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Resumen
Se evaluó la actividad citotóxica de los extractos etanólicos de semilla y hoja de Azadirachta indica (Neem) originaria de la India 
contra tres líneas celulares MCF7, HaCaT y CaLo. Los extractos de neem se clasi�caron en: Semilla, cáscara de semilla, hoja y 
semilla con cáscara. Se determinó la toxicidad sobre Artemia salina presentando la mayor actividad el extracto de semilla DL50 
476 μg/mL; la mayor actividad citotóxica sobre las líneas celulares se presentó en el extracto de hoja con una IC50 22.03 µg/mL 
sobre MCF7, se obtuvieron dos particiones, la partición hexánica de hoja mostró mayor actividad IC50 25.17 µg/mL sobre MCF7. 
Se concluye que la partición hexánica de hoja de neem es la que presenta mayor actividad citotóxica sobre MCF7. Estos 
resultados son prometedores para continuar con futuras investigaciones, para el desarrollo de nuevos agentes 
quimioterapéuticos. 

Abstract
Cytotoxic activity of ethanol extract of seeds and leaves of Azadirachta indica (Neem) originating in India was evaluated 
against MCF7, HaCaT and CaLo cells lines. The extracts of neem were classi�ed as: seed, seed peel, leaf and seed with peel. 
Toxicity of extracts on Artemia salina was determined; the most active extract was seed with an LD50 476 µg/mL; the 
cytotoxic activity on di�erent cell lines was: neem leaf extract most active IC50 22.03 µg/mL on line MCF7. Hexane and 
chloroform partitions were obtained and the highest activity was as follows: Partition hexane neem Leaf IC50 25.17 µ/mL 
on the MCF7. We conclude that the hexane partition neem leaf is the one with greater cytotoxic activity on MCF7. These 
results are promising to continue with further research, for the development of new chemotherapeutic agents.
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Introducción

Azadirachta indica A. Juss es un árbol de tamaño mediano a 
grande pertenece a la familia Meliaceae y es conocida 
comúnmente como margosa y paraíso de la india en español y 
como Neem en inglés e hindú,1 es tradicionalmente empleado 
en la India, su uso y propiedades se encuentran descritas en el 
antiguo sánscrito desde hace 4000 años, en la India se refieren 
al Neem como la “farmacia de la aldea” o la “botica del pueblo” 
debido a sus muchos fines medicinales para curar y prevenir 
distintas enfermedades.2

Los principales compuestos que han sido aislados del Neem son 
triterpenos y tetranortriterpenoides, como ejemplo de ellos es la 
azadiractina y limonoides entre otros.1 
Todas las partes del árbol de neem: hojas, flores, semillas, 
frutas, raíces y corteza se han utilizado tradicionalmente para el 
tratamiento de inflamaciones, infecciones, fiebre, enfermedades 
de la piel, trastornos dentales, inmunomoduladores, antiinfla- 
matorias, antihiperglicémicos, antiulcerosos, antimaláricos, 
antifúngicos, antibacterianos, antivirales, antioxidantes, 
propiedades antimutagénicas y anticancerígena.3

Desde sus orígenes las plantas con propiedades benéficas para 
la salud humana han acompañado al hombre, existe evidencia 
que desde hace 60,000 años las usaba con fines medicinales. Se 
desconoce cómo se empezaron a utilizar, alrededor del año 2800 
a.C., se encuentra el primer documento escrito que registra el 
uso de plantas medicinales perteneciente a la cultura de los 
sumerios.4 
En la actualidad se ha incrementado el interés por el uso de 
plantas medicinales como una alternativa para obtener nuevos 
fármacos, debido a su gran variedad y complejidad de sus 
metabolitos secundarios.5 Estas se han utilizado para el 
tratamiento de una amplia gama de enfermedades desde 
tiempos antiguos, a pesar del gran avance observado en la 
medicina moderna en las últimas décadas, todavía hacen una 
importante contribución a la salud.6 Hoy en día muchos de los 
medicamentos empleados para el tratamiento de diversas 
enfermedades incluyendo el cáncer, son obtenidos de especies 
vegetales.7,8 La actividad biológica puede provenir de 
cualquiera de sus partes (hojas, tallos, raíces, flores o semillas) 
que producen sustancias químicas llamadas metabolitos 
secundarios o principios activos.6

Los ensayos de citotoxicidad, son capaces de detectar mediante 
diferentes mecanismos celulares conocidos, los efectos 
adversos de interferencia con estructura y/o propiedades 
esenciales para la supervivencia celular, proliferación y/o 
funciones. Dentro de estos se encuentran la integridad de la 
membrana y del citoesqueleto, metabolismo, síntesis y 
degradación, liberación de constituyentes celulares o productos, 
regulación iónica y división celular.9 Con el desarrollo de 
mejores y nuevas herramientas como son los bioensayos de 

toxicidad (Artemia salina) y citotóxicos in vitro empleando 
líneas celulares, se realizó con mayor exactitud y rapidez los 
estudios citotóxicos que permiten el aislamiento de nuevos 
fitofármacos.10 

Un bioensayo involucra organismos vivos, permite realizar 
mediciones experimentales del efecto de agentes químicos en 
sistemas biológicos, El bioensayo de “letalidad de larvas de 
Artemia salina” consiste en la determinación de la DL50 (Dosis 
Letal Media) de los extractos de las plantas; se ha encontrado 
una  correlación entre ensayos in vitro e in vivo (r = 0,85 p < 
0.05), empleando artemia y ratones, este método es una 
herramienta útil para predecir la toxicidad oral aguda en 
extractos de plantas.11,12

Una línea celular es un grupo de células de tipo único (animal o 
vegetal) que se han adaptado para crecer continuamente in vitro 
y que se usan en investigación.13 Las líneas celulares derivadas 
de neoplasias humanas, se han convertido en una de las 
principales herramientas de apoyo para realizar evaluación 
citotóxica de extractos vegetales, siendo una técnica sensible, 
que genera resultados reproducibles y válidos.14,15 Por estas 
razones las muestras cancerígenas in vivo fueron remplazadas 
por un sistema in vitro el cual comprende cerca de 60 líneas 
celulares de tumores cancerígenos humanos.16

A pesar de que esta planta tiene muchos estudios sobre su 
actividad biológica, los resultados obtenidos sobre estas líneas 
celulares no han sido reportados.

Material y método

Material biológico 
Vegetal
Hoja y semilla de neem importada de Coimbatore, Tamil Nadu, 
India, en las coordenadas 11° 0' 0 N 76° 58' 0 E, con una altitud 
de 379 m sobre el nivel del mar. Certificado Fitosanitario de 
Importación SEMARNAT Folio No. 09/2012-01773, Permiso 
Sanitario de Importación COFEPRIS SSA No de Autorización 
123301109A0907. 

Líneas celulares
Línea celular MCF7 (Cáncer de mama)
Línea celular HaCat (Queratinocitos humanos)
Línea celular CaLo (Cáncer cervicouterino)
Donadas por el Instituto de Química de la Universidad Nacional 
Autónoma de México

Nauplios de Artemia salina
Para el bioensayo de letalidad de A. salina, se adquirieron 
huevecillos en Estados Unidos (Brine Shrimp Eggs San 
Francisco Bay Brand INC).
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Obtención de extractos
El material vegetal se colocó en un desecador con aireación por 
un periodo de 5 d a 45  °C, una vez seco se molió en un molino 
mecánico (Wiley) obteniendo un polvo fino.17

Para la obtención del extracto etanólico se pesaron en una 
balanza analítica (Ohaus) 30 g de material vegetal seco triturado 
y se adicionaron 300 mL de etanol (CTR Scientific) grado 
reactivo en un matraz Erlenmeyer, se tapó con papel parafilm y 
se agitó a baja velocidad en un agitador (Dual Action Shaker 
Lab- Line) y temperatura ambiente por 24 h, el macerado se 
filtró en papel filtro (Whatman International LTD. England) de 
poro grueso en matraz Kitazato con bomba de vacío (Auto 
Science), repitiendo el proceso tres veces utilizando la misma 
cantidad de solvente nuevo en cada ocasión. El filtrado del 
macerado se destiló en un Rotaevaporador (LEV211-V) para 
separar el solvente, el extracto crudo se llevó a sequedad 
completa en una estufa de aire caliente (Riossa) a temperatura 
menor a 50 ºC. Los extractos secos se almacenaron en 
refrigeración a 4 ºC en frasco ámbar hasta su utilización.18

Análisis fitoquímico preliminar para identificación parcial 
de metabolitos secundarios
Para la determinación inicial de los principales principios 
activos presentes en los extractos etanólicos de A. indica A. 
Juss, se realizaron pruebas químicas de identificación. Las 
soluciones de los extractos se prepararon a una concentración 
de 50 mg/mL disueltos en etanol. Se utilizaron placas de 
cerámica de 12 pozos para las reacciones con el propósito de 
identificar compuestos de metabolismo primario, compuestos 
fenólicos, Terpenos, esteroides alcaloides.19

Toxicidad del extracto etanólico de A. indica A. Juss sobre A. 
salina
Se valoró la actividad tóxica del extracto etanólico de A. indica 
A. Juss con nauplios de A. salina,20 Para la eclosión de los 
huevecillos de A. salina, se colocaron 40 g de sal de mar (Instant 
Ocean®, Acuarium System), 0.006 g de levadura de cerveza 
(Mead Johnson) en 700 mL de agua bidestilada y se aforó a un 
litro.
Se pesaron 0.1 g de huevecillos de A. salina (Brine Shrimp Eggs 
San Francisco Bay Brand INC) y se depositaron en un 
recipiente de vidrio de color negro dividido por una pared 
intermedia con un espacio en la parte baja de 2 mm, con 100 mL 
de agua de mar artificial, se mantuvieron en condiciones de 
oscuridad y oxigenación. Uno de los compartimentos se 
iluminó con una lámpara de 20 watts de luz blanca. Después de 
48 h de incubación se tomaron 10 nauplios con micropipeta 
(LabMate Soft) para transferirlos a una microplaca de 96 pozos, 
se adicionaron 100 µL de la suspensión de nauplios/pozo más 
100 µL de las diluciones de los extractos diluidos en agua de 
mar. Se utilizaron 50, 100, 250, 500 y 1000 µg/mL de extracto 
en cinco repeticiones. Como control positivo se utilizó dicro-

mato de potasio a concentración de 400 ppm y agua de mar 
como control negativo. Después de 24 h y con la ayuda de un 
microscopio estereoscópico (Labomed), se contaron los 
nauplios vivos y muertos por concentración, y se calculó la 
Dosis letal media (DL50) del extracto utilizando el método 
estadístico Probit de Finney.21,22

Determinación de citotoxicidad del extracto y particiones en 
líneas celulares
Para evaluar la citotoxicidad de los extractos se emplearon las 
líneas celulares MCF7 (Cáncer de mama), HaCat 
(Queratinocitos Humanos) y CaLo   (Cáncer cervicouterino). 
Las células se propagaron en el medio de cultivo DMEM 
(Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium, Cellgro, Herndon 
Sigma®) suplementado con 2 mL de glutamina (Sigma®- 
Aldrich, St. Louis, USA), gentamicina 50 mg (Sigma®-Aldrich, 
St. Louis, USA) y 10 % de suero fetal bovino (SFB, SIGMA®). 
16 Se utilizaron cultivos confluentes (80-90%) de la línea 
celular, realizando la exclusión con azul de tripano 
(Sigma®-Aldrich, St Louis, USA) para comprobar su viabilidad 
se colocaron 3,000 células/pozo en un volumen de 100 μL de 
medio DMEM en microplacas de 96 pozos (Corning Inc. 
Costar®), posteriormente se incubaron por 24 h a 37 °C en 
atmósfera húmeda y 5 % de CO2 en incubadora de cultivo 
(Lab-line Mod 485). Los extractos de A. indica A. Juss se 
disolvieron en dimetil sulfóxido (DMSO) a una concentración 
final de 1.0 μg/mL. Posteriormente se prepararon diluciones de 
los extractos en DMEM a una concentración (10-100.0 μg/mL), 
se adicionaron 100 μL/pozo de cada dilución, el ensayo se 
realizó por cuadruplicado. El Taxol se utilizó como control 
positivo y se evaluó individualmente para citotoxicidad de 
forma similar a los extractos, las placas se incubaron durante 72 
h en atmósfera de 5 % CO2 a 37 ºC. Luego de 72 h se 
adicionaron 20 μL MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol- 
2-yl)-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma®-Aldrich, St Louis, USA). 
Al cabo de 4 h en atmósfera de 5 % CO2 a 37 ºC se decantó el 
medio, se adicionaron 200 μL/pozo de DMSO y se leyó la 
densidad óptica (DO) en un lector de microplacas de ELISA 
(Dynatech®MR5000) a 560 nm y 630 nm como referencia. El 
porcentaje de células muertas se determinó a partir del 
promedio de las absorbancias obtenidas de pozos tratados y no 
tratados. Se graficaron los valores de concentración de los 
extractos contra el porcentaje de viabilidad para obtener la 
IC50.23,24,25

Resultados y discusión

La elección de la planta fue debido a que existe actividad 
comprobada que ésta presenta en las hojas y semillas efectos 
analgésicos, antihelmínticos antipiréticos, antisépticos, 
antisifil í t icos, astringentes, demulcentes, diuréticos, 
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emenagógicos, emolientes y purgantes así mismo se ha  
demostrado que los extractos de neem poseen propiedades 
antibacteriana, antidiabética, antifúngica, antiviral y 
antiproliferativa contra la línea celular cancerígena PC-3 
(Cáncer de Próstata).3,26   

Se prepararon cuatro distintos extractos de hoja y semilla de 
neem el rendimiento de los extractos etanólicos fue el siguiente: 
cáscara de neem 4.23 % (peso de extracto/peso seco de material 
vegetal x 100), semilla con cáscara de neem 7.2 %, semilla de 
neem 7.35 % y hoja de neem 12.15 % (Tabla 1). En las pruebas 
fitoquímicas realizadas a los extractos de A. indica se 
identificaron compuestos del metabolismo primario, fenólicos, 
terpenos, esteroides y alcaloides (Tabla 2). Los principales 
compuestos que han sido aislados del neem son triterpenos y 
tetranortriterpenoides,  como ejemplo de ellos es la azadiractina 
y limonoides entre otros.1 

Tabla 1: Rendimientos de los Extractos etanólicos de
Azadirachta indica

El extracto de etanólico de semilla de neem fue el que presentó 
mayor actividad con una DL50 de 476 μg/mL (Tabla 3), este es 
un ensayo ampliamente utilizado para seleccionar extractos 
crudos con potencial biológico, debido a que ha demostrado, 
que el crustáceo es sensible a un amplio rango de compuestos.20  

Se determinó el efecto citotóxico de los extractos de A. indica, se 
utilizaron 3 líneas celulares MCF7, CaLo y HaCat,  utilizando el 
reactivo MTT que mide la capacidad metabólica de la célula como 
indicativo de daño citotóxico, siendo las Concentraciones 
Inhibitorias Medias (IC50) más importantes las siguientes: 
Extracto de hoja de neem IC50 22.03 µg/mL sobre la línea MCF7 
(Tabla 4), extracto de hoja de neem IC50 155.23 µg/mL sobre la 
línea HaCaT (Tabla 5) y extracto de semilla de neem IC50 32.17 
µg/mL sobre la línea CaLo (Tabla 6), se obtuvieron dos particiones 
hexánica y clorofórmica y la mayor actividad fue en las siguientes: 
Partición hexánica de hoja de neem IC50 25.17 µg/mL sobre la 
línea celular MCF7 (Tabla 7), partición clorofórmica de hoja de 
neem IC50 98.09 µg/mL sobre la línea celular HaCaT (Tabla 8) y 
partición clorofórmica de semilla de neem IC50 30.93 µg/mL sobre 
la línea celular CaLo (Tabla 9).26,27 En un trabajo realizado por 
miembros de este grupo de investigación, se encontró una IC50 del 
extracto acuoso y etanólico de A. indica  > 500 mg/L, para células 
Vero, considerándolo no tóxico.24

Tabla 2: Identificación parcial de compuestos presentes en los 
extractos etanólicos de A. indica

Tabla 3: Determinación de la DL50 con el Bioensayo de
letalidad de Artemia salina

Interpretación: DL50<1000μg/mL: tóxico.29

Tabla 4: Actividad Citotóxica de los extractos etanólico de 
Azadirachta indica sobre la Línea celular MCF 7 

(Cáncer de Mama)

Tabla 5: Actividad Citotóxica de los extractos etanólicos de 
Azadirachta indica sobre la Línea celular HaCat 

(Queratinocitos Humanos)

Extracto

Semilla de neem
Cáscara de neem

Hoja de neem
Semilla con cáscara de neem

Rendimiento
%

7.35
4.23
12.15
7.2

Compuestos 
del 
metabolismo 
primario

Compuestos 
fenólicos

Terpenos y 
esteroides

Alcaloides

Grupo 
fitoquímico

Glúcidos
Gomas y 
mucílagos

Lípidos y ceras
Cumarinas

Flavonoides

Antocianinas
Leucoantocianos
Antraquinonas

Taninos
Triterpenos
Esteroles
Saponinas
Alcaloides

Resultados

Flavonas
Flavonoles
Flavononas

Drangendorff

Cáscara 
de neem

+
-

+
-
+
-
-
+
+
-
-
+
-
+
+

Semilla 
con 

cáscara 
+
-

+
-
+
-
-
+
+
-
-
+
-
-
+

Semilla 
de 

neem
+
-

+
-
+
-
-
+
+
+
-
+
-
-
+

Hoja 
de 

neem
-
-

+
-
-
-
-
-
-
+
-
-
+
-
+

Extracto

Semilla de neem
Cáscara de semilla de neem
Semilla con cáscara de neem

Hoja de neem

DL50                                 
µg/mL

476
>1000

897
578

Extracto

Hoja neem
Semilla neem

Semilla con cáscara de neem
Cáscara de neem

IC50                                                     
µg/mL
22.03
50.17
90.88
85.43

Extracto

Hoja neem
Semilla neem

Semilla con cáscara de neem
Cáscara de neem

IC50                                                      
µg/mL
155.23
174.98
239.87
211.13
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Tabla 6: Actividad citotóxica de los extractos etanólicos de 
Azadirachta indica sobre la Línea celular CaLo 

(Cáncer cervicouterino)

Tabla 7: Actividad citotóxica de las particiones hexánica y 
clorofórmica del extractoetanólico de Azadirachta indica sobre la 

Línea celular MCF7 (Cáncer de Mama)

Tabla 8: Actividad citotóxica de las particiones hexánica y 
clorofórmica del extracto etanólico de Azadirachta indica sobre la 

Línea celular HaCat (Queratinocitos Humanos)

Tabla 9: Actividad citotóxica de las particioneshexánica y 
clorofórmica del extracto etanólico de Azadirachta indica sobre la 

Línea celular CaLo (Cáncer Cervicouterino)

El uso de las plantas medicinales utilizadas en forma empírica 
tiene hoy una base científica con nuevas herramientas analíticas 
lo que nos permite validar su acción biológica, se han utilizado 
las líneas celulares en la búsqueda de extractos vegetales para 
determinar citotoxicidad y asociarla con la actividad 
antineoplásica.19,25,28

Conclusiones

En este estudio se demostró que los extractos etanólicos de A. 
indica mostraron actividad tóxica y citotóxica, siendo el extrac- 

to etanólico de semilla de neem el que presentó mayor actividad 
toxica con una DL50 de 476 μg/mL sobre los nauplios de A. 
salina, con respecto a la actividad citotóxica el extracto crudo 
de hoja de neem fue el que presento una mayor actividad con 
una  IC50 de 22.03 µg/mL sobre la línea MCF7 (Cáncer de 
mama), la partición hexánica de hoja de neem fue la más activa 
sobre la Línea Celular MCF7 (Cáncer de mama) con una IC50 
25.17 µg/mL; estos resultados nos permiten considerarlo como 
un potencial coadyuvante en el tratamiento de esta enfermedad.
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