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Resumen

Los estudios farmacognadsticos son de gran utilidad para aportar criterios de
calidad con vistas a la estandarizacion de materiales vegetales. Teniendo en
consideracion lo anterior y las potencialidades como antioxidante vy
antinflamatorio que ha demostrado Psidium claraense Urb., especie endémica
de la region central en peligro critico de extincion, se desarrolla el presente
trabajo. En el mismo se realiz6 por primera vez el estudio farmacognostico de
la especie, pudiendo establecer las caracteristicas macromorfolégicas de las
hojas. Se efectud la estandarizacion del secado por tres vias: a la sombra, al
sol y en estufa a 40 °C, considerandose este ultimo el mas adecuado segun los
pardmetros evaluados. Se determinaron los indices farmacognoésticos del
material vegetal procedentes de las hojas de la planta lo cual permitié emitir
criterios sobre la calidad de la droga cruda, indispensable para la confeccion de
las futuras Normas de Control de la Calidad de la especie como posible droga
medicinal. Se llevd a cabo la determinacion cuantitativa de fenoles y
flavonoides de los extractos acuoso, alcohdlico e hidroalcohdlico, mostrando
este ultimo el mayor contenido en ambos metabolitos con 102,64 + 1,69
MgEAG/gES y 7,04 £ 0,19 mgQE/gES, respectivamente. Finalmente se realizé
una caracterizacion fisico-quimica del extracto hidroalcohdlico, presentando
indices adecuados tomando en consideracién la correspondencia con extractos
de Psidium guajava. Los resultados obtenidos contribuyen al conocimiento
farmacognostico de esta planta, favoreciendo el interés por su cultivo y
sentando las bases para las investigaciones encaminadas al desarrollo de

nuevos ingredientes activos para la industria farmacéutica cubana.






Abstract

The pharmacognostic studies are of great utility to contribute approaches of
quality with a view to the standardization of vegetable materials. Taking into
consideration the potential as antioxidant and anti-inflammatory that has been
demonstrated by Psidium claraense Urb., endemic species of the central region
in critical danger of extinction, is developed the present work. In the same one it
was carried out the pharmacognostic study of the species for the first time,
being able to establish the macromorfological characteristic of the leaves. The
standardization of the drying was made by three methods: to the shade, in the
sun and in stove to 40 °C, being considered this last one the most appropriate
according to the evaluated parameters. The pharmacognostic indices of the
plant material from the leaves of the plant were determined, which allowed to
emit positive criteria on the quality of the crude drug.indispensable for the
making of the future Quality’s Control Norms of the species like possible
medicinal drug. It was carried out the quantitative determination of phenolics
and flavonoids of the aqueous, alcoholic and hidroalcoholic extracts, showing
this last one the biggest content in both metabolites with 102,64 + 1,69
MgEAG/gES and 7,04 + 0,19 mgQE/gES, respectively. Finally it was carried out
a physical-chemical characterization of the hidroalcoholic extract, presenting
appropriate indexes taking in consideration the correspondence with extracts of
Psidium guajava. The obtained results contribute to the pharmacognostic
knowledge of this plant, favoring the interest for their cultivation and sitting down
the bases for the investigations guided to the development of new active
ingredients for the Cuban pharmaceutical industry.
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Introduccion 1

INTRODUCCION

Desde tiempos inmemoriales el hombre ha tratado de mitigar sus dolencias y
prolongar su vida. Aun asi, en pleno siglo XXI, no ha podido evitar la muerte
limitandose a mitigar sintomas de enfermedades e impedir el desarrollo de
otras. En épocas en que sélo tenia a su disposicidn los recursos que el planeta
le otorgaba, buscd en éstos las herramientas para disminuir el dolor fisico y
evitar la muerte. Entre los recursos mas aprovechados por distintas culturas a
través de la historia, se encuentran los recursos minerales, animales y

vegetales.®

Las plantas, gracias a su maravilloso y complejo metabolismo, constituyen un
verdadero arsenal quimico, por lo que cada region del mundo desarroll6 su
forma de curar a partir de plantas medicinales, que es Unica y caracteristica,
puesto que se utilizaban especies endémicas de las regiones en cuestion. Con
el tiempo estas terapias locales pasaron a conformar la llamada medicina

tradicional.®

El uso de los medicamentos herbarios y el rol que deben cumplir en la medicina
actual lo determina la Organizacién Mundial de la Salud desde el afio 1978, la
cual estructur6 en 1985 un Programa de Medicina Tradicional Herbolaria,
reconociendo la existencia de 119 sustancias quimicas de origen vegetal que
pueden considerarse farmacos importantes.® Asi mismo, el Ministerio de Salud
Publica de Cuba tiene establecido un Programa de Investigaciones de Medicina
Tradicional, que fue aprobado en 1986, para estudiar las plantas medicinales
mas utilizadas por la poblacion y evaluar con métodos cientificos actuales sus
efectos farmacolégicos y toxicos. Esto permitird incorporar a la llamada
medicina moderna los productos medicinales tradicionales con verdadera

efectividad, ganando prestigio en la practica médica actual.®

El uso de las plantas medicinales es comun en la poblacion de Cuba, aunque
gran parte de ella desconoce mucho de sus propiedades, formas de empleo y
modo de aplicacién.”) Una de las mas empleadas es Psidium guajava L.,
especie de gran distribucion en todas las zonas tropicales y por lo tanto la mas

estudiada.® Su variedad de actividades farmacol6gicas, ademas de su amplia
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composicion de metabolitos ha permitido su inclusion en la Guia de
fitofarmacos y apifarmacos con una gran variedad de formulaciones como

extracto fluido, tintura al 20%, talco y polvo de guayaba.®

Sin embargo en la region de Casilda, poblado del municipio de Sancti Spiritus,
se encuentra una especie endémica, Psidium claraense Urb., actualmente en
peligro de extincion” y a la cual se le ha probado en estudios anteriores efecto
antioxidante y antinflamatorio.® Esto pudiera constituir un recurso potencial en
el campo de los productos fitoterapéuticos, pero para que se pueda desarrollar
una investigacién confiable, se necesita cumplir con ciertos pardmetros de
calidad que garantice su identidad, inocuidad, pureza, contenido de principios

activos, asi como también su efectividad y estabilidad.®

Tomando en consideracion estos aspectos se propone el siguiente problema
cientifico: La especie P. claraense Urb. ha demostrado tener potencialidad
farmacoldgica fundamentalmente como antioxidante y antinflamatorio, sin
embargo, son escasos los estudios farmacogndsticos disponibles que permitan

su propuesta como droga vegetal y posible introduccion en la terapéutica.

Por lo tanto este trabajo cientifico parte de la hipotesis de que: Los estudios
farmacognosticos permiten emitir criterios sobre la calidad de la droga
compuesta por las hojas de P. claraense para su posible propuesta como

planta medicinal.
Para comprobar dicha hip6tesis se plantean los siguientes objetivos:
Objetivo general

Evaluar desde el punto de vista farmacogndstico el material vegetal procedente
de las hojas de P. claraense Urb.

Objetivos especificos

1. Estandarizar el método de secado del material vegetal procedente de
hojas de P. claraense Urb.

2. Determinar indices farmacognaosticos del material vegetal procedente de
hojas de P. claraense Urb.

3. Caracterizar el extracto hidroalcohdlico de las hojas de P. claraense

Urb. a través de determinaciones fisico-quimicas.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Flora de cuba

La diversidad vegetal de Cuba es impresionante. El nimero de plantas
vasculares alcanza 7020 taxones y de ellos un 50 % son endémicos.®® Por
otro lado, la vegetacion exhibe cerca de 30 tipos distintos de formaciones
vegetales, lo cual hace que el archipiélago cubano se incluya en una de las
zonas claves de biodiversidad en el planeta.™®

Pese a la singularidad e importancia de su flora, Cuba es la segunda isla con
mayor cantidad de especies de plantas extintas en el mundo. Cabe destacar la
histérica explotacién a la que fueron sometidos sus bosques desde el siglo XV
hasta mediados del XX, como consecuencia del desarrollo agricola y forestal,

lo cual redujo la cobertura boscosa en mas de un 80 %.

En el territorio cubano la distribucion de las especies no es uniforme, ya que se
concentra en las regiones mas antiguas y estables, como son los macizos
montafiosos de occidente, centro, norte oriental, y sur oriental de la isla, asi
como en areas de condiciones extremas, como las colinas y llanuras
serpentinosas, las costas semiaridas surorientales y las llanuras de arenas

siliceas del occidente.*?

El elevado endemismo de la biodiversidad terrestre cubana, se debe, entre
otros factores, al aislamiento geografico dado por la condicién de insularidad
del archipiélago cubano, el mosaico de suelos a partir de la complejidad y
heterogeneidad geoldgica, asi como las diferencias latitudinales y climaticas.*?
Una zona con un alto grado de endemismo es la localidad de Casilda,
municipio de Trinidad, provincia de Sancti Spiritus, donde se encuentran 10

taxones endémicos cubanos.*®

1.2 Zona de Casilda

1.2.1 Ubicacioén

La localidad de Casilda se ubica en el municipio de Trinidad, provincia de
Sancti Spiritus, hacia el centro y sur de Cuba, entre los 21°39' - 21°46’N vy los

79°50" - 80°01°W. Es una llanura fluvio-acumulativa arenosa, que se extiende



Revision Bibliografica 4

como un margen costero, desde la Ensenada de Casilda hasta la
desembocadura del rio Agabama donde ocupa una superficie de 70 km?
Desde el punto de vista fitogeografico, el area forma parte del extremo mas
oriental de distrito Casildense, en el sector Cuba centro-occidental (Havanicum)
correspondiente a la subprovincia Cuba Central.™ En la figura 1 se muestra su

localizacion.

Laguna La Chorrera Santiago Escobar

Ensenada

de
\\"\f\.( asilda

Peninsula de
Ancon

nsenada
El Masio

POORSE2W

Provincia
Sanctl Spiritus

- Municipio Ensenada de las
s Irinidad ( harilla
u dAriiias
o )

Figura 1. Ubicacién geografica del area de arenas cuarciticas de Casilda,
Sancti Spiritus, Cuba.®?

1.2.2 Tipo de suelo

El suelo que predomina son suelos arenoso cuarciticos (siliceos) los cuales
constituyen centros muy importantes de diversidad y endemismo para la flora
de Cuba.*® No obstante, estos ecosistemas estan entre los mas afectados por
la intervencién humana, sobre todo por la extraccién minera, pero también por

la agricultura, la ganaderia y la explotacion forestal.®®

1.2.3 Estado de conservacion

La flérula de las arenas blancas de Casilda esta conformada por 307 taxones
infragenéricos,™” de los cuales 20 se encuentran amenazados (6,8 % del total),
y de estos 10 son endémicos cubanos. Cinco taxones estan categorizados En
Peligro Critico (CR), entre ellos la situacion mas preocupante la tienen Hyptis

rivularis Britton (Lamiaceae) y P. claraense Urb. (Myrtaceae), por su condicién
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de endémicos locales. Otros cinco taxones poseen la categoria de En Peligro
(EN), tres se encuentran referidos como Vulnerable (VU) y los restantes siete
taxones han sido categorizados como Amenazados segun el procedimiento de
categorizacion preliminar, y otros seis estan notificados como Casi
Amenazados (NT).®® En la figura 2 se muestra un esquema con el estado de

conservacion de la region.

TS5 200W

|Vegetacion conservada
L JVegetacion medianamente conservada

_van-l.u ion poco conservada

Figura 2. Esquema del estado de conservacion de la vegetacion en el area de

arenas cuarciticas de Casilda, Trinidad, Sancti Spiritus, Cuba.*®

1.3 Familia Myrtaceae

1.3.1 Generalidades

La familia Myrtaceae cuenta con una elevada riqueza floristica y gran
importancia fitosociologica para los bosques, con 150 géneros y alrededor de
3600 especies. Los representantes cubanos de esta familia se incluyen en la
subfamilia Myrtinae con una distribucién tipica pantropical.*® La subtribu
Myrtinae en Cuba esta representada por 57 taxones infragenéricos en los
géneros Pimenta, Mosiera, Psidium y Calycolpus. Mosiera resulta el género
mas diverso de la subtribu en la Isla, con 29 taxones. Le siguen en diversidad
los géneros Pimenta con 12 taxones, Psidium con 11 especies y finalmente

Calycolpus con solo 5 especies.®®
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Esta integrada por arboles, arbustos o, raras veces, subarbustos, con
abundantes y pequefias glandulas circulares embebidas en el tallo. Son plantas
frecuentemente aromaticas, elementos floristicos y ecoldgicos importantes, de
muchos bosques tropicales. Presentan floema interno, con glandulas

aceitosas.™®

1.3.2 Descripcion

Las hojas en Myrtaceae son mayormente pecioladas, estipuladas, opuestas,
alternas o rara vez trifoliadas y la lamina es coridcea o membranosa, entera,
rara vez crenulada y presentan glandulas aceitosas. La nerviacion es pinnada,
nervio central por lo general prominente en el envés, los laterales
anastomosandose formando un nervio marginal extendiéndose paralelamente

al margen y arqueado entre los secundarios.®

1.3.3 Propiedades farmacologicas

Myrtaceae es una familia farmacolégicamente importante. Las infusiones de
hojas de muchas de estas plantas son usadas para el tratamiento de la
diabetes; este grupo de plantas incluye Myrcia (M.) punicifolia (Kunth) DC., M.
speciosa (Amsh.), M Vaugh, M. amazonica DC., M. citrifolia (Aubl.) Urb., M.
guianensis (Aubl.) DC., M. multiflora (Lam.) DC., M. salicifolia DC., M. sylvatica
(G. Mey) DC. y M. uniflora.“” Myrcia uniflora es vendida como extracto seco en
capsulas o como tintura para el tratamiento de la diabetes ‘® y M. salicifolia es
empleada para las Ulceras bucales.*® Otras especies de Myrcia tienen usos
tradicionales como Myrcia bracteata DC. que se emplea en el tratamiento de la
dispepsia® y M. ovata Cambess utilizada para el tratamiento de gastritis y

diarrea.®?

Los aceites esenciales presentes en estas plantas son fundamentalmente
mezclas de sesquiterpenos con concentraciones pequefias de monoterpenos.

Estos aceites volatles muestran  actividades  biolégicas  como

25)

antinflamatorios,®” anticonceptivos,®® antimicrobianos,* entre  otros.

Estudios quimicos con los compuestos no volatiles mostré que las especies de

Myrtaceae son una fuente rica de flavonoides,®® triterpenos,®” &cidos

organicos®® 29 y acetofenonas.®® *? Algunos de los flavonoides aislados vy las
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acetofenonas derivadas han mostrado potencial hipoglucemiante; lo cual podria
explicar su uso como antidiabético.®® Las acetofenonas también estan

relacionadas con efectos hipolipemiantes.®

1.4 Género Psidium.

1.4.1 Descripcion

El género Psidium cuenta con alrededor de 100 especies, donde la mas
importante es el Psidium guajava®’ debido a su gran potencialidad

farmacolégica.® 3> 33

Entre sus propiedades se encuentra el efecto
anticatarral.®® El extracto acuoso de las hojas de guayaba, disminuye la tos y
tiene efecto anticatarral en ratas y coballos, en dosis de 2 a 5 g/kg
respectivamente y posee una DLs, mayor de 5g/kg.® También presenta efecto
antiinflamatorio® 3> *¥ y analgésico,® *¥ efecto hipoglucemiante® 33 3% 36 ¢
hipotensor,® efecto genotéxico y mutagénico,® actividad antibacteriana,® 33"

38) 33) 33, 37, 39-41)

actividad citotéxica,(5' efecto antioxidante,(5' actividad

hepatoprotectora® ¥ y actividad antidiarreica.®

El extracto acuoso de las hojas en dosis de 400 mg/dL, tiene efecto
estabilizador de la membrana eritrocitica in vitro. Se reporta, ademas, que
mejora los niveles de triglicéridos y colesterol en modelos de ratones en tejido

hepatico, mejorando el balance del perfil lipidico.®

En la literatura se reportan como formas farmacéuticas de las hojas, la tintura
20%, el polvo y el talco de guayaba. Se reportd una suspension oral utilizando
polvo de las hojas secas. Se ha reportado una formulacién de capsulas duras

de 500mg, a partir del polvo de las hojas secas.®

Este género comprende arboles y arbustos, aromaticos, de flores cimosas
provistas de numerosos estambres. Fruto en baya, que puede 0 no estar
coronada por los restos del caliz, provista de numerosas semillas de forma
arrifionada y testa 0sea. Existen ademas varias especies de este género que
son productoras de frutos comestibles, maderables y ornamentales.“*? De
estas especies se puede destacar las caracteristicas de sus frutos los cuales
tienen un sabor exético y un elevado contenido de vitamina C.®Y Comprende

entre 120 y 150 especies de las Antillas y la América tropical y subtropical.
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Aunque el género no ha sido exhaustivamente estudiado en Cuba en tiempos

recientes, la cifra de especies referidas para el mismo, oscila entre 20 y 30.¢?

1.4.2 Composicion quimica

Los frutos contienen vitaminas A y C®® ademas de algunos minerales como
hierro, calcio y fésforo ®® %3 Las hojas contienen aceites esenciales,® *®
taninos,®* *® flavonoides“* *® y triterpenos, asi como saponinas y compuestos
aminados.® 33 38.43.46.4) ga h3 reportado un aceite esencial y otras sustancias

volatiles.®

Contienen, ademas, acido guajanoico, R-sitosterol, uvaol, &cido oleandlico y
acido ursdlico; acido 2-a-hidroxiursolico, morin-3-0O-4-L-arabopiranosido,
hiperina, miricetina-3-O-a-D-glucosido, quercetin-3-O-R3-D-glucuronopiranosido,
1-O-galoil-a4-D-glucosa. Se ha informado la presencia de acido ascérbico y de
otros flavonoides asi como azlcares reductores y alcaloides. Se ha aislado
una nueva benzofenona y un flavonol de naturaleza galoil-glicésido,
conjuntamente con 5 nuevos quercetin-glicosidos. Se ha informado el
aislamiento de nuevos flavonoides y de 4 nuevos triterpenos.® Las yemas de
los brotes con caracteristicas mas juveniles (rebrotes de la raiz) provenientes
de la copa del arbol son las que poseen el mayor contenido de fenoles y

flavonoides.®* 48

Estos compuestos son generalmente asociados con propiedades biolégicas
importantes, tales como aumento de la proteccion contra la oxidacion celular,
actividad antimicrobiana y anticancerigena.“® Se les han atribuido usos como

antidiarreicos,“® hipoglucemiantes®® y antinflamatorios.®?

1.6 Psidium claraense Urb.

1.6.1 Descripcion botanica

Arbusto o arbolito; hojas ovales u ovalelipticas, de 2-2.7 cm., brevemente
acuminadas en el apice obtusito, la base aguda estrechada en el peciolo,
densamente transllcido-punteadas, con glandulas prominulas, lampifas;
pedicelos axilares, de 10-15 mm; flores blancas; caliz glanduloso; 6vulos 15 en

cada celda.®?
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1.6.2 Distribucion

Endémica estricta de las llanuras costeras y subcosteras con predominio en
arenas cuarciticas de Casilda, municipio Trinidad, provincia Sancti Spiritus. Su
Unica poblacion estd restringida a dos puntos, muy proximos, de la zona oeste
del repositorio arenoso, cercana al poblado de Casilda, que es la parte mas
afectada por la actividad humana. Se conoce por el nombre de guayabita de

Casilda." ¥

1.6.3 Estado de conservacion

P. claraense esta categorizada como En Peligro Critico.*" *® Las amenazas
que tiene la especie en su area de distribuciéon natural son la mineria, el
pastoreo excesivo de ganado vacuno y otros, la actividad forestal, las plantas

invasoras y el fuego intencionado.®¥

La mayor parte de la poblacion de P. claraense se encuentra donde existe una
concesion minera de 135 ha, de cual se extrae arena silice de forma industrial.
El proceso extractivo destruye el habitat. En cuanto al pastoreo extensivo de
ganado vacuno y otros, esta actividad, ademas de los perjuicios directos a las
plantulas por ramoneo y pisoteo, provoca eutrofizacién del sustrato, lo cual

propicia a su vez la implantacién y desarrollo de especies oportunistas.®?

Por su parte el fuego intencionado afecta el follaje de los adultos de P.
claraense y la regeneracion natural, y probablemente se vean afectados
también otros componentes de la biocenosis natural del ecosistema que tengan
qgue ver en la polinizacion o dispersion de la planta. Se han plantado grandes
extensiones de Casuarina equisetifolia (pino australiano), esta especie exdtica
provoca afectaciones importantes en la estructura de la comunidad vegetal por

la gran incorporacién de biomasa al sustrato y su efecto alelopatico.®%

En la zona donde se manifiesta P. claraense proliferan varias plantas
invasoras, con destaque para la graminea Heteropogon contortus (pasto
asesino), que colma casi completamente el espacio disponible e impide el

desarrollo de otras especies.®?
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1.6.4 Usos conocidos

Se registran el uso de los tallos como varas diversas para el trabajo agricola.
Desde el punto de vista cultural es muy importante pues forma parte de un
grupo de plantas endémicas estrictas de la zona, patrimonio exclusivo que
fortalece el sentido de pertenencia de los pobladores de esa localidad trinitaria.
El apego se manifiesta incluso desde el nombre comun de la especie,
especificamente esta planta se conoce alli como “guayabita de Casilda”. Tiene
potencialidades ornamentales por su condicion perennifolia y sus hojas
brillantes, en diversos tonos de verde, también en época de floracion vy
fructificacion la planta es agradable a la vista. También se presume su utilidad
medicinal. El fruto (relativamente pequefio y un tanto astringente), es parte de

la dieta de la fauna local, sobre todo insectos, aves y reptiles.”

1.6.5 Propiedades farmacologicas

Esta planta es muy poco estudiada, debido fundamentalmente a que es poco
conocida, dado que su distribucién se orienta solo en la regién de Casilda.!”)
Solamente se ha realizado un estudio donde se demostr6 que presenta
actividad antinflamatoria segun el test de edema auricular inducido por TPA y

actividad antioxidante segun la actividad secuestradora del radical DPPHe.®

1.7 Estudios farmacogndésticos

La farmacognosia es una ciencia aplicada relacionada con las caracteristicas
bioldgicas, bioquimicas y econdmicas de las drogas naturales. Comprende el
estudio tanto de las drogas crudas de origen vegetal y animal como también de
sus constituyentes. En un sentido amplio la farmacognosia es la ciencia que
trata del estudio de las drogas de origen vegetal y animal, su historia,
distribucion  geografica, cultivo, recoleccién, seleccién, preparacion,
preservacion, comercio, caracterizacion morfolégica e  histoldgica,
identificacion, extraccion de sus principios activos, determinacion de su
composicion quimica, ensayos Yy valoracion, adulteraciones, formas
farmacéuticas, posologia, accion farmacoldgica e importancia

socioeconémica.®®
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Antes de utilizar una droga vegetal, o un producto derivado de ella, en
terapéutica, es necesario verificar su identidad, tanto botanica como quimica,
buscar las posibles falsificaciones y controlar su actividad, es decir, se le debe
realizar un control de calidad, el cual debe contemplar el estudio de la

identidad, pureza, potencia y eficacia.®®

En diversas farmacopeas se describen métodos generales de ensayos para
evaluar las drogas oficiales, pero la Organizacion Mundial de la Salud ha
recomendado la realizacion de monografias y la implementacion de normas o
especificaciones de calidad, basadas en las experiencias de cada pais, para
aquellas drogas no incluidas en las farmacopeas y que son ampliamente

utilizadas en medicina tradicional.®*> *”

Los exdamenes para tal fin se clasifican de forma sencilla en botanicos, fisico-
quimicos y bioldgicos. Los dos primeros se agrupan bajo el término de estudios

farmacognésticos.®®

1.7.1 Ensayos botéanicos.

Los ensayos botanicos permiten identificar la droga y detectar posibles
falsificaciones, comprenden caracteristicas microscépicas y macroscépicas.®®
Para el ensayo macroscopico se observan las caracteristicas propias de cada
organo vegetal. Es de tipo organoléptico, pues se vale de los Organos
sensoriales del observador. Es necesario informar la nomenclatura, la
presentacion, la conformacion, las dimensiones, el color, olor y sabor. Ademas
para las hojas debe determinarse la forma de la base, del &pice, de los bordes,

la textura, la presencia o no de pelos y las nervaduras.®® *®)

Los ensayos microscOpicos pueden realizarse mediante polvos, cortes
histologicos, tejidos disociados, deteccion histoquimica, determinacion del
indice estomatico o determinacion del radio de empalizada. Los cortes
histol6gicos se obtienen a mano alzada o con micrétomos manuales. En
general se realizan cortes transversales en donde se examinan los tejidos y el
contenido celular. En las hojas se deben observar las células epidérmicas,
estomas, tejido parenquimatico, y también presencia y caracteristicas de los

pelos tectores y secretores.®®
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1.7.2 Ensayos fisico-quimicos

Los ensayos fisicoquimicos nos permiten detectar el valor de una droga con
miras a su normalizacion. Dentro de estos se encuentran la determinacion de
cenizas, que no es mas que el residuo que queda después de la ignicion de
una droga y se determina por tres métodos diferentes: cenizas totales, acido-
insolubles y solubles en agua. También se encuentra la determinacién de
arsénico y metales pesados ya que puede ser fuente de contaminacion. La
determinacién de agua o humedad residual es otro ensayo que se realiza,
puesto que un exceso de agua en la droga puede provocar el crecimiento
microbiano, la presencia de hongos o insectos y el deterioro, seguido de la
hidrolisis de los principios activos. También son usuales la determinacion del
indice de espuma y la actividad hemolitica, en caso de compuestos con
saponinas, y la cromatografia en capa delgada para la determinacion cualitativa

de pequefias cantidades de impurezas.®® %®

1.8 Estudios fitoquimicos

La fitoquimica comprende el estudio de los métodos de extraccion, separacion,
purificacion y elucidacion estructural de las sustancias de origen vegetal.®®
Para determinar la composicion quimica de las plantas medicinales y conocer
sus constituyentes biolégicamente activos pueden seguirse metodologias que
van desde un andlisis fitoquimico preliminar hasta estudios quimicos
sistematicos bioguiados. Puesto que este ultimo tipo de estudio requiere una
inversién considerable de tiempo y recursos, lo ideal es iniciar con estudios
fitoquimicos preliminares que permitan hacer una discriminacion de las plantas
a estudiar en términos de su composicién quimica, con el fin de seleccionar
Gnicamente aquellas mas interesantes para posteriores estudios

sistematicos.®®

El mismo consiste en la extraccion de la planta con solventes apropiados y la
aplicacién de reacciones de color y precipitacién. Debe permitir la evaluacién
rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo.®® Los
resultados de dichos ensayos constituyen Unicamente en una orientacion y
debe de interpretarse en conjunto con los resultados del screening

farmacoldgico.
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1.9 Proceso de secado

El proceso de secado es uno de los mas importantes durante el estudio de una
droga vegetal; nos permite una buena conservacion de la planta, ya que
interrumpe los procesos de degradacion enzimatica, las reacciones de
oxidacion e hidrdlisis y el desarrollo de microorganismos. Los métodos
empleados para el secado del material vegetal dependeran de las
caracteristicas del mismo, y la forma en que puede efectuarse el proceso debe
determinarse experimentalmente para cada especie.®® El secado de plantas
medicinales puede efectuarse de varias formas, de acuerdo con la fuente de
energia que se emplee para la realizacion de este proceso, de la especie que
serd secada, del 6rgano de la misma, de la sensibilidad del producto a la
temperatura y del costo del proceso.®”

Se utilizan las formas naturales al aire libre o al sol, y artificialmente con aire
caliente por medio de secadores y/o estufas lo cual garantiza un secado
uniforme de toda la planta. En este proceso se disminuye el contenido de
humedad de la planta a 0,5% - 12%. Se debe tener precaucion al momento de
realizar un secado artificial ya que podria darse una pérdida de aceites volatiles
de ciertas plantas y la degradacion de ciertas sustancias termolabiles. El
método mas antiguo y facil de secado es el secado al sol, el cual es utilizado en
regiones de clima célido y seco.®% %

La temperatura de secado de las plantas puede variar entre 30°C y 60°C, pero
aguellas plantas que poseen aceites esenciales u otras sustancias volatiles
tienen que ser secadas a una temperatura menor a los 40°C. Por esta razon se
debe determinar experimentalmente un tipo de secado para cada planta ya que
al darse un secado natural o lento se va a producir alteraciones causadas por
hongos, bacterias y enzimas; mientras que al darse un secado artificial o rapido
va a ocasionar el endurecimiento de la superficie de la planta o de las partes
utilizadas, e impedird la evaporacion del agua, lo que traerd& como
consecuencia la accién enzimatica causando la pérdida de aceites volatiles y

alterando la presencia del producto.©® ¢V
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1.10 Consideraciones generales

1.

El género Psidium estd compuesto por una gran variedad de especies
donde se destaca el P guajava L.; siendo esta la especie mas estudiada
y con una gran variedad de propiedades farmacoldgicas.

La especie P claraense Urb manifestd en estudios farmacoldgicos
potencialidades como antinflamatoria y antioxidante.

No existe hasta el momento ningun reporte de estudios
farmacognosticos de la especie P claraense Urb que permitan el control
de calidad de la misma como droga vegetal.

Los estudios farmacognésticos son de gran utilidad para establecer los
criterios de calidad con vistas a la estandarizacion del material vegetal.
Es importante establecer el proceso de secado adecuado de la planta

para garantizar una adecuada conservacion de la misma.
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2. MATERIALES Y METODOS.

Se realizd un estudio farmacognéstico y fitoquimico en el Departamento de
Farmacia, Facultad Quimica-Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu”
de Las Villas, en el periodo comprendido entre los meses de febrero y junio de
2019. Se utilizé, en todos los procedimientos desarrollados, cristaleria
especifica de laboratorio, previamente descontaminada, equipos certificados
como aptos para el uso y reactivos de calidad analitica, los cuales se muestran

en el anexo 1.

2.1 Recoleccién y descripcion del material vegetal.

Las hojas de P. claraense Urb. fueron recolectadas en la region de Los
Diasmones de la localidad de Casilda, municipio Trinidad, provincia Sancti
Spiritus, el 11 de febrero de 2019. El material recolectado fue trasladado al
Laboratorio de Quimica Farmacéutica y lavado con abundante agua potable. El
mismo fue recolectado e identificado por los especialistas Onel Benigno Garcia
Espinosa, Elonay Lisandi Mederos Yumar y Roberto Guerra Merifio.

La descripcién macromorfolégica se llevo a cabo segun la técnica descrita por

Miranda y Cuéllar,®®

para la cual se tomaron 100 hojas pertenecientes al
material vegetal y se observé a simple vista y con ayuda de una lupa. Las hojas
se clasificaron segun la disposicion en el tallo, el recorrido de las venas,
contorno, forma del 4pice, de la base, por el margen o borde, la consistencia y
la superficie del limbo; se determiné ademas la textura, superficie, color, olor y
peculiaridades que estas pudieran presentar. Se efectuaron ademas las
mediciones de largo y ancho con ayuda de una regla y se calcularon los

valores promedios.

2.2 Estandarizacion de secado.

El secado se realizo por tres vias: a la sombra, al sol, y mediante calor artificial
utilizando estufa (Binder USA) a 40°C, extendiendo las hojas en capas
delgadas sobre bandejas metdlicas; para cada método se emplearon tres
réplicas. El registro de secado se siguié pesando la muestra cada 12 horas
hasta obtener peso constante. En todos los casos el material se removio varias

veces para favorecer el secado homogéneo y evitar fermentaciones o
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contaminaciones microbiologicas. Las mediciones se realizaron en balanza

analitica digital Sartorius (modelo-TER4S, Alemania).

Parametros evaluados: Para la estandarizacion del secado se evaluaron los
siguientes parametros: caracteristicas organolépticas de la droga, pérdida en
peso, tiempo de secado, humedad residual y composicion quimica a través del

tamizaje fitoquimico.

2.2.1 Determinacion de las caracteristicas organolépticas

Para la determinacion de las caracteristicas organolépticas se coloc6 muestra
molinada de cada una de los métodos de secado sobre placas Petri y se
determind el olor y el color de cada una.

2.2.2 Determinacién del contenido de humedad

Se determind el contenido de humedad empleando el método gravimétrico. Se
tomé la muestra de ensayo, se transfiri6 a un pesa filtro previamente tarado y
se desec6 a 105°C durante 3h. El pesa filtro se pas6 a una desecadora donde
se dejo enfriar a temperatura ambiente y se peso, colocandose nuevamente en
la estufa durante 1 h. Esta operacion se repitié hasta obtener masa constante.

Se realizaron un total de tres réplicas.

El contenido de humedad de la muestra de ensayo expresada en porciento se

calculé por la formula siguiente:®?

M_-M,
H= |2v| 100(%)m/m

M,: Masa del pesa filtro con la muestra (g).
M;: Masa del pesa filtro con la muestra desecada (g).
M: Masa de ensayo (g).

100: Factor matematico para los célculos.

2.2.3 Tamizaje fitoquimico

Para evaluar la influencia del método de secado en la posible composiciéon

quimica de las hojas de P. claraense se realizo el tamizaje fitoquimico a las



Materiales y Métodos 17

muestras correspondientes a cada lote de droga resultante de cada método de

secado empleado en el estudio.

Se tomaron 3 g del material vegetal seco y molinado de las hojas de P.
claraense y fueron afiadidos a un balén, posteriormente se le adicionaron 30
mL de éter y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 24 horas. Se
realizaron extracciones sucesivas con etanol absoluto y agua destilada bajo las
mismas condiciones, con la diferencia de que estos fueron colocados en
zaranda marca Thys 2, durante las 24 horas siguientes. Una vez filtrados se
obtuvieron los respectivos extractos etéreos, etandlicos, y acuosos. Este
procedimiento se llevd a cabo para cada muestra de secado: al sol, a la sombra

y en estufa.

A los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso resultantes se les realizé el tamizaje
fitoquimico siguiendo los procedimientos establecidos por Miranda y Cuéllar
para los ensayos para lipidos, alcaloides, coumarinas, quinonas, triterpenos y
esteroides, resinas, azucares reductores, saponinas, compuestos fendlicos y
taninos, aminoacidos, flavonoides, glicosidos cardiotonicos, antocianidinas,

mucilagos y principios amargos.®®
2.3 Determinacién de indices farmacognadsticos

2.3.1 Determinacién del contenido de humedad

Se determind el contenido de humedad empleando el método gravimétrico

siguiendo el mismo procedimiento descrito en el epigrafe 2.2.2.

2.3.2 Determinacion de cenizas

2.3.2.1 Determinacion de cenizas totales

En un crisol de porcelana, previamente tarado, se pesd 1g de la muestra
pulverizada y tamizada. Se calent6 suavemente la muestra de ensayo
aumentando la temperatura hasta carbonizar y posteriormente se incinerd en
un horno mufla (marca Nabertherm, de procedencia Alemana) a una
temperatura de 750°C, durante siete horas. Se enfrio el crisol en una
desecadora y se pesoé. Se repitid el proceso a partir de la incineracion, hasta

obtener masa constante. Para obtener masa constante el tiempo de
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calentamiento y pesada se hizo a intervalos de 30 minutos.®? Se realizaron un

total de 12 réplicas para cada método de secado.

La cantidad de cenizas totales (Ct) en base anhidra se calculd por las formulas

siguientes:
M2-M C1%100
1= *100 Ct=———
M1-M 100—H
Donde:

Ci: Cenizas totales en base hidratada.

M: Masa del crisol vacio (g).

M;: Masa del crisol con la muestra de ensayo (g).
M,: Masa del crisol con la ceniza (Q).

H: % de humedad.

2.3.2.2 Determinacion de cenizas solubles en agua

A las cenizas obtenidas anteriormente, se le afladieron de 15 a 20 mL de agua.
El crisol se tapd y se hirvi6 suavemente a la llama del mechero durante 5
minutos. La solucion se filtr6 a través de papel de filtro libre de cenizas, con
cenizas determinadas o declaradas. El filtro con el residuo se transfirio al crisol
inicial, se carboniz6 en un mechero y luego se inciner6 en un horno mufla a
750°C durante dos horas. Posteriormente se coloc6 en una desecadora y
cuando alcanzé la temperatura ambiente se peso. Se repitid el procedimiento

hasta alcanzar peso constante.®® Se realiz6 un total de seis réplicas.

La cantidad de cenizas solubles en agua (Ca) en base anhidra se calcul6 por la
férmula siguiente:

2_pr4
-M

a— Ml
Donde:
Ca: % cenizas solubles en agua en base hidratada.
M: Masa del crisol vacio (g).
M*: Masa del crisol con la muestra de ensayo (g).
M?: Masa del crisol con las cenizas totales (g).
M*: Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g).

100: Factor matematico para el calculo.
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2.3.2.3 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

A las cenizas totales se le afiadieron de 15 a 20 mL de acido clorhidrico 10%.
El crisol se tap0 y se hirvié suavemente durante 5 minutos. La solucion se filtrd
a través de un papel de filtro libre de cenizas, con cenizas determinadas o
declaradas, se lavo el residuo con agua caliente hasta que al afiadirle al filtrado
acidulado con acido nitrico, 1 6 2 gotas de solucion de nitrato de plata 0.1mol/L,
no mostrara presencia de cloruros. El filtro con el residuo, se transfirié al crisol
inicial, se carbonizo6 en el mechero y luego se incinerd en un horno mufla a una
temperatura de 750°C durante dos horas. Posteriormente se colocé en una
desecadora y cuando alcanzé la temperatura ambiente se peso6. Se repitio el
procedimiento hasta alcanzar masa constante.®® Se realizaron un total de seis

réplicas.

La cantidad de cenizas insolubles en acido clorhidrico (Ct) en base anhidra se
calculo por la formula siguiente:

cmm =M 4 100
Donde:

Ci1: % cenizas insolubles en &cido clorhidrico base hidratada.
M: Masa del crisol vacio (g).

M1: Masa del crisol con la muestra de ensayo (g).

M2: Masa del crisol con la ceniza (Q).

100: Factor matemético para los célculos.

2.3.3 Determinacién de extractivos solubles.

Los extractivos solubles se determinaron para los extractos acuoso, alcohdlico
e hidroalcohdlico. De la muestra previamente pulverizada y tamizada se
pesaron 5 g, se transfirieron a un balén con tapa de 250 mL, se le afiadieron
100 mL de agua, etanol o mezcla hidroalcohdlica al 50% segun corresponda.
Se agitaron durante 6 h en una zaranda y se dejaron en reposo hasta el dia
siguiente, se agitaron durante 30 min, se dejaron reposar 30 min y se filtraron.
Se tomd una alicuota de 20 mL, se transfiri6 a una capsula de porcelana, se
evapord sobre bafio de agua, se desecé a 105°C en una estufa por 3 h, se

enfrid y se pesé la capsula.®® Se realizaron un total de tres réplicas.
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Las sustancias solubles se calcularon por la siguiente formula:

_Rx 500 =100
~ M(100 — H)

Ss

Donde:

Ss: Sustancias solubles.

R: Residuo.

M: Masa pesada (g).

100: Factor matemético para los célculos.

500: Factor matemaético para los calculos.

2.4 Determinacion del indice de Polifenoles Totales (IPT)

La determinacion del IPT se realiz6 para los extractos acuoso, alcohdlico e
hidroalcohdlico. Se diluyé 1 mL de los extractos obtenidos en 50 mL de agua
destilada. Se realiz6 la lectura de la absorbancia a 280 nm utilizando el
espectrofotometro (marca Thermo SCINTIFIC, modelo G10S UV-VIS, de
procedencia china), como blanco se emple6é agua destilada. Se realizaron un
total de tres réplicas.

En el calculo del indice se aplica la siguiente ecuacion:
IPT= A280 x 50

Donde:

IPT: indice de polifenoles totales.

A280: absorbancia a 280 nm.

2.5 Determinacion cuantitativa de los compuestos fendlicos totales

Se determiné el contenido total de compuestos fendlicos en los extractos de P.
claraense empleando la reaccion de Folin-Ciocalteau, segun el método de
(Pekal y Pyrzynska 2014) con algunas variaciones, utilizando acido galico como

compuesto fendlico de referencia.®® Se realizaron un total de seis réplicas.

Preparacion de la curva de calibracién de acido qgalico: Para la curva de

calibracion se prepard una solucion madre pesandose 10 mg de acido galico,
estos se disolvieron en agua destilada y se enras6 a un volumen de 10 mL para

la obtencién de una disolucién madre de concentracién 1 mg/mL.



Materiales y Métodos 21

Se pipetearon alicuotas de 68, 136, 272, 408 y 544 pL de la disolucién madre
de &cido galico. De cada una de ellas se tomaron 0,5 mL, se adicion6 100 pL
del reactivo de Folin-Ciocalteu, 0,3 mL de etanol y 1,1 mL de agua destilada y
se encubo durante 5 minutos. Posteriormente se adiciond 1 mL de Na,CO3 7%
y 0,4 mL de agua destilada. La mezcla se homogeniz6 y transcurridos 30
minutos en la oscuridad se midi6 la absorbancia a 765 nm en un
espectrofotometro (marca Ray-LEIGH, UV-1601) utilizando como blanco la

solucion preparada por el mismo procedimiento sin la muestra.

Preparacion de las muestras de extractos de P. claraense:

Extracto acuoso: a 50 L del extracto acuoso (a concentracion de 1mg/mL) se
le afiadieron 0,3 mL de etanol, 100 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 1,55 mL
de agua. Se encub6 durante 5 minutos y posteriormente se le afiadié 0,4 mL de
agua y 1mL de Na,CO3; 7%. La mezcla se homogenizé y transcurridos 30
minutos se midi6é la absorbancia a 765 nm en el espectrofotdmetro, utilizando
como blanco la solucién preparada por el mismo procedimiento pero sin la

muestra.

Extracto etandlico: a 50 pL del extracto etandlico (a concentracion de
1mg/mL) se le afiadieron 0,25 mL de etanol, 100 uL del reactivo de Folin-
Ciocalteu y 1,6 mL de agua. Se encub6 durante 5 minutos y posteriormente se
le afiadio 0,4 mL de agua y 1mL de Na,CO3 7%. La mezcla se homogenizd y
transcurridos 30 minutos se midi6 la absorbancia a 765 nm en el
espectrofotometro, utilizando como blanco la solucién preparada por el mismo

procedimiento pero sin la muestra.

Extracto hidroalcohdlico: a 50 pL del extracto hidroalcohdlico (a
concentracion de 1mg/mL) se le afadieron 275 pL de etanol, 100 uL del
reactivo de Folin-Ciocalteu y 1575 uL de agua. Se encubd durante 5 minutos y
posteriormente se le afiadié 0,4 mL de agua y 1mL de Na,CO3; 7%. La mezcla
se homogeniz6 y transcurridos 30 minutos se midid la absorbancia a 765 nm en
el espectrofotometro, utilizando como blanco la solucion preparada por el

mismo procedimiento pero sin la muestra.

La cantidad de compuestos fendlicos en cada extracto se determiné a partir de

la ecuacion de la recta obtenida en la curva de calibracion del &cido galico y se
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expresé como miligramos de contenido fendlico equivalentes a acido galico por

gramo de extracto seco (mg EAG/g ES).

2.6 Determinacion cuantitativa del contenido de flavonoides totales

Se determind el contenido total de flavonoides en los extractos de P. claraense,
segun la literatura descrita por (Pekal y Pyrzynska, 2014) con algunas
variaciones, utilizando quercetina como compuesto de referencia.®® Se

realizaron un total de tres réplicas.

Preparacion de la curva patron de quercetina: Para la curva de calibracion se
prepar6 una solucion madre pesandose 0,5 mg de quercetina, estos se
disolvieron en etanol y se enrasé a un volumen de 10 mL para la obtencion de

una disolucién madre de concentracién 0,05 mg/mL.

Se pipetearon las alicuotas correspondientes de la disolucibn madre de
quercetina para la obtencion de concentraciones de 2,4,6,8 y 10 pg/mL. De
cada una de ellas se tomaron 2,5 mL y se le afiadié 1,25 mL de AICI; y 1,25 mL
de agua. El AICI; fue preparado en etanol. La mezcla se homogenizo y
transcurridos 10 minutos se midié la absorbancia a 420 nm contra un blanco de

solucién hidroalcohdlica.

Preparacion de las muestras de extractos: A 2,5 mL de extracto se le afiadieron
1,25 mL de agua y 1,25 mL de AICl3. La mezcla se homogenizo y transcurridos
10 minutos se midi6 la absorbancia a 420 nm contra un blanco de solucion
hidroalcohodlica. No se realiz6 prueba control para excluir en los calculos la
contribucion a la absorbancia de los extractos en ausencia de AICl; ya que este
queda estandarizado en la curva de calibracion. Los resultados se expresaron

como mg de quercetina equivalente por gramo de extracto seco (MgQE/gES).

2.7. Caracterizacion fisico-quimica del extracto hidroalcohdlico

Para el andlisis de los parametros fisico-quimicos fueron consideradas las
propiedades organolépticas (olor y color), el andlisis del pH, sdlidos totales,

indice de refraccion, analisis capilar y densidad relativa.
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2.7.1 Determinacion del olor

Se tomo una tira de papel secante de aproximadamente 1cm de anchura por
10cm de longitud y se introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Se dejé

evaporar y se determiné su olor.®¥

2.7.2 Determinacién del color

Se tomdé un tubo para ensayos bien limpio y seco, se llend hasta las tres
cuartas partes con la muestra de ensayo y se observd el color, la

transparencia, la presencia de particulas y la separacién en capas.®?

2.7.3 Determinacion del pH

Se ajustd el equipo con la solucién reguladora de pH adecuada al rango en que
se realizara la determinacion del valor del pH de la muestra. Se introdujo
directamente los detectores del pH-metro (Hanna Instruments) en la muestra y

se realizé la lectura.®¥ Se realizé un total de tres réplicas.

2.7.4 Determinacién del indice de refraccién

Se coloco sobre el prisma de medicion una gota de agua destilada, utilizando
para ello una varilla de vidrio sin cantos agudos, se ajusto el refractbmetro
(Atago) seleccionando la zona del espectro visible que aparece en la linea
limite del campo visual, moviendo el compensador cromético y colocando la
interseccion del reticulo sobre la linea limite de los campos claro y oscuro. Se

realizaron tres lecturas y se calculd el promedio de las mismas.©?

2.7.5 Determinacién de la densidad relativa

Se determind la densidad relativa a las tres muestras de ensayo con un
densitometro (Density Specific Gravity Meter, DA-130N, Kyoto). Se realizaron

un total de tres mediciones.

2.7.6 Andlisis capilar

Se vertieron 20 mL de la muestra de ensayo en un vaso para precipitado de
100 mL de aproximadamente 5 cm de diametro y 70 cm de altura y se introdujo

en la camara protectora.
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Se coloco una banda de papel de filtro (Whatman # 1) de 4 cm de ancho por 15
cm de longitud verticalmente de manera que su borde superior estuviese fijado
a una varilla metédlica que permitiera la suspensiéon de la tira de papel y su
extremo inferior sumergido dentro de la muestra de ensayo pero sin tocar el

fondo ni las paredes del recipiente.

Se cerr6 la cAmara y se dejaron transcurrir dos horas; finalizado este tiempo se
retir6 el papel y se dejé secar. Una vez seco se procedid a su inspeccion visual

y caracterizacion.®?

Para el andlisis e interpretacion de la imagen se tuvieron en cuenta los
aspectos siguientes: color, altura, descripcion de las diferentes partes, cambios

de coloracion con vapores de amoniaco y examen bajo la luz ultravioleta.

2.7.7 Determinacion de sélidos totales

De la muestra de ensayo previamente homogeneizada se transfirieron 5 mL a
una capsula de porcelana limpia, seca y previamente tarada; la capsula se
colocé en bafio de agua y se evaporé hasta que el residuo estuvo
aparentemente seco; posteriormente se pas6 a una estufa a una temperatura

de 105°C durante tres horas.

Se retiré la cdpsula de la estufa, se coloc6é en una desecadora hasta alcanzar
temperatura ambiente y se pesé. Se repitid el proceso anterior las veces
necesarias, hasta obtener masa constante.®? Se realizaron un total de tres

réplicas.

Los sélidos totales (St) se calcularon mediante la formula siguiente:

P
St= *100

Donde:

Pr: Masa de la capsula mas el residuo (g).
P: Masa de la capsula vacia (Q).

V: Volumen de la porcion de ensayo (mL).

100: Factor matematico para los célculos.
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2.7.8 Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico

Se realiz6 el tamizaje fitoquimico siguiendo la misma metodologia descrita en

el epigrafe 2.2.3.

2.8 Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media aritmética + desviacion estdndar (X £
SD). Los gréficos se construyeron en el tabulador electrénico profesional
Microsoft Windows Excel 2013. Los datos procedentes de la estandarizacion de
secado, extractivos solubles, IPT y cuantificacion de fenoles y flavonoides
fueron procesados en el software IBM: SPSS Statistics, versién 23 del 2015,
mediante un analisis de varianza utilizando un test paramétrico de ANOVA
One-Way. Se establecio un nivel de significaciéon de p < 0.05 para considerar

significativos los resultados en todas las pruebas aplicadas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Recoleccion y descripcion del material vegetal

La recoleccion se realizé en horas tempranas de la mafana, y se ejecutd de
forma manual, como se recomienda para plantas silvestres, siguiendo las
buenas préacticas para este proceso establecidas por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), de esta manera se garantizo la calidad del material vegetal.
Se procuré tomar las hojas y dejar ramas suficientes que garantizaran el

normal desarrollo de la planta y un uso sostenible de este recurso.

El material vegetal se colectd en buen estado vegetativo y exento de materias
extrafias. Las hojas recolectadas se lavaron cuidadosamente con agua potable

garantizando la limpieza del mismo.

Posteriormente se procedi6 a la determinacibn de las caracteristicas
macromorfoldgicas de las hojas y se compararon con las reportadas por la

literatura, los resultados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas macromorfoldgicas de las hojas de P. claraense y las

reportadas por la literatura (Leén, 1953).%?

Parametros Casilda, Trinidad Ledn, 1953
Textura Suave
Color Verde intenso en el haz y

un poco mas claro en el

enveés
Olor Intenso a guayaba
Disposicion en el tallo Alternas
Recorrido de las venas Palminervias
Peciolo Cortamente pecioladas Peciolo estrecho
Contorno o forma Elipticas Ovalelipticas
Forma del apice Cuspidado Brevemente acuminadas

en el apice obtusito

Forma de la base Aguda Aguda
Borde del limbo Entero
Presencia de pelos No No
Dimensiones de las | Largo: 5,22 + 0,56 cm Largo:---
hojas Ancho: 2,31 + 0,29 cm Ancho: 2-2,7cm

Los resultados del estudio macromorfoldgico realizado a las hojas concuerdan

en términos generales con la descripcion reflejada en la literatura,®® aunque
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hay ciertas diferencias en cuanto a terminologias. No obstante, debido a la
escaza literatura de referencia hay caracteristicas que no pudieron ser

comparadas, estableciéndose por primera vez para la especie.

3.2 Estandarizacion del secado

El proceso de secado es indispensable en los estudios farmacogndsticos
puesto que, un contenido de agua excesivo, puede provocar la activacion de
enzimas Yy crear condiciones favorables para la ‘proliferacion de

microorganismos e insectos.®®

Aungue se conoce que el secado artificial es el mas recomendado en todos los
casos, resulta conveniente estudiar otros métodos de secado natural que
permitan, de ser posible, proponer una alternativa que se tenga en cuenta en
aguellos lugares donde no existan condiciones para aplicar un secado artificial,

debido al gasto energético que supone.®

La planta objeto de estudio fue sometida a tres métodos de secado: al sol, a la
sombra y en la estufa a 40°cC. Para cada caso se realizaron tres réplicas, las
cuales fueron promediadas para obtener el grafico que mejor describe este

proceso, el cual se muestra en el gréfico 1.

Proceso de secado
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Gréafico 1. Estandarizacion del secado.

Igualmente se determind la pérdida en peso, los resultados se muestran en la

siguiente tabla.
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Tabla 2. Pérdida en peso durante la estandarizacion del secado.

Métodos de secado Pérdida en peso (%) x £ SD
sol 6,54 + 0,322
sombra 1,46 + 0,03
estufa 6,78 + 0,062

Leyenda: x: media; SD: desviacién estandar. Letras iguales representan que no hay diferencias
estadisticamente significativas y letras diferentes que si hay diferencias estadisticamente
significativas entre los valores (p<0,05).

En cuanto al tiempo de secado las hojas que se secaron en la estufa mostraron
peso constante al cabo de las 48 horas aproximadamente, mientras que el
secado al sol y a la sombra tomé mas tiempo; 72 horas (3 dias). La mayor
pérdida en peso se mostrd en el secado al sol y a la estufa con 6,54% y 6,78%
aproximadamente, valores bastantes cercanos, mientras que las hojas secadas

a la sombra solo perdieron un 1,46% de su peso.

Comparando el secado al sol y a la sombra se puede decir que el secado al sol
muestra mejores resultados en cuanto a la pérdida en peso, mostrando
diferencias estadisticamente significativas, debido fundamentalmente a la
incidencia de las radiaciones solares, aunque mostré variaciones en el secado,
debido principalmente a los cambios de temperatura y humedad ambiental,
razén por la cual la planta podria captar agua y aumentar su peso. En el caso
del secado en la estufa este es mas rapido y homogéneo, ya que las hojas se
encuentran sometidas a un proceso de secado con temperatura y ventilacion

constantes.

Las diferencias encontradas entre métodos se atribuyen a que las técnicas de
secado natural (sol y sombra) son susceptibles a la influencia de diversos
factores entre los que se pueden citar los niveles de radiacién solar,
temperatura y humedad ambiental. El secado en estufa, al ser un método
artificial, existe control de la temperatura y la ventilacion, no influyendo por

tanto factores ambientales en el proceso.®

En la literatura se refiere a estudios similares para especies del mismo género

como P. guajava, mostrando el método de secado en la estufa los mejores

resultados, coincidiendo con el presente estudio.®®
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3.2.1 Caracteristicas organolépticas

Una vez seco el material vegetal este se molind en un molino de cuchillas (IKA
Werke) a 3000 rpm utilizando un tamiz de 3 mm. El polvo mostré un color verde
seco sin variaciones en relacion al método de secado empleado, tal como se

muestra en la figura 3.

Sol Sombra Estufa

Figura 3. Material vegetal molinado procedente de las hojas de P. claraense
Urb.

Las tres muestras conservaron un olor aromatico intenso similar a la menta.
Estas caracteristicas no presentaron diferencias apreciables en ninguno de los
métodos.

3.2.2 Determinacioén del contenido de humedad residual

La determinaciéon de humedad residual en el material vegetal es uno de los
indices numéricos que ayudan a complementar la calidad del método de
secado evaluado. Un exceso de agua en la droga puede provocar la
proliferacion de microorganismos e insectos, seguido de la hidrolisis de
principios activos, especificamente de los metabolitos glicosilados, y por

consiguiente el deterioro de la droga.®®

El contenido de humedad se determind segun el meétodo gravimétrico,
realizandose tres réplicas para cada uno de los métodos de secado. Los

resultados se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Determinacion de humedad para cada uno de los métodos de secado.

Método de secado Humedad (%) x £ SD
Sombra 8,29 + 0,882
Sol 7,05 £ 0,442
Estufa 5,67 + 0,68

Leyenda: x: media; SD: desviacion estandar. Letras iguales representan que no hay diferencias
estadisticamente significativas y letras diferentes que si hay diferencias estadisticamente
significativas entre los valores (p<0,05).

Las farmacopeas establecen un contenido de humedad entre un 8-14%,®°
mientras que otros autores refieren un limite 6ptimo menor del 10 %.®" En este
caso la droga correspondiente a los tres métodos se encuentran por debajo de
los limites establecidos, presentando el método de secado en la estufa el
menor valor, esto se explica debido a que el secado en estufa es mucho mas
homogéneo y la humedad y temperatura se mantienen constantes, ademas se
minimiza la influencia de factores ambientales como las radiaciones solares, las

variaciones de temperatura y la humedad ambiental.®®

Al no existir un material de referencia para este estudio se compara con P.
guajava, al cual se le realiz6 una estandarizacion de secado empleando
también los métodos de secado al sol, a la sombra y en estufa. Como
pardmetro indicativo de un buen proceso de secado se determiné la humedad
residual mostrando valores de 13,0%, 13,7%y 7,5% para los métodos de
secado al sol, a la sombra y en estufa respectivamente, mostrando este ultimo

los mejores resultados.®

El secado al sol y a la sombra estan sometidos a la variacion de los factores
ambientales antes mencionados por lo que su contenido de humedad se
espera que sea mayor; no obstante, los valores obtenidos para estos dos
meétodos, al cumplir los limites establecidos, pueden emplearse para el secado
de la planta como otra alternativa mas econémica en cuanto a gasto energético

pero menos rentable en funcion del tiempo.

3.2.3 Tamizaje fitoquimico

Uno de los aspectos considerados de interés en el estudio de una droga es
conocer de forma preliminar su composicién quimica general por medio del

tamizaje fitoquimico.
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Para su realizacion se obtuvieron los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso. El
método de extraccion que se empledé fue el método de extraccion por
maceracion ya que es muy sencillo de realizar, no se ven afectados los
metabolitos por la accion del calor y ademas no es determinante el grado de

trituracion de la droga.®®

Se realizaron extracciones sucesivas para cada uno de los métodos de secado
con solventes de diferente polaridad: éter, etanol y agua, presentando el
extracto etéreo un color verde oscuro, el extracto etandlico color verde amarillo
y el extracto acuoso un color pardo rojizo. Los resultados del tamizaje

fitoquimico se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Resultado del tamizaje fitoquimico.

Metabolito Ensayo Extracto Extracto Extracto

etéreo alcohélico acuoso

So |S E So |S E So |S E
Alcaloides Dragendorff | + + + + + + + + +
Acidos grasos | Sudan Ill + + |+ |- - - - - -
Coumarinas Baljet + + + ++ | ++ |+ |+ |+ |+
Triterpenos y Liebermann- | NP | NP | NP | + + + NP | NP | NP
esteroides Burchard
Flavonoides Shinoda + + + + + + + + +
Resinas Resinas NP | NP | NP |- - - - - -
Saponinas Espuma NP | NP | NP |- - - - - -
Glicésidos Kedde NP | NP | NP |- - - - - -
cardioténicos
Fenoles y/o Cloruro NP | NP | NP |+ + + + + +
taninos férrico
Aminoacidos Ninhidrina NP | NP | NP |- - - - - -
libres
AzUcares Fehling NP |NP | NP | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++
reductores
Quinonas Borntrager NP |NP | NP | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++
Antocianidinas NP | NP | NP |+ + + NP | NP | NP

Leyenda: (+): indica presencia del fitocompuesto, (-): indica ausencia del fitocompuesto, NP: no
procede, So: sombra, S: sol y E: estufa.

La realizacion de este tamizaje fitoquimico no mostro diferencias para los
diferentes métodos de secado utilizados, revelando la presencia de varios
compuestos como flavonoides, taninos, azlcares reductores, coumarinas,
quinonas, antocianidinas, triterpenos y esteroides y acidos grasos, coincidiendo

con los reportados en un estudio anterior que se realizé con esta planta.®
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El ensayo para alcaloides mostro diferencias en cuanto a sus resultados con lo
reportado por Marrero en el 2017® dando evidencias de su presencia en los
tres extractos evaluados para cada uno de los métodos. Es importante destacar
que si bien este tipo de metabolito no habia sido identificado para P.
claraense,® sin embargo si se ha referido su presencia en otras especies del
mismo género como P. guajava L.®® y Psidium cattleianum Sabine®® y resulta
de gran interés por sus propiedades como posible depresor del Sistema

Nervioso Central,®® entre otras acciones.

Ademas muchas plantas que contienen alcaloides son usadas como
analgésicas,’? y antinflamatorias” y los alcaloides cuaternarios y sus
derivados han demostrado tener actividad antimalarica.’? Vinblastina y
vincristina son alcaloides ampliamente utilizados en el tratamiento de la
leucemia infantil y el linfoma de Hodgkin."? Los alcaloides también han
demostrado ser de utilidad en el tratamiento de los sintomas y progresion de

ciertas enfermedades como el Alzheimer.™®

Los resultados contradictorios para este metabolito sugieren que debera
profundizarse en investigaciones futuras en el estudio de este compuesto en
las muestras de la especies que crecen en la regidn, debido a que existen otros
factores que pueden variar la composicion de metabolitos como los nutrientes,

la disponibilidad hidrica, la altitud y el ataque de patégenos.™

Después de analizar los parametros evaluados para la estandarizacion del
secado de las hojas de P. claraense se puede llegar a la conclusion de que el
método de secado en estufa es el mas adecuado para secar el material
vegetal. Aunque los tres métodos mostraron no diferir en la composicion
guimica de las hojas y los valores de humedad se encuentran dentro del rango
establecido por la literatura, el método de secado en estufa conserva las
caracteristicas organolépticas de la droga, muestra el menor valor de humedad
residual, ademas de una mayor pérdida en peso, un secado mas homogéneo y

en menor tiempo.

No obstante, se propone como alternativa el método de secado al sol en

aguellos lugares donde no sea posible realizar el secado artificial en estufa,
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debido a que no se muestran alteraciones aparentes en la composicion quimica
de los metabolitos ni en las caracteristicas organolépticas de la droga, la
pérdida en peso no presenta diferencias estadisticamente significativas a la de
la estufa y su valor de humedad se encuentra dentro de los limites establecidos

por la literatura.®®

3.3 Determinacién de indices farmacognadsticos

Dentro del estudio farmacognostico de una droga se encuentra la
determinacién de un conjunto de parametros fisico-quimicos, los cuales son
indispensables para garantizar su calidad y pureza, lo que se traduce en el

valor intrinseco de la misma.
3.3.1 Determinacion de humedad residual y cenizas

La determinacion del contenido de humedad y cenizas se llevd a cabo para el
material vegetal secado en la estufa. Se realizaron un total de 6 réplicas para
cenizas totales y para cenizas solubles en agua, cenizas insolubles en &cido
clorhidrico al 10% y humedad residual 3 réplicas en cada caso. En la tabla 5 se

muestran los resultados.

Tabla 5. Determinacion de humedad residual y cenizas.

Pardmetros Resultados (%) x + SD
Humedad residual 5,67 £ 0,68
Cenizas totales 441 +0,18
Cenizas solubles en agua 0,69+0,16
Cenizas insolubles en acido clorhidrico al 10% 0,78 £ 0,48

Leyenda: x: media; SD: desviacion estandar.

El valor de humedad residual, como ya se habia explicado en 3.2.2. se
encuentra dentro del limite establecido por las farmacopeas,(55) lo cual indica la

calidad del método de secado evaluado.

Las cenizas son indicativas de la calidad del material con que se trabaja y
constituye una base para juzgar su pureza e identidad, brindando informacion
relativa a la posible adulteracién con materias inorganicas o cuerpos extrafios

que posea.®®
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Algunas literaturas plantean un indice de cenizas totales hasta el 5%,®®
mientras otras establecen un limite de hasta 14%."® Para plantas de la familia
Myrtaceae como el eucalipto y la guayaba se plantea un maximo de cenizas de
un 6 y un 10% segn la Farmacopea Britanica’® y el Formulario Nacional de

fitofarmacos y apifarmacos® respectivamente.

No existen referentes en la literatura de este parametro para la especie vegetal
en estudio, sin embargo si lo comparamos con los limites exigidos y con los
referidos para especies de la familia el valor es menor (4,41 + 0,18). Por lo
general, las cenizas totales se componen de carbonatos, fosfatos, sulfatos,
silicatos y silice.’” El contenido de cenizas totales es importante e indica, en
cierta medida, el cuidado que se ha tenido en la preparacion de la droga.

En el caso en estudio se tuvo especial cuidado en la seleccion y tratamiento del
material vegetal, lavando con agua potable y eliminando toda la materia

extrana.

La cantidad de cenizas solubles en agua y las insolubles en acido clorhidrico al
10%, son también parametros que ayudan a evaluar la pureza de la droga. Al
analizar los resultados se pudo evidenciar que las cenizas solubles en agua
mostraron un valor de 0,69 * 0,16 y las cenizas insolubles en &cido clorhidrico
al 10% un valor de 0,78 + 0,48. En ambas determinaciones los valores son
pequefios y estan dentro de los limites establecidos (alrededor del 2% para

plantas medicinales).™

3.3.2 Determinacion de extractivos solubles

La determinacién de sustancias extraibles o solubles es uno de los indices
numeéricos mas importantes para seleccionar los mejores disolventes en el
proceso de extraccion.®™ Se determinaron los extractivos solubles de los
extractos acuoso, alcoholico e hidroalcohdlico procedentes del método de

secado en la estufa. Los resultados se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Extractivos solubles (%) obtenidos para los extractos de P. claraense.

Extractos Resultados (%) x + SD
Acuoso 16,57 £ 0,872
Alcohdlico 19,42 + 1,29°
Hidroalcohdlico 30,09 + 0,99°

Leyenda: x: media; SD: desviacion estandar. Letras iguales representan que no hay diferencias
estadisticamente significativas y letras diferentes que si hay diferencias estadisticamente
significativas entre los valores (p<0,05).

En estudios anteriores® se determinaron las sustancias solubles o extraibles
para el extracto acuoso y alcohdlico mostrando este Ultimo los mejores
resultados, lo cual concuerda con este estudio. El extracto hidroalcohdlico
mostro resultados superiores a los obtenidos previamente para los extractos
acuoso Yy alcohdlico (30,0976% + 0,99).

El mayor porcentaje de sustancias extraibles encontrados en este extracto es
debido a la afinidad de los constituyentes de esta droga por esta mezcla
hidroalcohdlica y, aunque este parametro no se refiere exclusivamente a la
cantidad de metabolitos secundarios disueltos, si puede dar una medida de que
a mayor valor del mismo, mayor probabilidad de existencia de los metabolitos

secundarios de interés.®”

Anteriormente no se ha estudiado un extracto hidroalcohdlico para esta planta
pero si para P. guajava, especie de referencia en el género, mostrando valores
similares (30,70 %, 29,84 %, 30,30 % y 29,56 %) evaluado en cuatro regiones
diferentes.®® Otros estudios han evaluado el comportamiento de las sustancias
solubles en varios extractos concluyendo que las mezclas hidroalcohdlicas son

las que presentan un mayor porciento de sustancias solubles.®® 7®

Mediante el empleo de los métodos fisico-quimicos de analisis descritos
anteriormente puede determinarse y establecerse de manera preliminar los
indices de calidad de la droga evaluada. Adicionalmente el estudio aporta
elementos que permiten completar su identificacion. Todos estos indices una
vez estandarizados y determinadas las especificaciones de calidad pueden
constituir valores de referencia para estudios posteriores con este material

vegetal.
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3.4 Determinacion del indice de polifenoles totales.

El fundamento de esta técnica analitica se basa en la obtencién del indice por
la medida de la absorbancia a 280 nm (UV), porque el nacleo bencénico
caracteristico de los compuestos polifendlicos tiene su méximo de absorbancia
a esta longitud de onda.’® Los resultados de este indice para cada uno de los

extractos se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. IPT obtenidos para los extractos de P. claraense.

Extractos Resultados x £ SD
Acuoso 53,0 £ 1,022
Alcohodlico 52,2 £ 0,842
Hidroalcohdlico 55,9 + 1,23°

Leyenda: x: media; SD: desviacion estandar. Letras iguales representan que no hay diferencias
estadisticamente significativas y letras diferentes que si hay diferencias estadisticamente
significativas entre los valores (p<0,05).

Los valores del IPT usualmente estan comprendidos entre 6 y 120, indicando
que a mayor valor, mayor sera la riqueza fenélica.®” Los resultados obtenidos
en el presente estudio indican una significativa presencia de estos metabolitos
en los extractos evaluados. En un estudio realizado en el afio 2017 se

determiné el indice de IPT para P. claraense mostrando valores similares.®

El IPT calculado para el extracto hidroalcohélico mostré valores superiores a
los obtenidos para los extractos alcohdlico y acuoso y aunque no resulte una
medida exacta del contenido de fenoles puede inferir que este extracto

presente una mayor concentracién de estos metabolitos.

Aungue este pardmetro resulta solo una medida preliminar del posible
contenido fendlico presente en extractos naturales dado su sencillez y rapidez
en la realizacion, puede emplearse tanto para el control de la calidad de
extractos naturales como en el tamizaje de plantas con compuestos

fenolicos.™

3.5 Determinacion del contenido de compuestos fendlicos

El ensayo de Folin-Ciocalteau para la cuantificacion de polifenoles totales, es
una técnica que ha llegado a ser la mas utilizada para determinar de manera

cuantitativa a los polifenoles. Este método consiste basicamente en generar
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color a través de la adicion del reactivo de Folin-Ciocalteau en un medio

alcalino a una determinada muestra.®?

El contenido total de compuestos fendlicos se calcul6 empleando la curva de

calibracion del &cido galico como patron, la cual se muestra en el grafico 2.

Curva de calibracion del acido galico
0,7
06 y =0,1005x - 0,0063 *
0,5 R2=0,9971
0,4
0,3 -
0,2 "
0,1 -

[\ ]

Absorbancia

0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracion (pg/mL)

Grafico 2. Curva de calibracién del acido galico.

El contenido total de compuestos fendlicos para los extractos de P. claraense
se muestra en la tabla 8. Los resultados se expresaron como miligramos

eguivalentes de acido galico por gramos de extracto seco (MgEAG/QES).

Tabla 8. Cuantificacion del contenido de fenoles totales (NgEAG/QES).

Extractos Resultados (MgQEAG/QES) x + SD).
Alcohélico 55,89 + 2,332
Acuoso 63,61 + 7,41°
Hidroalcohdlico 102,64 + 1,69°

Leyenda: x: media; SD: desviacién estandar. Letras iguales representan que no hay diferencias
estadisticamente significativas y letras diferentes que si hay diferencias estadisticamente
significativas entre los valores (p<0,05).

En estudios anteriores® se determiné el contenido de fenoles para el extracto
etandlico de P. claraense mostrando valores muy inferiores a los obtenidos en
el presente estudio (10,19 = 0,36 mgEAG/QES). Estas diferencias pueden
deberse a que las plantas responden a variaciones ambientales, como las
causadas por la época del afo, la fertilizacion y los dafios ocasionados por
plagas y enfermedades, lo cual influye en la produccion de metabolitos

secundarios que regulan la actividad metabdlica. Igualmente la produccion de
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estos compuestos se ve afectada por el estado fenologico de la planta, siendo
la hoja joven el estado fenoldgico ideal para la cuantificacion de estos
metabolitos.**

Otros factores que pueden influir son el proceso de floracion, lo cual demanda
una alta disponibilidad de estos metabolitos para apoyar dicho proceso y la
humedad, la cual depende fundamentalmente del régimen de precipitaciones.
El agua es la encargada de transportar los principios solubles que se
encuentran en el suelo e interviene en la sintesis de metabolitos primarios que
son el punto de partida en la biosintesis de metabolitos secundarios, entre

ellos, los compuestos fendlicos.®>

La cuantificacion de compuestos fendlicos arrojé mayores resultados para el
extracto hidroalcohdlico (102,64 + 1,69 mgEAG/QES), sin referencias para el
caso del P. claraense, pero si para P. guajava L., al cual se le cuantificé el
contenido de fenoles mostrando valores de 90,7146 mgEAG/gES,*? inferiores

a los hallados en este estudio.

En la literatura existen varios estudios donde sefalan que regularmente los
extractos organicos polares tienen de 3 a 4 veces mas fenoles totales que los
extractos acuosos.® 8 La cantidad de fenoles totales, flavonoides y taninos
tienen una relacion directa con el poder reductor y actividad antirradical de los
extractos.® Consecuentemente, se puede establecer que la actividad
antioxidante sugerida para la especie pudiera ser mas marcada en el extracto

hidroalcohélico.

En estudios anteriores® se cuantificé el contenido de fenoles para especies de
la familia Myrtaceae como Psidium cattleyanum Sabine y Eugenia pyriformis
Cambess mostrando valores inferiores a los encontrados en este estudio: 37,13
+ 3,35 (MgEAG/QES) y 34,82 £ 0,74 (MgEAG/QES) respectivamente.

3.6 Determinacion del contenido de flavonoides totales

El contenido total de flavonoides se calcul6 empleando la curva de calibracion

de quercetina como patrén, la cual se muestra en el gréfico 3.
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Curva de calibracidn de quercetina
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Gréfico 3. Curva de calibracion de quercetina.

El contenido total de flavonoides para los extractos de P. claraense se
muestran en la tabla 9. Los resultados se expresaron como miligramos de

guercetina equivalentes por gramos de extracto seco (mgQE/gES).

Tabla 9. Cuantificacion del contenido de flavonoides totales (MgQE/gES).

Extractos Resultados (MgQE/gES) x + SD
Alcohélico 5,55 +0,112
Acuoso 3,34+ 0,16°
Hidroalcohdlico 7,04 £0,19°

Leyenda: x: media; SD: desviacion estandar. Letras iguales representan que no hay diferencias
estadisticamente significativas y letras diferentes que si hay diferencias estadisticamente
significativas entre los valores (p<0,05).

El contenido de flavonoides totales no ha sido cuantificado anteriormente para
la especie, por lo que no existen referencias en la literatura sobre este
pardmetro. Los resultados muestran que el contenido de flavonoides totales es
superior en el extracto hidroalchdlico, en correspondencia con el resultado
hallado en la cuantificacion de fenoles. En este caso el contenido de
flavonoides mostrado por dicho extracto resultd inferior a los descritos para el
P. guajava (17,05 mgQE/gES)“? pero superiores al encontrado en especies
de la misma familia como Eugenia claraense (3,21 mgEQ/gES).®®

La confirmacion cuantitativa de la presencia de estos metabolitos reviste una
gran importancia para la planta en estudio ya que un gran nimero de autores

relacionan la presencia de estos, en multiples especies de plantas medicinales,
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con propiedades farmacologicas, entre las cuales se destaca la actividad

antioxidante.®® 8

Una vez analizados los extractos empleados en el estudio se llegd a la
conclusion de que el extracto hidroalcohdlico presenta los mejores resultados
en cuanto a extractivos solubles, indice de polifenoles totales y cuantificacion

de fenoles y flavonoides por lo que se decidid establecer su caracterizacion.

3.7 Caracterizacion fisico-quimica del extracto hidroalcohdlico

Debido a que el extracto hidroalcoholico muestra los mejores resultados se
decidio realizar su caracterizacion fisico-quimica con vistas a establecer sus
parametros de calidad para investigaciones futuras. Para esto se determinaron
las caracteristicas organolépticas como color y olor, el pH, densidad relativa,

indice de refraccion, solidos totales y andlisis capilar.

El extracto hidroalcohdlico obtenido presenta un color pardo oscuro, con cierta
opalescencia y olor caracteristico. Los resultados de la determinacion del pH,
indice de refraccion, sélidos totales y densidad relativa se muestran en la tabla

siguiente tabla.

Tabla 10. Resultados de la caracterizacion fisico-quimica del extracto

hidroalcohdlico.

Parametros Resultados x £ SD
pH 5,30 + 0,025
Densidad relativa (g/cm®) 0,931 + 0,021
indice de refraccion 1,359 + 0,000
Soélidos totales (%) 3,4033 £ 0,015

Leyenda: x: media; SD: desviacion estandar.

El valor de pH obtenido®3? denota un caracter acido débil, justificado por la
presencia de compuestos resultantes de la extraccibn que aportan estas
caracteristicas, o bien debido a la combinacién de las caracteristicas acidas y
basicas de los diferentes grupos de familias quimicas presentes en el medio,

todas identificadas en el tamizaje fitoquimico.
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Entre los compuestos identificados que aportan caracteristicas acidas se
encuentran los flavonoides, fenoles y taninos.® Este valor de pH obtenido
puede ser éptimo para el desarrollo de futuras formulaciones para la piel ya que

se encuentra dentro del rango reportado por Achman, Herbert y Kaing (5-6).°

La variable sélidos totales resulta de gran importancia a monitorear cuando de
una planta se pretende extraer la mayor cantidad de metabolitos presentes en
la misma.®® Aunque este parametro, al igual que el pH, densidad relativa e
indice de refraccion no se encuentran normados para este extracto podemos
plantear que son adecuados tomando en consideracion la correspondencia con
resultados obtenidos para extractos de P. guajava, tal como se muestra en la
tabla 11.¢®

Tabla 11. Pardmetros fisico-quimicos del extracto fluido de Psidium guajava L.

Parametros Resultados
pH 5,24
Densidad relativa (g/cm?) 0,957
indice de refraccion 1,367
Solidos totales (%) 5,50

Los resultados del analisis capilar del extracto hidroalcohélico muestran una
imagen poco coloreada, alta (altura de mas de 8 cm), con una franja poco
visible, festonada. La subfranja es de color blanco y la banda y subdanda de
color amarillo claro, no mostrandose diferencias entre ellas. No se observan
cambios de coloracién con vapores de amoniaco y al someterlo a la luz
ultravioleta presenta fluorescencia violacea para la subfranja y fluorescencia

verde en la franja. Estas caracteristicas pueden observarse en la figura 4.
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Franja

Franja

Figura 4. Resultados del analisis capilar.
A: sin luz UV; B: con luz UV

Los resultados obtenidos en las determinaciones antes explicadas no pueden

ser comparados, pues no existen reportes de estudios similares para la especie

en estudio, de ahi que estos constituyan la base cientifica para el fundamento

de investigaciones futuras sobre el tema y la especie.

3.7.1 Tamizaje fitoquimico

Los resultados del tamizaje fitoquimico para el extracto hidroalcohdlico se

muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Resultado del tamizaje fitoquimico para el extracto hidroalcohdlico.

Metabolito Ensayo Resultado
Alcaloides Dragendorff +
Acidos grasos Sudan Il -
Coumarinas Baljet ++
Triterpenos y esteroides Liebermann- Burchard +
Flavonoides Shinoda +
Resinas Resinas -
Saponinas Espuma +
Glicosidos cardiotonicos Kedde -
Fenoles y/o taninos Cloruro férrico +
Aminoécidos libres Ninhidrina -
Azucares reductores Fehling ++
Quinonas Borntrager ++
Antocianidinas +

Leyenda: (+): indica presencia del fitocompuesto y (-): indica ausencia del fitocompuesto.
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Los resultados del tamizaje fitoquimico para el extracto hidroalcoholico mostré
semejanzas en comparacion con el acuoso y el alcohdlico en cuanto a los
ensayos de alcaloides, flavonoides, taninos, azucares reductores, coumarinas,

quinonas, antocianidinas, triterpenos y esteroides.

Con respecto al potencial biolégico atribuido a las clases de metabolitos
encontradas en el presente estudio, se sabe que el uso de plantas medicinales
que contienen flavonoides es amplio y, aunque algunos estudios han
demostrado que ciertos flavonoides pueden tener efecto mutagénico, en
general, se consideran beneficiosos, siendo utilizados por sus propiedades
antitumorales, antivirales, antihemorragicas, hormonales, antiinflamatorias,

antimicrobianas y antioxidantes.®”

Los taninos presentan propiedades astringentes, tanto por via interna como
topica.® Por via interna se emplean como antidiarreicos, favoreciéndose esta
actividad por cierto efecto antiséptico, ya que precipitan los enzimas
extracelulares secretados por los microorganismos causantes de las
infecciones, lo que hace que sean de utilidad en diarreas infecciosas.®® Las
plantas ricas en taninos son conocidas por sus propiedades antihemorragicas,
antiinflamatorias, y por su uso para la hipertension, el reumatismo, la gastritis,
las Ulceras y los trastornos renales; mientras que las que poseen triterpenos
tienen gran utiidad como antihiperalgésicos, antiinflamatorios 'y

antimicrobianos.®”

Los azucares reductores igualmente son de gran importancia puesto que mono
y disacéaridos, como la glucosa, acttan como combustibles bioldgicos,
aportando energia inmediata a las células; es la responsable de mantener la
actividad de los mdusculos, la temperatura corporal, la presion arterial, el
correcto funcionamiento del intestino y la actividad de las neuronas. Los
glucidos aparte de tener la funcion de aportar energia inmediata a las células,

también le proporcionan energia de reserva.®®

Por otra parte las drogas vegetales que contienen quinonas presentan acciones

antimicrobianas® y hepatoprotectoras.®® Estos metabolitos también han

(90)

demostrado ser utiles en el tratamiento de la nefropatia diabética™ y el asma
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bronquial.®® Se ha demostrado que las quinonas tienen efecto cardioprotector
por activacion de los canales de K* dependientes de ATP e inhibicion de los
canales de Ca?" dependientes de voltaje.®? También se ha encontrado que
inducen la apoptosis en células cancerigenas, prometiendo ser compuestos

lideres en el desarrollo de nuevos farmacos contra el cancer.®

A los compuestos coumarinicos se les atribuyen propiedades como
antiarritmicos,® ademas de que en otros estudios se destacan efectos de tipo
anticancerigeno,® antimalarico,®® antituberculoso,®® antinflamatorio®” 'y
antitrombético.®® Se ha probado que tienen actividad antimicrobiana frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa,®®
recientemente se ha descubierto que pueden ser de gran ayuda en el

desarrollo de potentes agentes retrovirales.®®

Las antocianidinas fueron otros de los compuestos encontrados durante la
realizacion del tamizaje y los cuales son también valiosos puesto que pueden

mejorar la agudeza visual*®” e (101-109

y mostrar actividad antioxidant presentan
efectos cardioprotectores y disminuyen la presion arterial.*°Y También tienen
efecto antimicrobiano debido a que impiden el crecimiento bacteriano por una
serie de mecanismos como la destruccion de la pared celular y los organulos

celulares.%V

Estos metabolitos han demostrado tener efectos anticancerigenos contra el
cancer gastrico,*® el cancer de colon,®® el cancer pancreatico*®® y el cancer
de mama.®®” Estudios recientes han demostrado que tienen también efectos
neuroprotectores®®® y hepatoprotectores.’®® Sus efectos antidiabéticos se
deben a que reducen la hiperglucemia por disminucién de los niveles del factor
de necrosis tumoral a, disminucion del estrés oxidativo, lo cual protege las
células B pancreaticas y también disminuye la produccién de glucosa e

incrementa la absorcion de la misma.®*0-112

Cabe destacar que esta planta presenta una gran cantidad de compuestos

fendlicos como taninos, flavonoides y antocianidinas los cuales son altamente

85)

efectivos como defensa antioxidante.®® También poseen efectos

vasodilatadores, antiinflamatorios, hepatoprotector y anticancerigenos. *** 14
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A diferencia de los otros extractos, con el hidroalcohdlico se evidencio la
presencia de saponinas. Esta diferencia se debe fundamentalmente a la mayor
capacidad extractiva del solvente empleado, ademas las saponinas son
compuestos polares™® para los cuales esta referido en la literatura la
extraccion con etanol, metanol, n-butanol, o mezclas de diferentes proporciones
de estos alcoholes y agua,™® " mostrando estas mezclas hidroalcohélicas

los mejores resultados.**®

Este metabolito ha sido identificado en otras especies de Psidium como P.
guajava.™® Las saponinas pueden ser de gran relevancia ya que desde el
punto de vista farmacoldgico, las drogas con sapondsidos pueden tener
diferentes acciones, las cuales se deben, sobre todo, a los sapondsidos

triterpénicos.?

Entre las acciones farmacologicas mas destacables de las drogas con
sapondsidos se encuentra el efecto diurético®® ya que tienen la capacidad de
aumentar la circulaciébn sanguinea a nivel renal, con lo que la filtracion
glomerular se ve aumentada y, por tanto, se da un efecto diurético. Ademas
han demostrado tener actividad insecticida,"*Y antihelmintica vy

expectorante. 2%

El efecto anticancerigeno ha sido ampliamente estudiado mostrando buenos
resultados contra el cancer de pulmén,*?? el carcinoma hepatocelular,®®® la
leucemia,™®* el mieloma multiple®®® y el cancer de ovario.*?*® También se ha

(127) (128) y

probado que tienen actividad neuroprotectora, inmunosupresiva

hemolitica.®%®

La presencia de saponinas en el extracto hidroalcohdlico, junto a la
cuantificacion de metabolitos fenolicos y la determinacion de extractivos
solubles, corrobora la capacidad extractiva y la potencialidad de este solvente,

aspecto a tener en cuenta para investigaciones futuras con la especie vegetal.






Conclusiones 47

CONCLUSIONES

El desarrollo de este trabajo permitio arribar a las siguientes conclusiones:

1. Para el procesamiento del material vegetal se propone el método de
secado en estufa a 40°C ya que este método resultd el mas adecuado
considerando los parametros evaluados.

2. Se determinaron los parametros farmacogndsticos al material vegetal
procedente de las hojas de P. claraense, los cuales se encuentran
dentro de los limites establecidos por la literatura, garantizando la
calidad del mismo.

3. El extracto hidroalcoholico mostrd los mejores resultados en cuanto a
composicién quimica y cuantificacion de fenoles y flavonoides con
(102,64 + 1,69 mgEAG/gES y 7,03 + 0,19 mgQE/gES) respectivamente.

4. Se caracterizo el extracto hidroalcohélico procedente de la droga cruda,
presentando indices adecuados tomando en consideracién la

correspondencia con extractos de P. guajava.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar la determinacion de los indices farmacogndsticos a muestras
procedentes de diferentes épocas del afio con vistas a establecer las

especificaciones de calidad de la droga vegetal.

2. Completar el estudio fitoquimico de la planta con el objetivo de aislar y

caracterizar los compuesto presentes.

3. Evaluar las propiedades farmacoldgicas del extracto hidroalcohdlico.
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Anexos

ANEXOQOS.

Anexo 1. Reactivos utilizados en el estudio farmacogndstico de las hojas de P.

claraense.

Eter etilico (UNI-CHEM)

Cinta de magnesio
metalica (Analar)

Baljet B (UNI-CHEM)

Agua destilada

Nitrato de plata

Cloroformo (UNI-
CHEM)

Etanol absoluto (UNI-CHEM)

Acido  galico
ALDRICH)

(SIGMA-

Anhidrido acético (UNI-
CHEM)

Folin-Ciocalteau SIGMA-

ALDRICH

Dragendorff (UNI-CHEM)

Acido sulfarico (UNI-
CHEM)

Carbonato de sodio (Merck).

Sudan Il

Shinoda

Acido clorhidrico
concentrado (UNI-CHEM)

Baljet A (UNI-CHEM)

Kedde A (UNI-CHEM)

Triloruro férrico al 5% en
solucién salina fisiolégica
(Analar)

Solucién de ninhidrina al
2%

Kedde B (UNI-CHEM)

Fehling A (UNI-CHEM)

Hidréxido de sodio al 5%
en agua (UNI-CHEM)

Fehling B (UNI-CHEM)




