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Resumen

La especie Citrus x aurantium L. es una planta muy utilizada por su gran variedad de uso
terapéuticos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar los parametros
farmacognosticos de las hojas de Citrus x aurantium L. recolectadas en La Gran Piedray en
Siboney. Se realizé el secado de las hojas a la sombra. Los parametros farmacogndsticos:
analisis macromorfolédgico, hojas ennegrecidas, determinacion de materia organica e
inorgdnica extrafa, contenido de humedad, cenizas totales, cenizas solubles en agua y
sustancias solubles se determinaron segin NRSP 309. Se realizd la determinacion
cualitativa de los metabolitos mediante el tamizaje fitoquimico y la cuantificacion del
contenido de flavonoides totales en el extracto alcohdlico al 30%. Las caracteristicas
macromorfolégicas de las hojas recolectadas fueron similares. Las hojas colectadas en la
zona de La Gran Piedra son mas largas, tienen mayor porciento de hojas ennegrecidas y
mayor porciento de materia organica e inorganica. Los valores obtenidos para el
contenido de humedad se encontraron dentro del limite establecido, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para el contenido de cenizas, se obtuvo mayor
cantidad de sustancias extraidas para los solventes acuoso y alcohdlico al 30 %. La mayor
diversidad de metabolitos secundarios se identificaron fundamentalmente en el extracto
etandlico al 95%, los valores mayores de flavonoides totales fueron encontrados en las
hojas recolectadas en la zona de la Gran Piedra. Los factores climaticos asociados a las
diferencias entre los pardmetros farmacogndsticos considerados son la temperatura, la
humedad y las precipitaciones, afectando de manera diferente en las dos zonas

estudiadas.
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Abstract

The species Citrus x aurantium L. is a plant widely used for its wide variety of therapeutic
uses. The objective of the present work was to evaluate the pharmacognostic parameters
of the leaves of Citrus x aurantium L. collected in La Gran Piedra and Siboney. The leaves
were dried in the shade. The pharmacognostic parameters: macromorphological analysis,
blackened leaves, determination of foreign organic and inorganic matter, moisture
content, total ash, water soluble ashes and soluble substances were determined according
to NRSP 309. The qualitative determination of the metabolites was carried out by
phytochemical screening and the quantification of the total flavonoid content in the 30%
alcoholic extract. The macromorphological characteristics of the collected leaves were
similar. The leaves collected in the area of La Gran Piedra are longer, have greater
percentage of blackened leaves and greater percentage of organic and inorganic matter.
The values obtained for the moisture content were within the established limit, no
statistically significant differences were found for the ash content, a greater quantity of
extracted substances was obtained for the aqueous and alcoholic solvents at 30%. The
greatest diversity of secondary metabolites was identified mainly in the 95% ethanolic
extract, the highest values of total flavonoids were found in the leaves collected in the
Gran Piedra area. The climatic factors associated with the differences between the
pharmacognostic parameters considered are temperature, humidity and rainfall, affecting

differently in the two areas studied.
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Introduccion

Desde tiempos remotos el hombre se ha valido de las plantas medicinales para satisfacer
sus necesidades mas elementales. En Cuba cuatro culturas constituyen las influencias
principales de la medicina natural y tradicional, estas son: la aborigen, la europea, la
africana, y la asiatica. Su influjo desigual ocurrié en un proceso de transculturacion, en el
que de forma simultanea se emplearon plantas tipicas de la medicina tradicional de cada

una de ellas.

El uso de las plantas fue un recurso esencial para palear, en parte, las mas elementales
necesidades de alimentacion, eliminar enfermedades y para sus creencias religiosas. Estos
conocimientos han llegado a través de los afos a la poblacién cubana, por medio de la
transmision oral.! Las plantas medicinales son especies vegetales cuya aplicacion depende
de la correccion de una patologia presente en el organismo humano. La milenaria
experiencia sobre su uso, ensefia que la efectividad no depende exclusivamente del
producto; es decir, no solo de sus principios activos segun la quimica, sino también, de su
preparacion y posibles combinaciones.’ La parte de la planta empleada medicinalmente se
conoce con el nombre de droga vegetal, y puede suministrarse bajo diferentes formas
galénicas: cdpsulas, comprimidos, crema, decoccidén, elixir, infusion, jarabe, pomada,

tintura, unglento, etc.?

Se conocen unas 260.000 especies de plantas en la actualidad, de las que el 10% se
pueden considerar medicinales, es decir, se encuentran recogidas en los tratados médicos
de fitoterapia modernos y de épocas pasadas. En las regiones ecuatoriales, la proporcién
de especies medicinales puede variar sensiblemente de este porcentaje, ya que ni siquiera
se conoce la totalidad de la flora.* A pesar del tiempo transcurrido y los adelantos en la
esfera de la Quimica y el desarrollo alcanzado en la industria farmacéutica el hombre
continda por diversas razones, valiéndose de los beneficios que le proporcionan las
plantas del entorno en el que se encuentran, independiente de su ubicacion geografica,
de su grado de desarrollo cultural y econémico.' La medicina herbaria, es una de las
formas mas antigua del cuidado médico ya que ha sido utilizada por todas las culturas a lo

largo de la historia. Esta se renueva en la actualidad, dado al rechazo que estan teniendo
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Introduccion

los productos sintéticos medicinales por las reacciones adversas que provocan en los
pacientes, lo cual unido a la contaminacion ambiental que genera su fabricacion, hace que
los cientificos y personal médico acuda a los productos naturales obtenidos a partir de
plantas medicinales para enfrentar los retos que demanda el combate de las

enfermedades principales que atacan a la poblacidn en los diferentes pal'ses.E"6

El conocimiento y aplicacion de los procederes y técnicas de promocién de salud,
prevencion de enfermedades, diagndstico, curacion y rehabilitacion que comprende la
Medicina Tradicional y Natural en busca de mas vida y sobre todo de mas calidad de vida,
tiene una gran importancia para los pueblos subdesarrollados, por cuanto es posible
generalizar el uso de medicamentos y otros recursos de facil adquisicion,
independientemente del grado de desarrollo alcanzado en la produccion industrial de
estos en cada pueblo.6 En la actualidad cientos de plantas son utilizadas en la medicina, sin
embargo la ciencia moderna analizando y estudiando los efectos terapéuticos de las
plantas, quiere precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades para agrupar las de
efectos similares, conocer los principios activos responsables de aliviar o curar
enfermedades, separar estos de las plantas que lo contienen, determinar sus estructuras
guimicas, sinterizarlos, proponer modificaciones estructurales en busca de una mayor

actividad y, finalmente, dar a conocer a la humanidad los resultados de los estudios.

Es por ello que las plantas medicinales son importantes para la investigacidon
farmacoldgica y el desarrollo de medicamentos, no solo cuando los constituyentes de
plantas se usan directamente como agentes terapéuticos sino también como materiales
de base para la sintesis de los medicamentos o como modelos para compuestos
farmacoldgicamente activos. Por consiguiente, la reglamentacion de la explotacién y la
exportacion, junto con la cooperacion y la coordinacidn internacionales, son esenciales
para su conservacion a fin de asegurar su disponibilidad para el futuro.’

La especie Citrus x aurantium L. (Naranja Agria) es una de las plantas que mas se utilizan
en el mundo por su gran variedad de usos terapéuticos: para la indigestion, trastornos

circulatorios, insomnio, erupciones cutdneas, fortalecimiento del sistema nervioso entre
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Introduccion

otras,® siendo la especie vegetal escogida para la realizacién de este estudio. La naranja
agria es una droga oficial en Cuba, pero las normas que existen son para la corteza del
fruto’ y no para las hojas, que seran el objeto de nuestra investigacién por el amplio uso

gue tienen por la poblacion.

El crecimiento de las plantas y la produccién de compuestos quimicos responsables de las
propiedades medicinales de las mismas pueden verse afectados por diversos factores lo
cual afectaria y disminuiria su uso terapéutico. Estos factores estan relacionados con la
edad de la planta, las caracteristicas del suelo, asi como factores ambientales y pueden
modificarse con el cambio climatico que esta asociado a la variacion global del clima de la
Tierra, que ha cambiado muchas veces a lo largo de su historia.™

El clima es uno de los principales factores que regulan la distribucién de las especies de
plantas, ya sea directamente, a través de limitaciones fisioldgicas en el crecimiento y la
reproduccién o, indirectamente, por medio de los factores ecoldgicos, como la
competencia por recursos. Diversos estudios destacan que el cambio climatico registrado
en los ultimos 30 afios ha tenido un impacto en la distribucion, abundancia, fenologia y
fisiologia y composicién quimica de muchas especies, pero aun es insuficiente el
conocimiento acerca de cémo influye el cambio climatico en las plantas.'

La consecuente agudizacién de los periodos de sequia, la ocurrencia de lluvias intensas, la
elevacion de la temperatura y el incremento de las penetraciones del mar, asi como de la
intensidad y frecuencia de fendmenos extremos como los huracanes, se reconocen como
algunas de las causas mas importantes de pérdida de la diversidad biolégica en Cuba.'? Es
una realidad que las sequias se intensifican, asi como que la temperatura aumenta vy el
mar se eIevaBpor lo que en vista a los impactos negativos que puede tener el cambio
climatico, nuestro pais ha tomado medidas para mitigar los efectos en nuestro
archipiélago, credandose diferentes alternativas entre la que se destaca la creacion del Plan
de Acciones para la Adaptacion y Mitigacién del Cambio Climatico en el afio 2017 mas
conocido como “Tarea Vida™ por el ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente

(CITMA).®*Una de las acciones disefiadas por el Departamento de Farmacia de la
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Universidad de Oriente para complementar este plan nacional, estd el estudio de
variaciones farmacognodsticas de plantas medicinales.
Problema Cientifico
Insuficientes evidencias sobre la influencia de los factores climdticos en el
comportamiento de los pardmetros farmacogndsticos de las hojas de la especie Citrus x
aurantium L.
Hipotesis
Si se conoce la influencia de las caracteristicas climaticas de la zona geografica de colecta
sobre los pardmetros farmacogndsticos de la especie Citrus x aurantium L. se podra
estimar en qué grado se afectarian estos pardmetros ante los efectos del cambio
climatico.
Objetivo General
Evaluar la influencia de los factores climaticos en los pardmetros farmacognodsticos de las
hojas de |la especie Citrus x aurantium L. en las zonas estudiadas.
Objetivos Especificos

1. Comparar los pardmetros farmacogndsticos de las hojas de la especie en los

puntos de colecta
2. Determinar factores asociados a las diferencias entre los parametros

farmacogndsticos considerados.
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Capitulo I. Revision Bibliogrifica

1.1 Plantas Medicinales

Las plantas medicinales han constituido desde tiempos remotos un recurso de gran
importancia, para cubrir las necesidades terapéuticas. Su uso como agentes de la salud es
ampliamente conocido en multiples culturas del mundo y ha sido transmitido a través de
generaciones. Este saber tradicional se ha ido perfeccionando a lo largo del tiempo, por el
rigor cientifico de ensayos quimicos, farmacoldgicos, toxicoldgicos y clinicos; para explicar
en forma racional el uso terapéutico de una planta y que permite ademas la vigencia de su
empleo. ™

Se considera que toda la vegetacién de nuestro planeta alcanza el medio millén de
especies y se ha reconocido ultimamente que la region occidental contiene la mayor
biodiversidad y complejidad de éstas, siendo nuestro pais privilegiado en ese aspecto v,
por ende, se crea la necesidad de un mayor estudio de dichos recursos.™®

Las plantas medicinales, son definidas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
como toda especie vegetal en la que el todo o una parte estd dotada de actividad
farmacoldgica. Esta Ultima, corresponde a compuestos quimicos propios de la planta, que
estan sometidos a variables fisicas, tales como humedad del suelo, condiciones de luz,

temperatura y otros. Reportes de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indican que

el 80 %de la poblacidn mundial conoce de las ventajas de su uso en atencidn primaria de

17-1
salud.!’”

Los métodos de prospeccién al azar siguen teniendo preferencia en la busqueda de
compuestos activos por parte de la industria farmacéutica, pero en los ultimos anos se ha
prestado especial atencién a la utilizacién de la informacidn etnobotdnica para la seleccién
de plantas en la busqueda de compuestos con actividad bioldgica. En tal sentido, algunas
investigaciones han evidenciado la efectividad de este enfoque para tal fin. Sin embargo,
en muchos paises en desarrollo ha ocurrido una pérdida importante del conocimiento
tradicional sobre el uso de las plantas medicinales. Aunado a ello, la disponibilidad de
estas se ha visto reducida por la degradacién de los bosques y su conversién a bosques
secundarios y campos agricolas. En consecuencia, la cadena de transmisién de dicho

concomiendo se encuentra en riesgo.”
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Capitulo I. Revision Bibliogrifica

Las ventajas del empleo de las plantas radican en que, junto a sus principios activos,

existen en muchos casos otros constituyentes de accidn sinérgica, que potencian su accion

y las hacen mas completa y duradera que el principio o principios activos aislados. Las

plantas medicinales son beneficiosas porque:*

**» Son muy accesibles en cuanto a la recoleccién y su uso.

++ Ejercen una acciéon global sobre el organismo a causa de la interaccidon de sus
principios activos.

+ El efecto puede ser mas lento que el de los medicamentos convencionales, pero es
mas duradero.

+»+ Tienden a estimular acciones de proteccidn y regulacién de las funciones del
organismo y presentan menores efectos secundarios, lo que permite tratamientos
mas largos.

+* Sirven de complemento a tratamientos con medicamentos convencionales.

+»+ Tienen relacién con el medio cultural, es decir, con la concepcién del mundo y del
ser humano que se tiene en cada region.

% No implica gasto de dinero, ni de mucho tiempo para su preparacion.

+* No requieren de conocimientos ni de ninguna habilidad especial para ser aplicadas.

% Al hacer uso de las plantas |la gente adquiere sus propios recursos econémicos.

++ Son eficaces, durante afios han resuelto muchos de los problemas de salud en las

comunidades.

1.2 Farmacognosia

La farmacognosia estudia los principios activos de origen natural que pueden poseer un
potencial terapéutico o aplicacidn en la industria. Por lo tanto, estos principios activos son
de importancia en el desarrollo de la industria farmacéutica con repercusiones en las
Ciencias Médicas.

Una vez establecida como ciencia, se enfoco al estudio de las sustancias de origen natural,
poniendo especial interés en la identificacion, descripcidon, andlisis, comercio y uso

terapéutico de las drogas vegetales. 2
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Para la Farmacognosia, estudiar una planta medicinal significa determinar su identidad
taxondmica, describir su morfologia y anatomia, conocer su origen y forma de produccion,
procesado, composicién quimica, conocer la estructura y las propiedades de los bioactivos
presentes en ellas, para asi saber cémo diversos factores influyen en la calidad de las
drogas de origen vegetal para uso humano; también significa definir los métodos de
control de calidad, conocer todos los problemas ligados a la utilizaciéon 6ptima de las
plantas medicinales y de los productos que de ellas derivan, asi como también saber las
indicaciones, contraindicaciones, efectos secundarios, interacciones medicamentosas,
etc.”

Por otro lado, la identificacién de un vegetal es indispensable en todo trabajo con plantas
medicinales. Para esto se le examina ordenadamente segln sus caracteristicas
morfolégicas mas sobresalientes y, a medida que se va descendiendo en la escala de
clasificacion, se observan detalles mas minuciosos, pasando a caracteres microscépicos y
fisiolégicos, hasta llegar a la especie en que todos los miembros son practicamente
iguales, aunque si se estudia cuidadosamente, se veran pequefas variantes que, de

- , , . . o 22,2
tomarse en cuenta, los subdividen aun mas hasta llegar al individuo. =~ 3

1.3 Factores que influyen y afectan la composicion quimica y/o

metabolitos de las plantas medicinales

1.3.1 Edad

Debe sefialarse que, en los vegetales, la edad influye de una manera muy particular en la
existencia de los principios activos contenidos en las plantas. Cuando una planta es joven,
los jugos acuosos estan constituidos por sustancias sin propiedades quimicas definidas y
sin accién fisiolégica determinada; pero a medida que la planta va creciendo, se van
originando los principios inmediatos, hasta llegar a una época en que la planta empieza a
envejecer y comienzan a disminuir los componentes, y en este momento no resulta a

veces apta para el uso farmacéutico.
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Se debe sefialar, ademas que, cuando la planta es joven, entre sus componentes las sales
minerales solubles son muy abundantes; mientras que cuando la planta envejece, el
contenido de las sales insolubles se hace muy abundante también. **

La edad de la planta influye no solo en la cantidad total de principios activos producidos,
sino también en las proporciones relativas de los componentes de la mezcla activa.

Sin embargo, no debe deducirse que los vegetales sean mas ricos en principios activos
cuando son mas anosos; la edad, y por ende el momento éptimo de la recoleccidn,
depende de la especie en si misma y de la naturaleza de sus principios activos.

También pueden presentar variacidon de las plantas por la duracidn de su vida, ya que la
existencia de unas, dura sélo dias, viven otras pocos meses y la mayor parte muere al cabo
de uno o dos afios, varias pasan muchos afos sin florecer y perecen después dela
fructificacidn, y otras se llaman perennes pues fructifican mds de dos afios.

La época mas favorable para la recoleccion de las especies vegetales es el periodo de su
mayor vigor y cuando estan en ellos y cada una de sus partes mas desarrollados los

principios activos. 24

1.3.2 Suelos

Otro aspecto de especial importancia lo constituye la naturaleza del suelo, ya que la
presencia de determinados principios activos depende de la naturaleza y de las
caracteristicas presente en el suelo.

En los terrenos secos, por lo general se desarrollan plantas con principios amargos, sin
embargo, algunas especies requieren de terrenos hiumedos, otras de terrenos inundados y
otras se desarrollan bien en lagunas. No deja de ser también importante el tipo de
terreno, ya que, en los siliceos yesosos, calizos, salados, nitroso, turbosos y esquitosos, se
desarrollan plantas cuyas exigencias se corresponden con estas caracteristicas.

El estado de agregacidn de las particulas que forman el suelo tiene mucha influencia en el
desarrollo de las plantas y principalmente en las raices, que apenas crecen si aquel es
compacto, y se alargan tanto mas cuanto es mas movible. Segun la composicién quimica
del terreno, algunas especies vegetales pueden contener principios minerales distintos.

Otras veces los principios orgdnicos varian en dependencia de la composicion del suelo y
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muchas plantas no se desarrollan en todo tipo de suelo. De estos ejemplos es forzoso
deducir que las propiedades de algunas plantas deben ser mas o menos manifiestas segun
la composicién quimica y las caracteristicas del suelo, toda vez que facilita o es un
obstaculo al desenvolvimiento de aquellas, contribuye a que los principios varien
cualitativa y cuantitativamente en una misma especie. 24

El suelo tiene un papel Importante en el establecimiento y distribucién general de las
comunidades bidticas, a través de varios factores fisicos y quimicos. Asi, algunas plantas
solamente se desarrollan en un determinado tipo de suelo en funciéon de las
caracteristicas de este.

Suelos acidos o alcalinos: La acidez o la alcalinidad se miden en unidades de pH con una
escala de 1 a 14, si bien los valores extremos no ocurren en los suelos agricolas. El pH=7 es
neutro. La acidez aumenta con los valores de 7 a 4 y la alcalinidad de 7 a 10. El trigo crece
mejor entre pH 5,5 y 7,5; sin embargo, puede crecer en suelos mas acidos si se agregan
correctores al suelo. >>*

El principal efecto de un pH muy alto o muy bajo es que algunos nutrientes pueden estar
disponibles en forma excesiva y ser toxicos mientras que la disponibilidad de otros puede
disminuir y aparecer como deficiencias del cultivo.

En los suelos acidos, el aluminio y el manganeso pueden volverse muy solubles y tdxicos y,
ademads, reducir la capacidad de la planta para absorber fésforo, calcio, magnesio y
molibdeno. Especialmente en los suelos acidos, el fésforo no estd disponible para las
plantas. Si el boro, el cobre y el zinc estan presentes en el suelo, pueden presentar
toxicidad a bajos pH. En suelos medianamente alcalinos es posible encontrar deficiencia
de boro, cobre y zinc y puede no estar disponible el fésforo. EI pH del suelo tiene
relativamente poco efecto sobre el nitrégeno. 23,26

En los suelos acidos la sustitucion del trigo por especies tolerantes a esas condiciones
puede mejorar la productividad de la finca. Sin embargo, las ganancias pueden ser
efimeras ya que esas especies pueden acidificar mas el suelo llegando incluso a un nivel

gue sea limitante para ellas. El mejor enfoque es sin duda el mejoramiento del suelo. 23,26
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1.3.3 Factores ambientales

En el complejo ambiental donde crecen las plantas, esencialmente el clima ejerce gran
influencia en lo que respecta a los principios activos. La luz, temperatura y precipitaciones
fundamentalmente tienen un efecto marcado sobre su presencia en las plantas; también
la velocidad del viento, factor poco estudiado experimentalmente, es determinante en
muchos casos, se conoce que por su accion se incrementa la evaporacién de aceite
esenciales y que sin embargo en el caso de los alcaloides tropanicos el aumento de Ia
transpiracion en las plantas hace que sea mayor el contenido de liquido que asciende
desde las raices, por lo que es muy probable, aunque no se ha comprobado, que por esta
via se incremente el contenido en las hojas en las especies productoras de estos
alcaloides. *’

Luz o radiacién solar: Conocido es el influjo de la luz para que las plantas puedan vegetar
normalmente y biosintetizar sus principios activos. Una luz intensa les da mucho verdor, y
ayuda a desarrollar notablemente sus olores y sabores, por el contrario, una luz difusa
debilita todos estos caracteres, disminuye la consistencia, alarga los tallos y contribuye a
que los drganos se llenen de agua predisponiéndolas a la clorosis o palidez. Las
alternativas de luz y oscuridad modifican de tal modo los principios de las plantas, que hay
muchas completamente inodoras de dia y olorosas de noche, y otras son dacidas por la
mafiana, insipidas al mediodia y amargas al anochecer. *

A medida que la cantidad de radiacién solar disminuye en invierno, también lo hacen la
fotosintesis y el crecimiento. Por supuesto, no puedes simplemente poner una planta bajo
el sol directo y esperar que crezca. La calidad de la luz es tan importante como la cantidad,
y diferentes plantas requieren luz en distintos niveles. Las plantas que producen flores en
primavera y otono, son llamadas plantas de dia corto porque no requieren largos periodos
de luz para crecer. Las plantas de dia largo, por otro lado, florecen en verano y lo hacen
s6lo si reciben al menos 12 horas de luz diaria.

En sentido general, se considera que bajo la influencia de la luz se forman con mayor
intensidad algunos principios activos como colorantes, astringentes, carbohidratos y

aceites esenciales; y durante su ausencia, los productos resinosos y los acidos, de manera
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gue segln sean los principios activos de la especie en particular, es que deben
recolectarse en sitios despejados o en caso contrario, donde la sombra de los montes y los
arboles o frecuentemente las nubes disminuyen la intensidad luminosa de los rayos
solares, teniendo también en cuenta la mejor hora del dia para su recoleccién. 2*
Temperatura: La temperatura, es el principal factor que controla el metabolismo de las
plantas, juega un rol importante en el crecimiento de la planta, pero al igual que con el
sol, los valores adecuados dependen de la planta. Las especies de estacién fria, por
ejemplo, no florecen si la temperatura es muy calida. Por otro lado, las plantas de estacién
calida entrardn en latencia si las temperaturas son muy bajas. Los valores extremos
pueden afectar el crecimiento y el vigor de cualquier planta. Las temperaturas altas
pueden forzar a las plantas a usar los nutrientes creados mediante la fotosintesis a una
tasa mads alta de la que son producidos. En climas frios, la fotosintesis es mas lenta, al igual
que el crecimiento. En periodos de latencia, esto es esperado, pero si las temperaturas
caen inesperadamente durante la estacion de crecimiento, esto puede afectar
significativamente al crecimiento y la floracion. 29

A medida que desciende la temperatura el desarrollo se hace mas lento. Si las
temperaturas son lo suficientemente bajas como para llegar a helar, puede producirse un
dano severo en los tejidos jovenes; por ejemplo, los tallos vegetativos pueden morir a -
5°C. %

Con temperaturas altas el cultivo necesitara mas insumos (nutrientes, agua, radiacion
solar) para poder mantener su nivel de metabolismo. El dafio causado por las
temperaturas altas esta cominmente asociado con el estrés hidrico por lo que el manejo
del agua pasa a ser una operacién critica. En la medida en que las plantas puedan
transpirar libremente también podran hacer frente a las altas temperaturas. Los cultivos
con suficiente agua disponible pueden soportar temperaturas del aire de 40°C; sin
embargo, si el agua es un factor limitante, las hojas pueden morir a 40°C ya que las
plantas estresadas intentan conservar agua cerrando sus estomas) y reduciendo asi el

beneficioso enfriamiento producido por la transpiracién. Sin ella, la temperatura de las
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hojas puede llegar a 50°C interrumpiéndose los procesos metabdlicos. Las plantulas en
suelos muy calientes y secos pueden alcanzar facilmente estas temperaturas criticas. *°
Altitud: Con la altitud cambian la presién atmosférica, la humedad, temperatura, lo cual
determina las caracteristicas de la flora en un clima de llanos y montafias. Innumerables
son los ejemplos de plantas que requieren para su mejor desarrollo y proporcion de los
principios activos, de condiciones especificas de altitud y consecuentemente de otros
factores intimamente de ella.**

Humedad: Es un factor muy importante en el desarrollo de las plantas, ya que el agua es
la encargada de transportar los principios solubles que se encuentran en el suelo,
interviniendo ademas en la sintesis de los carbohidratos, metabolitos primarios que son
punto de partida en la biosintesis de otros metabolitos secundarios o principios activos. La
humedad depende de las caracteristicas de altitud y del régimen de precipitaciones,
puede producir pérdidas de sustancias solubles de hojas y raices, en particular, glicésidos
y aceites esenciales. Por el contrario, épocas de excesiva sequia pueden disminuir
considerablemente la proporcidon y composicion de los principios activos, llegando a
causar la muerte de la planta.?

Precipitaciones: Con relacién a las precipitaciones, la misma juega un rol fundamental al
modificar los efectos ecoldgicos de otros factores, por ejemplo, regulador de las
temperaturas; en el caso de las plantas cultivadas también el riego es un elemento a
considerar. Las lluvias, ademas influyen sobre la distribucion geografica de las plantas
haciendo que muchas especies estén limitadas a las orillas himedas de corrientes de
agua, lagunas y pantanos, asimismo su distribucion irregular da lugar a la division del afio
en estacion de seca y estacién de lluvia, asi como que por su exceso o por defecto, los

principios activos sean seriamente afectados.”

1.3.4 Factores bioldgicos

Otro aspecto de interés son los factores bioldgicos, tales como: hibridaciones, mutaciones,
variaciones, variedades y razas. Estas variantes o caracteristicas fisioldgicas de las plantas
no eran conocidas: su conocimiento, asi como la influencia de las mismas en la formacion

de los principios activos de las plantas, han sido muy necesario para descifrar algunos
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comportamientos andmalos que se observan y cuya explicacién no era atribuirle a
ninguno de los factores anteriormente analizados.

Hibridos: resultan de la fecundacion entre las especies botanicas distintas del mismo
género o incluso de géneros diferentes. Los mismos pueden originar especies diversas, no
solamente por sus caracteristicas boténicas o fisioldgicas. 2*

Mutaciones: se producen como resultado de cambios bruscos en las condiciones
ecoldgicos-geograficas que pueden hacerse hereditarios y llegar a producir a una especie
nueva o diferente. Habitualmente sufren cambios en sus principios activos, por tanto,
pueden presentar interés.

Variaciones: constituye una alteracidon ligera que experimenta la planta debido a un
cambio de circunstancias externas, la cual desaparece cuando se disipa la causa externa.
Esto puede tener un aspecto interesante y es necesario tenerlo en cuenta para la
recoleccion.

Variedad fisioldgica: es aquella la cual, siendo botanicamente igual, o sea perteneciendo
del mismo género y la misma especie, difiere en su composicién quimica.24

Las variedades fisiologicas pueden obedecer a dos causas; es decir, a modificaciones y a
combinaciones. Las primeras se deben a causa extrinsecas como son; la temperatura, luz,
resistencia mecdanica del terreno, cuerpos extrafios, etc. Las segundas se producen,

fundamentalmente, por el cruzamiento sexual de las especies.24

1.4 Citrus X aurantium L. (Naranja Agria). Generalidades

1.4.1 Descripcion botdnica

El 4rbol (Anexo 1) en altura oscila entre menos de 3 m a 9 m, es mas erecto y tiene una
corona mas compacta que el de naranja dulce, tiene una corteza marrén oscura y lisa, las
ramitas cuando jévenes son angulares, y flexibles. Tiene espinas no muy afiladas que
pueden oscilar entre 2,5-8cm de largo.

La hojas (Anexo 1) perennes (técnicamente simples o compuestas), son aromaticas,
alternas, sobre grandes peciolos mucho mas largos que los de la naranja dulce, por lo

general ovaladas con punto en el apice; (6,5-13.75 cm) de largo, (3,75-10 cm) de ancho;
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minimamente dentadas, verde oscuro arriba, pdlida por debajo, y salpicadas de diminutas
glandulas de aceite.>*3!

Las flores (Anexo 1) son fragantes, nacen simples o en pequefios grupos en las axilas de
las hojas, con alrededor de (3,75 cm) de ancho con 5 pétalos de color blanco, delgados,
recurvados y ampliamente separados alrededor de un mechdn de hasta 24 estambres
amarillos. Del 5 al 12% de las flores son machos.?

El fruto es redondo (Anexo 1), oblato oblongo-oval, (7-8 cm) de ancho, con superficie
rugosa, con una piel bastante gruesa, aromdtica y amarga que se convierte a color
naranja-rojizo brillante en la madurez y con menudas glandulas de aceite bajo relieve.
Tiene de 10 a 12 segmentos internos con paredes amargas que contienen una pulpa

fuertemente 4cida y desde unas pocas, hasta numerosas semillas. El centro es hueco

cuando el fruto esta plenamente formado.**

1.4.2. Clasificacion taxondmica

Tabla I. Clasificacién taxondmica de la especie Citrus aurantium L.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Subfamilia: Citroideae
Tribu: Citreae

Género: Citrus

Especie: “C. aurantium”

1.4.3 Otros nombres vulgares

Naranja (Puerto Rico); forbbiden fruit, sour oranje (Estados Unidos).*®

1.4.4 Hdbitat y Distribucion

Arbol cultivado por sus frutos que se usan casi exclusivamente como condimento y para
dulces. Se encuentran en patios, jardines, bateyes y fincas de labor, y escapado del cultivo
en algunos bosques y hasta bastante altura en algunos bosques y hasta bastante altura en
las montaiias. Se encuentra igualmente cultivado y naturalizado en todas las regiones

tropicales.**
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1.4.5 Composicion quimica

La composicién quimica de la especie es: >>>°

v Flavonoides heterosidicos amargos: neohesperidina, narajina. (hojas y frutos)

v" Otros flavonoides no amargos: hesperidina, nobiletina, sinensetina, tangeretina,

rutina.

v Alcaloides: sinefrina (estructura similar a efedrina): se encuentran principalmente
en la piel de la naranja.

v" Aceite esencial: limonemo. (hojas)

v’ Pectinas

v" Furocumarinas

v' Aminodcidos: arginina, alanina, aspargina, histidina, serina, prolina

v Azlcares: fructuosa, galactosa, glucosa, sacarosa.

v" Vitaminas: Rivoflavina (B2), tiamina (B1) carotina (A), B6, Acido ascérbico (C)

v" Minerales metalicos: Aluminio, calcio, bario, cadmio, cobre, cromo, hierro,
magnesio, fdsforo, potasio, sodio y zinc

v Proteinas.

1.4.6 Usos farmacologicos reportados

Las flavonas presentes en Citrus x aurantium L son compuestos que se han relacionado
con la prevencion de riesgo cardiovascular. Los estudios indican capacidad antioxidante,
actividad antihipertensiva, reduccion de los niveles de lipidos sanguineos, incremento de
la sensibilidad a la insulina y propiedades antiinflamatorias.

El limoneno presente en la piel de los citricos, también en la naranja amarga, es una
sustancia capaz de estimular el sistema de enzimas antioxidantes, reduce los cdlculos
biliares y actia como quimioprotector previniendo la aparicién de ciertos canceres.
Incluso se ha observado que puede producir la regresion de tumores en estudios
realizados en modelos animales.?”

La naranja agria también es usada para la conjuntivitis, dolor de cabeza, dolor de oido,

fiebre, resfriado, gripe, tos y diarrea.*® Presenta actividad antiaflatoxigénica, antioxidante
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antibacteriana, antiinflamatoria, efectos hipolipidémico, es anticancerigeno, e influye en

el peso corporal y sobre la pérdida ésea.*

1.4.7 Requerimientos climdticos y eddficos para el desarrollo y

produccion de la especie Citrus x aurantium L.

La naranja es un cultivo de tipo perenne. Su produccién comercial se da en regiones de
clima tropical y subtropical, dentro del area localizada entre los 23,5 y 40° de latitud norte
y sur. Los principales factores que influyen en su cultivo son la temperatura, la humedad
relativa, la luminosidad y el suelo.*!

El 4rbol del naranjo presenta moderada resistencia al frio y requiere de temperaturas
calidas durante el verano para una maduracién correcta del fruto. En general, las especies
de citricos pueden crecer y fructificar en un rango de 10 a 40°C de temperatura, y en
forma dptica de 24 a 32°C. En cultivos donde se presentan temperaturas altas durante
todo el afio, los niveles de clorofila en el fruto del naranjo se conservan elevados, lo que
origina que el color de la cascara de la naranja permanezca verde. En la medida que la
temperatura del aire y del suelo decrece por debajo de los 15°C, la clorofila se degrada y
aparecen los pigmentos amarillos, naranjas o rojos, esto como consecuencia de la
conversion de cloroplastos a cromoplastos. Por otra parte, en los casos en los que la
cosecha de naranja es tardia, se puede presentar un reverdecimiento del color naranja de
la cascara motivado por la permanencia del fruto en el arbol. Esta reconversion de
cromoplastos a cloroplastos la inducen las temperaturas altas de la estacion y un nivel de
humedad del suelo adecuado para la sintesis de clorofila de la planta.*!

Los suelos destinados al cultivo de los citricos deben ser de textura liviana a media. El
cultivo en un suelo de textura pesada presenta drenaje lento, lo que da lugar a la
proliferacion de enfermedades causadas por hongos y a un crecimiento lento de las
plantas. Los valores de pH en suelo de 5.5 a 6 se consideran éptimos para el desarrollo de
la naranja, si bien un rango de valores de pH de 4 a 9 es aceptable.*”*

La profundidad efectiva del suelo es la mayor profundidad a la que penetran las raices de

los arboles, sin que encuentren obstaculos fisicos que impidan su crecimiento y desarrollo
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normal. En el cultivo del naranjo se aconseja el uso de los suelos de 1.5 m a mds de 2 m de
profundidad efectiva.*!

La humedad ambiental efectiva también es un factor a considerar en el cultivo de la
naranja en regiones con humedad ambiental alta. Las altitudes aptas para el cultivo de
naranja oscilan entre los 400 a 1300 msnm. En este amplio rango hay que seleccionar la

variedad mas adecuada para cada zona.*!

1.5 Impacto del Cambio climdtico sobre las plantas medicinales.

Antecedentes de estudios

El cambio climatico es una variacion estadisticamente significativa, ya sea de las
condiciones climaticas medias o de su variabilidad, que se mantiene durante un periodo
prolongado (generalmente, durante decenios o por mas tiempo). La Convenciéon Marco de
las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico, en su articulo uno, define el cambio
climatico como: cambio del clima atribuido o indirectamente a actividades humanas que
alteran la composicion de la atmosfera mundial, y que viene a anadirse a la variabilidad
natural del clima observada durante periodos de tiempo comparables.*?

Los efectos del cambio climatico sobre el rendimiento de las plantas normalmente se
presentan de manera independiente y la gran mayoria de los estudios consideran el
efecto positivo y negativo del CO,. Hansen et al. (2002) y Mera et al. (2006) consideran
que el estudio debe ser integral involucrando aspectos relacionados con el cambio
climdtico: radiacién, precipitacidon y temperatura, a fin de evaluar el impacto del cambio
climatico mas alla del aumento del CO, en la produccion agricola.****

Mera et al. (2006), en un estudio de modelacidn, considerando la interaccidon de la
radiacion, temperatura y precipitacion, en maiz y en soya, reportaron que el analisis
simultaneo no coincide con los efectos individuales, especialmente, con la temperatura,
donde el maiz resultd menos sensible que la soya. Los tres factores presentan un efecto
no lineal sobre el rendimiento. Asi mismo, la interaccién de los tres factores puede reducir
o alargar el ciclo de las plantas y dificulta el entendimiento de aspectos relacionados con
la floracidén, llenado de grano y época de siembra; no obstante, la interaccion radiacién —

precipitacién contribuye significativamente al crecimiento de las plantas.**
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En cuanto al efecto del CO, y la temperatura sobre el desarrollo de las plantas un estudio
realizado por Lu (2013) donde se evalué un modelo denominado GOSSYM, que examina el
impacto de los cambios de estas dos variables sobre el rendimiento y el requerimiento
hidrico del algodon. El autor evalud varios sitios productores y, aunque las respuestas son
especificas para cada sitio, algunas tendencias generales indican que cuando la
temperatura aumenta la produccidn declina y los requerimientos hidricos aumentan, por
lo que los ingresos netos disminuyen. Por otro lado, cuando el nivel de CO, se incrementa,
la produccién mejora, las necesidades de riego disminuyen y los ingresos netos aumentan.
El impacto relativo de cambio de clima en la rentabilidad también varia entre las regiones,
debido a las diferencias en los costos de produccién especialmente, en el caso del agua. *°

En un trabajo realizado por Reddy & Hodges (2014), bajo condiciones controladas, se
evaluod el efecto de la variacién de temperatura, CO, y estado hidrico de las plantas. Los
autores concluyeron varios aspectos importantes, tales como: a) la fotosintesis neta fue
menor bajo temperaturas mayores y menores que la dptima para el cultivo del algoddn;
este resultado se obtuvo sometiendo las plantas estudiadas a dos ambientes de CO, y
cinco temperaturas diferentes; b) a mayor temperatura se encontré una tasa mayor de
abscision de las capsulas florales, tres a cinco dias antes de la antesis; c) la doble
concentracion de CO, indujo un incremento de la eficiencia fotosintética, debido a la
intercepcién de mayor luz en el dosel y, d) no hubo interaccién significativa entre la
respuesta fotosintética de plantas germinadas a alta y baja concentracion de CO, y
condiciones de deficiencia hidrica. En ambos ambientes, las plantas disminuyeron sus
tasas fotosintéticas cerca de un 43% al mediodia, cuando su potencial hidrico descendia

de - 1,2 MPa a -3,0 MPa.*
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Capitulo I1. Materiales y Métodos

11.1 Caracteristicas generales de la investigacion

Se realizé un estudio experimental para evaluar las variaciones farmacogndsticas de las
hojas de la especie Citrus x aurantium L. colectadas en dos zonas geograficas
pertenecientes a la Reserva de la Biosfera Baconao. Los ensayos se llevaron a cabo en los
Laboratorios de Tecnologia Farmacéutica, y MEDICUBA- SUIZA del departamento de
Farmacia, el laboratorio de Quimica Analitica del departamento de Quimica, en la

Universidad de Oriente en el periodo comprendido entre enero y mayo de 2019.

11.2 Seleccion del drea de estudio

Para la seleccion de los puntos se tuvo en cuenta:

e Que existieran diferencias extremas en la altitud para lograr diferencias en

las variables climaticas (precipitaciones, temperaturas, humedad)

e Que fueran individuos adultos (capaces de experimentar los procesos de
floraciéon vy fructificacion) para evitar posibles diferencias metabdlicas

debidas al grado de desarrollo de la planta.

e Que la especie medicinal en estudio estuviera integrada por una poblacion

de 5 individuos o0 mas en cada area.

I1.3 Recoleccion y procesamiento del material vegetal

11.3.1 Recoleccion

Las hojas de la especie Citrus x aurantium L. se recolectaron en dos zonas geograficas
pertenecientes a la Reserva de la Biosfera Baconao, en el horario de la manana teniendo
en cuenta que los principios activos se encuentran en mayor proporcién en las plantas por
la mafiana,*’ ademas que las plantas en las noches producen aceites volatiles, de modo
qgue el mejor momento para recolectarlas es a primera hora de la mafiana entre las 7 y 10
am, cuando se funde el rocio."*®’ Ademas, se tuvo en cuenta para la recoleccion que se
encontraran alejadas de las carreteras o caminos para evitar la contaminacion por metales

pesados.44
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Luego de ser recolectada se llevé una muestra de la planta de cada lugar de recoleccién al
Centro Oriental de Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO) con el fin de corroborar que se

trabajé con la especie correcta.

11.3.2. Secado

Se realizd el secado a la sombra, en ausencia de radiacidn solar ya que se conoce por
estudios precedentes que la especie contiene aceites esenciales volatiles. Se removieron

las hojas dos o tres veces al dia, y se pesaron hasta obtener peso constante.*

I1.4. Determinacion de los pardmetros farmacogndsticos de las hojas

de la especie Citrus aurantium L.

Se determinaron, segiin NRSP 309 los parametros que se describen a continuacién:>°

I11.4.1 Andlisis macromorfoldgico

Macromorfologia: Para la determinacién de este parametro se tomdé una muestra de 100
hojas precedentes de 5 individuos de la especie colectada. Se determinaron las
dimensiones del ancho y largo promedio de las mismas y se describié la morfologia
externa (forma), la disposicién en el tallo, venacién, forma del apice, forma de la base, por

el margen o borde, por la consistencia, y por el color y naturaleza del haz y del envés.

I1.4. 2 Determinacion de hojas ennegrecidas

De la muestra de ensayo se procedio a la separacién manual de las hojas ennegrecidas.
Expresion de los resultados: El % de hojas ennegrecidas (HE) se calculd mediante la
formula siguiente:

HE = (m/M) x 100(%)

Donde:

M: masa inicial de la muestra de ensayo (g).

m: masa de hojas ennegrecidas (g).

100: factor matematico para los célculos.

Informe: Se informa en nimeros enteros, el % de hojas ennegrecidas

Se peso en balanza analitica marca SARTORIUS procedente de Alemania.

Karina Hanlan Paumier Pagina 21



Capitulo I1. Materiales y Métodos

11.4.3 Determinacion de materia orqdnica extrania

De la muestra de ensayo se procedio a la separacidn de la materia orgdnica extrafa.
Expresidn de los resultados: El % de la materia organica extrafia (Mo) se calculé mediante
la férmula siguiente:

Mo =( m/M) x 100(%)

Donde:

M: masa inicial de la muestra de ensayo (g).

m: masa de materia organica extrafia (g).

100: factor matematico para los cdlculos.

Informe: Se informa en numeros enteros, el % de materia orgdnica extrana.

Las pesadas se realizaron en una balanza analitica marca SARTORIUS procedente de

Alemania.

11.4. 4 Determinacion de materia inorgdnica extrafia

De la muestra de ensayo se procedid a la separacion de todas las particulas de tierra,
arena, piedrecitas presentes en la misma.

Expresion de los resultados: El % de materia inorganica extrafia (M,) se calculé mediante
la férmula siguiente:

M, = (m/M) x 100 (%)

Donde:

M: masa inicial de la muestra de ensayo (g).

m: masa de materia inorgdnica extrana (g).

Las pesadas se realizaron en una balanza analitica marca SARTORIUS procedente de

Alemania.

11.4. 5. Determinacion del contenido de humedad

Esta determinacion se realizé por el método azeotrdpico.
A un balén de 500 ml se le transfirieron 200 ml de tolueno, se le afiadieron 2ml de agua,
se le puso la manta de calentamiento, se destilé en el equipo de determinacion de agua

por el método de tolueno hasta que el volumen de agua en el tubo colector permanezca
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constante y se midié el volumen inicial de agua (V1). Se dejé enfriar el tolueno (tolueno
saturado). De la muestra de ensayo pulverizada y tamizada, se pesaron 10 g, con un error
maximo de 0.5 mg y se transfirieron al baldn que contiene el tolueno saturado; se puso en
la manta de calentamiento nuevamente, se destild hasta que el volumen del agua en el
tubo colector se mantuvo constante y se midié el volumen final de agua (V2).
Expresion de los resultados: El contenido de humedad (H) de la muestra de ensayo
expresado en % se calculéd mediante la siguiente formula:

H = ((V2-V1) /M) x 100 vol/m
Dénde:
M: masa de la muestra.
V2: volumen final de la muestra

V1: volumen inicial

11.4. 6 Determinacion de cenizas totales

En un crisol de porcelana o platino, previamente tarado, se pesaron con error maximo de
0.5 mg, 2g de la muestra de ensayo pulverizada y tamizada. Se calenté suavemente la
muestra de ensayo aumentando la temperatura hasta carbonizar (550 9C) vy
posteriormente se incinerd en un horno mufla (Robota. Rusia) a una temperatura de 700 a
750 2 C, durante 2 horas. Luego se enfrid el crisol en una desecadora y se pesd en una
balanza analitica marca SARTORIUS procedente de Alemania. Se repitid el proceso a partir
de la incineracién, hasta obtener una masa constante, es decir, hasta que al pesar
nuevamente los valores no diferian en mas de 0.5 mg /g 2 pesadas consecutivas.

Para obtener la masa constante el tiempo de calentamiento y pesada se realizd en
intervalos de 30 minutos. Si el residuo presenta trazas de carbdn, se le afiadirdn unas
gotas de solucion de perdxido de hidrégeno concentrado, acido nitrico o solucion de
nitrato de amonio 10g/100ml y se calentd hasta evaporar los solventes. Al enfriar el

residuo es de color blanco o casi blanco.

Expresion de los resultados: La cantidad de cenizas en base anhidra se calcularon por la

formula siguiente:
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C,=[(M_-M) / (M_-M)] x 100(%) C,=C,x 100/ 100-H

Donde:

C1: Cenizas totales en base hidratada.

M: Masa del crisol vacio (g).

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

H: % humedad.

MZ: Masa del crisol con ceniza (g).

100: Factor matematico para calculos.

C:. Cenizas totales

11.4. 7 Determinacion de cenizas solubles en aqua

A las cenizas obtenidas anteriormente se le afiadirdan de 15 a 20 ml de agua. La solucidn se
filtr6 a través de un papel de filtro libre de cenizas, con cenizas determinadas o
declaradas. El filtro con el residuo se transfirié al crisol inicial, se carbonizé en un mechero
y luego se incinerdo en un horno mufla (Robota. Rusia) de 7002C durante 2 horas.
Posteriormente se colocd en una desecadora y cuando este alcanzd la temperatura

ambiente se peso. Se repetira el procedimiento hasta que se obtenga una masa constante.

Expresion de los resultados: La cantidad de cenizas solubles en agua (CA) en base anhidra

se calcula por la férmula siguiente:
C,=[(M_-M,) / (M_-M)] x 100% C,.C,x100 / 100-H
Donde:
C 1: cenizas solubles en agua en base hidratada.
M: masa del crisol vacio (g).

Ml: masa del crisol con muestra de ensayo (g).

H: % de humedad
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Mz: masa del crisol con cenizas totales (g).

M4: masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g).

100: factor matematico para los célculos
Ca: Cenizas solubles en agua
Aproximacion de los resultados e informe: Los valores se aproximan hasta la décima. El

ensayo se realizo por triplicado.

11.4. 8 Determinacion de sustancias solubles

De la muestra de laboratorio previamente pulverizada y tamizada (2 mm), se pesaron 5 gy
se transfirid a un frasco cénico con tapa de 250 ml; se afaden 100 ml de agua, alcohol al
30%, 70%, 95% establecido en la monografia. Se agité durante 6 horas y se dejo en reposo
hasta el dia siguiente: se agitd 30 minutos; se dejé reposar alrededor de 30 minutos; y se
filtré por papel. Se tomd una alicuota de 20 ml, se evapord sobre bafio de agua, se desecd
105 °C en una estufa durante 3 horas, se enfrié y se pesé en una balanza analitica marca

SARTORIUS procedente de Alemania.
Ss = (Rx 500 x 100) / (M x (100-H))
Donde:
H: humedad de la muestra en %.
500 y 100: factores matemadticos para los célculos.
R: residuo de la muestra (g).

M: masa de la muestra (g)

Ss. Sustancias solubles

11.4.9 Determinacion cualitativa de los metabolitos mediante el

tamizaje fitoquimico

Esta es una técnica que se utiliza para detectar metabolitos secundarios presentes en

especies vegetales, desde el punto de vista cualitativo y se basa en la realizaciéon de
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reacciones quimicas con diferentes reactivos, donde la aparicién de determinado color o
precipitado coloreado o no, es indicativo de la presencia de un determinado metabolito.
Estos ensayos no brindan un criterio absoluto y confirmativo de la presencia de estos
compuestos, pues se pueden producir numerosas interferencias en estas reacciones,
producto de la presencia en el medio de otras sustancias (metabolitos secundarios o no),
capaces de reaccionar en forma similar, provocando reacciones falsas positivas. Sin
embargo, esta técnica si da un criterio de la composiciéon quimica que pueda existir en un
extracto de una droga vegetal.49

Con la finalidad de lograr el mayor agotamiento de la droga, se utilizé para las
extracciones sucesivas, solventes de polaridad creciente, ensaydndose en cada extracto
(etéreo alcohdlico, y acuoso) los metabolitos que de acuerdo a su solubilidad pueden ser
extraidos en estos solventes por 48 horas.

Para el tamizaje fitoquimico, las extracciones siguieron el orden de polaridad creciente al
usar éter, etanol al 95% y agua destilada en forma secuencial como solventes extractivos.
El uso de los solventes en ese orden permite separar la muestra inicial en tres fracciones,
en cuyo seno albergan metabolitos secundarios de polaridad semejante al solvente. Este
procedimiento es fundamental para disminuir el error al identificar metabolitos

secundarios mediante reacciones de coloracidén y de precipitacion.

El éter, al ponerse en contacto con la droga pulverizada, va a difundir facilmente por la
membrana vesicular, disolviéndola a su paso y extrayendo los principios activos de
polaridad semejante. El alcohol, que tiene polaridad intermedia, extrae los metabolitos de
polaridad semejante que no fueron extraidos con éter, esto quiere decir que va
extrayendo metabolitos solubles en él. El agua extrae los metabolitos mas hidrosolubles,
debido a su elevada polaridad; esta es capaz de extraerlos en sus formas ionizadas o los
que tienen altas polaridades como los polifenoles. En el Anexo 2 se muestra el diagrama

. s . 1
que presenta el proceso de obtencién de los diferentes extractos.”

En la siguiente tabla (Tabla Il) se muestran los ensayos para la determinacién de los

diversos metabolitos.
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Tabla Il. Ensayos que se le realizan a cada metabolito

Metabolitos

Ensayos

Alcaloides

Drangendorf, Mayer, Wagner

Triterpenos y Esteroides

Solkowski , Lieberma-Burchard, Rosemheim

C/acido tricloroacético

Quinonas Borntrager, Variante con benceno
Cumarinas Baljet, Legal, Hidroxomato férrico
Saponinas Espuma

Poliurénidos

Poliurdnidos

Resinas

Resinas

Mucilagos

Mucilagos

Aceites esenciales y

sustancias grasas

Sudan lll, C/papel blanco sin reactivo

Para aceite fijo, secante o esencial

Azlcares reductores

Fehling, Benedict

Fenoles y Taninos

Cloruro férrico , Gelatina, Cafeina

Aminodcidos libres y aminas

en general

Ninhidrina

Carbohidratos

Molish

Flavonoides

Acido sulfurico concentrado, Shinoda, Alcalis,

Rosemheim, Catequinas.

Principios amargos y

astringentes

Sabor

11.4.10 Determinacion cuantitativa de metabolitos en los extractos.

11.4.10.1 Preparacion de los extractos

La obtencion de los extractos para la determinacién cuantitativa de los metabolitos se

realizd segun el método de la maceracién por 48 horas de acuerdo a lo establecido en la
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NRSP (309/91).>° Para la seleccién del método de extraccion y el solvente se tuvo en
cuenta los resultados obtenidos en el ensayo de sustancias solubles y la estabilidad del

mismo.

11.4. 10.2 Determinacion del contenido de flavonoides

La cuantificacién del contenido de flavonoides totales se realizé empleando el método de
Kumazawa y colaboradores en el afio 2004.>* El catién de aluminio forma complejos
estables con flavonoides de color amarillo, que producen en el analisis
espectrofotométrico un desplazamiento hacia longitudes de onda mayores y una
intensificaciéon de la absorcién. Asi, es posible determinar la cantidad de flavonoides,
evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas, especialmente acidos fendlicos,
que invariablemente acompafian a los flavonoides en los tejidos vegetales. Este método
consistié en mezclar una alicuota de 2 mL de disolucidn de los extracto alcohdlico 30% de
la hoja una concentracién de 1mg/mL en etanol 95 %, con 2 mL de solucién etandlica de
cloruro de aluminio (AICI3) al 2 %. Después de una hora de incubaciéon a temperatura
ambiente, la absorbancia fue medida a 420 nm en un espectrofotémetro UV/VIS Genesys

10S, de procedencia americana.

11.5 Procesamiento y andlisis estadistico de los resultados

Para el procesamiento matematico y andlisis estadistico de los resultados se emplearon
los softwares Microsoft Excel contenido en el paquete Microsoft Office 2016 y el software
STATGRAPHICS Plus Versién 5,1. El tratamiento estadistico realizado se detalla a

continuacion:

< Longitud del peciolo, largo y ancho de las hojas fueron expresados como
media * desviacidn estandar de las muestras tomadas.

< Los resultados de cenizas totales y cenizas solubles en agua, sustancias

solubles y flavonoides totales fueron expresados como media * desviacién

estandar de cada extracto y comparadas sus medias empleando un Analisis de

varianza ANOVA, auxiliados del software Statgraphic Centurion.
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< Se realizé un andlisis de correlacion con los resultados de algunos parametros

farmacognosticos considerados para determinar los factores climaticos asociados a

las diferencias entre estos pardmetros entre las zonas de colecta empleando

software Statgraphic Centurion.
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Capitulo 111. Resultados y Discusion

I11.1 Seleccion del drea de estudio

Las hojas de la especie Citrus x aurantium L. fueron recolectadas en 2 zonas geograficas
pertenecientes a la Reserva de la Biosfera Baconao que estdn situadas a diferentes
altitudes; esta ubicacién garantiza que existan diferencias entre las variables climaticas
temperatura, precipitaciones y humedad entre ambas zonas geograficas (Tabla Ill). Para
verificar este criterio se tomaron como referencia los valores medios anuales de cada uno
de estas variables desde el 2010 hasta 2017 reportadas en el Anuario Estadistico de
Cuba.”® En el anilisis estadistico realizado se pudo apreciar que existen diferencias
estadisticamente significativas entre las mismas, para un p-valor < 0.05 Las dreas
seleccionadas para el estudio fueron La Gran Piedra situada a 1 225 metros de altura
sobre el nivel del mar y Siboney >* con una altitud sobre el nivel del mar de 20 metros.

En estas zonas también se tuvo en cuenta en el momento de la colecta, que los individuos
fueran adultos, en produccidn, y que fueran abundantes, estimandose mas de 5 individuos
por area. En ambas dareas las colectas se realizaron en la mafana en una hora

comprendida entre las 8:30 am — 9:30 am.

Tabla lll. Valores medios anuales desde el 2010 - 2017 en cada zona geografica de
colecta.

Criterios de seleccién Gran Piedra Siboney

Ubicacion geogréfica 20,0108, -75,6278 19,9603,-75,7079

(longitud, latitud)

Altitud (msnm) 1225 20
Precipitaciones media (mm) 1875.5° 1157.7°
Temperatura media (°C) 19.2° 27.7°

Humedad (%) 88° 69.5°

Leyenda: Letras diferentes dentro de una misma fila indican que existen diferencias significativas.

Fuente: Anuario Estadistico de Cuba
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I11.1.1 Caracterizacion de la Reserva de la Biosfera Baconao

La Reserva esta ubicada al este de la ciudad de Santiago de Cuba, se extiende entre los
municipios Santiago de Cuba y Songo La Maya de la provincia de Santiago de Cuba y
Niceto Pérez y Caimanera de la provincia Guantdnamo. Desde el punto de vista fisico
geografico, se localiza en la porcidn oriental de la Sierra Maestra, ocupando territorios de
la Sierra de la Gran Piedra, las Alturas de Santa Maria de Loreto y parte de las terrazas
costeras del Sur de la Sierra Maestra.

Como Reserva de la Biosfera posee en su interior cuatro zonas nucleo de conservacion: el
Paisaje Natural Protegido Gran Piedra, la Reserva Ecoldgica Pico Mogote, la Reserva
Ecoldgica Siboney-Jutici y la Reserva Natural El Retiro. (Anexo 3) En el resto del territorio
de la reserva fuera de las dreas protegidas, los que se conocen con el nombre de zonas de
amortiguamiento, predominan actividades de diversa indole, como el turismo ecoldgico,
la educacién e interpretacion ambiental y la investigacion cientifica >>.

El Paisaje Natural Protegido Gran Piedra (Anexo 4) se encuentra, situada frente a la costa

sur entre las cuencas tecténicas de Santiago de Cuba y de Guantdnamo, con unos 68
kilbmetros de largo y un ancho maximo de 20 kildmetros entre la costa y la altiplanicie de
Santa Maria del Loreto. Hacia el este y al oeste, otras montafias estan igualmente
coronadas por bloques volcanicos, restos de lo que antiguamente constituia un gran
estrato sobre toda la cordillera, estrato que fue cortado por la accidon erosiva remontante
de los rios. (Anexo 5)

Las caracteristicas climaticas de estos lugares estan dadas fundamentalmente por el
relieve y la influencia de los vientos del este y nordeste, que soplan con velocidades de 2 a
10 km /h durante el diay de 12 km /h o mas durante la noche.

El estado del tiempo es de lluvioso calido en la cima a soleado humedo. La humedad
relativa en el drea de la Gran Piedra oscila entre el 85 y el 90 %. La temperatura media
anual varia de 16 a18 °C, la minima media anual de 12 a 14 °C y la maxima media anual de
18 a 20 °(Anexo 6)

Reciben de 3 a 4 horas de sol diarias y la evaporacién media anual es menor de 1 mm

diario. La precipitacién media anual oscila entre los 1 300 y los 1 900 mm. Los meses mas
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lluviosos son mayo, septiembre y octubre, mientras que los que tienen mas dias con lluvia
son de mayo a noviembre (mas de 10 dias). A su vez, la evaporaciéon media anual es baja.
Se presenta un gran predominio de dias nublados, frescos, con 238 dias con niebla y nubes
bajas, de los cuales 162 son con niebla densa. Los meses con mayor cantidad de dias con
niebla densa (14 dias o mas) son de octubre a mayo; por el contrario, de junio a
septiembre hay 9 dias o menos.

En la vertiente Norte, los vientos predominantes son los alisios del nordeste, y es a su vez,
la zona de los vientos mas fuertes (noviembre a abril), mientras que la vertiente Sur se
halla bajo los efectos Foehn de los mismos; que contribuyen a mantener una alta
humedad en esta zona, aunque debido a la deforestacion la frecuencia de este fenémeno
se ha ido reduciendo.

En el momento de la colecta la temperatura en La Gran Piedra era de 20, 9 °C, la humedad
de 69,0 y una altura de 1098 msnm >,

La Reserva Ecoldgica Siboney-Jutici (Anexo 4) se ubica en la provincia de Santiago de

Cuba, quedando al este de la ciudad de igual nombre. La superficie total es de 2 075 ha,
correspondiendo su parte terrestre 1 434 ha (lo que representa el 0.01% de la superficie
terrestre de Cuba) y a su sector marino 641 ha. La longitud total de la linea de costa es de
10.4 km. (Anexo 5)

Las alturas varian desde 200 m por debajo del nivel del mar hasta 120 m sobre este nivel.
La temperatura media anual se comporta entre los 24 y los 26°C. La maxima media anual
estd entre 28 y 32°C, y la minima media anual fluctlda entre 20 y 22°C. La humedad relativa
media anual estd entre 70 y 80%. Predominan las brisas marinas de hasta 12 km/h
durante el dia y durante la noche los vientos alisios flojos, reforzados por el terral y las
brisas de montafia.

Las lluvias en el area no alcanzan nunca valores superiores a los 800 mm y arrojan un
promedio anual de aproximadamente 650 mm. La evaporacién comporta entre los 1 700 y
los 1 900 mm anuales.

Presenta una nubosidad media en el periodo lluvioso (mayo-octubre) de nubes de tipo

cumulo de origen convectivo con un 50%del cielo cubierto y precipitaciones medias de
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600 mm. En el periodo de poca lluvia existen formaciones de nubes de tipo cimulo de

poco desarrollo con el 25% de cielo cubierto con precipitaciones menores de 200 mm >*,

I11.2 Identificacién botdnica y Clasificacion taxonémica

Una vez colectada la planta se llevd al Centro Oriental de Ecosistemas y Biodiversidad
(BIOECO) la cual fue identificada por el licenciado Jainer Costa Acosta, lo que corroboré

gue se trabajé con la especie correcta en ambos puntos de colecta. (Anexo 7)

I11.3 Determinacion de las caracteristicas farmacogndsticas de las

hojas de la especie Citrus x aurantium L.

111.3.1 Andlisis Macromorfoldgico

En la tabla IV se muestran las dimensiones realizadas a las hojas de la especie Citrus x
aurantium L como parte del analisis macromorfoldgico.

Tabla IV. Dimensiones de las Hojas

Dimensiones de la hoja Gran Piedra Siboney
(cm)
( N=100) Media % (S) Media % (S)
Largo 10.88 + 1.411° 5.551+ 1.7222°
Ancho 5.445% 0.9908° 8.817+ 1.1508°
Peciolo 2.635+0.5634° 1.905% 0.6350"

Leyenda: Letras diferentes dentro de una misma fila indican que existen diferencias
estadisticamente significativas

Las caracteristicas macromorfoldgicas de la especie en ambas zonas fueron: arbol o
arbusto de 4-15 m de alto, inerme o con pocas espinas mayormente cortas y finas pero
que pueden alcanzar 5-8 cm de largo en los retofios. Hoja unifolioladas, alternas,
subglabras, textura lisa, de consistencia membranacea, aromaticas; verde lustroso en la
haz y verde claro en el envés. Peciolo articulado apicalmente, con alas estrechas, o anchas
y entonces ensanchadas y redondeadas distalmente y estrechadas hacia la base.

El foliolo es oval u ovado; segun datos de herbarios cubanos (Beurton, 2008) ° es de 6-11

x 3-6 cm, obtusamente agudo o acuminado, a veces * emarginado de base redondeada o
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cuneiforme y margen undulado, serrulado, crenulado o entero. La nervadura es
penninervia.

Las mediciones realizadas a las hojas para determinar las dimensiones del largo, ancho y el
peciolo demostraron que existen algunas diferencias en dependencia del area de
recoleccién. Segun el analisis estadistico realizado para el pardmetro largo existen
diferencias significativas, observando que las hojas colectadas en la zona de La Gran
Piedra son mas largas (10.88 +1.411cm), alcanzando valores medios que duplican el largo
de las hojas colectadas en la zona de Siboney (5.55 1 £ 1.7222cm). En un estudio realizado
en la india para las hojas de esta especie Periyanayagam y col. (2013) *® determinaron que
el tamano de las hojas varia de 8-14cm x 4-5 cm, resultados que coinciden con nuestras
determinaciones.

Para el ancho de las hojas no se obtuvieron diferencias significativas entre las muestras.
En el caso de las dimensiones del peciolo también se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre ambas muestras, pero los valores obtenidos se
encuentran dentro de lo reportado para esta especie por Beurton (2008) basado en
materiales de herbarios en Cuba, donde establecié que las dimensiones del peciolo son de

1-3+0,2-2cm.

I11.3.2 Determinacion de hojas ennegrecidas, materia orgdnica

extrafia e inorgdnica extrafia y contenido de humedad

Se considera materia extrafia a cualquier parte de la droga vegetal que no esté
comprendida en la definicion o en la descripcidon de la monografia correspondiente. Las
drogas deben estar libres de hongos, de insectos y de otras contaminaciones de origen
animal. Salvo que se indique lo contrario, el porcentaje de elementos extrafios no debe
ser superior al 2% m/m. La materia extrafia de la droga se puede clasificar en tres tipos:
(a) partes de organismos u organismos que provienen de las drogas, exceptuando aquellos
incluidos en la definicion y descripcion de la droga, por encima del limite de tolerancia
especificado en la monografia; (b) cualquier organismo, partes o productos de organismos
no especificados en la definicion y descripcion de la droga, en su respectiva monografia; y

(c) impurezas de naturaleza mineral u orgdnica, relacionados con la droga.59
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Hojas ennegrecidas: Este es un pardmetro negativo que atenta contra la calidad de la

droga. Esta determinacion al igual que la de materia organica e inorgdnica extrafia es de
gran interés para detectar aquellas partes de la droga que no corresponden a las
exigencias que sefiala la literatura en cuanto a color, tamano, estado y grado de
pulverizacion, mezclas de otras partes de la planta o de otras plantas presencia de
minerales como: tierra, piedras, arena y polvo, vidrio, metal y plastico o cualquier otro
material extrafio, estos pueden estar sueltos o adheridos al material vegetal y deben ser
eliminados antes de que este sea molinado para posteriores anélisis.®

Tabla V. Determinaciéon de hojas ennegrecidas, materia orgdnica e inorganica extrafia y

humedad residual

Zonas
He (%) Mi(%) Mo(%) H(%)
geograficas
Gran Piedra 7,7 1,4061 0,0916 12.9
Siboney 5 0,0358 0,0659 8.9

Leyenda: He, Hojas ennegrecidas. Mo: Materia orgdnica; M. Materia inorganica, H: humedad
residual

Como se puede observar en la Tabla V, para la determinacién de hojas ennegrecidas se
obtuvieron valores altos en ambas zonas, lo que indica que existen condiciones climaticas
gue influyen en este parametro.

Los valores mayores se obtuvieron en la Gran Piedra y pueden estar asociados a factores
ambientales como las bajas temperaturas, propiciando que las plantas tiendan a danarse y
a sufrir cambios en su estructura externa, apareciendo el ennegrecimiento de las mismas,
siendo las hojas las mas afectadas.®* Seguin se reporta por otros autores. Esto pudiera
explicar los valores obtenidos en esta zona ya que la temperatura minima media anual es
de 12a14°C y la mdxima media anual es de 18 a 20 °C.® Los citricos en regiones donde la
humedad relativa es alta, presenta como desventaja el favorecer el desarrollo de
enfermedades fungosas y de algunas plagas que podrian ennegrecer las hojas.62 El rango
adecuado de humedad relativa puede considerarse entre 40% y 70%, apreciandose que en

ambas zonas este parametro es superior, lo que justificaria el resultado mostrado.®®
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Materia orgdnica e inorgdanica: El porciento de materia organica e inorganica en ambas

zonas se encuentra por debajo de los limites establecidos para materia extrafia (2%), no
obstante, debemos sefalar que para ambas determinaciones en las muestras colectadas
en la zona de la Gran Piedra estos valores son superiores, lo cual pudiera estar relacionado
con particulas del suelo que constituyen impurezas para la droga vegetal. En el caso de la
materia orgdnica los valores para la zona de la Gran Piedra son de 1,4061% y para Siboney
de 0,0358%; uno de los componentes organicos de los suelos es el humus. El humus se
encuentra en las capas superiores de los suelos y constituye el producto final de Ia
descomposicion de los restos de plantas y animales, junto con algunos minerales y esta
zona por sus caracteristicas de humedad es rica en este componente. Igual observacion
podemos hacer para los valores de materia inorganica. La materia inorganica del suelo son
todas las sales y minerales que no se derivan del carbono y sus derivados, de ahi el que se
le llame inorgéanico. Estd formado de particulas de roca finamente cortadas. Lo que lo
forman son algunos elementos en pequefias cantidades como hierro, oro, magnesio,
azufre, etc. y los 6xidos de estos elementos. Un componente importante son los silicatos,
gue constituyen el 75% de la corteza terrestre. La composicion del suelo varia segun el
Iugar.64

El viento podria ser otro de los factores que intervenga en el resultado obtenido en las
determinaciones de materia orgdnica e inorganica extrana, ya que el mismo puede servir
como transportados de residuos o polvo con estas caracteristicas y en ambas zonas se
reportan valores de velocidad de los mismos entre 10y 12 km/h.%*

Aunque esta es una especie aprobada por el MINSAP, en nuestro pais se utiliza la corteza
del fruto y es para este érgano que se reportan los estudios.

Humedad residual: Es un parametro de suma importancia para establecer la calidad de

una droga. El incumplimiento del mismo puede generar contaminaciones con
microorganismos y hongos, alteraciones en la composiciéon quimica de la planta, entre
otras. ®°

Los valores obtenidos para el contenido de humedad en las hojas de la especie en los dos

lugares de colecta se encontraron dentro del limite establecido en las normativas para las
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especies vegetales en general, entre 8 y 14 %*. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Castillo y col. (2017) donde relatan el porciento de humedad residual para
las hojas de esta especie secadas en un secador solar con conveccién natural y con
conveccion forzada obteniendo valores entre 8,75 y 8,85 %, mostrando que existe poca
variacion en los valores de humedad resultando casi independientes del modo de
funcionamiento del secador solar.®®

Como se puede observar en la tabla V, existen diferencias entre los valores de las zonas,
apreciandose que es Siboney la zona que presenta menor valor de humedad residual.
Estas diferencias entre los valores obtenidos en cada zona pudieron estar influenciadas
por la presencia de factores ambientales como las precipitaciones, la temperatura y la
humedad. Para el caso de la Gran Piedra los valores de precipitaciones y nubosidad son
mayores que en Siboney, asi como menores los valores medios de temperaturas. Sin
embargo, en Siboney las temperaturas son muy elevadas, el régimen de precipitaciones es

escaso, el clima es muy cdlido por tanto las hojas suelen estar mas secas.

111.3.3 Determinacion de cenizas totales y solubles en aqua

Las cenizas totales son indicativas de la calidad del material vegetal con que se trabaja, y
constituyen una base para juzgar la pureza e identidad de la droga, brindando informacion
relativa a la presencia o posible adulteracidn con materias inorgdanicas, cuerpos extrafios
que posea la planta, o la cantidad de estos elementos en su contenido. ® Por lo general,
las cenizas totales se componen de carbonatos, fosfatos, sulfatos, silicatos y silice.

El método para la determinacién de cenizas permite identificar rapidamente y de forma
sencilla los materiales fisiolégicos y no fisioldgicos que contiene el vegetal. Ceniza
fisiolégica es aquella que proviene de los componentes minerales de la propia planta. Pero
la planta puede contener materia extrafia que se adhiere a ella por su contacto con el
suelo y puede ser arena también.%®

Esta materia extrafia se le denomina ceniza no fisiolégica. Un contenido de cenizas
superior al permitido es indicativo de un procedimiento de recoleccién y almacenamiento

inadecuado en la mayoria de los casos.®®
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En las Tabla VI, se exponen los resultados sobre el porcentaje de cenizas totales y solubles
en agua presentes en las hojas de la especie recolectadas en las diferentes zonas
seleccionadas.

Tabla VI. Determinacion de cenizas totales y solubles en agua en las hojas colectadas en

las diferentes zonas

Zonas Geograficas
Parametros Gran Piedra Siboney
Farmacognosticos Media (£ S) Media (£ S)
Cenizas totales 8,909+ 0,077 ® 9,153+ 0,528 2
Cenizas solubles en agua 1,585+ 0,406 ° 2,536+ 1,759 2

Leyenda: Letras iguales dentro de una misma fila indican que no existen diferencias significativas.
Los valores de cenizas totales obtenidos para ambas muestras se encuentran por encima
de lo establecido, ya que estas no deben exceder el 5 % segin Miranda y Cuellar (2001),
no siendo asi para los resultados obtenidos en este estudio por lo que se recomienda
realizar la determinacion del contenido de metales en la droga seca. No obstante, otras
bibliografias como La Real Farmacopea Espaiola (2002) indica que el limite permitido para
cenizas totales es hasta 12% y segun la Farmacopea Britanica las cenizas totales no deben
exceder de 12 % para plantas medicinales.®®"°

En un estudio realizado por Carolina Vasconez en el 2014, se realizé la determinacion de
estos pardmetros al mesocarpo del fruto de la naranja agria y se obtuvieron valores de
cenizas totales de 7,16 %, y cenizas solubles en agua de 5,10% 1 valores cercanos a los
obtenidos en nuestro estudio.

Los valores de cenizas solubles en agua para la zona de La Gran Piedra fueron de 1,585 +
0,406 y para Siboney de 2,536 £1,759 sin encontrarse diferencias significativas entre ellos,
estos resultados son menores que los reportados por Periyanayagam y col. (2013) quienes
determinaron que este pardmetro mostré un valor de 5.4%.®

Aunque no se observaron diferencias estadisticamente significativas para estos
pardmetros en las dos zonas de colecta, las diferencias numéricas observadas pudieran

estar asociadas a factores como las caracteristicas del suelo donde se recolectan las
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mismas y al poder acumulativo de elementos de naturaleza inorgdnica. Estos elementos
pueden corresponder a metales alcalinos, alcalino-térreos o metales pesados. La
acumulacién de estos ultimos constituye un grave problema para el consumo humano y
animal.?

Se puede observar que la zona de Siboney fue en la que se obtuvo mayor de cenizas
totales, como se dijo anteriormente las caracteristicas del suelo justificaria estos
resultados. En esta zona las caracteristicas del suelo es de tipo rocoso, de formacién caliza
que en la zona costera es de origen bidgeno y recibe el nombre de formacién Jaimanita,
hacia los niveles superiores la roca es mas compacta y pertenece a la formacion maya, a
partir de 4ta o 5ta terraza existe una formacion marga calcarea, este tipo de suelo tiene
un alto contenido de carbonatos y limo(una tierra compuesta de particulas de los tres
tamafios: arcilla, lodo y arena) ademas de hierro y magnesio, y en abundancia silice. De
ahi los altos valores de cenizas totales obtenidos en esta zona.> Sin embargo en la zona
de la Gran Piedra las caracteristicas son distintas, al tratarse de un suelo ferralitico rojo
lixiviado donde el complejo de intercambio predominate es el calcio y magnesio, aunque
menos que en la zona de Siboney, las cantidades de fésforo y potasio presentes en este

tipo de suelo en la Gran Piedra son de categorias de alto y muy alto.>’

111.3.4 Determinacion de sustancias solubles

La determinacion de sustancias solubles se realiza cuando no existen métodos adecuados
para determinar los constituyentes activos de las drogas por procesos fisicos o fisico-
guimicos o cuando lo exige la monografia de la Farmacopea. El método se basa en la
solubilidad de sustancias activas en un solvente dado y, cuando estas no son conocidas, en

la actividad farmacoldgica del extracto obtenido con el solvente.”
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Tabla VII. Determinacion de sustancias solubles

Sustancias Solubles
Zonas Agua Alcohol 30 % Alcohol 70 % Alcohol 95 %
Media (£ S) Media (1 S) Media (1 S) Media (1 S)
Gran Piedra | 27,315 +0,067° | 25,275 + 0,03° 21,045+ 1,090° | 6,392+ 1,091°
Siboney 25,127+ 0,516° | 24,092+ 0,679° | 18,409+ 0,362° | 9,486 0,522°

Leyenda: Letras diferentes indican que existen diferencias significativas

La comparacion de varianzas revela que existen diferencias estadisticamente significativas
entre las zonas en estudio con un nivel de confianza de 95%. Para discernir estas
diferencias se realizo el tests de los rangos multiples de diferencia minima significativa de
Fisher (LSD), arrojando como resultado que no existen diferencias significativas entre los
valores obtenidos para los solventes acuosos y alcohol al 30 % respectivamente para cada
zona, ni entre zonas. Estos resultados demuestran la alta capacidad extractiva de estos
disolventes, considerandose una alternativa para la obtencién de extractos a partir de
este material vegetal.

Segun los resultados encontrados las sustancias solubles en alcohol al 30% y en agua,
permiten sefialar que existe mayor cantidad de sustancias de alta polaridad que de baja
polaridad. Resultados similares fueron obtenidos por Akay col. (2017) cuando realizaron
la determinacion de la materia extraible para el polvo de corteza de esta especie,
utilizando para la extraccién una mezcla de agua: etanol. Después de la filtracion, el
filtrado se evaporé a sequedad en un bafio de agua y se secé en un horno a 100-105 ° C

durante 3 horas, obteniendo valores de sélidos extraidos de 118 a 288 mg.73

111.3.5 Determinacion cualitativa de metabolitos mediante la técnica

de tamizaje fitoquimico

Esta es una técnica que se utiliza para detectar metabolitos secundarios presentes en
especies vegetales, desde el punto de vista cualitativo y se basa en la realizaciéon de
reacciones quimicas con diferentes reactivos, donde la aparicion de determinado color o

precipitado coloreado o no es indicativo de la presencia de un determinado metabolito.
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Se evalud cualitativamente la composicidon quimica de cada lote siguiendo la técnica

establecida para el tamizaje fitoquimico reflejandose los resultados en la tabla VIII.

Estos ensayos no brindan un criterio absoluto y confirmativo de la presencia de estos

compuestos, pues se pueden producir numerosas interferencias en estas reacciones, sin

embargo, esta técnica si da un criterio de la composicién quimica que pueda existir en un
24,74

extracto de una droga vegetal.

Tabla VIII. Tamizaje fitoquimico de las hojas de la especie en los diferentes extractos para

las zonas de colecta

Extracto Extracto Extracto
etéreo Etandlico 95% acuoso
Metabolitos Ensayos GP |SIB GP SIB GP SIB
Drayendorff - - - - +H+ |+
Alcaloides Mayer - - ++ - ++ ++
Wagner - - + + +++ +++
) Lieberman + + + + NR |NR
Triterpenos y i
, Solkowski * & - i N/R N/R
Esteroides
Rosemheim - - - - N/R N/R
_ Borntrager - - - - NR |NR
Quinonas :
Variante - - N/R N/R
Baljet + + - - N/R |NR
, Legal - - - - NR [NR
Cumarinas i
Hidroxomato
o + - N/R N/R
férrico
_ Sudan il + + + + + +
Aceites
. Clpapel blanco sin
esenciales + + + + + +
reactivo
Saponinas Espuma N/R |N/R + + - +
Azlcares Fehling N/R |N/R + + + +
reductores Benedict N/R |NR T + + +
Cloruro férrico N/R |NR + + + +
Fenoles y :
_ Gelatina NR |NR |+ + N/R |NR
taninos
Cafeina N/R |NR + + N/R N/R
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H.S0,4 - - + + - -
Flavonoides | Shinoda N/R |NR * * + +
Alcalis + |+ - - + +
Mucilagos Molish N/R [NR [NR [NR - -
Principios
amargos y | Sabor N/R |N/R N/R N/R
Astringentes SA SA
Aminoacidos | Ninhidrina NR |[NR |+ + NR [NR
Carbohidratos | Molish NR |[NR |[NR |NR + +
Resinas Resinas N/R |NR - - N/R N/R

Leyenda: N/R (no se realiza), +(positivo), - (negativo), GP (Gran Piedra), SIB (Siboney), SA (Sabor amargo)

En las determinaciones para alcaloides resultaron ser positivo en abundancia en el
extracto acuoso para cada ensayo perteneciente a estos metabolitos en las dos zonas de
colecta con la aparicion de precipitado rojo ladrillo (Drayendorff), turbidez definida
(Mayer) y precipitado carmelita (Wagner).En el caso del extracto etandlico 95% para el
ensayo de Mayer resultd positivo en las hojas colectadas en la zona de la Gran Piedra y
para el ensayo de Wagner las tres zonas de colectas dieron resultados satisfactorios, no
siendo asi para el caso del extracto etéreo donde en ninguna de las area recolectadas se
evidencio la presencia de los mismos. Un estudio realizado por Carolina Vasconez en el
2014 al mesocarpo del fruto de la naranja agria, donde se le realizé tamizaje fitoquimico
también se evidencid la no presencia de alcaloides en el extracto etéreo.’* La presencia de
estos metabolitos, otorgan a la naranja agria, una gran cantidad de propiedades
terapéuticas, como estimulantes cardiacos y cerebrales que han sido objeto de estudios, y
en muchos casos, se ha confirmado su eficacia al momento de ser utilizada como planta
medicinal.”®

En el caso de triterpenos y esteroides la reaccién de Lieberman-Burchard evidencié
resultados positivos en el extracto etandlico 95% vy etéreo con la presencia de un cambio
rapido de coloracidn a verde intenso en todas las zonas colectadas, en el caso del ensayo
de Solkowski se evidencié una coloracién amarrilla rojiza, en el extracto etandlico 95% y

etéreo para las hojas colectadas en las zonas de Gran Piedra y Siboney. Esta reaccion es
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tipica de los esteroides que contienen dos dobles enlaces conjugados, en un mismo anillo,
en dos anillos adyacentes o un doble en un anillo adyacente con un grupo hidroxilo. La
presencia de terpenos puede estar asociada con la actividad antimicrobiana que presenta
esta planta.”

En cuanto a las determinaciones para las cumarinas arrojaron evidencia positiva el ensayo
de Baljet en el extracto etéreo para las zonas de colecta mediante la aparicidon de
coloracién en este caso anaranjado y en el caso del ensayo de hidroxomato férrico resultd
ser positivo en el extracto alcohdlico para la zona de la Gran Piedra.

La aparicion de gotas oleosas de color rojo oscuro en el ensayo de Sudan lll indicé la
presencia de aceites esenciales en todos los extractos para cada zona, igual para el ensayo
con papel blanco sin reactivo donde se evidencié una mancha que muestra transparencia.
La presencia de aceites esenciales pueden ser los responsables de las acciones
farmacoldgicas antiespasmddico y su actuacion sobre el sistema nervioso central
atribuidas.”” Este resultado obtenido corrobora con los obtenidos por Elizabeth Murillo y
col., en el 2018, donde se evallua la presencia de aceites esenciales en la especie Citrus x
aurantium L. con la finalidad de definir el potencial antimicrobiano y citotdxico de los
aceites esenciales,”® asi como estudios realizados por el Instituto Nacional Auténomo de
Investigacion Agropecuaria, en la “Guia de cultivos del Ecuador”, la cual habla de la
presencia de compuestos grasos en este vegetal.”

La presencia de espuma persistente por mas de 2 min en el extracto acuoso en la zona de
recoleccién Siboney y el extracto etandlico 95% para todas zonas nos permite inferir la
presencia de saponinas tanto de tipo esteroidal como triterpénicas.

La aparicién de un precipitado rojo en los extractos acuoso y etandlico 95% en todas las
zonas demostrd la presencia de azucares reductores para ambos ensayos tanto para
Fehling como para Benedict.

La reaccidn con cloruro férrico en la identificacién de fenoles y taninos arrojé resultados
positivos en los extractos acuoso y alcohdlico, en el caso del extracto etandlico 95% la
aparicién de una coloracién verde oscuro indicd la presencia de los mismos y en cuanto al

acuoso se desarrollé una coloraciéon rojo —vino.
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Para estos mismos compuestos, pero con los ensayos de gelatina y cafeina realizados al
extracto etandlico 95% la presencia de turbidez definida en ambos casos evidencié la
presencia de fenoles y taninos.

El ensayo con 4acido sulfurico concentrado para la identificacion de flavonoides resultd ser
positivo en el extracto alcohdlico para una evidencia de una coloracién amarilla intensa,
siendo esto indicativo de flavonas y flavonoles.

En el caso de la reaccién con Shinoda, se evidencié resultado positivo en los extractos
etandlico 95% y acuoso, para el alcohdlico con la coloracion carmelita que tomé el alcohol
amilico y para el acuso con la aparicidn de coloraciéon amarillo.

En cuanto a la reaccién con alcalis se arrojaron resultados positivos en los extractos etéreo
y acuoso, para una evidencia de coloracion amarilla (extracto alcohdlico) que es indicativo
de falavanonas y flavonas, asi como coloracién de naranja a rojo (extracto acuoso) siendo
indicativo de calconas.

La reaccion con Ninhidrina para la identificacién de aminoacidos arrojaron resultados
positivos para el extracto etandlico 95% con la presencia de del desarrollo de una
coloracion azul-violaceo.

La presencia de un anillo violdceo en la reaccion de Molish en la determinacion de
carbohidratos resultd una evidencia positiva en el extracto acuoso en todas las zonas
donde se recolectaron las hojas de la especie.

Los resultados apuntan hacia la presencia de alcaloides, triterpenos y esteroides,
cumarinas, saponinas, aceites esenciales, fenoles y taninos, flavonoides y azlcares
reductores. Estos resultaron corrobora lo obtenido en 2013 en un estudio fitoquimico
realizado a las hojas maduras donde se evidencié la mayoria de esos compuestos, en
abundancia los aceites esenciales, los flavonoides, alcaloides, fenoles y taninos y
triterpenos y esteroides.’* Ademds se evidencié la presencia de carbohidratos vy
aminodcidos.

En un estudio realizado por Ojito y col. (2012) para extractos alcohdlicos de las hojas de
esta planta se obtuvo abundante presencia de quinonas y aminodcidos, taninos, fenoles,

flavonoides y dihidroflavonoles, con los aminoacidos y aminas como los de mayor
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presencia, resultados que coinciden parcialmente con lo obtenido en nuestra
investigacion donde no se detectd la presencia de quinonas en este extracto. 81

En el estudio realizado por Periyanayagam vy col. (2013), el tamizaje fitoquimico
preliminar mostrd la presencia de flavonoides, terpenoides, esteroles, taninos, aceites
voldtiles, saponinas, proteinas y aminodcidos, carbohidratos, azlcares reductores vy
ausencia de alcaloides, glucésidos cianogenéticos, glucésidos de antraquinona, glucdsidos
cardiacos, mucilago y aceite fijo>® a diferencia de nuestros resultados donde si se obtuvo
la presencia de alcaloides tanto en el extracto etéreo como en el etandlico 95% .

Al analizar los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico realizado a cada extracto de
la planta, se comprueba la gran diversidad de metabolitos secundarios con respuestas
positivas presentes en la especie Citrus x aurantium L., lo que justifica la alta utilidad
atribuida a dicha planta en la cura de diversas afecciones.

La mayor diversidad de metabolitos secundarios se identificd6 fundamentalmente en el
extracto alcohdlico, lo que justifica el porqué es el extracto mads utilizado para la

extraccion de éstos en las plantas.

111.3.6 Determinacion cuantitativa de metabolitos en los extractos.

I11.3.6.1 Preparacion de los extractos

El agua y el alcohol al 30% fueron los solventes que presentaron mayor capacidad
extractiva en la determinacion de sustancias solubles. Como no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la determinacién de este pardmetro entre los extractos
preparados con estos solventes, se escogieron los extractos alcohdlicos al 30% de cada
punto de colecta, para realizar la determinacién cuantitativa de flavonoides, garantizando

de esta manera la estabilidad de los mismos.

I11.3.6.2 Determinacion cualitativa de flavonoides en el extracto

alcohélico 30%

La solubilidad de los flavonoides depende de la forma en que se encuentran y el nUmeroy
clase de sustituyentes presentes. Los glicosidos, las antocianidinas y los sulfatos son

solubles en agua y alcohol. La agliconas flavonoides altamente hidroxilados son solubles
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en etanol, metanol y n-butanol, mientras que las poco hidroxiladas lo son en solventes
como éter etilico, acetato de etilo y acetona. Las agliconas altamente metoxiladas son
solubles en solventes menos polares como el éter de petréleo y el cloroformo.??

Con el objetivo de corroborar que el metabolito flavonoides estaba presente en el
extracto alcohdlico se realizo la determinacidn cualitativa.

Para el ensayo con acido sulfurico concentrado la evidencia de coloracién anaranjado
guinda demostré un resultado positivo para este ensayo, lo que nos permite inferir la
presencia de flavanonas. En el caso del ensayo con Shinoda resultd positiva con la
presencia de coloracién amarilla a naranja siendo esto indicativo de flavonas. En la
reaccion de alcalis la coloracién naranja a rojo que se evidencié en el ensayo nos permite
inferir la posible presencia de calconas. En cuanto a la reaccién con Rosemheim la
aparicién de color rojo a marrén en la fase amilica resultd un ensayo positivo.

Estos ensayos cualitativos permitieron comprobar la presencia de flavonoides solubles en
el solvente etandlico empleado, resultados similares a los obtenidos en estudios

precedentes donde se detectd la presencia de flavonas, flavonoles y flavanonas.®!

111.3.6.3 Determinacion del contenido de flavonoides

Las funciones de los flavonoides en las plantas se pueden resumir en tres grupos: papel de
defensa frente a agentes agresores externos como es la radiacion UV, bacterias, hongos,
insectos y frente a otras plantas; como sefial quimica o marcadores florales que sirven
para guiar a las abejas y otros insectos polinizadores hacia el néctar, facilitando la
polinizacién ademas de estimuladores de la oviposicion; finalmente presentan su efecto
sobre las enzimas. ®

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al
organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la
contaminacién ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. El
organismo humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que
deben obtenerse mediante la alimentacion o en forma de suplementos. Estan
ampliamente distribuidas en plantas, frutas, verduras y en diversas bebidas y representan

componentes sustanciales de la parte no energética de la dieta humana.®
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En este estudio, se cuantificaron los flavonoides por ser metabolitos descritos para esta
planta que justifican su utilizacién como protectores de la pared vascular y alivio de los
trastornos circulatorios.

La cuantificacion de los flavonoides totales presentes en el extracto alcohdlico al 30% de
las hojas de la especie Citrus x aurantium L. recolectadas en las diferentes zonas se realizo
por el método del AICl3. Durante el ensayo, las muestras presentaron un color amarillo, lo
cual se debe a que el cation de aluminio forma complejos estables con el flavonoide en
etanol evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas. El método es exacto, es
decir, que es reproducible, proporcionando desviaciones muy pequeifias o ninguna

diferencia entre una prueba y otra sobre la misma muestra.

Tabla IX. Resultados obtenidos para flavonoides.

Flavonoides totales

(mg de quercetina/g extracto seco)

Zonas geograficas Media +S
Gran Piedra 5,339+0,028°
Siboney 3,599 +0,007°

Leyenda: Letras diferentes dentro de una misma columna indican que existen diferencias
significativas.

En la tabla anterior se reflejan los resultados obtenidos de flavonoides totales, el valor
medio y la desviacion estandar de los mismos. Estos valores fueron calculados en base a la
curva de calibracién obtenida, empleando como patrdn quercetina, donde se obtuvo la
ecuacion: y = 0,0726x + 0.0203; R?= 0,9931 y nivel de significacién p < 0,05. El contenido
de flavonoides totales de cada extracto fue expresado en miligramos equivalentes de
quercetina/ gramos del extracto.

Se evidencian diferencias significativas entre los valores de flavonoides totales para los
extractos de las hojas recolectadas en las diferentes zonas, siendo estos valores mayores
para las hojas recolectadas en la zona de la Gran Piedra. Como se plantea en la bibliografia

los flavonoides juegan un papel importante en la defensa de las plantas frente a agentes
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agresores externos. Entre estos agentes se puede mencionar la radiacion UV de los rayos
solares, los microorganismos tanto bacterias, como hongos e insectos y otros animales
herbivoros, las otras plantas (efecto alelopatico) y el entorno (medio ambiente agresivo).
De hecho, el metabolismo fendlico se activa en las plantas a nivel de transcripcion como
una respuesta a diferentes condiciones de estrés tanto bidtico como abidtico ®5 En esta
zona como ya habiamos descrito las condiciones climaticas son diferentes, con prevalencia
de un clima lluvioso cdlido en la cima a soleado humedo, alta a humedad relativa y
temperatura media anual que varia de 16 al8 °C, factores que pudieran influir en la
expresién de mayor cantidad de flavonoides por las plantas.

Los resultados obtenidos en este estudio se corresponden con las determinaciones de
flavonoides totales realizada por Ojito y Col. (2012) en un extracto etandlico de hojas de
esta planta donde obtuvieron 4,89 + 0,88 % de estos metabolitos, determinando también
estos investigadores que los extractos ensayados mostraron poder reductor. En otro
estudio realizado para cuantificar metabolitos en la cdscara de naranja agria, se reporto
un contenido fendlico de 2.23%. %°

Existen otros estudios que cuantifican el contenido de polifenoles en otras especies de
plantas del género Citrus (Rutaceae), como el realizado por Ordofiez y col. (2018) cuando
determind que el contenido de polifenoles totales en cascaras de 12 citricos varié entre
3,22 a 0,79 g AGE/100 g usando como patrén el acido gélico.(87’ Estos estudios concluyen
planteando que la cdscara y hojas de diversos citricos son fuente importante de
antioxidantes naturales, los cuales podrian ser utilizados en estudios de estabilidad
antioxidante, capacidad para disminuir enfermedades, incluso desarrollar técnicas de
extraccion con diferentes tecnologias, asi como su posterior aplicacion en la industria

como aditivos o suplementos alimentarios.

II11.4 Factores asociados a las diferencias entre los pardmetros

farmacogndsticos considerados

El cambio global se entiende como la interrelacion de cambios inducidos por los procesos
naturales y por la accion humana en el ambiente global, y sus implicaciones en el

funcionamiento de los ecosistemas naturales y en la sociedad. Este complejo proceso
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incluye muchos factores fuertemente interrelacionados entre los que destacan las
alteraciones en el clima, conocidas en la actualidad como cambio climatico. Las
modificaciones en el clima afectaran, de modo importante, a los ecosistemas y en
particular a los sistemas semiaridos mediterraneos que pueden verse afectados por una
acentuacion del estrés hidrico y por un incremento de la aridez.®®

Las plantas interactian con el medio ambiente para su supervivencia y estan influenciadas
por varios factores ambientales, incluidos los estimulos tanto bidticos como abidticos que
regulan la biosintesis de los metabolitos secundarios en las mismas. Las plantas de la
misma especie que crecen en diferentes ambientes pueden tener diferencias en la
concentraciéon de un metabolito secundario particular. Estos factores abidticos y bidticos
causan estreses en las plantas como consecuencia de condiciones desfavorables de los
mismos. En respuesta a estos, las plantas producen metabolitos secundarios especificos
para contrarrestar estos estreses.

Con el objetivo de evaluar las posibles interrelaciones entre las variables climaticas y los
parametros farmacognosticos, se realizd un estudio de correlacion de manera
independiente en cada zona teniendo en cuenta las tendencias del comportamiento. Los
datos resaltados son los que indican correlaciones significativamente diferentes de cero,
con un nivel de confianza del 95%.

Para la realizacion del analisis de correlacion se tomaron los valores medios anuales de
temperatura, precipitaciones y humedad desde 2010 hasta 2017, reportados en el
Anuario Estadistico de Cuba por las estaciones de la Universidad de Oriente y la Gran
Piedra, y los valores de los parametros farmacogndsticos determinados en esta
investigacion correspondientes a cada zona de colecta.

El comportamiento de la correlacidon entre las variables climaticas, mostrd que entre las
mismas existe una tendencia a que cuando se incrementan la humedad y las
precipitaciones tienden a disminuir las temperaturas y viceversa, para las dos zonas. En
general la humedad relativa puede cambiar si cambia el contenido de vapor de agua del
aire, pero como este cambio depende de la temperatura, entonces la humedad relativa

puede cambiar por dos razones: por cambios en el contenido de vapor de agua del aire o
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por cambios en la temperatura del aire,®® este hecho puede explicar la correlacién
observada.

En las tablas X y Xl se exponen los resultados obtenidos al realizar la correlacién entre
factores ambientales y pardmetros los farmacogndsticos en ambas zonas.

Tabla X. Tabla de correlacién entre factores ambientales y parametros farmacogndsticos

en Gran Piedra

HUMEDAD PRECIPITACIONES | TEMPERATURA
PRECIPITACIONES 0,9970
TEMPERATURA -0,9843 -0,9679

CT -0,6544 -0,5943 0,7775

CSA 0,2506 0,1755 -0,4174

SSA -0,9533 -0,9272 0,9916

SSALC 30 -0,4839 -0,4152 0,6307

SSALC 70 0,2504 0,1753 -0,4172
SSALC 95 0,7457 0,6923 -0,8515
flavonoides -0,8660 -0,8250 0,9406

Leyenda: Cenizas totales (CT), sustancias solubles en agua (SSA), sustancias solubles en alcohol al 30%

(SSALC 30), agua (CSA), sustancias solubles en alcohol al 70% (SSALC 70) y al 95% (SSALC 95).
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Tabla XI. Tabla de correlacién entre factores ambientales y pardmetros farmacogndsticos

en Siboney.
HUMEDAD PRECIPITACIONES TEMPERATURA
PRECIPITACIONES 0,0274
TEMPERATURA -0,3592 -0,9427

CT 0,5000 0,8794 -0,9878

CSA -0,0644 -0,9993 * 0,9544

SSA 0,4779 0,8912 -0,9914

SSALC 30 -0,6206 0,7668 -0,5089
SSALC 70 0,0110 0,9999 * -0,9372
SSALC 95 0,3777 0,9359 -0,9998
Flavonoides -0,9820 0,1620 0,1764

Leyenda: *Correlacién estadisticamente significativa con un 95% de confianza, cenizas totales (CT),
sustancias solubles en agua (SSA), sustancias solubles en alcohol al 30% (SSALC 30), agua (CSA),
sustancias solubles en alcohol al 70% (SSALC 70) y al 95% (SSALC 95).

En la Gran Piedra (Tabla X) la tendencia es a que se incrementan cenizas totales (CT),
sustancias solubles en agua (SSA), sustancias solubles en alcohol al 30% (SSALC 30) y
flavonoides, cuando se incrementan la humedad y las precipitaciones o cuando disminuye
la temperatura. La tendencia es contraria para cenizas solubles en agua (CSA), sustancias
solubles en alcohol al 70% (SSALC 70) y al 95% (SSALC 95).

En Siboney (Tabla XI) al incrementarse las temperaturas o disminuir las precipitacionesy la
humedad la tendencia es a que se incrementen cenizas solubles en agua (CSA), sustancias
solubles en alcohol al 30% (SSALC 30) y flavonoides. De la misma manera tienden a
disminuir las cenizas totales (CT), sustancias solubles en agua (SSA), sustancias solubles en
alcohol al 70% (SSALC 70) y al 95% (SSALC 95). Destacando para un 95% de confianza la
correlacién entre CSA y SSALC 70 con las precipitaciones.

El clima es un componente esencial del sistema. Es de vital importancia tener en cuenta el
efecto que este ejerce en los procesos fisioldgicos que dan lugar al crecimiento y

desarrollo de las pIantas.90
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Segun Santivafiez en 2001 la productividad de los cultivos esta gobernada por complejas
interacciones entre el clima y los proceso ecofisioldgicos que estos conllevan. El éxito
productivo no solo depende de la intensidad de los estimulos climaticos sino también de
la secuencia temporal de estos durante el ciclo de la vida de los cultivos. La temperatura,
la radiacion solar y el agua en el suelo son los tres principales factores meteoroldgicos que
regulan los procesos ecofisioldgicos y metabdlicos en las plantas. o1

La ocurrencia de bajas y altas temperaturas, la variacién entre la humedad relativa y
evaporacion, son la principal limitante para los cultivos. Uno de los aspectos mas
importantes en la produccion de plantas medicinales es alcanzar altos rendimientos de
material vegetal y elevados contenidos de principios activos, lo que depende de factores
internos de la planta, como son aquellos relacionados con el adecuado crecimiento de la
especie en cuestion, los referidos a la recoleccién y también las condiciones climaticas,
pues como seres vivos las plantas estan en constante interaccion con el medio que las
rodea; esencialmente el clima influye en un momento determinado en su crecimiento y
desarrollo, en especial en la produccién de sus metabolitos secundarios.®?

El ensayo de determinacion de sustancias solubles se basa en la separacién de los
metabolitos presentes en la planta por disolucién de cada componente, sirviéndose de
uno o varios disolventes. En el analisis de correlacién de este ensayo con la temperatura,
para la Gran Piedra, el resultado arrojé que existe una correlacién lineal directa entre ellos
para las SSA y SSALC 30 e inversa para SSALC 70, SSALC 95. Para Siboney el resultado
obtenido fue diferente, donde se muestra que con el incremento de las temperaturas las
sustancias a extraer en estos solventes disminuirian. Estos resultados se pueden
corroborar con lo planteado por Azhar N y col.,, 2011 donde plantea que altas
temperaturas causan estrés por calor en las plantas, disminuye la conductividad
estomatica y, en consecuencia, reduce la fotosintesis y el crecimiento de las plantas. La
alta temperatura también afecta la producciéon de metabolitos. A alta temperatura, ocurre
una disminucion en la eficiencia fotoquimica causando un aumento en el estrés en las

plantas. Varios estudios mostraron un aumento en la biosintesis de produccién de
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metabolitos secundarios en respuesta a altas temperaturas, mientras que algunos
estudios mostraron una disminucién en los metabolitos secundarios™.”

En nuestro estudio los flavonoides fue el metabolito secundario cuantificado,
observandose que a medida que la temperatura es menor y aumentan la humedad y las
precipitaciones se obtienen en mayor proporcién, esto puede constituir la base para
posteriores investigaciones para esta planta teniendo en cuenta que cada especie vegetal
reacciona de manera diferente a las variaciones climaticas. Ademas, como ya habiamos
planteado los flavonoides juegan un papel importante en la defensa de las plantas frente a
agentes agresores externos. Entre estos agentes se puede mencionar los microorganismos
tanto bacterias, como hongos e insectos y el medio ambiente agresivo. En esta zona
también se obtuvo la mayor cantidad de hojas ennegrecidas que puede también estar
relacionado con las bajas temperaturas y por ende la necesidad de la planta de producir
estos metabolitos. Por otro lado, es de destacar que la alta humedad de esta area es
propicia para la proliferacion de hongos activando también este mecanismo de defensa.
En la Universidad Auténoma de Baja California Sur situada al sur del Estado de Baja
California Sur, México, se desarrolld un experimento durante 3 afios (2002 — 2004).
Evaludndose los datos climaticos en la zona. Las variables climaticas evaluadas fueron
temperatura (T), humedad relativa (HR), evaporacidon (E), promediados por décadas para
el periodo correspondiente al desarrollo de la investigacidon, mientras que las variables
bioldgicas fueron rendimiento, area foliar (AF) e indice de area foliar (IAF), tasa relativa de
crecimiento (TRC), tasa de asimilacién neta (TAN) y masa seca. Los resultados mostraron la
relacion de la temperatura y la humedad relativa con el rendimiento, lo que establece que
para el maximo rendimiento de albahaca en las condiciones en que se condujo el
experimento la temperatura de 32 °Cy la humedad relativa de 58 % fueron las mejores.*?
En la bibliografia se relata un trabajo que se realizé con el objetivo de evaluar el efecto de
las precipitaciones sobre el rendimiento de la especie Coffea canephora Pierre ex Froehner
cultivada en suelos Pardos en dos macizos cafetaleros de la region oriental de Cuba,

encontrandose una fuerte relacion entre las precipitaciones anuales y los rendimientos
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maximos estables, en ambos sitios y ciclos, al aumentar las precipitaciones aumentaron
los rendimientos.**

Estos resultados obtenidos en nuestro estudio nos permiten plantear que existen relacién
entre las variables climaticas y los parametros farmacogndsticos estudiados que pueden
estar influenciados por los impactos negativos del cambio climatico que se reflejan en Ia
consecuente agudizacion de los periodos de sequia, la ocurrencia de lluvias intensas, la
elevacion de la temperatura y el incremento de las penetraciones del mar, asi como de la
intensidad y frecuencia de fenédmenos extremos como los huracanes ya que en el periodo
comprendido para la seleccion de los datos climaticos se incluye el paso del devastador
huracdn Sandy por estas zonas.

Los factores climaticos asociados a las diferencias entre los pardmetros farmacogndsticos
considerados son la temperatura, la humedad y las precipitaciones afectando de manera

diferente en las dos zonas estudiadas.
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Conclusiones

1. Las caracteristicas macromorfolégicas de las hojas de la especie Citrus x aurantium
L. recolectadas en la zona de La Gran Piedra y Siboney fueron similares a excepcién
del largo y el peciolo que fueron superiores para la Gran Piedra, ambas se
encuentran dentro de los limites establecidos para la especie; las hojas colectadas
en la zona de La Gran Piedra tienen mayor porciento de hojas ennegrecidas y
mayor porciento de materia orgdnica e inorganica que las recolectadas en Siboney.

2. Los valores obtenidos para el contenido de humedad en las hojas de la especie en
los dos lugares de colecta se encontraron dentro del limite establecido, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para el contenido de
cenizas, se obtuvo mayor cantidad de sustancias extraidas para los solventes
acuoso y etanol al 30 % respectivamente en ambas zonas de colecta, la mayor
diversidad de metabolitos secundarios se identificaron fundamentalmente en el
extracto etandlico sin diferencias entre las zonas, los valores mayores de
flavonoides totales fueron encontrados en las hojas recolectadas en la zona de la
Gran Piedra.

3. Los factores climaticos asociados a las diferencias entre los parametros
farmacognodsticos considerados son la temperatura, la humedad vy las

precipitaciones, afectando de manera diferente en las dos zonas estudiadas.
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Recomendaciones

1. Continuar el estudio en un tiempo mas extenso, determinando periddicamente las
caracteristicas farmacogndsticas y las concentraciones de flavonoides de las hojas
para correlacionar directamente la posible variacion de estos pardmetros con las
variaciones climaticas producidas en ese periodo.

2. Realizar el estudio en varios meses para estandarizar estos parametros y proponer
su inclusion como droga oficial para desarrollar alguna forma farmacéutica a partir

de las hojas.
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Anexos

Anexo 1. Arbol y partes de la especie Citrus aurantium L.
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Anexo 2. Esquema de obtencion de los extractos para el tamizaje fitoquimico
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Anexos

Anexo 3: Zonas Nucleos de |la Reserva de |la Biosfera Baconao
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Anexos

Anexo 4. Zonas Geograficas Gran Piedra (izquierda)y Siboney (derecha)
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Anexos

Anexo 5: Localizacién geografica de los dos zonas geograficas de colecta
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Anexos

Anexo 6: Temperaturas media anual de Gran Piedra
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Anexo 7. Identificacién taxondmica de la especie
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