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RESUMEN

Introduccién: Las plantas son una parte fundamental de los sistemas de medicina. Para
contar con una fuente vegetal como alternativa terapéutica, es indispensable demostrar cien-
tificamente su utilidad. Las especies Clusia minor L., Caesalpinia bahamensis Lam., Murraya
paniculata L, Phania matricarioides (Spreng.) Griseb. y Lippia alba Mill, que crecen en Cuba
son utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de diferentes afecciones, sin embargo,
los estudios fitoquimicos y farmacoldgicos que avalen esta utilidad y que permitan estable-
cer su calidad, son escasos o nulos. Objetivos: determinar los principales parametros far-
macognosticos para establecer su calidad como droga vegetal, identificar los principales
metabolitos presentes en las mismas y evaluar preliminarmente algunas de sus propieda-
des farmacoldgicas. Métodos: Se determinaron los requerimientos de calidad de algunas de
las especies mediante evaluaciones farmacognosticas, se aplicaron métodos fitoquimicos,
se caracterizaron estructuralmente los principales compuestos aislados y se evaluaron los
efectos antioxidantes, diurético, antilitidsico, antiinflamatorio, antimicrobiano y antiparasita-
rio de algunos de sus extractos. Resultados: Se establecieron las especificaciones de ca-
lidad de las drogas crudas, extractos y formulaciones disefiadas, asi como los marcadores
guimicos. Se pudieron extraer, aislar, purificar y caracterizar algunos de los principales com-
ponentes quimicos, constituyendo muchos de ellos nuevos reportes para las especies y el
género. Se demostraron el potencial bioactivo de las plantas evaluadas y su baja toxicidad.
Conclusiones: Las especies estudiadas constituyen un recurso potencial en el campo de los
fitoterapicos, ampliando el conocimiento quimico-farmacogndstico de la flora cubana y la
utilidad terapéutica real de las mismas.




Chemical study and biological potential of plant species
that grow in Cuba
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Introduction: Plants are a fundamental part of medicine systems. To have a plant source as a
therapeutic alternative, it is essential to demonstrate its usefulness scientifically. The species
Clusia minor L., Caesalpinia bahamensis Lam., Murraya paniculata L, Phania matricarioides
(Spreng.) Griseb. and Lippia alba Mill, which grow in Cuba, are traditionally used for the treat-
ment of different diseases; however, phytochemical and pharmacological studies that gua-
rantee this utility and permit establishing its quality are limited or null. Objectives: to determine
the main pharmacognostic parameters to establish its quality as a vegetal drug, to identify
the main metabolites and to evaluate some of its pharmacological properties preliminarily.
Methods: the quality requirements of some of the species as a crude drug were determined
through pharmacognostic evaluations, phytochemical methods were applied, the main subs-
tances isolated were characterized structurally, and the antioxidant, diuretic, antilithic, anti-in-
flammatory, antimicrobial, and antiparasitic effects of some of its extracts were evaluated.
Results: The quality specifications of raw drugs, extracts and designed formulations, as well
as the chemical markers were established. Some of the main chemical components could be
extracted, isolated, purified and characterized, many of which constituted new reports for the
species and genus. The bioactive potential of the plants evaluated and their low toxicity were
demonstrated. Conclusions: The species studied constitute a potential resource in the field
of phytotherapics. The chemical-pharmacognostic knowledge of the Cuban flora and its real

pharmacognostic parameters; phytoche-
mistry; biological potentialities

therapeutic usefulness were expanded.

INTRODUCCION

En la historia de la humanidad el hombre ha hecho de las
plantas un recurso imprescindible en multiples facetas de su
vida.() El uso de las plantas para el tratamiento y alivio de sin-
tomas se ha convertido en una practica comun y creciente en
la medicina popular.® Las formulaciones a base de plantas
han adquirido espacio y ocupan una posicion importante al
ser comparadas con los medicamentos de origen sintético. @

La obtencion de nuevos agentes terapéuticos se ha de-
sarrollado a través de los estudios fitoquimicos, farmacoldgi-
cos y toxicoldgicos tanto de extractos como de compuestos
aislados de especies vegetales. A partir de estos estudios, se
ha demostrado que los productos naturales de origen vegetal
constituyen una fuente de moléculas potencialmente terapéu-
ticas por su amplia diversidad quimica y biolégica. (49

La principal limitacion de las plantas medicinales es la
falta de estandarizacion de las materias primas, el procesa-
miento de los productos finales y la dosificacién de las for-
mulaciones. © Ello exige un mayor nimero de controles de
calidad mediante la aplicacion de técnicas modernas y el uso
de patrones apropiados para asegurar la consistencia o segu-
ridad deseable del producto. "9 En este sentido los estudios
farmacognosticos juegan un papel primordial a través de la

introduccion de nuevas tecnologias que permitan verificar la
calidad de los productos herbarios y sus preparados. ©

En la actualidad muchas investigaciones estan encami-
nadas a demostrar los usos etnobotanicos atribuidos a las
plantas. Las especies vegetales incluidas en este trabajo y
utilizadas en la medicina tradicional para tratar diferentes en-
fermedades constituyen un ejemplo. La especie Clusia minor
se usa para el tratamiento de verrugas y del vitiligo, "% aunque
en Cuba solo se emplea como planta ornamental y melife-
ra. W Los extractos de la madera de Caesalpinia bahamensis
han sido empleados para el tratamiento de la diabetes, Ulce-
ra péptica, algunos padecimientos del higado y los rifiones
e Hiperplasia Prostética Benigna. (> Por su parte, Murraya
paniculata es reconocida tradicionalmente por sus propieda-
des astringentes, estimulantes, analgésicas e antiinflamato-
rias;'51% Phania matricarioides es utilizada para afecciones
dermatoldgicas y digestivas y Lippia alba para desérdenes
estomacales, disenteria y por sus propiedades sedantes,
analgésicas y antiinflamatorias. (719

Por estas razones, los objetivos de este trabajo son de-
terminar los principales parametros farmacognosticos para
establecer su calidad como droga vegetal, identificar los prin-
cipales metabolitos presentes en las mismas y evaluar preli-
minarmente algunas de sus propiedades farmacologicas.
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METODOS

Recoleccidén del material vegetal

Para este estudio se emplearon los frutos verdes y hojas
de la especie Clusia minor L. (No. de Herbario HAJB 482), re-
colectados en el Jardin Botanico Nacional. La madera de Cae-
salpinia bahamensis fue colectada en la Cafiada Arroydn, San
Cristébal, Artemisa (No. de herbario HAJB85369). Murraya
paniculata L. se colecto en Ceiba del Agua, Caimito del Guaya-
ban, Artemisa (HFC 85589 (HAJUB). Se trabajé con plantas de
Phania matricarioides de tres lugares de colecta (Bauta, Arte-
misa; Cangrejeras, Artemisa; Lisa, La Habana, HFC 88669) y
Lippia alba procedente de las areas del Instituto de Farmacia
y Alimentos, municipio La Lisa, provincia La Habana, 88670
(HAJB).

Preparacion de los extractos y obtencion de aceite
esencial

Los extractos de las diferentes especies vegetales se
obtuvieron por maceracion. Para los frutos frescos (200 g) y
las hojas secas y molidas (485 g) de C. minor se utilizaron
disolventes en orden creciente de polaridad: hexano, acetato
de etilo y metanol. Adicionalmente, las hojas se extrajeron di-
rectamente con etanol. Se obtuvieron extractos acuoso e hi-
droalcohdlico a partir de los tallos de C. bahamensis (100 g) y
también se realizé una extraccion de los mismos por bateria
con cloroformo, acetato de etilo y metanol. Los extractos
hidroalcohdlicos se obtuvieron a partir de 20 g de Murraya
paniculata y Lippia alba. Los extractos se concentraron a se-
quedad bajo presion reducida en un rotoevaporador (Biichi,
RE 120) a una temperatura inferior a 40 °C. El aceite esencial
de Phania matricarioides se obtuvo por hidrodestilacion en un
equipo clevenger por 5 h.

Parametros farmacognésticos

Los diferentes ensayos se realizaron segun la metodo-
logia descrita. ®?9 Se evaluaron las caracteristicas macros-
copicas y microscopicas de las drogas, la humedad residual,
contenido de cenizas y sustancias solubles en agua'y en mez-
clas hidroalcohdlicas al 30 %, 50 % y 80 %. A los extractos se
les determinaron sus propiedades organolépticas, pH, indice
de refraccion, sélidos totales y densidad relativa. 2029

Cuantificacion de fenoles totales

Se utilizé el método descrito @2 utilizando el reactivo de
Folin-Ciocalteu en medio basico. Para el ensayo las muestras
de C. minor, C. bahamensis y P. matricoides fueron prepara-
das a diferentes concentraciones. Se tomaron 20 ulL de cada
muestra y fueron mezcladas con 100 pL del reactivo Folin-Cio-
calteu, 300 pL de Na,CO, 29 % y 1580 pL de agua destilada.

La mezcla se agitd y fue incubada por 30 min a temperatura
ambiente. La absorbancia se midié a 760 nm en un espectro-
fotometro UV-1201 (Shimadzu, Japén). El contenido de polife-
noles se calculd por curva de calibracion utilizando diferentes
concentraciones de dcido galico como patron (0,2 mg/mL
a 1,2 mg/mL) y se expresé como mg equivalentes de acido
galico/g de peso seco del extracto (mg EAG/g). El patron de
referencia se preparé en el momento de usar 5 mg/mL.

Cuantificacion de flavonoides

El método utilizado fue una modificacién al descrito. ®®
Como patrén de referencia se empled la quercetina y para la
elaboracion de la curva de calibracion se utilizaron concen-
traciones desde 0,00625 mg/mL hasta 0,100 mg/mL. De la
solucion patron se tomaron 125 pL y los extractos se mezcla-
ron con 375 pL de etanol 95 %, 25 pL de AICL, 10 %, 25 uL de
CH,COOK 1My 700 pL de agua destilada. La mezcla fue incu-
bada durante 30 min y la absorbancia fue medida a 415 nm
en un espectrofotémetro UV 1201 (Shimadzu, Japén). Como
blanco se utilizd 825 pL de agua destilada mas el resto de los
reactivos utilizados en la técnica. El contenido de flavonoides
totales se expresé como mg equivalentes de quercetina/g de
extracto seco (mg EQ/Q).

Métodos cromatograficos

Cromatografia en capa delgada (CCD). Se realizd sobre
placas de silica gel F254 (Merck, Alemania) en soporte de alu-
minio. La corrida fue realizada de forma ascendente y se uti-
lizd cloroformo: metanol (9:2, viv) como fase movil. La detec-
cion de las manchas se realizé a la luz UV 254 nm, UV 366 nm
y con vainillina 2 % y calor. Se calculd el factor de retencién
(Rf) para las manchas observadas.

Cromatografia en columna. Para el fraccionamiento
de C. minor y C. bahamensis se utilizd la cromatografia en
columna abierta. Para la primera especie los soportes em-
pleados fueron silica gel y sephadex LH-20. Para la segunda
especie se utilizd un polimero altamente poroso de estire-
no-divinilbenceno (MCI gel) y la cromatografia ultrarrapida
(cromatografia flash).

Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
masas (CG/EM). Esta técnica permitio el andlisis de los ex-
tractos de las hojas de la especie C. minor, la fraccion etérea
de los extractos de acetato de etilo y cloroférmico de C. ba-
hamensis, el aceite esencial de P. matricarioides y el extracto
hidroalcohdlico de L. alba.

Se empled un cromatografo de Gases Agilent, serie 6890N,
acoplado a un detector selectivo de masas, serie 5953N. La
inyeccion de la muestra se realizd por el modo “split” con una
relacion de 1:10, siendo la temperatura del inyector, la interfase
y el detector 280 °C, 280 °C y 150 °C, respectivamente. El vo-
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lumen de inyeccion empleado fue de 1 uL del extracto previa-
mente obtenido. La separacion cromatografica se realizé en
una columna SPB-5 (15 m x 0,25 mm x 0,170 ym) y como gas
portador se utilizé helio a un flujo de T mL/min. La temperatura
del horno se programd a 60 °C (2 min), aumentando 4 °C/min
hasta 100 °C. Posteriormente, se comenzd a aumentar la tem-
peratura a razén de 10 °C/min hasta 290 °C, donde se mantuvo
durante 5 min. El detector operd en el modo impacto electroni-
co (IE) (70 eV), a 230 °C. La deteccion se realizd en el modo de
barrido, desde 40-700 uma.

Espectroscopia ultravioleta visible (UV). Los espectros
ultravioleta de los extractos de C. bahamensis fueron obteni-
dos en el rango de 200 a 400 nm con el uso de un espectrofo-
témetro UV-Vis (Lambda 35).

Caracterizacion estructural

Se le realizo la caracterizacion estructural a los compues-
tos aislados a partir de las especies C. minory C. bahamensis.
Los espectros de RMN se realizaron en los equipos Bruker
DRX-300, Bruker DRX-400, Bruker Avance [lI-300 y Bruker
Avance [11-400. Se emplearon como disolventes cloroformo
deuterado (CDCI,) y metanol deuterado y como referencia in-
terna tetrametilsilano (TMS). Se realizaron los espectros de
RMN-"H y RMN-'3C, y los experimentos DEPT, COSY, HSQC y
HMBC.

Preparacion de la crema

Se prepararon tres lotes de las formulaciones en el labo-
ratorio por el método de fusién, @ usando como ingrediente
activo el extracto hidroalcohdlico de L. alba. Se envasaron
en frascos de cristal color ambar con tapas de baquelita o
propileno y fueron evaluados los parametros fisicos-quimicos
y tecnoldgicos: propiedades organolépticas, pH y extensibili-
dad. También se determind el contenido de fenoles totales y
se realizé control microbioldgico. @ Se realizé una prueba de
aceptacion con 60 jueces no adiestrados segun la metodolo-
gia reportada. 627)

El estudio de estabilidad de la crema se desarrollé por un
periodo de un afio, en condiciones de estante (temperatura:
30°C +2°C, humedad relativa: 70 °C £ 5 %) y se consideraron
los parametros sefialados anteriormente.

Evaluaciones bioldgicas

Determinacion de la capacidad secuestradora de ra-
dicales por el método de DPPH. La capacidad antioxidante
de los extractos de las especies C. minory C. bahamensis se
realizé a partir de modificaciones del método descrito.?® El
reactivo DPPH en etanol (0,075 mg/mL) fue mezclado con
los extractos (10 pg/mL a 2000 yg/mL) hasta un volumen
de 2000 pl. Como solucion blanca se utilizd etanol absoluto y

como sustancia de referencia etanol absoluto mas la solucion
de DPPH. La reaccion se dej¢ durante 30 min en un espec-
trofotémetro UV-1201 (Shimadzu, Japdn) y posteriormente
se leyeron las muestras a 515 nm. Los valores de CE,; se de-
terminaron usando el programa GraphPad Prism Version 5y
fue definida como la cantidad total requerida para disminuir el
50 % de la concentracion inicial del radical del DPPH. El efecto
secuestrador de cada extracto se calculd como: % DPPH in-
hibicion = (Abs control- Abs muestra)/(Abs control) x 100,
donde Abs control representa: Abs de etanol + DPPH y Abs
muestra: Abs muestra + DPPH.

Determinacion del potencial de reduccion total (FRAP).
El ensayo se realizo a los extractos de C. minory C. bahamen-
sis siguiendo el procedimiento propuesto. ®® El complejo
Fe3*-TPTZ se colocd en el medio de reaccion a un valor de
pH bajo. Se tomaron 40 mg de cada uno de los extractos se-
cos y se disolvieron en 1T mL del disolvente correspondiente
al extracto. Se prepararon las muestras de cada extracto a
diferentes concentraciones. Como sustancia de referencia
se utilizo el &cido ascorbico (99 % pureza, Aldrich) en 10 mL
de agua bidestilada a las concentraciones de 100 pg/mL,
200 pg/mL, 400 pg/mL, 800 pg/mL y 1000 umol/L, para ob-
tener la curva patrén. Las lecturas se realizaron por triplicado
a los 4 min. Los resultados se obtuvieron a partir del célculo
interpolando la densidad éptica (D.0.) de las muestras en la
curva patron correspondiente.

Ensayos in vivo

Animales de experimentacion. Los animales empleados
fueron ratones OF-1 (25-30 g) machos, suministrados por el
Centro Nacional para la Produccion de Animales de Labora-
torio (CENPALAB, La Habana, Cuba). Los ratones permane-
cieron bajo temperatura controlada (23 °C), humedad (40
% a 70 %), ciclo alternativo luz/oscuridad de 12 h, asi como
alimentacion y agua ad libitum. Los animales recibieron el
cuidado y la atencién segun las normativas internacionales
establecidas ©? y aprobadas por el Comité de Etica para los
Animales de Experimentacion del Instituto de Ciencias del
Mar (ICIMAR).

Método de Edema inducido por aceite de croton en la
oreja del raton. La evaluacion se realizo a los extractos de C.
minory L. alba, asi como a latintura de M. paniculata mediante
el ensayo de edema inducido en oreja de raton por el aceite
de crotén. GV La inflamacion fue inducida por la aplicacion
tépicamente de aceite de crotén (2 mg/20 pL de acetona) en
ambas superficies de la oreja derecha de cada ratén (control
negativo). La oreja izquierda recibio el vehiculo (control). Cada
extracto de las especies C. minor y C. bahamensis fue ad-
ministrado por via tépica (0,5 mg a 4 mg/oreja en acetona)
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1 h antes del aceite de crotén. Se usé como grupo control
positivo el grupo tratado con indometacina (3 mg/20 uL de
acetona). La inflamacion fue seguida durante cinco horas y
los animales tratados fueron sacrificados por dislocacion
cervical. Inmediatamente un disco de 6 mm de didmetro de
cada oreja fue extraido con una ponchadora de metal y pesa-
do. La inflamacion de la oreja se cuantificé como el aumento
en peso de la biopsia de la oreja derecha (tratada), menos la
orejaizquierda (control) y expresado como peso del edema. El
porciento de inhibicién fue expresado como la reduccion del
peso respecto al grupo control.

Actividad antimicrobiana y antiparasitaria. Se realizo en
modelos in vitro relacionados con la actividad/selectividad
sobre bacterias, hongos y parasitos. Se utilizd un panel inte-
grado de agentes microbianos en una placa de 96 pocillos.
©2Los microorganismos fueron: Escherichia coli (ATCC8739),
Staphylococcus aureus (ATCC6538), Candida albicans
(B59630), Plasmodium falciparum (Ghana), Trypanosoma
brucei (Squib-427), T. cruzi (Tulahuen CL2), Leishmania infan-
tum (MHOM/MA(BE)/67) y L. amazonensis (MHOM/77BR/
LTBOO16).

Efecto diurético y antiliatiasico. El efecto diurético fue
realizado en ratas Wistar hembras mediante el empleo de
jaulas metabdlicas individuales para la recoleccion de los
voltimenes de orina. ©¥ Se evaluaron cinco grupos: solucion
salina, furosemida (20 mg/kg), hidroclorotiazida (10 mg/kg),
extracto hidroalcohdlico de C. bahamensis (200 mg/kg) y ex-
tracto acuoso de C. bahamensis (200 mg/kg).

El efecto antilitiasico fue evaluado en estos extractos
usando el método de induccion de los célculos renales por
etilenglicol y cloruro de amonio. ¢4

Evaluacion de la toxicidad. Se determind en ratas Wistar
la toxicidad aguda dérmica al gel de M. paniculata, a una do-
sis de 2000 mg/kg de peso corporal 9 y la toxicidad aguda
oral al extracto de C. bahamensis. ¢

Analisis estadistico

El analisis y procesamiento de los datos se realizd con el
empleo del programa estadistico GraphPad Prism, version 5
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Los valores probabi-
listicos (p) inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El proceso de extraccion seleccionado y el fraccionamien-
to preliminar de las hojas y frutos de Clusia minor fueron sa-
tisfactorios al permitir agrupar los metabolitos de acuerdo a
su polaridad. En los extractos de mediana y mayor polaridad
se obtuvo la mayor acumulacion de metabolitos secundarios.

La metodologia seleccionada para la obtencion del extracto
etandlico de las hojas favorecié la extraccion de una mayor
cantidad de compuestos con una variada polaridad y que es-
taban presentes en los extractos anteriores. ¢

El empleo de las diferentes técnicas cromatograficas en
el extracto de acetato de etilo de los frutos permitié el ais-
lamiento y caracterizacion de tres benzofenonas preniladas:
propolona D, hiperibona B'y garcinielliptona I. ¢728 Aunque las
benzofenonas preniladas son muy abundantes en el género
Clusia, estas constituyen nuevos reportes para la especie y el
género. Anteriormente fueron aisladas de propéleos pardos
cubanos ©% por lo que su presencia en la especie permite su-
gerir una relacion entre la misma 'y el propodleos. En el extracto
de hexano de las hojas se identificod la friedelina y en el de
acetato de etilo, la mezcla B-sitosterol-estigmasterol y el &ci-
do betulinico. 9 Estos compuestos, a pesar de ser informada
su presencia en el género, es la primera vez que se aislan de la
especie C. minor L. El analisis por CG/EM de los extractos de
las hojas permitio identificar, por primera vez, 59 compuestos
(sesquiterpenos, hidrocarburos de cadena larga, triterpenos y
esteroles), de los cuales, 33 resultaron nuevos para este géne-
ro. Los compuestos mayoritarios fueron la vitamina E, acido
hexadecanoico, epifriedelinol y B-sitosterol. Ademas, corrobo-
ro la presencia de tres de los compuestos aislados, la friedeli-
nay la mezcla B-sitosterol-estigmasterol. 4149

La cuantificacién de fenoles totales a los extractos de las
hojas mostrod la mayor concentracion en el extracto etandli-
co (200,09 0,83 mg EAG/q), asociado a la extraccion directa
con etanol. El extracto de acetato de etilo presentd el mayor
contenido de flavonoides (100,95 +0,50 mg EQ/g extracto).
@7 Estos resultados sugieren que en las hojas de la especie
prevalecen los flavonoides menos polares y que los mas po-
lares se encuentran a muy bajas concentraciones. Esto indica
que en el extracto etandlico, ademas de los flavonoides, estan
presentes otros compuestos fendlicos. Por su parte, el extrac-
to de acetato de etilo mostré una mayor relacion entre estos
metabolitos.

Los extractos de las hojas de C. minor se evaluaron por
primera vez frente a varias propiedades farmacoldgicas mos-
trando el extracto de acetato de etilo los resultados mas pro-
metedores. Todos los extractos exhibieron capacidad secues-
tradora del DPPH siendo el etandlico el de mejores resultados
(85 % de inhibicion, Cl,,= 10,3 £3,6 ug/mL). “? Estos resulta-
dos evidencian que la polaridad de los extractos favorecio la
capacidad secuestradora del radical DPPH. Por el método de
FRAP la capacidad reductora de los extractos fue dependien-
te de la concentracion, siendo el extracto de acetato de etilo el
de mejor poder reductor (> 300 pmol/L EAA). ¢ Los extractos
de acetato de etilo y etanol fueron los que mostraron los me-
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jores resultados en estos ensayos. En la determinacion de la
actividad antiinflamatoria los extractos presentaron un com-
portamiento dosis-dependiente siendo el de acetato de etilo
el de mayor porcentaje de inhibicion del edema (82,3 %). “?
Este resultado esta relacionado con su variada composicion
guimica, asi como con el elevado contenido de polifenoles y
flavonoides mostrado. Todos los efectos evaluados pudieran
atribuirse a algunos de los compuestos identificados.

La evaluacion macroscopica de los tallos de la especie
Caesalpinia bahamensis mostré forma cilindrica, compacto,
con una superficie externa ligeramente rugosa de color
grisaceo y una superficie interna fibrosa de color naranja. Mi-
cromorfoldégicamente se apreciaron fibras compuestas por
células esclerénquimaticas y paredes secundarias altamente
lignificadas, asi como vasos xilematicos del tipo escalari-
formes. La determinacion por primera vez de los parametros
fisico-quimicos de calidad a la droga y a los extractos acuo-
so e hidroalcohdlico evidencid que la planta cumple con los
requisitos de calidad establecidos para drogas vegetales. %

La determinacion del contenido de fenoles y flavonoides
indicd que los fenoles tienen mayor concentracion en el ex-
tracto acuoso mientras que los flavonoides predominaron
en el hidroalcohdlico. “® El analisis por CCD de los extractos
mostré manchas relacionadas a los flavonoides y otros com-
puestos de naturaleza fendlica. El perfil de UV mostré bandas
a 282 nmy 445 nm “9, corroborando la presencia de flavo-
noides.

De la fraccion etérea del extracto de acetato de etilo se
identificaron 74 compuestos predominando el a-bisabo-
lol, 2,3-butanediol y su isémero, B-sitosterol y a-cadinol. “7?
Se identificaron diez compuestos del extracto cloroférmi-
co (acidos grasos, terpenoides y fitoesteroles) siendo los
mayoritarios octacosanol, monopalmitina y acido palmitico.
“8 Ademas, se aislaron y caracterizaron cinco compuestos
nuevos para la especie a partir del extracto hidroalcohdlico,
entre ellos, la protosapanina B (componente mayoritario) y la
brasilina.

La capacidad antioxidante por DPPH mostré que, aunque
todos los extractos presentaron actividad, el metandlico
(Cl,,=11,1 pg/mL) fue el mas activo. Los extractos de acetato
de etilo (100,7 ymol/L EAA) y metanol (37,3 umol/L EAA) tam-
bién mostraron capacidad antioxidante en el ensayo de FRAP.
“9 Se ensayaron el efecto diurético y antilitidsico de los extrac-
tos acuoso e hidroalcohdlico secos mostrando efecto diuré-
tico similar a la hidroclorotiazida y buen efecto antilitiasico lo
que pudiera estar asociado a la presencia de fenoles y flavo-
noides. Estos metabolitos juegan un papel importante, previ-
niendo la deposicion de oxalato de calcio en el rifidn, asociado
a su actividad antioxidante. “®%9 Los resultados permiten vali-

dar el uso tradicional de la especie como planta antilitiasica, el
cual no habia sido reportado con anterioridad, conjuntamente
con su actividad antioxidante. Adicionalmente, el estudio de
toxicidad aguda oral no evidencio signos de toxicidad en los
animales de experimentacion.

El uso tradicional de la especie Murraya paniculata L. en
Cuba, implica el empleo de la droga fresca, lo que limita la
extension de su uso, ya que no se cuenta con estudios que
avalen la factibilidad del empleo de la droga seca con garan-
tia de su calidad, seguridad y eficacia. La evaluacion de los
parametros farmacognoésticos de control de la calidad de la
droga seca y su tintura permitio establecer sus principales
especificaciones de calidad a través del analisis de diferen-
tes lotes. El estudio de estabilidad en estante mostré que las
muestras se comportaron estables durante un afio bajo las
condiciones ensayadas. ©" Por vez primera, se validé en la
especie un método por CLAR para la cuantificacion de uno de
los marcadores quimicos de la tintura, el aminodacido L-proli-
na, que demostro ser lineal, preciso, exacto y especifico bajo
las condiciones de estudio. 2 Se elaboré un gel a partir de la
tintura al 20 % que al ser evaluada se mantuvo estable durante
los 12 meses de estudio y fue aceptada por los cuatro atribu-
tos evaluados (olor, color, frescura y apariencia). " La tintura
y el gel no evidenciaron signos de toxicidad aguda dérmica en
los animales de experimentacién y mostraron actividad anti-
inflamatoria aunque menos que la indometacina. Estos resul-
tados permiten avalar la factibilidad del uso de la droga seca
de M. paniculata, pudiendo ser utilizada en el tratamiento de
afecciones osteomioarticulares.

El estudio de Phania matricarioides mostré que desde
el punto de vista macroscoépico no existen diferencias entre
las muestras de los tres lugares de colecta, pero micros-
cépicamente y fitoquimicamente se observaron diferencias
apreciables. El contenido de sdlidos totales, fenoles vy fla-
vonoides totales para el extracto de Cangrejeras fue mayor
(1,94 %, 41,38 mg/mL y 33,17 mg/mL, respectivamente) que
en las otras muestras. En los perfiles por CLAR se observo
la presencia de quercetina. ®¥ En el andlisis por CG/EM del
aceite esencial se identificaron 45 compuestos siendo los
mayoritarios el acetato de lavandulilo (40,1 %) y el isobutirato
de timilo (13,9 %). ¥ La evaluacion de la actividad antiparasi-
taria mostré que de los microorganismos ensayados el mas
sensible fue Tripanosoma crusi donde el aceite mostré mayor
actividad (Cl,, = 2,2 g/mL) y selectividad (1S=13). ¥ Todos
los extractos manifestaron propiedades antioxidantes por el
meétodo de DPPH, aunque la procedente de Cangrejeras fue la
mejor (Cl,, = 27,4 ug/mL), pero estadisticamente no superior
a la vitamina C empleada como patrén (Cl,, = 23,7 pg/mL). En
el ensayo de FRAP también reveld la mayor actividad, posible-

Anales de la Academia de Ciencias de Cuba; Vol. 11, No. 1 (2021): enero-abril
ISSN 2304-0106 | RNPS 2308



mente por la mayor concentracion de quercetina. ¥ Los re-
sultados constituyen aportes novedosos al conocimiento de
la especie al brindar el primer informe de caracterizacién qui-
mica y antiparasitaria de su aceite esencial contribuir con el
estudio farmacogndéstico al desarrollo de normas de control
de la calidad de la planta.

Los parametros fisico-quimicos de calidad del extracto
hidroalcohdlico de la especie Lippia alba determinados es-
tuvieron en correspondencia con las especificaciones de
calidad previamente establecidas. El analisis por CG/EM
permitié identificar 25 compuestos, siendo los mayoritarios
acidos grasos y sus ésteres, alcoholes grasos y terpenoides,
la mayoria constituyen nuevos reportes para la especie y el
género, y dos de ellos para la familia.

Se disefi¢ una crema a partir del extracto hidroalcohdlico
de la planta que mantuvo buena estabilidad quimica, tecnolo-
gica y microbioldgica durante los 12 meses de estudio en las
condiciones de envase y almacenamiento establecidas. La
formulacién fue aceptada por los tres atributos evaluados
(olor, color y apariencia). La administracion aguda dérmica
del fitofarmaco propuesto no generd efectos tdxicos bajo
las condiciones de ensayo y manifestd una buena actividad
antiinflamatoria, pudiendo justificar la factibilidad de empleo
de L. alba en la terapéutica. Los resultados resultan novedo-
S0S ya que se elabord por vez primera un fitofarmaco con ga-
rantias de calidad, seguridad y eficacia, ademas se identifica-
ron muchos constituyentes quimicos.

El uso extendido de esta alternativa terapéutica incidiria
en una disminucion importante del consumo de antiinflama-
torios, lo que garantizaria un ahorro econémico en las impor-
taciones directas y de materias primas para su produccion
nacional. Esta formulacién es un fitofarmaco eficaz y seguro
gue puede ser empleado en el alivio de los signos y sintomas
de enfermedades osteomioarticulares de alta incidencia en la
tercera edad, lo que ante el avanzado envejecimiento pobla-
cional contribuiria a mejorar la calidad de vida.

Conclusiones

En este trabajo se establecen, por primera vez, los para-
metros fisico-quimicos de calidad de la droga cruda para las
especies C. bahamensis, M. paniculata, P. matricorioides y L.
alba, lo que garantiza la consistencia y seguridad de estas
como materias primas. El estudio farmacogndstico realiza-
do a las diferentes especies vegetales permitié proponer los
marcadores quimicos para el control de calidad de las drogas
y formulaciones derivadas de éstas. Ademas, se informa la
posible relacion entre la composicion quimica y el potencial
bioactivo de las cinco especies estudiadas. Los resultados
son novedosos, ya que permiten enriquecer la informacion

que se tiene de estas especies vegetales y favorecer su posi-
ble uso etnobotanico, ademas de demostrar la baja toxicidad
de algunos extractos después de su administracion aguda
oral y topica oral. Las evaluaciones bioldgicas realizadas re-
sultan preliminares, por lo que debe considerarse profundizar
el estudio, sin embargo, sugieren el empleo de estas plantas
como alternativas antioxidantes, antiinflamatorias, antimicro-
bianas, antiparasitarias, diuréticas y antilitiasicas.
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