estudios de plantas que podrian representar alternativas eficaces y menos
dafinas para enfermedades cronicas y degenerativas como lo son el extracto acuoso
de Neem (Azadirachta indica, A. Juss), y de Ibervilea sonorae, para Su uso
antidiabético en México y en el mundo. Por lo tanto, representan una alternativa viable

para el control de la Diabetes mellitus ( Ramirez Sotelo, et al., 2011).

Los fitofarmacos potencialmente Utiles para el tratamiento de enfermedades crénicas
como la Diabetes, deben ser prioridad para la comunidad cientifica mexicana interesada
en la medicina tradicional, con la disposicion de mejorar la condicién de vida de sus
semejantes y mostrar al mundo que nuestro pais cuenta con una riqueza natural para el

tratamiento de enfermedades de relevancia mundial.

Se estima que existen, en el mundo, 170 millones de personas son afectadas por
Diabetes mellitus nimero que se duplicaria para el afio 2030 (Wild, 2004).

1.1. Justificacioén

La Diabetes es una de las primeras causas de mortalidad a nivel mundial. Estimaciones
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indican que en el afio 2014 en México el

namero de personas con diabetes aumenté de 108 millones en 1980 a 422 millones.

Se ha demostrado que medidas simples relacionadas con el estilo de vida son eficaces
para prevenir la diabetes de tipo 2 o retrasar su aparicion, como lo es llevar una dieta
saludable baja en colesterol, realizar ejercicio, y evitar el consumo de tabaco (OMS,
2017). Asi mismo existe el empleo de la medicina alternativa que implica el tomar
diversos compuestos naturales tales como el extracto acuoso de diversas plantas, que
ayudan a disminuir significativamente el nivel de azucar en la sangre, es decir, la

hiperglucemia inducida por la glucosa.



Estudios previos han demostrado el potencial antidiabético de (Azadirachta indica) pero
hay escasez de informacion sobre el mecanismo de accion de esta planta. Por lo tanto,
con esta investigacion se busca obtener mas conocimiento acerca de los beneficios que
puede tener en la salud, al determinar si presenta la inhibicidn enzimatica de a- amilasa
y a-glucosidasa brindando asi el potencial de control diabético al extracto acuoso de
hojas de neem, pudiendo disminuir significativamente el aumento de la glucosa en la

sangre en personas diabéticas de tipo 2.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Obtener un extracto acuoso de hojas de neem (Azadirachta indica, A. Juss) frescas y

deshidratadas para determinar la actividad hipoglucemiante de estos extractos.

1.2.2. Objetivos especificos

e Elaborar extractos de neem a partir de hojas frescas y deshidratadas

e Determinar la inhibicidn de a-amilasa en el extracto acuoso de hojas de neem
frescas y deshidratadas

e Determinar la inhibicibn de a-glucosidasa en el extracto acuoso de hojas de
neem frescas y deshidratadas



Capitulo 2

Marco Teérico

2.1. Diabetes

2.1.1. Concepto
La Diabetes es una enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no produce

insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce
(OMS, 2017).

2.1.2. Generalidades
Hace cientos de afios, un médico griego llamoé a esta enfermedad como: diabetes, que

significa “que fluye a través”, debido a las cantidades tan grandes de orina que generan
las victimas. Después, se agrego la palabra mellitus que significa “con miel”, debido a la

gran cantidad de glucosa en la orina (Roth, 2009).

Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que el niamero de
personas con Diabetes en el mundo se ha incrementado vertiginosamente de 1995 a la
fecha y se estima que para el 2030 habra alrededor de 366 millones. Por lo anterior, la
Diabetes se considera un problema de salud publica cuyo impacto en términos
econdémicos, sociales y en la calidad de vida, la convierte en una prioridad nacional
(Jiménez, 2013).

2.1.3 Tipos
Se conocen tres tipos de Diabetes:

La Diabetes tipo | se desarrolla cuando el sistema inmune del cuerpo destruye las
células pancreaticas que producen la hormona insulina, la cual regula la glucosa en la
sangre; Es una de las enfermedades cronicas mas frecuentes en infantes cuya
incidencia estda aumentando, especialmente en nifilos menores de 5 afios. Se ha

clasificado en dos tipos: “Diabetes inmuno mediada”, en la que la destruccion de las



células beta produce la deficiencia absoluta de insulina y “Diabetes idiopatica”, sin
evidencias de autoinmunidad. Este tipo de Diabetes constituye entre 1% y 10% de la

poblacion de diabéticos en el mundo (Stewart, 2009) (Dorado, 2008).

La Diabetes tipo Il se presenta cuando el organismo no produce la insulina suficiente
y/o no puede usarla correctamente, generalmente afecta a adultos, pero debido a la
obesidad, hoy en dia se presenta en personas mas jovenes. La incidencia de la
Diabetes mellitus tipo Il estd aumentando en todo el mundo debido a la interaccion
entre una predisposicion genética y factores de riesgo conductuales y ambientales
(Tuomilehto, et al., 2001).

La Diabetes gestacional es una alteracion en el metabolismo de los carbohidratos que
se manifiesta por hiperglucemia, que se descubre por primera vez durante un
embarazo. Por lo regular este trastorno desaparece después del parto y por ello se
considera un periodo de anormalidad condicionado por la gestacion; los cambios en la
accion de la insulina condicionan la adaptacion del metabolismo materno para favorecer
la disposicion de los nutrientes que requiere el feto para su desarrollo (Valencia &
Zarate, 2005).

2.1.4. Sintomas
Los sintomas mas frecuentes y principales de la Diabetes son: sensacion de mucha

sed, produccion de grandes cantidades de orina, cansancio, pérdida de peso y vision

borrosa.

2.1.5. Diagnéstico
El diagndstico positivo de Diabetes mellitus es el acto de identificar o reconocer la

existencia de esta enfermedad en un paciente. En el caso de nuestro pais se realiza
mediante la Norma Oficial Mexicana, NOM 015-SSA2-1994 Para La Prevencion,
Tratamiento y Control De La Diabetes Mellitus (Spezial, 2007).

Las pruebas de laboratorio son un elemento indispensable para detectar, confirmar,

clasificar y controlar al paciente diabético; las pruebas mas utiles para estos fines en



pacientes con Diabetes tipo 1 y 2 se muestran en la Tabla 1, mientras que en la Tabla 2

se presentan los rangos que permiten determinar si se presenta la enfermedad o no.

Tabla 1. Pruebas de laboratorio para la deteccion de Diabetes mellitus.

Pruebas de laboratorio

Glucemia Basal

Glicemia Post-Prandial 2 Horas

Curva De Tolerancia a La Glucosa

Hemoglobina Glucosilada: Hbalc

Examen General De Orina: Glucosuria, Cetonuria y Micro albuminuria

Evaluacion de la funcion renal: Cistatina C

Evaluacion De Riesgo Aterogénico: Colesterol Total, indices LDL/HDL, Triglicéridos

Evaluaciéon de Riesgo Coronario: PCR de alta sensibilidad.

Tabla 2. Niveles de control para detectar la Diabetes mellitus.

Pruebas Control | Bueno | Aceptable | Malo
Glicemia basal en ayuno mag/dl <115 115- 140 = 140
Glicemia post prandial (2 h) mg/dL =140 140 - 200 = 200
Colesleral tolal mg/dL < 200 200 - 240 = 240
HOL colesterol ma/dL > 45 35-45 = 35
LDL colesterol mg/dL < 160 160 - 190 = 190
CT/HDOL-c Indice 1 <4 4-7 =7
LDL-c /HDL-c Indice 2 <3 3-4 =4
PCR HS mg/l <1 1-3 =3
Triglicéridos mg/dL < 150 150 - 250 = 250
Creatinina mg/dL <1 1-2 =2
Hb glucosilada (HbA,c) A <6 6-7 =7
Glucosuria I"I‘IQJ"'EIL < &0 50 -100 =100
Tira Negaliva 1+ > 14+
reactiva
Cetonuria mg/dL =5 5. 40 - 40
Tira Negaliva 1+ = 1+
reacliva
Microalbuminuria mg/dL <2 2-20 =20
Tira Negativa 1+ =1+
reactiva
Proteinuria mg/dL < 30 30 -100 = 100
Tira Negaliva 1+ > 1+
reactiva



2.1.6. Control
Si la Diabetes no se trata, puede causar problemas de salud prolongados por los altos

niveles de glucosa en la sangre. El tratamiento nutricional debe ser individualizado
tomando en cuenta el metabolismo de la persona y los objetivos del tratamiento (Roth,
2009). Las estrategias de tratamiento se dividen en no farmacoldgicas como la dieta y el
ejercicio y las farmacoldgicas que se dividen en medicamentos orales e insulina (Cruz &
Zacarias Castillo, 2002). Por lo tanto, para cada tipo de diabetes existe un control

especifico, que se describe a continuacion:

2.1.6.1. Diabetes tipo 1
Se recomienda llevar un control con tratamiento solamente de insulina, asi como una

dieta balanceada baja en grasas.

2.1.6.2. Diabetes tipo 2
Puede controlarse llevando una dieta con bajo contenido caldrico, y alto contenido de

frutas y verduras, cereales y pescado debido a la presencia de obesidad, aparte de la
realizacion de ejercicio para lograr la reduccion de medidas, asi como la ingesta de
medicamento oral farmacologico y/o insulina (Masso6 & Escobar Jiménez, 2009).

2.1.6.3. Diabetes gestacional
Dieta saludable baja en grasas, poco ejercicio y medicamentos orales como la

metformina para bajar el nivel de glucosa.

2.1.7 Medicina alternativa
El término de “medicina alternativa” o “medicina complementaria” se refiere a las

practicas de salud que no forman parte de la medicina convencional (OMS, 2014). Es
dificil distinguir si los primeros usos de plantas fueron alimentos, medicinas o amuletos

MAgicos.

Existen diferentes maneras en que los nativos usan las plantas medicinales: Un 32% de
las medicinas alternativas se hacen de hojas, el 26% de cortezas, el 19% de raices, el
7% de frutos, otro 7% de savia o latex, 5% de tallos y 4% de flores. En base a los datos

anteriores, el 83% de las medicinas populares son mezclas o infusiones y el 17%



restante consiste de partes de la planta usadas directamente. Alrededor de un 64% de

las sustancias se toman internamente y 36% se aplican externamente (Kreig, 1970).

De acuerdo con un articulo publicado por la OMS (2002), las medicinas tradicionales
(Indo-americana, China, Ayurveda, Homeopatica, etc.), llamadas complementarias o
alternativas, se utilizan cada vez mas, tanto en paises “desarrollados” como en los que

se encuentran “en desarrollo” (Gomez, 2003).

Se han registrado mas de 400 tratamientos tradicionales para la Diabetes mellitus, pero
sélo un pequefio numero de ellos han recibido evaluacion cientifica y médica para
determinar su eficacia. Se ha confirmado una accion hipoglucémica de algunos
tratamientos en modelos animales y en pacientes diabéticos no insulinodependientes, y
se han identificado varios compuestos hipoglucémicos. Un sustituto botanico para la
insulina parece poco probable, pero los tratamientos tradicionales pueden proporcionar
pistas valiosas para el desarrollo de nuevos agentes hipoglucemiantes orales y
complementos dietéticos simples (Bailey & Day, 1989).

Una enfermedad compleja como la Diabetes mellitus, en la que poco se habla en
aspectos de prevencién y curacion, sino mas bien de gestion, hay un mayor enfoque en

las plantas en la busqueda de hipoglucémicos o anti hiperglucémicos.

2.2. Neem
El neem (Azadirachta indica, A. Juss) es un arbol de hoja perenne originario de Asia y

del sur de la India, pero cultivada en la mayoria de otros paises del mundo, es
perteneciente a la familia de plantas Meliaceae. En la republica mexicana sélo se

encuentra en el centro y sur del pais.

Se han revisado las actividades biolégicas y propiedades medicinales de la planta, asi
como los efectos hipoglucémicos de sus hojas, tallo y corteza y aceite de semilla.
(Biochem & Biotech, 2008). Existen estudios que indican que Azadirachta indica A. Juss
podria ser beneficiosa en la Diabetes mellitus en el control del azucar en la sangre o

también para prevenir o retrasar el inicio de la enfermedad (Koshla, et al., 2000).



Desde la antigliedad cada parte del arbol se ha utilizado en la medicina tradicional para
remedios caseros contra varias enfermedades, por sus grandes beneficios tanto en el
area agricola como medicinal se ha convertido en un tema de investigacion muy amplio
(Cruz & Del Angel, 2004).

Los arboles de neem son atractivos, de hojas siempre verdes que pueden llegar a
crecer hasta 30 metros de alto. El tronco tiene una corteza dura y escamosa. Sus flores
son pequefias, blancas y bisexuales. La fruta es una drupa elipsoidal, lisa, de hasta casi
2 cm de largo. Cuando madura, es amarilla-verdosa y tiene una pulpa dulce que incluye
una semilla. La semilla se compone de una cascara y de un nucleo. El nucleo se utiliza
mayormente en el control de plagas. Aunque los compuestos bioactivos se encuentran
en todo el arbol, en los nucleos de la semilla estin mas concentrados y accesibles

(Vargas Lopez, et al., 2008).

2.2.1. Produccién
El neem inicia su produccioén de frutos después de 3 a 5 afios de plantado, alcanzando

su maximo potencial a los 10 afios, en el cual puede alcanzar mas de 50 kg de frutos
por arbol anualmente. La floracién y formacion de frutos ocurre normalmente una vez al
afo, algunas veces dos, y su rendimiento depende de las condiciones ambientales, la
precipitacion, asi como del tipo de suelo de la region de establecimiento (Fernandez,
1998).

2.2.2. Usos medicinales del neem
La primera indicacibn de que el neem estaba siendo utilizado como tratamiento

medicinal fue hace unos 4.500 afios (Conrick, 2001).

Son bien conocidas diversas actividades farmacologicas y aplicaciones medicinales del
neem. El extracto crudo de diferentes partes del arbol de neem se ha utilizado como
medicina tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades (Biswas, et al.,
2002). A continuacion, en la Tabla 3, se presentan algunos de los usos medicinales de

cada parte del arbol de neem:



Tabla 3. Algunos usos de las partes del arbol de neem (Azadirachta indica, A. Juss). (Singh, 2008)

Parte del neem Usos

Malaria, purificacion de la sangre, problemas cardiacos,

Hojas

enfermedades de la piel, diabetes, sarampién, reumatismo.
Flores Diarrea, diabetes, lepra.
Tallos Infecciones bucales

) . Ulceras, hemorroides, como anticonceptivo, pesticidas,
Aceite de la semilla o ) ) ) ) L
espermicidas, antibacteriano, cicatrizante y antidiabético.

Corteza Sangrado de encias, hemorroides.

2.2.2.1. Semilla
(Figura 1). Es una excelente fuente de aceite con un alto contenido de compuestos

triterpenoides, se utiliza en la medicina tradicional por sus propiedades antidiabéticas,
espermicidas, anti fertilidad, antibacterianas y cicatrizantes, ademas, para controlar el

crecimiento de hongos en las plantas. (Vargas Lépez, et al., 2008)

Las cremas de la piel que incorporan aceite del neem se utilizan para controlar el acné

y otros problemas de la piel.

Figura 1. Semilla del neem.

2.2.2.2. Hojas
En la India, alimentan a sus hijos con hojas de neem (Figura 2) y aceite para tratar o

prevenir una variedad de dolencias, incluyendo gusanos intestinales, malaria, encefalitis

y meningitis. Una pasta hecha de hojas de neem se utiliza para tratar la sarna, hongos
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externos, viruela y piojos en la cabeza. Los adultos comen hojas de neem para

controlar la diabetes, epilepsia, ulceras, dolores de cabeza y fiebres (Conrick, 2001).

También se utiliza para la malaria, purificaciéon de la sangre, problemas cardiacos,

enfermedades de la piel, diabetes, sarampion, reumatismo (Singh, 2008).

Figura 2. Hojas de neem.

2.2.2.3. Flor
Tiene uso medicinal contra las flemas, gusanos intestinales, diarrea, diabetes y lepra.

(Figura 3).

Figura 3. Flor del &rbol de neem

2.2.2.4. Corteza
Esta parte del neem se usa principalmente para el sangrado de encias, hemorroides,

Ulceras cutaneas, sensacion de ardor y lepra. (Figura 4).
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Figura 4. Corteza del arbol de neem.

A medida que el panorama mundial estd cambiando ahora hacia el uso de productos
vegetales no toxicos con uso medicinal tradicional, el desarrollo de farmacos modernos

a partir de neem debe enfatizarse para el control de diversas enfermedades.

2.3. Actividad hipoglucémica
Las sustancias hipoglucemiantes son aquellas capaz de reducir los niveles de azucar
(glucosa) en la sangre. A continuacion, de acuerdo a (Cruz & Zacarias Castillo, 2002),

se enlistan las sustancias hipoglucemiantes de origen farmacoldgico:

2.3.1. Sulfonilureas

Actian aumentando la liberacion de insulina a través de un canal de potasio ATP
dependiente, y pueden disminuir la resistencia periférica a la insulina. Se administran
via oral. En promedio, las sulfonilureas reducen la glucosa plasmética de ayuno de 50-
70mg/dL.

2.3.2. Biguanidas
Son compuestos que tienen 2 moléculas de guanidina, los farmacos de esta clase son:

buformina, fenformina y metformina. La metformina es el mas utilizado ya que posee
menor riesgo de asociarse a acidosis lactica. Este farmaco estimula la captacion celular

de glucosa, incrementa la unién de insulina-receptor.
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2.3.3. Meglitinidas
Actlan a través del cierre del canal ATP sensible en la membrana de la célula beta,

uniéndose a receptores distintos de las sulfonilureas. Las drogas que pertenecen a este
grupo son la repaglinida y la nateglinida. Estos farmacos restauran la primera fase de
secrecion de insulina disminuyendo la hiperglicemia postprandial, sin pico

hiperglicémico entre las comidas.

2.3.4. Tiazolidinedionas
Actlan aumentando la sensibilidad a la insulina, sin afectar la secrecién de la misma.

Su mecanismo de accidon es promover la captacion de glucosa en musculo esquelético,
tejido adiposo, y en el higado a través de los receptores celulares nucleares conocidos
como receptores gamma proliferador activado del peroxisoma. Se administran por via

oral.

2.3.5. Insulina
La insulina es necesaria para el metabolismo normal de carbohidratos, proteinas y

grasas. Es necesaria para tener un color glucémico. En base a la farmacodinamia las

insulinas se clasifican en: accién rapida, accion intermedia y accion prolongada.

Asi también existen sustancias hipoglucémicas de manera natural como lo es en este
caso en especifico, el arbol de neem (Azadirachta indica, A. Juss). Existen estudios
donde se comprueba que el extracto acuoso de hojas de neem disminuye
significativamente el nivel de azlcar en sangre y previene la adrenalina, asi como la
hiperglucemia inducida por glucosa. El extracto acuoso de hoja cuando se administra
via oral, también produce hipoglucemia en ratas normales y disminucion de los niveles
de glucosa en sangre en la Diabetes inducida experimentalmente en ratas (Biswas, et
al., 2002).
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2.4. Inhibicién de la actividad enziméatica de a-amilasa y a-glucosidasa

2.4.1. Definicién de enzima
Las enzimas son biomoléculas de naturaleza proteica que aceleran la velocidad de

reaccion hasta alcanzar un equilibrio. Constituyen el tipo de proteinas mas numeroso y
especializado y, actian como catalizadores de reacciones quimicas especificas en los
seres vivos 0 sistemas biolégicos. Muchas de las enzimas no trabajan solas, se
organizan en secuencias, también llamadas rutas metabdlicas, y muchas de ellas tienen

la capacidad de regular su actividad enzimatica (Franklin, 2017).

2.4.1.1. a-amilasa
La a-amilasa (1,4, a-glucanohidrolasa) es una enzima extracelular que hidroliza los

enlaces a 1-4 glucosidicos de polisacéridos, tales como el almiddn, glicbgeno o
productos de degradaciéon de los mismos (Figura 5). Esta enzima tiene importancia en
la industria alimentaria como en cerveceria, dulceria, cereales y panaderia, y
especificamente en la sacarificacion malto génica, sin embargo, su produccién es

limitada y es un producto de exportacion (Andrea Guadarrama, et al., 2017).

Figura 5. Estructura de la a-amilasa.

La amilasa es una enzima hidrolasa que se produce en el pancreas, sirve para

descomponer los carbohidratos complejos en azucares simples, esto es necesario para
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que el organismo pueda absorber los azucares y convertirlos en energia (Franklin,
2017).

La digestion empieza en la boca con la a-amilasa, primer enzima en ser identificada y
aislada en 1833, secretada por las glandulas salivales, que hidroliza las uniones
glucosidicas internas del almidon dando lugar a fragmentos cortos de polisacaridos y
oligosacaridos. Al llegar al estbmago esta enzima se mezcla con el bolo alimenticio y el
jugo géstrico inhibiéndose debido al pH acido, ya que ésta se inactiva cuando el pH es

de 4 o0 menos.

Una segunda forma de a-amilasa la cual es secretada por el pancreas al intestino
delgado y continla el proceso de degradacion, la a-amilasa pancreatica da lugar

principalmente a maltosa, malto triosa y oligosacaridos llamados dextrinas limite.

La maltosa y las dextrinas son degradadas a glucosa por enzimas de las
microvellosidades intestinales. La amilasa puede ser detectada en la sangre en
pequefias cantidades, pero si se encuentra a niveles altos puede servir para el

diagnéstico y control de la inflamacion del pancreas llamado pancreatitis (Aviles, 2014).

La inactivacion de la funcién de la enzima alfa-amilasa es una estrategia coherente para
el control de la Diabetes mellitus tipo 2, al impedir o retrasar la absorcion de
carbohidratos ingeridos, consiguiendo efectos favorables como evitar el incremento
postprandial de la glicemia y disminuir los efectos de la hiperglucemia. Un efecto
desfavorable de la inhibicidn excesiva de la alfa-amilasa puede ser diarrea, hinchazén,
flatulencia y distension abdominal, debido a la fermentacion anormal de los hidratos de
carbono no digeridos, llevada a cabo por la flora normal de microorganismos en el
colon. Algunos compuestos naturales derivados de plantas tienen actividad inhibidora

contra la a-amilasa (Ojeda, 2008).

2.4.1.2. a-glucosidasa
Las a-glucosidasas, estan presentes en una amplia gama de seres vivos como

microorganismos, hongos, plantas y animales (Yamamoto , et al., 2004). Es una de las
enzimas clave involucradas en el metabolismo y digestion de los carbohidratos en los
seres humanos. Cataliza la hidrolisis de residuos de una variedad de sustratos,

incluidos los disacaridos, oligosacaridos, y otros como los alquil-aril-glucopirandsidos;
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esta enzima esta presente en la region de borde del cepillo del intestino delgado. Los
inhibidores de esta enzima retrasan su actividad y por lo tanto la absorcion de los
hidratos de carbono, es por ello que inhiben los picos de glucosa postprandial y esto
lleva a la disminucién de los niveles postprandiales de glucosa (Van de Laar, 2009).

El estudio de la actividad de inhibicion de la a-glucosidasa esta asociada con las
siguientes actividades bioldgicas: anti-alimentaria en animales herbivoros, anti-
hiperglicemia (Raju B. C., et al., 2010), anti-infecciosa, antimetasica, anti-viral (VIH),
(Wrodnigg, et al., 2006) y desarrollo de enfermedades por almacenamiento excesivo en

los lisosomas (Sawkar, et al., 2006).

Los inhibidores de alfa-glucosidasa son farmacos que retrasan la digestion de
carbohidratos complejos actuando como inhibidores competitivos de las enzimas alfa-
glucosidasa intestinales que hidrolizan los oligosacaridos en monosacaridos (Levobitz,
1998).

Existen inhibidores farmacologicos que tienen un efecto anti-hiperglucemiante. Inhiben
de forma competitiva y reversible las a-glucosidasa presentes en las microvellosidades
intestinales, responsables de la degradacion de los oligosacaridos de la dieta
(sacarosa, maltosa, etc.), en monosacaridos (glucosa, fructosa, galactosa), retrasando
la absorcion de los hidratos de carbono complejos y disminuyendo el pico glucémico

postprandial.

A nivel farmacologico, dentro de los inhibidores naturales de esta enzima, existen
compuestos de origen bacteriano como la acarbosa, el miglitol y la voglibosa (hemi-
sintético) (Naik & Kokil, 2013); son ingredientes activos en medicamentos contra la
diabetes tipo II; su utilidad clinica es la correccion de hiperglucemias postprandiales
(Llave Gomero, 2008).
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Capitulo 3

Materiales y Métodos

3.1 Ubicacion del sitio experimental
La presente investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de bromatologia y

balanzas del Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos ubicado en la

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

3.2 Material biolégico
Para esta investigacion se evaluaron las hojas de la planta de neem (Azadirachta

indica, A. Juss) proveniente del estado de Veracruz.

3.3 Materiales, equipos de laboratorio y reactivos empleados
En las Tablas 1, 2 y 3, se presentan los materiales, equipos de laboratorio y reactivos

utilizados durante esta investigacion.

Tabla 4. Relacién de reactivos.
REACTIVOS
Almidén 1%
Solucién buffer PH 7

Acido Dinitrosalicilico

Glucopiranésido (5mmol/L)

a- amilasa (4.5 unidades/ml)

a- glucosidasa (1 unidad/ml)

Agua destilada

Agua potable
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Tabla 5. Material.

MATERIAL

Papel aluminio

Tubos de ensaye

Micro espatula

Papel secante
Celdillas

Vaso de precipitado de 50 ml

Vaso de precipitado de 250 ml

Matraz de aforacién de 10 ml con tapén de vidrio

Bafio maria
Probeta de 25 ml
Probeta de 100 ml

Frascos de plastico
Gradilla

Puntillas

Tabla 6. Equipo.

QUIPO ARCA
Colorimetro KONICA MINOLTA
Espectrofotémetro GENESYS 10UV
Balanza analitica Adventurer OHAUS
Parrilla
Refractometro ATAGO PAL-1Y ATAGO PAL-3
Estufa
Medidor de PH HANNA
Micropipeta
Vortex Benchmark Research Products (BRP)
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3.4 Metodologia
Para la realizacion de las determinaciones de pH, color e inhibicién enzimatica en esta

investigacion, se llevd a cabo una separacion manual de las hojas de la planta de
neem. Una vez obtenida la materia prima, se colocaron en charolitas de aluminio,
previamente pesadas (como se observa en la Figura 6) hasta obtener 1 gramo y
utilizarlo para la preparacion de infusiones, las cuales se prepararon cada una en 200
ml de agua potable.

Figura 6. Hojas de neem en fresco.

Por otro lado, como se muestra en la Figura 7, el proceso de deshidratacion de las
hojas se llevo a cabo en una estufa de secado por gravedad a 60°C por 24 horas para

la eliminacion del agua contenida en las mismas.

Figura 7. Hojas de neem en el proceso de deshidratacién.
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Transcurrido el tiempo establecido, se tomo registro del peso de la materia prima en la
charola y se continu6 con el procedimiento correspondiente para la realizacion de las

infusiones.

Una vez preparadas las infusiones con los dos tipos de hojas (frescas y deshidratadas)
se colocaron en envases de plastico (previamente identificados) y se realizé un analisis
fisicoquimico a cada infusion registrando su pH, color y contenido de sélidos solubles
totales (SST).

3.4.1. Determinacion de pH
Se coloc6 cada muestra en vasos de precipitado de 250ml para posteriormente realizar

esta determinacion mediante un potenciémetro (Hanna) previamente calibrado.

Se realiz6 la lectura del pH en cada extracto (de hojas frescas y hojas deshidratadas) y
se registraron los datos obtenidos. Después de cada lectura se enjuago el

potenciometro con agua destilada (Figura 8).

Figura 8. Potenciémetro (Hanna) utilizado en esta determinacion.

3.4.2 Determinaciéon de SST
En esta determinacion se utilizé un refractometro (ATAGO, Pocket PAL-1) previamente

calibrado con agua destilada y lectura a cero (Figura 9). Posteriormente se coloco la
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cantidad suficiente de cada muestra para cubrir el campo de lectura (por separado) y se
registraron los datos obtenidos. Entre cada lectura el refractometro se enjuagé con

agua destilada y se sec0 el exceso de agua con papel secante.

Figura 9. Refractémetro utilizado en esta determinacion.

3.4.3 Determinacion de color
Se colocaron las muestras en vasos de precipitado de 250ml. Para esta determinacion

se utilizé un colorimetro (KONICA MINOLTA) previamente calibrado con su blanco

correspondiente (Figura 10).

Se registran los datos obtenidos de L*, a* y b*; entre cada lectura se enjuaga con agua

destilada y con papel secante se quita el exceso de agua en el campo de lectura.

Figura 10. Colorimetro (KONICA MINOLTA) utilizado en esta prueba.
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3.4.4. Preparacion de reactivos

3.4.4.1 Almidon 1%
Se pesaron 0.1063gr de almidén en una charolita de aluminio (previamente pesada) en

la balanza analitica y se registré el peso obtenido.

Posteriormente se colocdé en un matraz de aforacion de 10 ml y se aforé con agua
destilada para después ponerse en un envase de plastico previamente identificado

como se puede observar en la Figura 11.

Figura 11. Reactivo de almidén al 1% utilizado.

3.4.4.2 D-Glucopiranésido
Se pesaron 0.0150gr de glucopiranésido en una charolita de aluminio (previamente

pesada) en la balanza analitica y se registro el peso obtenido.

Se coloc6 en un matraz de aforacion de 10 mly se afor6 con agua destilada para
después colocarse en un envase de plastico previamente identificado (Figura 12).

Figura 12. Reactivo de glucopirandsido utilizado.
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3.4.4.3 a-amilasa
Se pesaron 0.0016gr de la enzima a-amilasa en una charolita de aluminio, previamente

pesada en la balanza analitica y se registré el peso obtenido.

Se colocoé en un matraz de aforacion de 10 ml y se afor6 con agua destilada para

después ponerse en un envase de plastico previamente identificado.

3.4.4.4 a-glucosidasa
Se pesaron los gramos equivalentes a 10 unidades de la enzima a-glucosidasa en una

charolita de aluminio, previamente pesada en la balanza analitica y se registro el peso

obtenido.

Se coloc6é en un matraz de aforacion de 10 ml y se afor6 con agua destilada para

después ponerse en un envase de plastico previamente identificado.

3.5 Determinaciéon de inhibicién de a-amilasa

Para esta determinacién enzimatica se llevo a cabo el siguiente procedimiento:

Se colocaron los tubos de ensaye uno por cada extracto obtenido, en la gradilla y a
cada uno se le agregaron 100ul de extracto, 100ul de buffer pH 7, 100ul de a-amilasa
(pre-incubada en agua a 25°C por 10 minutos), asi como 100ul de almidén al 1%;

posteriormente se homogenizaron con ayuda de un vortex.

Como se muestra en la Figura 13; se prepararon de igual manera los controles
(utilizando agua destilada en vez de extracto) y el blanco (utilizando solucion buffer pH

7 en lugar de extracto y anadiendo la a-amilasa en el minuto 4 de la incubacién).

Figura 13.Muestras, control y blanco de a- amilasa.
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Teniendo las muestras, los controles y el blanco listos se incubaron en agua a 25°C por
30 minutos. Transcurrido el tiempo establecido se les afiadieron 1000ul de &cido
dinitrosalicilico (DNS) a cada tubo de ensaye y posteriormente se homogenizaron con

ayuda del vortex.

Se colocaron en un bafio maria por 5 minutos, (en el minuto 4 se le agrego al blanco la
a-amilasa); se llevaron a temperatura ambiente, enseguida se les agregaron 5.6ml de
agua destilada y se homogenizaron con ayuda del vortex. Finalmente se leyé su
absorbancia en un espectrofotometro a 540 nm, previamente calibrado con el blanco

correspondiente.

Registradas las lecturas de absorbancia obtenidas en el espectrofotometro se

realizaron los calculos correspondientes, mediante la siguiente formula:

Abs. control — Abs. muestra

% inhibicién = [ ] %100

Abs. control

3.6 Determinacién de la inhibicion de a-glucosidasa

Para esta determinacién enzimatica se cumplié con el siguiente procedimiento:

Se coloc6 un tubo de ensaye por cada extracto obtenido en la gradilla, se les agregé
100ul de extracto, 100ul de solucién buffer pH 7, y 100ul de a-glucosidasa; se

homogenizaron con ayuda de un vortex como se muestra en la Figura 14.

Se prepararon de igual manera los controles (utilizando agua destilada en lugar de
extracto) y el blanco (utilizando solucién buffer pH 7 en lugar de extracto y afiadiendo la

a-glucosidasa en el minuto 9 de la incubacion).
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Figura 14. Muestras, control y blanco de a-glucosidasa.

Posteriormente se llevaron a incubaciéon a 25°C por 5 minutos. Se les afiadié 100ul de
D-glucopiranésido y se homogenizaron de nuevo. Enseguida se llevaron a una
incubacion de 25°C por 10 minutos (en el minuto 9 se le agregé al blanco la a-

glucosidasa).

Transcurrido el tiempo establecido finalmente se leyé su absorbancia en un

espectrofotometro a 405 nm, previamente calibrado con el blanco correspondiente.

Se realizaron los calculos correspondientes con los datos obtenidos, mediante la

siguiente formula:

o Abs. control — Abs. muestra
% inhibicion = [

x100
Abs. control ]

3.7. Analisis estadistico
Para esta investigacion, se determiné la media aritmética + desviacion estandar de las

determinaciones fisicoquimicas: pH, sélidos solubles totales (SST) y color de las hojas
de neem en fresco y deshidratado, asi como para el porcentaje de inhibiciéon de a-
amilasa y a-glucosidasa mediante un disefio experimental completamente al azar. Los
resultados obtenidos se compararon por medio del analisis de varianza (ANOVA) con
una prueba de medias por el método Tukey, en variables con distribucién normal. Las
diferencias estadisticas demostraron un 95% de confianza en los datos obtenidos.
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Capitulo 4

4.1 Resultados y Discusion

4.1.1 Determinaciones fisico-quimicas

4.1.1.1 Determinacion de pH
Los resultados obtenidos para la variable pH y analizados mediante el analisis de

varianza (Anexo 1) no presentan diferencia significativa entre los extractos obtenidos de

hojas de neem frescas y hojas de neem deshidratadas, como puede observarse en la

Figura 15.
pH
7.8
7.6 1
7.4
T
o
7.2
7
6.8
pH-HF pH-HD

Extractos evaluados

Figura 15. Comparativo de pH entre hojas de neem frescas y deshidratadas.

4.1.1.2 Determinacion de sélidos solubles totales (SST)
De acuerdo al analisis de varianza para esta variable (Anexo 2), los datos obtenidos no

presentan diferencia significativa entre los SST encontrados en los extractos
preparados con las hojas de neem frescas y las hojas de neem deshidratadas (Figura
16).
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Figura 16. Comparativo de SST entre hojas de neem frescas y deshidratadas.

4.1.1.3 Determinacion de color
El analisis de varianza, ubicado en el Anexo 3 y la prueba de medias de Tukey

realizadas, dan como resultado que no existe diferencia estadistica significativa entre el

color de ambos extractos, como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Valores promedio para la variable color (L*, a*, b*) en los extractos de hojas de neem.

Tratamiento L* a* b*
Extractos evaluados de hojas frescas 25.364a 4.314a 4.470a
Extractos evaluados de hojas deshidratadas 22.252a 4.426a 5.968a

De acuerdo a la Tabla 7, se puede observar que aun y cuando no existe diferencia
estadisticamente significativa en cuanto a la variable L*, el extracto proveniente de
hojas frescas de neem es 3 puntos mas brillante que el extracto de hojas secas; en
relacion a las coordenadas de cromaticidad a* y b*, el extracto acuoso elaborado a
partir de hojas secas de neem presentan un color con mayor saturacion de rojo y

amarillo en comparacion con el otro tratamiento.
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4.2. Determinacion del indice de inhibicion

4.2.1 indice de inhibiciéon de a-amilasa
En la Figura 17 se presentan los resultados del analisis de varianza (ANOVA) realizado
y la prueba de medias, (Anexo 4) los cuales establecen una diferencia estadisticamente

significativa entre tratamientos para la inhibicién de a-amilasa.

Inhibicion de a-amilasa
40
30
20

10

Amil Amil-HD
-10

Porcentaje de inhibicion (%)

-20

-30
Extractos evaluados

Figura 17.Comparativo del indice de inhibicion de a-amilasa entre hojas de neem frescas y
deshidratadas.

Como se muestra en la grafica de barras de la Figura 17, los extractos preparados con
la hoja fresca de neem tienen un efecto negativo en la inhibicion de la enzima a-
amilasa. Por el contrario, las hojas deshidratadas de neem presentan una inhibicién
positiva de esta enzima del 28.88%, esto puede deberse a que los extractos

provenientes de plantas deshidratadas poseen caracteristicas hipoglucemiantes.

De acuerdo a (Kazeem, et al., 2013), el extracto acuoso de hoja de morinda tiene una
capacidad inhibidora de un 80% sobre la enzima a-amilasa, que comparado con
extractos acetonicos y etandlicos de la misma planta brinda un mejor efecto de
inhibicién; (Abirami , et al., 2014), encontraron que la actividad inhibitoria de esta

enzima por parte de jugos frescos de citricos nativos, fue de un 75.5-79.9%.
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Por lo tanto, los resultados encontrados en esta investigacion, aun y cuando presentan
menor porcentaje de inhibicion, permiten establecer que los extractos acuosos de neem

deshidratado producen un efecto hipoglucemiante al igual que los de morinda y de
jugos frescos de citricos.

4.2.2. indice de inhibicién de a-glucosidasa
Mediante el analisis estadistico de varianza (Anexo 5), se pudo determinar que si existe

diferencia significativa en la inhibicion de a-glucosidasa entre los extractos acuosos de

hojas de neem frescas y deshidratadas, lo cual puede observarse en la Figura 18.

Inhibicion de a-glucosidasa
140
120
100
80
60
40
20

Porcentaje de inhibicon (%)

20 glucos gluco-HD
Extractos evaluados

Figura 18. Comparativo del indice de inhibicion de a-glucosidasa entre hojas de neem frescas y
deshidratadas.

Como se observa en la Figura 18, los extractos preparados con hojas frescas presentan
un notable efecto negativo ante la inhibicion de la enzima a-glucosidasa; por lo
contrario, los extractos preparados con hojas secas presentaron una favorable
inhibicion de esta enzima mayor al 100 por ciento.

En el afio 2008, (Subramanian, et al.,, 2008) reporté que el extracto etandlico de
Andrographis paniculata presenté efecto inhibidor de a-glucosidasa de una manera

dependiente de la concentracion, siendo 17.2 mg/ml la mejor de ellas, en un estudio
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realizado a ratas diabéticas; los datos reportados son inferiores a la actividad de
inhibicion de a-glucosidasa de esta investigacion. Para (Kazeem, et al., 2013), la
inhibicion de la enzima a-glucosidasa se puede tomar como un mecanismo para la
reduccion de glucosa en la sangre y con esto generar un tratamiento alternativo para

las personas con Diabetes efectivo a partir de productos naturales.

Por lo tanto, la inhibicién de esta enzima puede ser uno de los mecanismos de accion
para que el extracto acuoso de hojas de neem deshidratadas presente actividad

antidiabética y pueda considerarse con potencial para el tratamiento de la Diabetes
mellitus tipo Il
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Capitulo 5

5.1. Conclusion

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos determinar que los extractos acuosos
de las hojas deshidratadas de neem, poseen un efecto inhibidor en las enzimas a-
amilasa y a-glucosidasa lo que permite establecer su potencial como producto

alternativo para el tratamiento de la Diabetes mellitus tipo II.
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Capitulo 7

Anexos

7.1. Anexo 1: Analisis estadistico para pH

Source DF SS MS F P

pH 1 0.1210 0.1210 1.66 0.234
Error 8 05840 0.0730
Total 9 0.7050

S=0.2702 R-Sq=17.16% R-Sq(adj) = 6.81%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev e Fommmee- Fomoee- Fommmee- +--
pH 5 7.5600 0.2702 (--mmmmemee- K omemmmeeeen )
pH-HD 5 7.3400 0.2702 (- B )

S — R S— +--

720 740 7.60 7.80
Pooled StDev = 0.2702
Prueba Tukey
Grouping Information Using Tukey Method
pH N Mean  Grouping
pH 5 7.5600 A
pH-HD 5 7.3400 A

Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals

All Pairwise Comparisons among Levels of pH

Individual confidence level = 95.00%
pH = pH subtracted from:

pH Lower Center Upper + +- e S R
pH-HD -0.6141 -0.2200 0.1741 (- Hommmmmen )
+ommmmmeen e +ommmmeen +ommmmeen
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7.2. Anexo 2: Andlisis estadistico para soélidos solubles totales

Source DF SS MS F P
SST 1 0.0040 0.0040 0.13 0.724
Error 8 0.2400 0.0300

Total 9 0.2440

S=0.1732 R-Sq=1.64% R-Sq(adj) = 0.00%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev e +oomeeee- +oomeeee- +--o-

SST 5 0.2800 0.2168 ( * -)

SST-HD 5 0.2400  0.1140 ( --* ---)
-t +- S —

0.10 0.20 0.30 0.40
Pooled StDev =0.1732

Prueba Tukey

Grouping Information Using Tukey Method

SST N Mean Grouping

SST 5 0.2800 A

SST-HD 5 0.2400 A

Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals

All Pairwise Comparisons among Levels of SST

Individual confidence level = 95.00%

SST = SST subtracted from:

SST Lower Center Upper Fommmmee e S S S —

SST-HD -0.2926 -0.0400 0.2126 [C— O )
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7.3. Anexo 3: Andlisis estadistico de las variables del color (L*, a*y b*)

7.3.1. Variable L*

Source DF SS MS F P
Color 1 242 24.2 1.08 0.330
Error 8 1799 225

Total 9 2041

S=4.742 R-Sq=11.86% R-Sq(adj) = 0.85%

Individual 95% Cls For Mean Based on Pooled

StDev
Level N Mean StDev
Color-HD 5 22.252 2.874 ( K -)

Color-HF 5 25.364 6.059 [(CE—— * .
P —— P —— T T

17.5 21.0 24.5
Pooled StDev = 4.742
Prueba Tukey
Grouping Information Using Tukey Method
Color N Mean Grouping
Color-HF 5 25364 A
Color-HD 5 22.252 A
Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals

All Pairwise Comparisons among Levels of Color

Individual confidence level = 95.00%

Color = Color-HD subtracted from:

Color Lower Center Upper

28.0

Color-HF -3.804 3.112 10.028 ( *o
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7.3.2. Variable a*

Source DF SS MS F P
Color 1 0.03 0.03 0.01 0911
Error 8 19.01 2.38

Total 9 19.05

S=1.542 R-Sq=0.16% R-Sq(adj) = 0.00%

Individual 95% ClIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev B — S S S —

Color-HD 5 4.426 1.218 ( L )

Color-HF 5 4.314 1.808 (---- % )
e R R S —
3.0 4.0 5.0 6.0

Pooled StDev = 1.542

Prueba Tukey

Grouping Information Using Tukey Method

Color N Mean Grouping

Color-HD 5 4.426 A

Color-HF 5 4314 A

Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals

All Pairwise Comparisons among Levels of Color

Individual confidence level = 95.00%

Color = Color-HD subtracted from:

Color Lower Center Upper L EEEEEE R e e

Color-HF -2.360 -0.112 2.136 (- e )
R e e e
24 -1.2 0.0 1.2
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7.3.3. Variable b*

Source DF SS MS F P

Color 1 561 561 0.69 0.430
Error 8 65.03 8.13
Total 9 70.64

S=2851 R-Sq=7.94% R-Sq(adj)=0.00%

Individual 95% ClIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev S S uu——— S S —

Color-HD 5 5.968 1.538 C— e )

Color-HF 5 4.470 3.727 ( e ——)
S S S  ——

Pooled StDev = 2.851

Prueba Tukey

Grouping Information Using Tukey Method
Color N Mean Grouping
Color-HD 5 5.968 A

Color-HF 5 4.470 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Color

Individual confidence level = 95.00%

Color = Color-HD subtracted from:

Color Lower Center Upper -+ R S —— S —
Color-HF -5.656 -1.498 2.660 (== Koo )
S S — S R — S —
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7.4. Anexo 4: Andlisis estadistico del porcentaje de inhibicion de a-amilasa

Source DF SS MS F P
A-Amil 1 7069 7069 36.56 0.000
Error 8 1547 193

Total 9 8616

S=13.91 R-Sq=82.05% R-Sq(adj)=79.80%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev - Fommee- Fommeee- +omeeee- +----
Amil 5 -2429 12.98 (=---*-----)
Amil-HD 5 28.89 14.78 (-----*----)
+ -+ +--- +--m-
-25 0 25 50

Pooled StDev = 13.91

Prueba Tukey

Grouping Information Using Tukey Method
A-Amil N Mean Grouping

Amil-HD 5 28.89 A

Amil 5 -24.29 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of A-Amil

Individual confidence level = 95.00%

A-Amil = Amil subtracted from:

A-Amil  Lower Center Upper = -------- s Hommmmeee +-
Amil-HD 32.89 53.17 73.46 (------- Femmme )
+- +---- + +-

0 25 50 75
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7.5. Anexo 5: Andlisis estadistico del porcentaje de inhibicién de a-glucosidasa

Source DF SS MS F P
A-Gluc 1 42153.98 42153.98 12519.06 0.000
Error 7 23.57 3.37

Total 8 42177.55

S=1.835 R-Sq=99.94% R-Sq(adj) = 99.94%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev -t +oomoeee- +oomoeee- +o-mee-
gluco-HD 4 126.87 2.11 (*
glucos 5 -10.86 1.60 *)

S — S — S — e

Pooled StDev = 1.83

Prueba Tukey

Grouping Information Using Tukey Method
A-Gluc N Mean  Grouping

gluco-HD 4 126.87 A
glucos 5 -10.86 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of A-Gluc

Individual confidence level = 95.00%

A-Gluc = gluco-HD subtracted from:

A-Gluc Lower Center Upper - Fommemeee R e +-mm-
glucos -140.64 -137.73 -134.82 *
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