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RESUMEN

La diabetes se esta convirtiendo rapidamente en la epidemia del siglo XXl y en un
reto de salud global. Es una enfermedad cronica de causas mudltiples, se ha
estimado que la esperanza de vida de individuos con diabetes se reduce hasta entre
5y 10 afios. En su etapa inicial no produce sintomas y cuando se detecta
tardiamente y no se trata adecuadamente ocasiona complicaciones de salud graves
como infarto del corazon, ceguera, falla renal, amputacion de las extremidades
inferiores y muerte prematura. Ademas de los tratamientos farmacoldgicos para el
control de la Diabetes mellitus, existen también otras alternativas, como lo son las
plantas medicinales. En México se ha reportado que 306 especies vegetales son
utilizadas para el control y tratamiento de la diabetes las cuales se caracterizan por
tener actividad hipoglucemiante. Dentro de las plantas utilizadas tradicionalmente
para el control de la diabetes, se encuentra el arbol de neem (Azadirachta indica),
pertenece a la familia Meliaceae, tiene mudltiples beneficios medicinales,
agroquimicos y econémicos debido a varios ingredientes bioactivos presentes en
diversas partes del arbol. Cada parte de la cual se esté utilizando tradicionalmente

en sistemas de medicina para el tratamiento de una de las enfermedades humanas.

El presente trabajo se enfoca en la formulacién de tres bebidas a base de hojas
secas del arbol de neem (Té, infusion y agua a temperatura ambiente) y cuantificar
el efecto hipoglucemiante en cada una para determinar la mas adecuada para que

funcionen como fitofarmacos en el tratamiento de la Diabetes mellitus:

Los extractos acuosos obtenidos a partir de hojas de neem deshidratadas poseen
potencial hipoglucemiante al encontrarse compuestos fendlicos y presentar
inhibicion de la actividad enzimatica de alfa amilasa y glucosidasa, por lo que se

establece el mecanismo de accién en las tres bebidas evaluadas.

Palabras claves: neem, sustancias hipoglucemiantes, diabetes mellitus, antioxidantes

viii



INDICE GENERAL

DEDICATORIAS ...ttt e et e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e s nnnsaeees iV
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt e e e e e s e e e e e e e e e s s sssbbeeeeeeees vi
RESUMEN ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e s s bt e e e e eeeeeesennssneees viii
INDICE GENERAL ...ttt ettt enene e s ix
INDICE DE TABLAS ..ottt sttt ettt bbbt en s Xii
INDICE DE FIGURAS ..ottt Xiii
CAPITULO I: INTRODUGCCION ...ouiiiiiiiiieieiieieeeieie et 1
1.1, INTRODUGCCION .....oiiitiiiiiiisieie ettt en e eene s 1
1.2, ANTECEDENTES ... oo e et e e e e 2
1.3, JUSTIFICACION .....ouiiieeieeeeeeeeeeee ettt eae e eaesee e 4
1.4, OBUIETIVOS ...ttt ettt e e e e e e e s st e e e e e e e e e naan 6
I R @ T o] 11 1Yo T [T g =T = | S 6
1.4.2. ODbjetivos eSPECITICOS........ccuuiiiiiiie e 6
1.5, HIPOTESIS ... e e e e e e ea e ees 6
CAPITULO I1l. MARCO TEORICO ......ccuiiiiiiiieieisieie et 7
2.1. DEABETES MELLITUS ...t 7
2.1.1. Principales tipos de diabetes...............uuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 7
2.1.1.1. Diabetes Mellitus tipo L..........cceiiiiieiiiiiiiiie e 7
2.1.1.2. Diabetes Mellitus tipo 2..........uceiiiiiiiiiiieee e 8
2.1.1.3. Diabetes Gestacional............cccccceveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 8

V220 72 Vo = 1o = Yo 9
2205 T R I T (=Y oo o o 10

2 S = (=Y = o o3 T o 10
2.1.4.1. PrevenciOn PrimMaria......ccccccouuueiieeieee e eeiiiiieee e eieieneeee e 10
2.1.4.2. Prevencion SECUNAIIA ..........ccevvvvviiiiiieiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeees 10
2.1.4.3. Prevencion terCiaria ........cccccvvevieeiiiiieieieiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 10

2.1.5. Tratamientos farmacolégicos de la Diabetes Mellitus tipo 2.............. 11
2.1.6. Tratamientos con plantas medicinales ............ccccoooeiiiiiiiiiiiiie e, 11
2.2. PLANTAS MEDICINALES PARA EL CONTROL DE LA DIABETES....... 11
2.3. GENERALIDADES DE NEEM .....ccouiiiiiiei e 12



2.3.1. 0Origen y diStribUCION ........uuiiii e 12

2.3.2.  Clasificacion taXxONOMICA ...........uuuuuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieaee 13
2.3.3.  DescCripCiOn DOLANICA .........uuueeeiiieeaiiiiiiiiie e 13
2.3.4. Propiedades eSPECIfiCAS ........cuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 15
2.3.5. USOS MEICINGAIES .....coeviiiiiiieiee e 15
2.3.5.1. Efecto antioXidante ..............ueoiiiiiiiiiiiiiiiinee e 16
2.3.5.2. Actividad hipogIUCEMICA ........ccoviieiiiiiiiiiee e 16

2.4, ANTIOXIDANTES ..o oottt e e eeeeeeas 17
2.4.1. Fuente de compuestos fENOIICOS ........ccevvieeiiiiiiiiiiiiie e 17
2.4.2. Compuestos fENOLICOS .......oiiiiieiiieeicce e e 17
P T - \Y o [ o = 18
2.5. SUSTANCIAS HIPOGLUCEMIANTES ... 18
CAPITULO lll. MATERIALES Y METODOS ..ottt 19
3.1, UBICACION ..ottt 19
3.2. MATERIALES DE LABORATORIO.......cuttiiiiiieeiiiiiiiiiieee e 19
3.3.  MANEJO DE CONTROL BIOLOGICO......cccivieeiiiiiiiiiiiieiieeeeeseiiiiiineeeeens 21
3.3.1.  ObtenciOn de MUESLIAS .....ccooeviiieieieeeee e 21
T 204 05t I - PRSP 21
3.3.1.2. INFUSION oo 22
3.3.1.3. Agua a temperatura ambiente...........cccccccviiiiiiiiiii 22

3.4. DETERMINACION BROMATOLOGICO ....cooiuiieiiieieierieieeeeieeeeee e, 23
3.4.1. Determinacién de humedad ...............ccooeeeeee e, 23
3.4.2. Determinacidn de CENIZAS ..........cooeeeeiiii e 23
3.4.3. Determinacion de carbohidratos totales ............ccccceeeeiiiii, 24
3.4.4. Determinacion de proteina ............cceeiiiieeeeiiieicieee e 25
3.4.5. Determinacion de graSa ........ccccevurrrriiiiieeeeeeeeeiieee e e e 26
3.5. DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES .....cccooiieiiieeeeeeeeeece e, 26
3.5.1. Determinacion de feNO0IES...........ccuvuuiiiiiieiiieee e 26
3.5.2. Determinacion de flavonoides ..........cccceeeeiiiiiiiiiiiiiieeececee e 27
3.6. DETERMINACION DE INHIBICION DE ENZIMAS......ccoocoveeieiieeeeeen. 28
3.6.1. Determinacion de inhibicion de a- amilasa..............cccceeevvviiiiiieneeeenn. 28
3.6.2. Determinacion de inhibicion de a- Glucosidasa.............ccccvvviinieennn. 29



3.7. ANALISIS ESTADISTICO ..ottt et e e e et e e e eieeae e 29

CAPITULO IV. RESULTADOS.....cotiiiieieiiiiiitiieee ettt e e e e e s sniasaneeeeaa e e e e 30
4.1. DETERMINACION BROMATOLOGICA .....oiiieiiiiieieiieieeeieie e, 30
4.2. ANALISIS DE ANTIOXIDANTES ..ottt 31

4.2.1. Determinacion de fenoles totales............cccccceeeeiii 31
4.2.2. Determinacion de flavonoides ...........cccccceeieei, 32
4.3. DETERMINACION DE INHIBICION DE A- AMILASA ......coveieeereeeieeen 34
4.3.1. indice de inhibicidn de a- AMIlASa ..........ccceeveeieeieceee e 34
4.2.4. Determinacion de inhibicion de a- Glucosidasa..............ccccoeeeeeeeeennn. 35

CAPITULO V. CONCLUSIONES ......coootieeeeeeeeeeeeet ettt 37

CAPITULO VI: BIBLIOGRAFIA ..ottt 38
7. CAPITULO VIEE ANEXOS ...t ettt 42

7.1.  Anexo 1: Analisis estadistico para fenoles totales ...............cccc..... 42
7.2.  Anexo 2: Analisis estadistico para flavonoides ...............ccccuvveeeeeen. 43
7.3.  Anexo 3: Andlisis estadistico para inhibicién de a- amilasa........... 44

7.4.  Anexo 4: Andlisis estadistico para inhibicion de a- Glucosidasa.... 45

Xi



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Enfermedades que el neem ayuda a prevenir o corregir (Conrick, 1994) . 2
Tabla 2. Algunos usos medicinales del neem (Biswas K., 2002). ..............ccceveenns 15
Tabla 3. Material de laboratorio utilizado en este trabajo............cccccvvviiiiiiiininnnnn, 19

Tabla 4. Reactivos de laboratorio utilizado para la realizacion del presente trabajo
Tabla 5. Equipos de laboratorio utilizado para la realizacion del presente trabajo 20

Tabla 6. Caracterizacion bromatologica a base seca de hoja de neem................ 30
Tabla 7. Andlisis fitoquimico de bebidas de hojas secas de neem. ..................... 30

Xli



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribucion mundial del neem (INIFAP, 2004) ...........ccccceeeeeeeieeieeeeeee, 13
Figura 2. Arbol de neem. (INIFAP, 2004) ........ccoiieeiiieeeeeieeeee e eeee e e 14
Figura 3. Hojas de neem, flores de neem (INIFAP, 2004). ........ccccooevvveeeivveeivnnnnnnn. 14
Figura 4. Diagrama de elaboracion delté ..........ccccovviiiiii i, 21
Figura 5. Diagrama de elaboracion de 1a infusion ..........cccccooviiiiiiiiini, 22
Figura 6. Diagrama de elaboracion del agua a temperatura ambiente. ............... 22

Figura 7 Diagrama de la determinacion de humedad total de la hoja de neem. .. 23
Figura 8. Diagrama de la determinacion de cenizas de hoja de neem................ 24

Figura 9. Diagrama de la determinacion de carbohidratos totales de hoja fresca de

LT 0 PP PP 24
Figura 10. Diagrama de la determinacion de proteina.........ccccccccceeiveeeeeeeeeeivnnnnnn. 25
Figura 11. Diagrama de la determinacion de grasa por el método Soxhlet........ 26
Figura 12. Diagrama de la determinacion de fenoles............occviiieeeiieeniiiiiinnee, 27
Figura 13. Diagrama de la determinacion de flavonoides ..............cccccceeiiinnnnnnne. 27
Figura 14. Determinacion de la inhibicion de a- Amilasa ...........cccoooveeeevieviiiinnnnnn. 28
Figura 15. Determinacion de la Inhibicion de a- Glucosidasa. .............cccccevvvveennn. 29

Figura 16. Comparativo entre tratamientos de concentracion promedio de fenoles
L0 €= 1 1= 31
Figura 17. Comparativo entre tratamientos de concentracibn promedio de
L2 AVZ0 0] o [= SRR 32

Figura 18. Comparativo entre tratamientos del indice de inhibicién de a-amilasa.

Figura 19. Comparativo entre tratamientos del indice de inhibicién de a-

(0|18 20 1] T = 7= VRS 35

Xiii



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido siempre fuente de sustancias farmacolégicamente
activas y de interés terapéutico, formando parte de la composicion de productos para
la medicina tradicional y moderna, alimentos y suplementos nutracéuticos. En el
2005 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefialé que méas del 80% de la
poblacién mundial depende de plantas medicinales para atender problemas de salud
en la atencidn primaria y recomendd mayor investigacion en el area, sobre todo en

relacion al tratamiento de enfermedades crénicas como la diabetes mellitus.

Es tradicional en los paises asiaticos el uso medicinal del neem (Azadirachta indica);
a su utilidad e importancia, se debe afiadir el aspecto econémico ya que es un cultivo
de facil manejo agronémico, de rapido crecimiento, facil de adquirir y de bajo costo,
lo cual permite obtener productos naturales de menor precio que los quimicos que
son aplicados tradicionalmente para combatir enfermedades y plagas que atacan al
hombre, animales y vegetales y que por su origen biolégico, no ocasiona efectos
nocivos al agro ecosistema. (Schmutterer, H. 2008)

Las sustancias hipoglucémicas también llamadas antidiabéticos orales, son
sustancias que ayudan a reducir los niveles de azucar en la sangre, utilizadas para
tratar la Diabetes mellitus tipo 2.

La Diabetes mellitus es un conjunto heterogéneo de alteraciones metabdlicas
caracterizadas por intolerancia a la glucosa e hiperglicemia cronica. Las hojas de
neem son prescritas para ayudar a disminuir los niveles de glucosa en la sangre de
pacientes diabéticos. El tratamiento oral para diabéticos con extractos de Allium
sativum, Azadirachta indica, Momordica charantia, y Ocimum sanctum, no
solamente disminuye el nivel de glucosa sanguinea sino que también inhibe la
formacion de peroxidos lipidicos en la sangre y reactiva enzimas antioxidantes en
los gldbulos rojos, con restauracion de los niveles de glutation reducido y de metales
trazas (Gonzalez MS, et al. 2010).



1.2. ANTECEDENTES

Entre las plantas mas importantes con alto contenido de principios activos que se
emplean como agentes terapéuticos para la cura efectiva de diferentes
enfermedades, se encuentra el arbol neem (Azadirachta indica), (Gonzalez MS, et
al. 2010). Los antiguos herbarios hindues descubrieron las propiedades del neem y
Su uso se encuentra en el antiguo sanscrito desde hace 4000 afios. El neem es
tradicionalmente empleado para muchos fines medicinales, para curar multiples

enfermedades y dolencias (Tabla 1), (Conrick, 1994).

Tabla 1. Enfermedades que el neem ayuda a prevenir o corregir (Conrick, 1994)

°  Artritis ° Indigestién °  Migrafas

°  Bronquitis ° Inflamaciones °  Quemaduras

°  Céncer ° Infeccion de garganta °  Salpullido

°  Colesterol °  Dolor de cabeza °  Ulcera péptica

°  Conjuntivitis °  Problema de rifién °  Varicela

°  Diabetes °  Gripe ° Resfrio

°  Fiebre °  Trastornos digestivos ° Enfermedades de
°  Gastritis la piel

Tradicionalmente, las hojas y su pasta se utilizan para curar las reacciones alérgicas
de la piel y el tratamiento antiviral de la viruela y la varicela. El jugo de las hojas se
utiliza como un ténico para aumentar el apetito y para eliminar los gusanos
intestinales. También se utiliza para sus actividades hipoglucémicas,
hipolipidémicas, hepatoprotectoras e hipotensoras y para controlar la fiebre. En
Oman, se utiliza tradicionalmente para el tratamiento de la fiebre y la diabetes. (VK
Santhosh, V. Navartnam. 2013).

En un estudio sobre la diabetes inducida en ratas, se evaluaron 30 plantas usadas
en medicina en la India, entre las que se incluy6 al neem; los resultados obtenidos
confirmaron su efecto hipoglucemiante tanto en extracto acuoso como en solvente
organico. Indujo una disminucion significativa de la glucosa en sangre en ayunas, en

la prueba de tolerancia de glucosa. La administracion oral del extracto acuoso de

2



Neem a una concentracion del 10%. Mostré la capacidad de revertir el proceso
diabeto génico. Este hallazgo es valioso tanto en medicina humana como veterinaria,
puesto que permitiria el uso terapéutico del neem como agente hipoglucemiante en

la Diabetes mellitus, ademas de su bajo costo. (Gonzéalez MS, et al.2010).



1.3.JUSTIFICACION

La diabetes es un reto de salud global; estimaciones de la OMS indican que en 1995
habia en el mundo 30 millones de personas con ésta enfermedad, actualmente se

estima que 347 millones de personas viven con diabetes.

La diabetes es una enfermedad crénica de causas multiples, en su etapa inicial no
produce sintomas y cuando se detecta tardiamente y no se trata adecuadamente
ocasiona complicaciones de salud graves como infarto del corazén, ceguera, falla
renal, amputacion de las extremidades inferiores y muerte prematura. Se ha
estimado que la esperanza de vida de individuos con diabetes se reduce hasta entre
5y 10 afos.

Durante las ultimas décadas el numero de personas que padecen diabetes en
México se ha incrementado y actualmente es la segunda causa de muerte en el pais.
Del total de la poblacién de adultos en México, 9.17% report6 tener un diagnéstico
previo de diabetes por un médico, lo que equivale a 6.4 millones de personas. Por
sexo, este porcentaje fue de 8.60% entre los hombres y 9.67% entre las mujeres, lo
que equivale a 2.84 millones de hombres y 3.56 millones de mujeres. Por sexo, en
el caso de los hombres las entidades con mayor proporcion de individuos con
diagnéstico de diabetes son el Distrito Federal (12.7%), Estado de México (11.5%),
y Veracruz (10.7%), en tanto que para las mujeres, las entidades con mayor
proporcién de personas con diagnoéstico de diabetes son Nuevo Ledn (15.5%),
Tamaulipas (12.8%), y Distrito Federal (11.9%) (ENSANUT, 2012).

El desafio para la sociedad y los sistemas de salud es enorme, debido al costo
econdmico y la pérdida de calidad de vida para quienes padecen diabetes y sus
familias, asi como por los importantes recursos que requieren en el sistema publico
de salud para su atencion. No hay soluciones sencillas para combatir la diabetes,
pero mediante intervenciones coordinadas con mdultiples componentes pueden
lograrse cambios importantes. Todos tienen un papel que desempefar en la
reduccion de los efectos de la diabetes en sus diferentes variantes, la ciencia de
alimentos y fabricantes de productos alimenticios y los proveedores de

medicamentos: todos son partes interesadas. En conjunto pueden hacer una
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contribucion importante para detener el aumento de la diabetes y mejorar la calidad
de vida de las personas que tienen la enfermedad.

Este trabajo pretende ser la base para la elaboracién de bebidas (t€, infusién y agua
de uso) mostrando en cual ocurren mejores resultados y generar una propuesta para
la elaboracion mas factible del producto final, siendo asi una opcion para las
personas interesadas en utilizar medicina alternativa, y asi mejorar la calidad de vida
de las personas que tienen la enfermedad. Si ademas le afiadimos que no sera una
presentacion convencional y no serd como cualquier otro producto ofrecido
actualmente, da ese valor extra para sentar las bases de un nuevo producto y

posicionarlo en el mercado.



1.4.OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo general

Formular tres bebidas a base de hoja seca de neem (Azadirachta indica) té, infusion

y agua que contenga potencial hipoglucemiante y antioxidantes.

1.4.2. Objetivos especificos

- Obtener las tres diferentes formulaciones de bebidas de neem, agua, té e

infusion.

- Cuantificar el contenido de sustancias hipoglucemiantes y antioxidantes en

cada una de las formulaciones de bebidas.

- Evaluar el efecto hipoglucemiante de las bebidas a base de hoja seca de

neem.

- Determinar si las bebidas presentan cambio en las sustancias hipoglucemicas

y antioxidantes con la aplicacion de temperatura.

1.5.HIPOTESIS

Las bebidas formuladas a base de hoja seca de neem poseen efecto

hipoglucemiante.



CAPITULO IIl. MARCO TEORICO

2.1. DEABETES MELLITUS

El término diabetes mellitus describe un trastorno metabdlico de etiologia multiple
caracterizada por hiperglucemia cronica con alteraciones de carbohidratos, grasas
y proteinas, metabolismo resultante de defectos en la secrecion de insulina, la accion
de la insulina, o ambos. Los efectos de la diabetes mellitus incluyen dafio a largo
plazo y disfuncién en diversos 6rganos.

La diabetes mellitus puede presentarse con sintomas caracteristicos como sed,
poliuria, borrosidad de la vision, y la pérdida de peso. En sus formas més severas,
la cetoacidosis 0 un estado hiperosmolar no cetoide, desarrolla y conduce a estupor,

comay, en ausencia de tratamiento efectivo, muerte (K.G.M.M. Albertl, et al. 1998)

2.1.1. Principales tipos de diabetes

Segun el origen de la enfermedad, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

agrupa la diabetes mellitus en tres tipos:
2.1.1.1. Diabetes mellitus tipo 1

Esta forma de Diabetes Mellitus corresponde a la entidad anteriormente denominada
insulinodependientes o juvenil, se caracteriza por la ausencia de sintesis de insulina.
En la clasificacion actual se divide en dos subtitulos: Diabetes mellitus tipo 1A
autoinmune y Diabetes mellitus tipo 1B o idiopética (OMS, 2016).

Ignacio Conget (2002) sefala que, aunque el pico de nuevos casos se produce entre
los 10-12 afios, la mitad de los mismos se diagnostican en pacientes mayores de 15
afios. Es una enfermedad inmunoinflamatoria cronica en la que existe una
destruccion selectiva de las células B del pancreas mediada por linfocitos T
activados. En ella, y tras un periodo preclinico de duracion variable, en el que el
paciente permanece asintomatico, cuando la masa de células productoras de
insulina llega a un valor critico, el paciente presenta la sintomatologia clasica

generada por la insulinopenia y la hiperglucemia: poliuria, polidipsia, polifagia,



pérdida de peso y una irrefrenable tendencia a la cetosis si no se instaura tratamiento

con insulina exégena.

2.1.1.2. Diabetes mellitus tipo 2

La Diabetes mellitus tipo 2 es la forma mas comun de diabetes. En este caso, esta
forma corresponde a lo que anteriormente se denominaba diabetes mellitus no
insulinodependiente o del adulto (por encima de los 40 afios) y tiene su origen en la
incapacidad del cuerpo para utilizar eficazmente la insulina, lo que a menudo es

consecuencia del exceso de peso o la inactividad fisica.

El caracter no insulinodependiente de la enfermedad Unicamente hacia referencia al
tratamiento requerido a lo largo de la historia natural de la enfermedad. En nuestros
dias sabemos, ademas, que cada vez son mas frecuentes los casos de Diabetes
mellitus tipo 2 diagnosticados en jovenes, adolescentes y nifios. La Diabetes mellitus
tipo 2 supone el 80-90% de todos los casos de Diabetes mellitus, lo que contribuye
un problema sociosanitario y econémico de primera magnitud que en los préximos
afos va a adquirir caracteristicas epidémicas, sobre todo en los paises occidentales
(Conget I. 2002).

Existe una serie de premisas que caracterizan la patogenia de la Diabetes mellitus
Tipo 2:
- Se encuentra determinada por componentes genéticos y ambientales (dieta
occidental, sedentarismo, etcétera).
- Su herencia es claramente poli génica, lo que significa que es necesaria la
presencia de varias anomalias genéticas para que aparezca.
- La obesidad, especialmente la de localizacibn abdominal, genera perse
resistencia a la insulina y esta bajo control genético. Sin embargo, también

puede diagnosticarse en sujetos no obesos, especificamente en ancianos.

2.1.1.3. Diabetes Gestacional

Por diabetes gestacional se entiende toda aquella alteracidon del metabolismo

hidrocarbonado que se diagnostica por vez primera durante el embarazo. Los



criterios para su diagnéstico han variado a lo largo de los ultimos afios y aiin hoy dia
existen diversas recomendaciones al uso (Garcia G. C. 2008).

En la diabetes mellitus gestacional existe una amplia gama de opiniones en cuanto
a su deteccion y hay discrepancias acerca del tratamiento. Por lo demas, existe
evidencia de que incluso hiperglucemias leves son un factor de riesgo para la

morbilidad y mortalidad maternofetal (Garcia G. C. 2008).

En la segunda mitad de la gestacidn se requiere un estado fisioldgico de resistencia
a la insulina para dirigir los nutrientes almacenados en la madre hacia la unidad
fetoplacentaria y dar un crecimiento adecuado al feto; sin embargo, cuando las
mujeres desarrollan diabetes mellitus gestacional, la resistencia a la insulina es méas
acentuada, lo cual modifica el medio intrauterino y causa crecimiento acelerado del
feto, con riesgo elevado de macrosomia. Aunque existen varios factores que se
consideran de riesgo para este trastorno los mas importantes son: mayor edad en la
madre, familiares de primer grado con diabetes y mayor indice de masa corporal

pre-gestacional (Garcia G. C. 2008).
2.1.2. Mortalidad

La Diabetes mellitus se sitla entre la cuarta y octava causa de muerte en los paises

desarrollados.

La mortalidad de los diabéticos ocurre principalmente por causas distintas de la
propia diabetes cuando se asocia a afecciones tan frecuentes como las
enfermedades cardiacas, la insuficiencia renal, y, con frecuencia por sus
complicaciones; la mortalidad de los adultos con diabetes es mas alta que los no

diabéticos (Ruiz-Ramos M, et al).

Aunque no todos los estudios identifican los mismos factores de riesgo para la
mortalidad, éstos incluyen la edad al comienzo de la diabetes, el sexo y los factores
de riesgo cardiovascular como tabaquismo, hipertensién o elevada presion sistdlica,
hiperlipemia y sedentarismo; pueden también incluirse la obesidad, el uso de la

insulina y la falta de control de la glucemia (Ruiz-Ramos M, et al).



2.1.3. Deteccion

La deteccion de la prediabetes y de la diabetes mellitus tipo 2 se debe realizar en la
poblacion general a partir de los 20 afios de edad o al inicio de la pubertad si
presenta obesidad y factores de riesgo con periodicidad de cada 3 afos, a traves
del Programa de Accion especifico de Diabetes mellitus vigente (NOM-015-SSA2-
2010).

Es recomendable que la deteccidn de diabetes, se haga de manera integrada con
otros factores de riesgo cardiovascular, como hipertension arterial, dislipidemias,
tabaquismo, sedentarismo y circunferencia abdominal anormal, sobrepeso y
obesidad familiares de primer grado con diabetes, asi como otras condiciones

clinicas asociadas a la resistencia a la insulina (NOM-015-SSA2-2010).
2.1.4. Prevencion

La prevencion de la diabetes mellitus se realiza en tres niveles: primaria, secundaria
y terciaria (NOM-015-SSA2-2010).

2.1.4.1. Prevencién primaria

Tiene como objetivo evitar el inicio de la enfermedad. En la practica, prevencion es
toda actividad que tiene lugar antes de las manifestaciones de la enfermedad con el
propésito especifico de prevenir su aparicion.

2.1.4.2. Prevencién secundaria

Estard encaminada a pacientes ya confirmados con diabetes mellitus y cuyos
objetivos son evitar la aparicibn de complicaciones agudas, y evitar o retrasar las
complicaciones crénicas.

2.1.4.3. Prevencion terciaria

Estara dirigida a pacientes que presentan complicaciones cronicas y tiene como
objetivo evitar la discapacidad por insuficiencia renal, ceguera, pie diabético y evitar

la mortalidad temprana por enfermedad cardiovascular.
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2.1.5. Tratamientos farmacoldgicos de la Diabetes Mellitus tipo 2

Es necesario entender los principios fisiopatolégicos de la Diabetes Mellitus para la
correcta administracion de los farmacos disponibles. La diabetes Mellitus tipo 2 como
se ha expuesto anteriormente, representa un complejo trastorno metabdlico en el
que coexiste una disminucion de la disminucion de la secrecidon pancreética de la
insulina y una disminucion de su accion biolégica (insulinorresistencia), en los tejidos
muscular, hepético y adiposo. (Bafales, 2013).Cada una de estas alteraciones es

un blanco para el tratamiento farmacologico (Trinajstic, 1011).
2.1.6. Tratamientos con plantas medicinales

Ademas de los tratamientos farmacologicos para el control de la Diabetes mellitus,
existen también otras alternativas, como lo son las plantas medicinales. En México
la poblacién utiliza mas de 306 plantas en el control empirico de la Diabetes mellitus,
gue se caracterizan por tener actividad hipoglucemiante, algunas de ellas estan

siendo ampliamente estudiadas (Bailey & Day, 1989).

Entre las especies vegetales conocidas y utilizadas para el control de la diabetes
estan: Cecropia obtusifolia, Cucurbita ficifolia, y Agarista mexicana, las cuales
fueron estudiadas ampliamente e identificados algunos de sus principales
metabolitos secundarios que pudieran intervenir en el mecanismo de accién
hipoglucemiantes (Andrade & Heinrich, 2005). La naturaleza quimica de los
compuestos hipoglucemiantes que mas frecuentemente se has aislado de plantas
antidiabéticas son carbohidratos, alcaloides, glucopéptidos, terpenoides, péptidos,
flavonoides, esteroides y compuestos de naturaleza lipidica (Marles & Farnsworth,
1994).

2.2. PLANTAS MEDICINALES PARA EL CONTROL DE LA DIABETES

Desde tiempos remotos, las plantas son usadas para tratar muchos padecimientos,
en la India hay cerca de 45 mil especies de plantas y algunos cientos han sido
consideradas como poseedoras de propiedades medicinales, mientras que 389
especies vegetales son utilizadas para el control y tratamiento de la diabetes. Las

plantas medicinales para tratar las condiciones de hipoglucemia y de hiperglucemia
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son de considerable interés para la comunidad etnobotanica, ya que son
reconocidas por contener propiedades medicinales valiosas en diferentes partes de
la planta (Ajay, 2006).

Se han realizado investigaciones sobre el efecto de diversos compuestos en el
control de los niveles de glucosa en la sangre después de la ingestién de los
alimentos, tales como los almidones modificados, las antocianinas, los poli fenoles,
la fibra dietética. Particularmente algunas plantas utilizadas tradicionalmente para el
control de la diabetes, se encuentran: el nopal, el chilacayote y el guarumbo (Garibay
y Martinez, 2006).

2.3. GENERALIDADES DE NEEM

2.3.1. Origen y distribucion

El neem (Azadirachta indica), pertenece a la familia Meliaceae, a la cual también
pertenece el “cedro” y la “caoba”, es originario de las zonas aridas de India, Pakistan
y Africa, donde se ha cultivado por miles de afios (Orozco-Sanchez, F, 2007). En las
areas rurales de India y Africa tiene amplio uso medicinal. (Vietmeger 1992, Norten
1999). El término neem proviene del sanscrito Nimba y era conocido como Sarva
Roga Nivarini o curador de todas las enfermedades. Esta planta tiene propiedades
insecticidas, controla plagas de campo y almacén; ademas tiene uso medicinal,
forestal y farmacolégico (Schmutterer 1995). Debido a estas caracteristicas muchos
paises han hecho el esfuerzo por importarla, asi en México fue introducido en el afio
1989 (INIFAP, 2004).

Asi mismo, en los escritos del antiguo Sanscrito se menciona que sus propiedades
farmacoldgicas fueron tan populares, que virtualmente era la botica del pueblo.
(Norten 1999).

El neem crece en diferentes condiciones climaticas, actualmente se cultiva en zonas
semiaridas con precipitaciones pluviales de 200 a 1200 mm H20 y tolera
temperaturas de 0 a 49°C. A. indica es cultivado en mas de 50 paises (Figura 1) en
Asia, Africa, el Caribe, Centro y Sur América y se han establecido pequefias

plantaciones en Norteamérica (Brechelt y Fernandez, 1995).
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Figura 1. Distribucién mundial del neem (INIFAP, 2004)

2.3.2. Clasificacién taxonémica
Reino: Plantae
Subreino: Trachaeophyta
Division: Pterophyta
Subdivisién: Angiosperma
Clase: Dicotiledonea
Orden: Geraniales
Familia: Meliaceae
Subfamilia: Melioideae
Género: Azadirachta
Especie: indica

2.3.3. Descripcion botanica

El neem es un arbol robusto, siempre verde, de rapido crecimiento, de tronco recto

gue llega a medir hasta 2.5 metros de circunferencia, corteza moderadamente
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gruesa; alcanza una altura de 30 metros y un didmetro de copa de 25 metros
(Schmutterer 1995), puede vivir por méas de 200 afios. (Conrick 2003). Es una planta
de hoja perene. Todo el afio, las hojas de neem se mezclan, jévenes y maduras; las
hojas maduras son de color verde brillante, mientras que las jovenes son de color
rojizo. Las hojas de neem se compone de peciolo, ldmina, y la base que se adhiere
a las hojas del tallo y puede llevar dos hojas pequefias laterales como estructuras
llamadas estipulas ( Norten, 1996 ). El neem es siempre verde, frondoso, con flores
y normalmente comienza a fructificar después de 3-5 afios, (Figura 2) (Zainab Saif
Saleh Al-Hashemi, 2016).

Figura 2. Arbol de neem. (INIFAP, 2004)

La hoja es peciolada de forma aserrada y de alrededor de 7 cm de largo, cuando
son jévenes son de color rojo cobrizo pero posteriormente cambian a verde oscuro,
se agrupan en foliolos; la caida de hojas del arbol ocurre sélo bajo extrema sequia
o después del dafio por heladas. La flor es pequefia (4 mm) blanca, crema o
amarillenta, bisexual, actinomorfica, que crece en racimos de manera axilar; en
plena floracién su aroma y néctar facilitan su polinizacion (Figura 3). (Schmutterer
1995).

Figura 3. Hojas de neem, flores de neem (INIFAP, 2004).
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2.3.4. Propiedades especificas

Azadirachta indica o neem (familia Meliaceae) es un arbol de la selva tropical valiosa
que tiene multiples beneficios medicinales, agroquimicos y econdémicos debido a
varios ingredientes bioactivos presentes en diversas partes del arbol. (Priyanka
Srivastava & Rakhi Chaturvedi, 2011).

El neem es una planta medicinal versatil, casi cada parte de la cual se esta utilizando
tradicionalmente en sistemas de medicina para el tratamiento de una de las
enfermedades humanas. Tradicionalmente, la mayoria de los nepalies limpian sus
dientes con ramas de neem, tomar su jugo como un ténico para aumentar el apetito

y usarlo en fiebre o para gusanos intestinales.

2.3.5. Usos medicinales

El arbol de neem es una planta increible que ha sido declarado el "Arbol del siglo
21", de las Naciones Unidas (ONU, 2012).

Los muchos beneficios del arbol de Neem, se han aprovechado durante siglos por
la medicina tradicional de la India, el extracto de sus hojas, semillas, frutos y corteza
se aprovechan con distintos fines que van desde el tratamiento de problemas
respiratorios, hasta Ulceras gastricas. Ademas, el aceite de neem también se puede

emplear externamente para tratar picores, ardor, Ulceras de la piel, entre otros.

Tabla 2. Algunos usos medicinales del neem (Biswas K., 2002).

Parte Uso medicinal

Corteza Fiebres paludicas, inflamaciones e irritaciones cutdneas, curar heridas,

hemorroides y encias sangrientas.

Savia Cura diversas dermatosis, ulceras de lepra.
Goma Emulgente para el dolor de garganta.
Flor Usado como vermifugos, para aliviar la tos, dolencias oculares (entre ellas

las cataratas).

Fruto Trata los trastornos urinarios, purifica la sangre.
Aceite La lepra y los gusanos intestinales.
Hoja Infecciones cutaneas, tratar la diabetes, aliviar sintomas de viruela y

sarampidn, ulceras
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2.3.5.1. Efecto antioxidante

Este arbol es conocido por sus propiedades medicinales en humanos (Kausik et al.,
2002). El efecto medicinal, se atribuye a sus propiedades antioxidantes, las cuales
dependen en gran parte de la presencia de compuestos fendlicos debido a la
reactividad del grupo fenol (Kahkénen, M, et al. 2001).
Diversos estudios han indicado que los extractos y fracciones purificadas de
diferentes partes de la planta del neem poseen compuestos con actividad biologica
tales como, 2,6-Bis-(1,1)-dimetiletill-4-metil fenol y acido galico, mismos que son los
responsables de la actividad antioxidante (Sunday, E. A. y Joy, C. A. 2009).

2.3.5.2. Actividad hipoglucémica
El extracto acuoso de hojas de neem disminuye significativamente el nivel de azucar
en la sangre y previene la adrenalina asi como la hiperglucemia inducida por glucosa
(Murty, K. S., et al., 1978). El extracto acuoso de hojas cuando se administra por via
oral, también produce hipoglucemia en ratas normales y disminucion de los niveles
de glucosa en sangre en la diabetes inducida experimentalmente en ratas (El-
Hawary, Z. M. and Kholief, T. S., 1990).
El extracto acuoso de hoja también reduce la hiperglucemia en la diabetes de
estreptozotocina y el efecto es posiblemente debido a la presencia de un flavonoide,
quercetina (Chakraborty, T. et al., 1989). También se observé un efecto
hipoglucémico significativo alimentando de aceite de neem a los conejos de ayuno
(Pillai, N. R. et al., 1981). Recientemente se observd efecto hipoglucémico con
extracto foliar y Aceite de semilla, en conejos diabéticos tanto normales como
inducidos por aloxano (Khosla, P., et al., 2000). También se han discutido los
posibles mecanismos subyacentes a la actividad hipoglucémica del extracto acuoso
de hoja (Chattopadhyay, R. R., 1996).
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2.4. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la oxidacion de otras
moléculas mediante la inhibicion de la propagacién de la reaccion de oxidacion. Los
antioxidantes pueden clasificarse en naturales o sintéticos, estando estos ultimos en

desuso debido que se les atribuyen efectos carcindégenos (Wang H, et al. 1996).

2.4.1. Fuente de compuestos fendlicos

La mayoria de las plantas, contienen poli fenoles los cuales estan presentes en
cantidades diferentes segun la planta y del grupo de compuesto fendlico,
diferenciandose estos contenidos de acuerdo a la parte del vegetal que se trate, bien
sea fruto, hojas, o parte lefiosa de la planta. En general, las hojas, flores, frutas y

otros tejidos contienen glicésidos (Shahidi F, et al. 1995).

2.4.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen una clase de metabolitos secundarios
biosintetizados por el reino vegetal y entonces encontrados en alimentos derivados
de fuentes vegetales (Wood, 2001). Los polifenoles comprenden un amplio rango de
sustancias que poseen uno o0 mas anillos aromaticos con por lo menos un grupo
hidroxilo. Entre ellos podemos mencionar a los flavonoides, isoflavonoides,
antraquinonas, antocianidinas y xantonas, a los acidos fendlicos y a los fenoles
simples, a los &cidos hidroxicinamicos, a los fenilpropenos, a las ligninas, etc. Los
mismos actlan generalmente como capturadores y estabilizadores de radicales
libres, pudiendo producir quelaciéon de metales aquéllos que poseen en su estructura
grupos carboxilicos (Romero, Ana M. et al., 2003).

Los suplementos antioxidantes o los alimentos que contienen antioxidantes pueden
ser usados para reducir los dafios oxidativos relacionados a la edad y a
enfermedades como arteriosclerosis, diabetes, cancer, cirrosis, etc. (Siddhuraju.,
2002). En estos casos es importante el estudio de las propiedades antioxidantes de
los fendlicos totales obtenidos de distintas fuentes, antes que la de los compuestos
individuales, debido a la posible interaccién antagonista o sinergista entre todos los

compuestos presentes (Kim, 2003). Entre los compuestos fendlicos con una
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reconocida actividad antioxidante destacan los flavonoides, los acidos fendlicos
(hidroxicinamico, hidroxibenzénico, cafeico, clorogénico), taninos, calconas,

cumarinas (Pratt DE, et al. 1992).

2.4.3. Flavonoides

Los flavonoides son un tipo de compuestos fendélicos naturales que se distribuyen
en las plantas y estos compuestos son agentes potenciales antidiabéticos debido a
que ejercen multiples acciones como hipoglucemiante (accion insulinomimético) y

antihiperglucé-mico (secretagogo de insulina).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un namero variable de grupos
hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales
de transicién, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante (Havsteen B,
1983).

2.5. SUSTANCIAS HIPOGLUCEMIANTES

Las sustancias hipoglucemiantes son aquellas capaces de disminuir los indices de
glucosa en la sangre.

Existen sustancias hipoglucemiantes de origen farmacoldgico y origen natural.

Las sustancias que poseen actividad hipoglucémica se encuentran en los alimentos
que poseen caracteristicas en comun y que son de alto valor nutricional ya que son

bajos en grasa, ricos en fibra y carbohidratos, vitamina C y E.

18



CAPITULO lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Bromatologia ubicado en el
departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (DCTA) perteneciente a la
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), sede Saltillo; en Buenavista,
Saltillo, Coahuila.

Se trabajé con hojas del &rbol de Neem (Azadirachta indica) procedentes del estado
de Veracruz. Las muestras recogidas se envasan en bolsas de plastico en
condiciones de congelacién y fueron transportados al laboratorio de Bromatologia
ubicado en el departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (DCTA)
perteneciente a la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), sede

Saltillo; en Buenavista, Saltillo, Coahuila.
3.2. MATERIALES DE LABORATORIO

A continuacién se enlistan los materiales empleados en los diferentes analisis
realizados (Tabla 2), asi como los reactivos requeridos para las pruebas (Tabla 3) y

el equipo utilizado (Tabla 4).

Tabla 3. Material de laboratorio utilizado en este trabajo.

°  Tubos de ensaye °  Celdillas para espectrofotometro
°  Gradillas °  Probetas

°  Charolas de aluminio °  Vasos de precipitados

°  Crisoles °  Soporte para bureta

°  Pinzas para crisol ° Bureta

°  Micro pipeta °  Micro espatula

°  Pintillas para micro pipeta °  Pizeta

° Bafio de agua °  Matraz aforado

° Matraz °  Desecador
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Tabla 4. Reactivos de laboratorio utilizado

para la realizacién del presente trabajo

°  Folin

°  Cloruro de Aluminio (AICI3) al 10%

°  Carbonato de Sodio (Na2COs3) al 7.5% ° Hidréxido de Sodio (NaOH) 1M

° Nitrito de Sodio (NaNO3) al 0.

°  Acido Galico

°  Almidoén 1%

°  Acido borico (HsBO2) al 2.2%
° Indicador mixto de proteina

° a-Amilasa

°  DNS

°  Eter de petréleo

5% °  Fenol sulftrico
° Sacarosa
°  Catequina
°  Acido sulfarico (H2SO4) al 0.025%
°  Buffer de Acetatos pH 7
° a-Glucosidasa

°  a-Glucopiranosido

Tabla 5. Equipos de laboratorio utilizado para la realizacion del presente trabajo

Equipo Marca Modelo
Espectrofotémetro Termo Electron Corparation Genesys 10 UV
Vortex Benchmark BPR
Parrilla Thermo Scientific Cimaret
Balanza Analitica Ohaus Adventurer
Campana de extraccién Loster
Digestor Labconco
Estufa Quincy Lab 40 Lab Oven
Mufla
MicroKjeldhal Labconco MCH 1-121-13
Soxhlet Kimax Kimble 45/50 24/40
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3.3. MANEJO DE CONTROL BIOLOGICO

Una vez ubicados en el laboratorio, se tomé el total de hojas de neem recolectadas
para ser lavadas: se lavaron con agua para eliminar el polvo y cualquier particula
extrafia presente en ella, posteriormente se colocaron en papel secante para retirar

el exceso de agua; logrando de esta manera la limpieza total.

Se colocaron las hojas en charolas de aluminio las cuales fueron llevadas a la estufa
a temperatura de 60°C por 24 horas para deshidratarlas y asi hacer los andlisis en

producto seco. Después del secado las hojas se mantuvieron en bolsas de plastico.
3.3.1. Obtencion de muestras

En la realizacion de las muestras se trabajo con tres tratamientos: Te, infusion y

agua de uso con un total de 5 repeticiones de cada tratamiento.
Para la obtencion de cada uno de las diferentes muestras se realiz0 lo siguiente:
3.3.1.1. Té

En un vaso de precipitado de 500ml se colocaron 250ml de agua purificada al cual
se le agrego 1.5g de muestra seca y se calent6 en parrillas de agitacion llevando a
temperatura de ebullicion durante 10 minutos (Figura 4).

a) b) <)

Figura 4. Diagrama de elaboracion del té; a) Pesado de la hoja de neem, b) Calentamiento en parrilla, c)
Vertido del té en frascos de vidrio.
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3.3.1.2. Infusiéon

En un vaso de precipitado de 500ml se colocaron 250ml de agua purificada al cual
se le agreg6 1.5g de muestra seca tapando el recipiente y se calento6 en parrillas de
agitacion llevando a temperatura de ebullicion durante 10 minutos con el recipiente

tapado (Figura 5).

a) b) C)

Figura 5. Diagrama de elaboracién de la infusion; a) Pesado de la hoja de neem b) Calentamiento en parrilla
con el recipiente tapado c) Vertido de la infusion en frascos de vidrio.

3.3.1.3. Agua atemperatura ambiente

En un vaso de precipitado de 500 ml se colocaron 250 ml de agua purificada al cual

se le agregd 1.5 g de muestra seca y se tuvo en constante agitaciéon durante 15

minutos (Figura 6).

a) b) c)

Figura 6. Diagrama de elaboracion del agua a temperatura ambiente; a) Pesado de la hoja de neem b)
Agitacion de las hojas de neem en agua c) Vertido del agua en frascos de vidrio.
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3.4. DETERMINACION BROMATOLOGICO

3.4.1. Determinaciéon de humedad

Para calcular la humedad de las hojas del arbol de Neem se realizé por método de

diferencia de pesos.

Se coloco una porcién de muestra en charolas de aluminio y se colocaron dentro de
la estufa de secado a una temperatura de 60°C durante 24 horas, transcurrido el
tiempo se sacaron y se colocaron en un desecador hasta tener las muestras a
temperatura ambiente se pesaron las charolas con muestra en balanza analitica

(Figura 7).

a) b) c) d)

Figura 7 Diagrama de la determinacion de humedad total de la hoja de neem; a) Pesado de la hoja de neem
b) Hojas en charolas de aluminio ¢) Secado en estufa d) Pesado de la hoja seca.

3.4.2. Determinacion de cenizas

Se coloc6 0.5 g de hojas de neem fresca en un crisol de porcelana y se colocaron
dentro de la mufla a una temperatura de 500°C durante 2 horas, transcurrido el
tiempo se sacaron y se colocaron en un desecador hasta tener las muestras
temperatura ambiente se pesaron los crisoles con muestras en balanza analitica

(Figura 8).
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Figura 8. Diagrama de la determinacion de cenizas de hoja de neem; a) Pesado del crisol de porcelana, b)
Hojas de neem en los crisoles, ¢) Secado en mufla, d) Cenizas de las hojas de neem.

3.4.3. Determinacién de carbohidratos totales

Se peso6 1g de muestra (hoja fresca) se afiadio a 10ml de agua destilada y se macero6
con ayuda de un mortero de porcelana, se tomé 1ml de macerado y se colocé en un
tubo de ensaye, se introdujo el tubo de ensaye con muestra en un bafio de agua
fria se adicion6 2ml de fenol sulfarico al 0.1%, se transfirié a un bafio de agua en
ebulliciébn durante 5 minutos, se retird del bafio de agua y se atemperd después se
ley6 absorbancia a 480 nm (Figura 9)

Figura 9. Diagrama de la determinacion de carbohidratos totales de hoja fresca de neem; a) Pesado de la
muestra b) hoja macerada, c) Adicion de muestra al tubo de ensaye, d) Adicién de fenol sulftrico en bafio de
agua fria, €) Muestra en bafio de agua en ebullicion, f) Lectura de absorbancia.
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3.4.4. Determinacion de proteina

Se peso6 0.1g de hojas frescas de neem se realizaron 5 repeticiones. Se colocaron
las muestras en un cartucho de celulosa y estos se introdujeron en un matraz
Kjeldahl. Dentro del matraz se agregd 4ml de mezcla digestora y se llevaron a la
parrilla de calentamiento para digerirlos hasta que se note un cambio de color de
tonalidad verdosa. Después se llevaron al micro destilador, se vierte la muestra y
30ml de Hidroxido de Sodio (NaOH) al 50 %. En el vaso receptor del destilador se

coloco 30ml de Acido Bérico (HsBO2) al 2.2% y tres gotas de indicador. Cuando se

recupera un volumen total de 60ml se vertio el destilado a un matraz Erlenmeyer
para ser titulado con Acido Sulfurico (H2SOa4) al 0.025N, (Figura 10).

Figura 10. Diagrama de la determinacion de proteina: a) Colocar cartucho de celulosa con muestra y mezcla
digestora al matraz, b) Matraces en parrilla de calentamiento, ¢) Encendido de parrillas dentro de la campana
de extraccion, d) Cambio de color de las muestras, €) Adicion del indicador mixto de proteinas al H3BO?2, f)
Destilacion de las muestras, g) Titulacion de muestras, h) Muestras después de la titulacion.
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3.4.5. Determinacion de grasa
Para la determinacion de grasa se realiz6 por el método Soxhlet.

Se tom¢ 0.1g de muestra previamente secada. Se pesaron los matraces con cuatro
perlas de vidrio cada uno. Después se coloc6 cada muestra en un cartucho de
celulosa y se introdujo al tubo sifon, se agregaron 150ml de éter de petréleo para la
extraccion de grasa y se dejé trabajar durante 6 horas para cada muestra (Figura
11).

Figura 11. Diagrama de la determinacién de grasa por el método Soxhlet. a) Acomodo de muestras en el
equipo Soxhlet, b) Equipo Soxhlet en funcionamiento.

3.5. DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES
3.5.1. Determinacion de fenoles
Para realizar la determinacion de fenoles se trabajé de la siguiente manera:

Se coloc6é 1ml de muestra en tubos de ensaye se le adiciond 250pl de Folin se
homogenizo y se reposo por 5 minutos, se le agreg6 1250ul de Carbonato de Sodio
(Na2COg3) al 7.5% se homogenizo6 en vortex por 30 segundos y se dejo reposar por

30 minutos, transcurrido el tiempo se ley6 absorbancia a 760 nm, (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de la determinacion de fenoles; a) Adicion de reactivos, b) Homogenizacion, c) Reposo
de muestras d) Lectura de Absorbancia.

3.5.2. Determinacion de flavonoides
Para realizar la determinacion de flavonoides se trabajo de la siguiente manera:

Se coloc6 1ml de muestra en tubos de ensaye se le agreg6 1250ul de agua destilada
y 75ul de Nitrito de Sodio (NaNO2) al 0.5% y se dej6 reposar durante 5 minutos
transcurrido el tiempo se le afiadié 150ul Cloruro de Aluminio (AICI3) al 10%, y se
dej6 reposar por 5 minutos al transcurrir el tiempo se le adicioné 500l de Hidroxido
de Sodio (NaOH) 1M y 25ul de agua destilada se homogeniz6 en vortex para

después leer absorbancia a 510nm, (Figura 8).

Figura 13. Diagrama de la determinacion de flavonoides; a) Adicién de reactivos, b) Homogenizacion, ¢)
Lectura de Absorbancia.
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3.6. DETERMINACION DE INHIBICION DE ENZIMAS

3.6.1. Determinacion de inhibicion de a- amilasa

En un tubo de ensaye se le agregd 100ul de muestra, 100ul de Buffer de Acetatos
de pH 7, 100ul de a- amilasa pre encubada a 25°C durante 10 minutos y almidon al
10%, se homogeniz6 en vortex por 30 segundos y posteriormente se llevé a encubar
a 25°C durante 30 minutos, después se atemperd a temperatura ambiente.

Posteriormente se agregd 1000ul de DNS y se homogeniz6 en vortex por 30
segundos y se llevé a bafio de agua en ebullicion durante 5 minutos, se retirg, se
atemperd y se leyo absorbancia a 540nm. Se utiliz6 como blanco la muestra de

Buffer de Fosfatos y como control muestra de agua destilada (figura 14).

Figura 14. Determinacion de la inhibicion de a- Amilasa; a) Adicion de muestra y reactivos a tubos de ensaye,
b) Homogenizacion, c) Incubacion a 25°C durante 30 minutos, d) Adicion de DNS, e) Bafio de agua en
ebulliciéon durante 5 minutos, f) Lectura de Absorbancia.
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3.6.2. Determinacién de inhibicion de a- Glucosidasa

En un tubo de ensaye se le agregd 100ul de muestra, 100ul de Buffer de Acetatos
de pH 7, 100ul de a- Glucosidasa, posteriormente se llevo a encubar a 25°C durante
5 minutos, transcurrido el tiempo se agregé 100ul de a- D Glucopiranosido y
nuevamente se incubo a 25°C durante 10 minutos y finalmente se leyé absorbancia
a 405nm. Se utiliz6 como blanco la muestra de Buffer de Fosfatos y como control
muestra de agua destilada (Figura 15).

A b) ) d) )
Figura 15. Determinacion de la Inhibicién de a- Glucosidasa; a) Adicion de muestras y reactivos a tubos de
ensaye, b) Incubacion a 25°C durante 5 minutos, c) Adicion de a- D Glucopiranosido, d) Incubacion a 25°C
durante 5 minutos, e) Lectura de Absorbancia.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los tratamientos realizados para los estudios bioquimicos: Te, infusion y agua de
uso se realizaron un total de 5 repeticiones de cada tratamiento y fueron expresados
como la media aritmética + desviacién estandar. Los datos se compararon por
analisis de varianza (ANOVA) con un disefio completamente al azar y una prueba
de medias por el método de Tunkey, en variables con distribucién normal. Las
diferencias estadisticas entre las medias se identificaron con el 95 % de nivel de

confianza.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1. DETERMINACION BROMATOLOGICA

Las hojas de neem se deshidrataron para realizar una caracterizacion bromatolégica
en base seca para la elaboracion de bebidas y su analisis antioxidante e
hipoglucemiante. En la tabla 6 se muestra los porcentajes obtenidos de humedad,
materia seca, cenizas, carbohidratos, proteina y lipidos presentes en la hoja.

Tabla 6. Caracterizacion bromatoldgica a base seca de hoja de neem.

Caracterizacion

Humedad Materiaseca Cenizas Carbohidratos Proteina Lipidos
Hoja de neem 73.1522% 26.847% 1.51% 15.9318% 9.0273% 0.3785%

Espinoza A, MM. En 1998 reporta que las hojas de neem contienen 70.53% de
humedad, 29.43% de materia seca 18.65% de carbohidratos, 10.95% de Proteina,
0.43% de lipidos. Lo anterior muestra una similitud con lo encontrado en este
proyecto (Tabla 6). La presencia de estos compuestos estan influenciados por el

grado de madurez, el procesamiento y almacenaje, entre otros (Recalde, A., 2007).

Las bebidas de neem (Té, infusion y agua) se utilizaron para realizar diferentes
estudios bioquimicos. Los resultados mostraron que los fenoles, los flavonoides,
inhibiciéon de a-amilasa e inhibicion de a-glucosidasa estaban presentes en todos los

tratamientos obtenidos a partir de hojas secas de neem (tabla 7).

Tabla 7. Analisis fitoquimico de bebidas de hojas secas de neem.

Bebidas a base de meen Inferencia fitoquimica
. Inhibicion de Inhibicion de
Fenoles totales Flavonoides . .
a-amilasa a-glucosidasa
Té + + + +
Infusion + + + +
Agua + + + +

+ Presencia - Ausencia
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4.2. ANALISIS DE ANTIOXIDANTES

4.2.1. Determinacion de fenoles totales

De acuerdo al analisis de varianza realizado se encontr6 diferencia estadisticamente
significativa entre tratamientos en la concentracion de fenoles totales (figura 16), el
efecto de los diferentes tratamientos en relacién con la cuantificacion de fenoles, fue

corroborado con la prueba de Tukey (Anexo 1).

- FENOLES TOTALES
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Tratamientos

Figura 16. Comparativo entre tratamientos de concentracién promedio de fenoles totales.

Los datos de la figura 16 muestran la cuantificacion de fenoles obtenidos de cada
uno de los tratamientos a base de hoja de neem: té, infusion y agua a temperatura
ambiente entre los cuales existe diferencia significativa, al someterlos al calor, por lo
gue la aplicacion de calor puede ser un método viable para el contenido fendlico de
las bebidas de hoja de neem. La elevada concentracion de compuestos fendlico del
té e infusion es mayor con respecto a la concentracion de la bebida a base de agua
a temperatura ambiente sin aplicacion de calor debido a la reduccién de agua en los

tratamientos.

En el 2015 R Al Akeel y colaboradores reportan el contenido fendlico de diferentes
extractos de corteza del arbol de neem; en el cual se muestra que el extracto acuoso
contiene un 0.762 mg/ml de poli fenol reportado como &cido galico, el extracto de

metanol 2.680 mg/ml, mientras que el extracto de acetona 0.592 mg/ml y el extracto
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de etanol contiene 1.462 mg/ml. De los datos anteriores reportados no se acercan
al contenido de fenoles de las bebidas evaluadas ya que estan por debajo en un

95% del contenido que se reporta en la figura 16.

En el 2016 Z.S. Saleh Al-Hashemiy M.A. Hossain reportaron el contenido de fenoles
total entre 420 mg/ml y 3580 mg/ml en extractos brutos de hojas de neem. Lo
anterior muestra una similitud con lo encontrado en este proyecto en el tratamiento
de agua a temperatura ambiente, a diferencia del contenido en la infusion y té que
estan por encima de lo que reportan Z.S. Saleh y M.A. Hossain. Sin embargo los
niveles de contenido de fenoles totales varian considerablemente entre cultivos de
la misma especie. La presencia de estos compuestos estan influenciados por el

grado de madurez, el procesamiento y almacenaje, entre otros (Recalde, A., 2007).

4.2.2. Determinacion de flavonoides

De acuerdo al andlisis de varianza para la variable flavonoides se presenta una
diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos evaluados, es decir
entre las bebidas obtenidas; con agua a temperatura ambiente, con agua en
ebullicibn y con agua en infusién. EIl tratamiento con el contenido mas alto de
flavonoides se observo en el tratamiento con agua en ebullicion (té) con un valor de

1.1975 mg/ml, como se observa en la figura 17.
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Figura 17. Comparativo entre tratamientos de concentracién promedio de flavonoides
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La prueba de medias de Tunkey muestra que no existe diferencia significativa entre
el contenido de flavonoides de los tratamientos de infusion y agua a temperatura
ambiente (0.335 mg/ml y 0.43 mg/ml, respectivamente); pero, ambos tratamientos
muestran diferencia significativa entre la concentracion de flavonoides de la bebida

denominada té que presenta un contenido de 1.1 mg/ml (Anexo 2).

R Al Akeel y colaboradores en el 2015 reportaron el contenido de flavonoides de
diferentes extracto de corteza del arbol de neem; encontrandose en el cual muestra
gue el extracto acuoso contiene un 6.22 mg/ml, el extracto de metanol 1.14 mg/ml,
el extracto de acetona 0.92 mg/ml y el extracto de etanol 0.46 mg/ml; del contenido
de flavonoides presente en los extractos de etanol reportada por Akeel y
colaboradores comparados con los resultados obtenidos en las bebidas
denominadas infusion y agua a temperatura ambiente en este proyecto se observa
que la concentracién de flavonoides es similar. Mientras que el contenido en la
bebida denominada té es superior a lo encontrado por ellos en extractos con
solventes orgéanicos. Los resultados obtenidos fueron comparados de diferentes
estructuras del arbol de neem, lo cual determina la diferencia en cuanto a la

concentracion de flavonoides.

Los fitoquimicos, en especial los compuestos fendélicos (dentro de los cuales se
encuentran los flavonoides) estan recibiendo creciente atencion debido a sus
actividades biologicas. Cho y colaboradores en 2003, han reportado que este tipo
de compuestos juegan un papel importante en la modulacién de la actividad a-
glucosidasa y a-amilasa, por lo tanto, pueden contribuir al manejo de la diabetes tipo
2, en este estudio los compuestos fendlicos constituyen el principal grupo de

compuestos que actian como antioxidantes.
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4.3. DETERMINACION DE INHIBICION DE A- AMILASA

4.3.1. indice de inhibicion de a- Amilasa

En el andlisis de varianza para el indice de inhibicion de a- Amilasa se presenta una
diferencia significativa entre los tratamientos evaluados. Todas las bebidas
exhibieron capacidad de inhibicion de actividad enzimatica de la a- Amilasa, el valor
mas alto se observo en el tratamiento de agua a temperatura ambiente con un valor
de 71.793%, mientras que el tratamiento de agua en infusibn mostré la menor
actividad con un valor de 46.196%. Esto sugiere, que la bebida de agua a
temperatura ambiente puede reducir mas de la mitad de la ruptura de los enlaces
Glucosidicos a 1,4 de los carbohidratos tales como la maltosa, sacarosa, almidones,
por actividad de esta enzima.
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Figura 18. Comparativo entre tratamientos del indice de inhibicién de a-amilasa.

El indice de inhibicién de actividad reportado en la figura 18 es mayor en un 6% a lo
reportado por DL Mendoza y R Medina en el 2015 en extractos de hoja de yaco
(Smallanthus sonchifolius Poepp. & Endl), en el cual obtienen porcentajes de

inhibicion mayores al 40 %.

El potencial de inhibicion de la actividad enzimatica retrasara la degradacion de
polisacéaridos y oligosacaridos, que a su vez causara un decremento de glucosa libre
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en sangre (Arrumugan, A. et al. 2014). La inhibicion de a- amilasa tiene beneficios
sobre la resistencia a la insulina y el control del indice glucémico en las personas
diabéticas puesto que reducira la glucosa libre y la absorcion de ésta hacia el torrente

sanguineo (Nizam, M. et al. 2014).
4.2.4. Determinacion de inhibicion de a- Glucosidasa

En el andlisis de varianza para el indice de inhibicién de a- glucosidasa se presenta
una diferencia significativa entre los tratamientos evaluados. Todos los tratamientos
exhibieron capacidad de inhibicion de la actividad enzimatica de la a- glucosidasa el
valor mas alto se observo en el tratamiento de té con un valor de 79.369%, mientras
que el tratamiento de agua a temperatura ambiente mostré la menor actividad con
un valor de 59.244%.
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Figura 19. Comparativo entre tratamientos del indice de inhibicién de a-glucosidasa.

La prueba de medias Tunkey muestra que no existe diferencia significativa entre
indice de inhibicion de a- glucosidasa de los tratamientos llamados té e infusion
(79.369% y 77.67%, respectivamente); sin embargo, dichos tratamientos muestran
diferencia significativa con respecto a la actividad inhibitoria presentada por la

bebida de agua a temperatura ambiente (59.244%) (Anexo 4).
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En 2014 Lépez- Martinez, L y colaboradores, reportaron que los extractos de cebolla
morada y amarilla exhibieron actividades inhibitorias de 51% y 34%
respectivamente. La actividad de inhibicién reportada por Lopez- Martinez, L, y
colaboradores. Es inferior a la actividad de inhibicion de a-glucosidasa de las
bebidas evaluadas; ya que estan por debajo en un 20% de la actividad de inhibicién

de a-glucosidasa que se reporta en la figura 19.

Lo anterior establece el modo de accion de las bebidas desarrolladas en este
estudio, por lo que pueden clasificarse como alimentos con potencial

hipoglucemiante.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se concluye que:

Los extractos acuosos obtenidos a partir de hojas de neem deshidratadas poseen
potencial hipoglucemiante al encontrarse compuestos fendlicos en las tres bebidas

evaluadas.

El té, la infusion y el agua a temperatura ambiente a base de neem presentan
inhibicién de la actividad enzimatica de alfa amilasa y glucosidasa, por lo que se

establece el mecanismo de accion.

Por lo anterior se acepte parcialmente la hipétesis planteada en la presente
investigacion, dedo que las bebidas formuladas a base de hoja seca de neem

poseen efecto hipoglucemiante.
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7. CAPITULO VII: ANEXOS

7.1. Anexo 1: Analisis estadistico para fenoles totales

ANOVA
Source DF SS MS F P
Muestral 2 381.589 190.794 917.89 0.000
Error 9 1.871 0.208
Total 11 383.459
S = 0.4559 R-Sg = 99.51% R-Sg(adj) = 99.40%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDhev ----- to—m = to—m = Fo—————— +-——=
Agua 4 2.510 0.215 (*-)
Infusion 4 8.766 0.203 (*)
Te 4 16.303 0.732 (=*)
——— fomm - Fomm - Fomm - +-——=
4.0 8.0 12.0 16.0
Pooled StDev = 0.456
Prueba de tukey
Grouping Information Using Tukey Method
Muestral N Mean Grouping
Te 4 16.303 A
Infusion 4 8.766 B
Agua 4 2.510 C
Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Muestral
Individual confidence level = 97.91%
Muestral = Agua subtracted from:
Muestral Lower Center Upper —-———+-—-———-———- tom———— to—————— +————-
Infusion 5.355 6.256 7.156 (*-
Te 12.893 13.793 14.693 (=*)
e Fomm - B Fo———-
-6.0 0.0 6.0 12.0
Muestral = Infusion subtracted from:
Muestral Lower Center Upper —--——+-----—---- Fomm = Fom = to———
Te 6.637 7.537 8.438 (=*)
- tomm—————— Fom— F-———-
-6.0 0.0 6.0 12.0
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7.2. Anexo 2: Analisis estadistico para flavonoides
ANOVA
Source DF SS MS F P
Muestral 2 0.0000018 0.0000009 125.47 0.000
Error 9 0.0000001 0.0000000
Total 11 0.0000019
S = 0.00008444 R-Sg = 96.54% R-Sg(adj) = 95.77%

Individual 95% CIs For Mean Based on

Pooled StDev

Level N Mean Stbhev -——+-———————- Fo—————— t————=
Agua 4 0.0004300 0.0000294 (==*---)
Infusion 4 0.0003350 0.0000759 (--*--)
Te 4 0.0011975 0.0001215
e Fomm to———
0.00030 0.00060 0.00090
Pooled StDev = 0.0000844
Prueba tukey

Grouping Information Using Tukey Method

Muestral N Mean Grouping
Te 4 0.0011975 A

Agua 4 0.0004300 B
Infusion 4 0.0003350 B

Means that do not share a letter are significantly different.

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

)

Individual confidence level = 97.91%

Muestral = Agua subtracted from:

Muestral Lower Center Upper

Infusion -0.0002618 -0.0000950 0.0000718

Te 0.0006007 0.0007675 0.0009343

Muestral ------- t-————————- t-————————- Fe——————— +-=

Infusion (=*--)

Te (—=*--)
—————— F——————— F——————— F——————— +-=

-0.00060 0.00000 0.00060 0.00120

Muestral = Infusion subtracted from:

Muestral Lower Center Upper

Te 0.0006957 0.0008625 0.0010293

0.00120
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Muestral ------- Fommm = Fommm = Fom +-=
Te (=*=-)

-0.00060 0.00000 0.00060 0.00120

7.3. Anexo 3: Analisis estadistico para inhibicion de a- amilasa

ANOVA
Source DF SS MS F P
Muestral 2 1310.7 655.3 42.88 0.000
Error 9 137.5 15.3
Total 11 1448.2
S = 3.909 R-Sgq = 90.50% R-Sg(adj) = 88.39%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDhev —--——--—--- tomm——— tomm Fo—————— +-
Agua 4 71.793 3.890 (—==—=*---)
Infusion 4 46.196 3.261 (———*——-—-)
Te 4 59.239 4.481 (==—=*——=-)
———————— Fom -
50 60 70 80
Pooled StDev = 3.909
Prueba tukey
Grouping Information Using Tukey Method
Muestral N Mean Grouping
Agua 4 71.793 A
Te 4 59.239 B
Infusion 4 46.196 C
Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of Muestral
Individual confidence level = 97.91%
Muestral = Agua subtracted from:
Muestral Lower Center Upper -——+--——-——---- Fommm = Fom— te—————=
Infusion -33.319 -25.598 -17.877 (-—-—-=-%-—---)
Te -20.276 -12.554 -4.833 (————- Femmm)
—— Fom Fo———
-30 -15 15

Muestral = Infusion subtracted from:
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Muestral
Te

Lower Center Upper -—-t+---——--—-—- Fm——————— o ———— fomm————

5.322 13.043 20.765 (m===*=—===)
——tm———— Fommm = Fom—— = Fm————=
-30 -15 0 15

7.4. Anexo 4: Analisis estadistico para inhibicion de a- Glucosidasa

ANOVA

Source DF SS MS F P

Muestral 2 998.7 499.3 26.97 0.000

Error 9 166.6 18.5

Total 11 1165.3

S = 4.303 R-Sgq = 85.70% R-Sqg(adj) = 82.52%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev e to—m = to—————— to—————

Agua 4 59.224 5.717 (-——-- Fmmm )

Infusion 4 77.670 3.070 (————- Ko )

Te 4 79.369 3.665 (==——- Ko )

o Fomm Fomm Fo—————

56.0 64.0 72.0 80.0

Pooled StDev = 4.303

Prueba tukey

Grouping Information Using Tukey Method

Muestral N Mean Grouping

Te 4 79.369 A

Infusion 4 77.670 A

Agua 4 59.224 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey 95%

Simultaneous Confidence Intervals

All Pairwise Comparisons among Levels of Muestral

Individual confidence level = 97.91%
Muestral = Agua subtracted from:
Muestral Lower Center Upper tomm—————= tomm———— Fom—————— Fom——————
Infusion 9.949 18.446 26.944 (—=—=———- Fmmm o —— )
Te 11.648 20.145 28.643 (====——= Fmmmm e )
tomm—————— tomm—————— fom
-10 0 10 20

45



Muestral = Infusion subtracted from:

Muestral Lower Center Upper to———————— t—————
Te -6.798 1.699 10.197 (====——=- Kmmmmm——



