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RESUMEN

Introduccion: El Zanthoxylum fagara (L.) Sarg., es una especie medicinal usada por la poblaciéon cubana,
que cuenta con pocos estudios cientificos. Objetivo: Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro frente
a bacterias, hongos y parasitos de las hojas de Z. fagara. Metodologia: Al material vegetal recolectado
se le determinaron los pardmetros farmacogndsticos segun lo establecido en la norma de la OMS para
materiales vegetales. La actividad antimicrobiana in vitro a través de métodos colorimétricos de micro-
dilucion se le determiné a un extracto hidroalcohélico obtenido por percolacion. Al extracto se le deter-
minaron los parametros fisico-quimicos, la composiciéon quimica cualitativa, asi como su contenido de
fenoles y flavonoides totales a través del método de Folin-Ciocalteu y cloruro de aluminio respectiva-
mente. Resultados: Los parametros farmacognosticos obtenidos fueron: humedad residual (11,5 %), ce-
nizas totales (7,91 %), cenizas solubles en agua (2,64 %) y sustancia extraible (agua, EtOH 30 %, 70 % y
95 %). Se identificaron los metabolitos siguientes: alcaloides, triterpenos y esteroides, aceites esenciales,
flavonoides, carbohidratos, fenoles y taninos. El extracto hidroalcohdlico 70% tuvo un olor caracteris-
tico, un color amarillo verdoso, densidad relativa de 0,9244 + 0,0651; pH de 5,97, indice de refraccion de
1,3605 y sélidos totales de 21,4 mg/100 mL. El contenido de fenoles y flavonoides totales fue de 14,73 ug
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de acido galico/mg y 3,11 ug de quercetina/mg respectivamente. El extracto no fue activo frente a bac-
terias y hongos, sin embargo, exhibi6é una potente actividad frente a los parasitos, siendo Trypanosoma
brucei (Clso = 2,48 + 1,38 pug/mL) el mas sensible. Conclusion: Los resultados evidencian las potenciali-
dades antiparasitarias de las hojas de Z. fagara.

Palabras claves: Zanthoxylum fagara (L.) Sarg., parametros farmacogndsticos, fenoles totales, flavonoi-
des totales, actividad antimicrobiana in vitro

SUMMARY
Pharmacognostic study and in vitro antimicrobial activity of Zanthoxylum fagara (L.) Sarg leaves

Introduction: Zanthoxylum fagara (L.) Sarg. is a medicinal species used by the Cuban population, which
has scarce scientific reports. Objective: To evaluate the in vitro antimicrobial activity against bacteria,
fungi and parasites of Z. fagara leaves. Methodology: Pharmacognostic parameters were determined as
established in the WHO standard for plant materials. The in vitro antimicrobial activity for colorimetric
microdilution methods was determined to a hydroalcoholic extract obtained by percolation. The phys-
ical-chemical parameters, qualitative chemical composition, as well as its content of phenols and total
flavonoids were determined for the extract by the Folin-Ciocalteu method and aluminum chloride re-
spectively. Results: The pharmacognostic parameters obtained were: residual moisture (11.5 %), total
ashes (7.91%), water-soluble ashes (2.64 %) and extractable substance (water, EtOH 30 %, 50 %, 70 %
and 95 %). The following metabolites were identified: alkaloids, triterpenes and steroids, essential oils,
flavonoids, carbohydrates, phenols and tannins. The 70% hydroalcoholic extract had a characteristic
odor, a greenish-yellow color, relative density of 0.9244 + 0.0651; pH of 5.97; refractive index of 1.3605
and total solids of 21.4 mg/100 mL. The content of total phenols and flavonoids was 14.73 pg of gallic
acid/mg and 3.11 ug of quercetin/mg respectively. The extract was not active against bacteria and fungi,
however, it exhibited potent activity against parasites, with Trypanosoma brucei (ICs = 2.48 + 1,38
ug/mL) being the most sensitive. Conclusion: The results show the antiparasitic potential of Z. fagara
leaves.

Keywords: Zanthoxylum fagara (L.) Sarg., pharmacognostic parameters, total phenolics, total flavonoids,
in vitro antimicrobial activity.

RESUMO

Estudo farmacogndstico e atividade antimicrobiana in vitro de folhas de Zanthoxylum fagara (L.)
Sarg

Introducado: Zanthoxylum fagara (L.) Sarg. é uma espécie medicinal utilizada pela populacao cubana, que
possui escassos relatos cientificos. Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro contra
bactérias, fungos e parasitas das folhas de Z. fagara. Metodologia: Os parametros farmacognosticos
foram determinados conforme estabelecido no padrao da OMS para materiais vegetais. A atividade
antimicrobiana in vitro por métodos de microdilui¢ao colorimétrica foi determinada para um extrato
hidroalcodlico obtido por percolagao. Os parametros fisico-quimicos, a composi¢do quimica qualitativa,
bem como o teor de fendis e flavondides totais foram determinados para o extrato pelo método de Folin-
Ciocalteu e cloreto de aluminio respectivamente. Resultados: Os parametros farmacognosticos obtidos
foram: umidade residual (11,5 %), cinzas totais (7,91 %), cinzas soltiveis em dgua (2,64 %) e substancia
extraivel (agua, EtOH 30 %, 50 %, 70 % e 95 %). Foram identificados os seguintes metabdlitos: alcaldides,
triterpenos e esterdides, Oleos essenciais, flavonodides, carboidratos, fendis e taninos. O extrato
hidroalcodlico 70% apresentou odor caracteristico, coloragdao amarelo-esverdeada, densidade relativa
de 0,9244 + 0,0651; pH de 5,97;, indice de refracdo de 1,3605 e sdlidos totais de 21,4 mg/100 mL. O
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conteudo de fendis e flavondides totais foi de 14,73 ug de acido galico/mg e 3,11 pg de quercetina/mg
respectivamente. O extrato nao foi ativo contra bactérias e fungos, porém apresentou potente atividade
contra parasitas, sendo Trypanosoma brucei (ICso = 2,48 + 1,38 ug/mL) o mais sensivel. Conclusao: Os
resultados mostram o potencial antiparasitario das folhas de Z. fagara.

Palavras-chave: Zanthoxylum fagara (L.) Sarg., parametros farmacognosticos, fendlicos totais,
flavonoides totais, atividade antimicrobiana in vitro.

1. INTRODUCCION

La utilizacién de las plantas con fines medicinales se remonta desde épocas antiguas. Donde
el hombre a través del tiempo ha buscado en ellas la cura para disimiles dolencias. Hoy en dia,
las investigaciones relacionadas con las especies vegetales se basan en fundamentar cientifica-
mente el uso etnomedicinal de estas [1]. Por lo que son cada vez mas numerosas, a tal punto
que en los ultimos afos el niumero de publicaciones ha ido en constante crecimiento ya que
son consideradas fuentes naturales para la obtencién de novedosas moléculas bioactivas [2, 3].

La medicina tradicional ha proporcionado soluciones terapéuticas para el control de agen-
tes infecciosos [4]. Entre las enfermedades infecciosas se encuentras las bacterianas, fungicas
y parasitarias. A pesar de que existen tratamientos para estas afecciones, actualmente muchos
microorganismos han creado resistencia a los antibidticos convencionales, a través de muta-
ciones genéticas y otros mecanismos, lo que constituye un problema de salud mundial actual
[5]. Por lo que resulta de gran importancia estudiar extractos o sustancias puras aisladas de
plantas medicinales, los cuales podrian contribuir a mejorar la terapéutica antimicrobiana.

A nivel mundial el género Zanthoxylum perteneciente a la familia Rutaceae, tiene un gran
valor a nivel etnobotanico, de actividad bioldgica y fitoquimico [6-8]. Se reporta que diversas
especies han sido utilizadas en distintas partes del mundo para el tratamiento de un sinnu-
mero de afecciones en humanos. Como por ejemplo en la tos, enteritis, diarrea, resfriados,
reumatismo, tlceras, enfermedades de los sistemas circulatorio y respiratorio, malaria, diabe-
tes, hipertension, infecciones causadas por diversos agentes patdgenos, entre otras [8]. Nume-
rosos estudios de extractos y metabolitos secundarios aislados han mostrado interesante acti-
vidad anticancerigena, insecticida, antibacteriana, antifingica y antiparasitaria [9]. Estas pro-
piedades farmacoldgicas ha sido asociada a la presencia de diversos compuestos tales como:
alcaloides, cumarinas, terpenoides y compuestos fendlicos (flavonoides, taninos) [10].

En Cuba, este género se encuentra representado por 25 especies dentro de las que se
encuentra la especie Zanthoxylum fagara (L.) Sarg [11]. El cual se conoce popularmente como:
amoroso, arufia gato, limoncillo, tomeguin, zarza de tomeguin y tarro de chivo. Es un arbusto
muy comun en todas las costas secas y pedregosas de la Isla. La hoja como la corteza se han
utilizada en la medicina tradicional por sus propiedades antipiréticas y sedantes. Ademas, se
informa su uso por sus propiedades sudorifica, estimulante circulatorio y nervioso. Otros re-
portes en la isla, evidencia su empleo para tratar el reumatismo crénico y la sifilis [12, 13].

Se han reportado algunos estudios fitoquimicos de esta planta medicinal, en los cuales se
ha demostrado la presencia de alcaloides [14], lignanos, cumarinas [15], saponinas, aceites
esenciales [16], lactonas, azticares reductores, fenoles y taninos [17]. Estos compuestos pudie-
ran estar relacionados con las propiedades farmacoldgicas que han mostrado diferentes ex-
tractos, como son: antifingica y antibacteriana [16-18]. No obstante, atin resultan limitados
estos hallazgos que no permiten establecer el potencial real antimicrobiano de la especie, asi
como, el rol de la composicion quimica de las hojas sobre esta actividad farmacolédgica. Esto
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constituye un campo de interés por explorar de ahi que, se propone como objetivo: Evaluar la
actividad antimicrobiana in vitro frente a bacterias, hongos y parasitos de las hojas de Zant-
hoxylum fagara (L.) Sarg., lo que contribuira a enriquecer su informacion cientifica y al desarro-
llo futuro de preparados medicinales naturales para el tratamiento de infecciones resistentes a
las terapias actuales.

2. METODOLOGIA

2.1. Recoleccion y procesamiento del material vegetal

Las hojas de la especie vegetal Zanthoxylum fagara (L.) Sarg., se recolectaron en la manana, en
el Palenque (poblado de Siboney; 19°58'01.1"N 75°42'49.3"W), Santiago de Cuba. Una muestra
de la planta herborizada fue sometida a identificacion taxondmica en el Centro Oriental de
Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO). La misma fue depositada en el Herbario “Jorge Sie-
rra” de dicha institucion con un namero de ficha 19270. El material vegetal colectado, se seco
a la sombra por 10 dias y fue molinada en un molino de cuchilla marca MRC Modelo KM700
(Suiza).

2.2. Determinacion de los parametros farmacognosticos de las hojas

Se determinaron pardmetros farmacognosticos tales como humedad residual, cenizas totales
y cenizas solubles en agua y sustancias solubles, segtn lo descrito en la norma Quality control
methods for herbal materials de la organizacion mundial de la Salud (OMS) [19]. Todos los ensa-
yos fueron realizados por triplicado y se expresaron como la media + desviacion estandar.

2.2.1. Determinacion de la humedad residual
La humedad residual se le determiné a través del método azeotropico [19] y la ecuacion 1 se
utilizo para el calculo de este indice:

H = % x 100 (Ecuacién 1)

Donde, V1i: volumen de agua inicial, V2: volumen final de agua (mL), M: masa de la muestra
(g), y 100: factor matematico para los calculos.

2.2.2. Determinacion de cenizas totales y cenizas solubles en agua

Para la determinacion de cenizas totales y cenizas solubles en agua [19], se empleé una mufla
(Yudian/China) y las pesadas fueron realizadas en una balanza analitica (Sartorius/Alemania).
Cada determinacion se realizd a partir de 2 g de la muestra. Los calculos se efectuaron por
ecuaciones 2, 3,4y 5:

My,—M

C, = x 100 (Ecuacion 2)
1_M

C, = £ x100 (Ecuacion 3)
100-H

Donde, Ci: Cenizas totales en base hidratada, Ci: Cenizas totales, M: Masa del crisol vacio (g),
M:: Masa del crisol con la muestra de ensayo (g), M2: Masa del crisol con la ceniza (g), 100:
Factor matematico para los célculos, y H: % humedad

Las cenizas solubles en agua (CSA) se determinaron a partir de las cenizas totales, luego
de disolver las mismas en agua destilada.
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My—M,

C, = x 100 (Ecuacion 4)
M;—M
csa = &% (Ecuacion 5)
100—H

Donde, Ci: % cenizas solubles en agua en base hidratada, CSA: cenizas solubles en agua, M:
masa del crisol vacio (g), Mi: masa del crisol con la muestra de ensayo (g), M2: masa del crisol
con las cenizas totales (g), Ma: masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g), 100: Factor
matematico para los calculos, y H: % de humedad.

2.2.3. Determinacion de sustancias solubles

El ensayo de sustancias solubles [19] se llevo a cabo a partir de 5 g de la droga vegetal seca
pulverizada. Los solventes utilizados fueron agua, etanol al 30%, 70% y 95%. Los calculos fue-
ron realizados empleando la ecuacion 6:

_ (RX500x100)
T (Mx(100-H))

Ss

(Ecuacion 6)

Donde, H: humedad de la muestra en %, 500 y 100: factores matematicos para los calculos, R:
residuo de la muestra (g), y M: masa de la muestra (g).

2.3. Determinacion de la actividad antimicrobiana in vitro

2.3.1. Obtencion del extracto
El extracto hidroalcoholico se obtuvo mediante el proceso de extraccién de percolacion con
etanol al 70 % acorde al procedimiento descrito por Diaz y colaboradores [20].

2.3.2. Determinacion los parametros fisico-quimicos y quimicos del extracto total

Al extracto obtenido se le determinaron los parametros fisico-quimicos, la composiciéon qui-
mica cualitativa y cuantitativa. Los indices numéricos son expresados como la media (n=3) +
desviacion estandar.

2.3.2.1. Determinacion de las caracteristicas organolépticas: al extracto total se le determind el
olor y el color.

2.3.2.2. Determinacién de pH: se determiné en un pH-metro digital (Everich, China) con un
electrodo combinado de vidrio y calomel con control de temperatura (T 25 °C).

2.3.2.3. Determinacion del indice de refraccion: se determind con el prisma de medicién de un
refractdmetro ABB (Carlseiss Jena, Alemania) previa calibracién con agua destilada a la tem-
peratura de 25 °C.

2.3.2.4. Determinacion de la densidad relativa: se determiné por el método de picnometria.
La densidad relativa (D) se calculé mediante la ecuacién matematica siguiente:

D= (Ecuacion 7)
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Donde, m: masa del picnometro vacio (g), m1: masa del picndmetro con la muestra de ensayo
(g), y m2: masa del picnémetro con agua (g).

2.3.2.5. Determinacion de sdlidos totales: Los sdlidos totales St se determind por el método
gravimétrico y utilizo la ecuacion 8 para el calculo:

P.—P

St = x 100 (Ecuacion 8)
Donde, Pr: masa de la cadpsula mas el residuo (g), P: masa de la capsula vacia (g), V: volumen
de la porcion de ensayo (5 mL), y 100: factor matematico.

2.3.2.6. Determinacion de la composicion quimica cualitativa: Al extracto se le determin la
composicion quimica cualitativa (alcaloides, triterpenos y esteroides, quinonas, cumarinas, sa-
poninas, resinas, mucilagos, aceites esenciales, azticares reductores, fenoles y taninos, aminoa-
cidos y aminas libres, carbohidratos, flavonoides, principios amargos y/o astringentes) seguin
lo descrito por Rivas y colaboradores [21].

2.3.2.7. Determinacion de la composicion quimica cuantitativa: Al extracto se le determind el
contenido de fenoles totales y flavonoides totales por el método colorimétrico de Folin-Ciocal-
teu (Sigma-Aldrich, EE.UU) [22] y por el método colorimétrico con cloruro de aluminio
(Sigma-Aldrich, EE.UU) [23] respectivamente (ver material suplementario). La medicion es-
pectrofotométrica fue realizada por triplicado en un Espectrofotometro UV/VIS de la firma PG
Instruments modelo T60 a una absorbancia de 760 nm (fenoles totales) y 420 nm (flavonoides
totales). Se cuantificé la cantidad de compuestos fendlicos solubles totales y flavonoides totales
presentes en el extracto, mediante la construccion de una curva patron usando como estandar
acido galico (Sigma-Aldrich, EE.UU) y quercetina (Sigma-Aldrich, EE.UU). Los resultados se
expresaron como g equivalente de acido galico/mg del extracto y ug en equivalente de quer-
cetina/mg de extracto. Las ecuaciones empleadas para el calculo de las concentraciones de fe-
noles y flavonoides totales, expresadas como acido galico y quercetina, respectivamente, fue-
ron:

AGEXD .
Conc (E) =— (Ecuacion 9)
mg P

Donde: AGE: 4cido galico equivalente (ug/mL), D: factor de dilucion, y P: peso de la muestra
(mg)

Conc (;—gg) = QE%D (Ecuacion 10)

Donde: QE: quercetina equivalente (ug/mL), D: factor de dilucién, y P: peso de la muestra
(mg).

2.3.3. Ensayo de la actividad antimicrobiana in vitro

Al extracto se le determind la actividad antimicrobiana mediante un ensayo in vitro integral
contra un panel de microorganismos integrado por bacterias, hongos y parasitos. Se emplea-
ron métodos de microdilucién colorimétricos y de conteo directo de tincién con solucion de
Giemsa al 10 %. Los ensayos fueron realizados seguin los descrito por Diaz y colaboradores
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(ver material suplementario) [24]. El extracto se prepard en dimetilsulféxido (DMSO, BDH,
Poole, Inglaterra) 100% a una concentracién madre de 20 mg/mL. A partir de esta disolucion
las muestras fueron diluidas sucesivamente 1:2 en agua desmineralizada hasta obtener 6 nive-
les de concentracion: 128-4 ug/mL. Se emplearon como farmacos de referencia: doxiciclina (S.
aureusy E. coli), flucitosina (C. albicans), miltefosina (L. infantum), benzinidazol (T. cruzi) y sura-
mina (7. brucei); todos se compraron a Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos. Los resulta-
dos se expresaron como concentracion media inhibitoria Cls determinada por regresion lineal
a partir de las concentraciones evaluadas, expresados como la media de dos experimentos rea-
lizados.

2.3.3.1. Microorganismos: Las cepas de microorganismos utilizadas fueron: Staphylococcus au-
reus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739 y Candida albicans ATCC B59630 (azol resistente). Las
bacterias fueron cultivadas en medio MHB (acronimo del inglés Mueller Hinton Broth) y man-
tenidas en medio Triptona-Soya-Agar. Los hongos se cultivaron en medio Roswell Park Me-
morial Institute (RPMI acronimo en inglés)-1640 (Gibco-BRL, EE.UU). Todos los cultivos y en-
sayos se realizaron a 37 °C bajo una atmdsfera de 5% de CO. Las cepas fueron proporcionadas
por la coleccién de cultivo del Laboratorio de Microbiologia, Parasitologia e Higiene de refe-
rencia europea perteneciente a la Universidad de Amberes, Bélgica.

Parala actividad antiparasitaria se utilizaron las cepas de Leishmania infantum MHOM/MA
(BE)/67, Trypanosoma cruzi (Tulahuen CL2, (3 galactosidasa (sensible a nifurtimox), Trypanosoma
brucei var brucei Squib 427 (sensible a suramina, las cuales fueron proporcionadas por el propio
Laboratorio de la Universidad de Amberes. Leishmania infantum fue mantenida en Golden
Héamster (Mesocricetus auratus) y las cepas de T. cruzi sobre células MRC-5sv2 en medio MEN,
suplementado con 200 mM de L-glutamina, 16,5 mM de NaHCO:s y 5% de suero fetal bovino.
El medio Hirumi (HMI-9) fue suplementado con 10 % de suero fetal bovino y se utilizo para
mantener la cepa de T. brucei var brucei.

3. RESULTADOS

3.1. Parametros farmacognosticos de las hojas
En la tabla 1 se muestran los resultados de los pardmetros farmacognosticos obtenidos para
las hojas de la especie Z. fagara.

Tabla 1. Comportamiento de la humedad residual, cenizas totales y solubles en agua y sustancias solu-
bles para la hoja de Z. fagara.

SS (%)

H o, 0, [0)
) Cr (%) Con (%) agua EtOH30% | EtOH70% | EtOH 95 %

11,5+0,70 |791+0,04 |2,64+048 26,93 + 0,00 19,58 + 0.00" 15,19 + 0.00 7,71 £0.00°

Leyenda: H, Humedad residual; Cr, Cenizas totales; Csa, Cenizas solubles en agua, SS, sustancias solu-
bles. El * encima de los nimeros significa que existen diferencias estadisticas en las medias obtenidas
para cada disolvente para un p-valor menor que 0,05 empleando el test de Minimas y Méximas Dife-
rencias Significativas de Tukey-HSD.

3.2. Determinacion los parametros fisico-quimicos, composicion quimica cua-

litativa y cuantitativas al extracto hidroalcohdlico
Los resultados de la determinacion de los pardmetros fisico-quimicos al extracto hidroalcohd-
lico obtenido a partir de las hojas de Z. fagara se recogen en la tabla 2.
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Tabla 2. Parametros fisico-quimicos del extracto hidroalcohdlico de hoja de Z. fagara.

pH =S IR £8 ST (%) =S
+
Olor Color DR =S (T 25 °C) (T 25 °C) (mg/100 mL)
Caracteristico | ™20 | 0 9044+ 0,0651 | 5,97 0,061 1,3605+0,0004 | 21,4 +0,0424
verdoso

Leyenda: DR (Densidad relativa), IR (Indice de refraccién), ST (Solidos totales).

En el extracto se evidenci6 la presencia cualitativa de alcaloides, aceites esenciales, flavonoi-
des, fenoles y taninos. Por su parte, cuantitativamente se determiné contenido tanto de fenoles
como de flavonoides totales en el extracto de Z. fagara, obteniéndose que para el primero fue
de 14,73 + 0,26 pg de acido galico/mg y en el caso del segundo fue de 3,11 + 0,16 ug de querce-
tina/mg.

3.3. Actividad antimicrobiana in vitro

Los resultados de actividad antimicrobiana in vitro del extracto frente a bacterias, hongos y
parasitos se muestran en la Tabla 3. Se considero activo el extracto cuando la CIs fuera menor
o igual que 100 pug/mL [25].

Tabla 3. Actividad antimicrobiana in vitro del extracto de hojas de Z. fagara frente a bacterias, hongos y
arasitos.

Bacterias y hongos Parasitos
Clso pg/mL Clsopg/mL = S
Ec Sa Ca Tbr Tc Lin
>128 >128 >128 2,48 +1,38 13,19 £ 13,17 13,19 + 4,29

Leyenda:, Ec (Escherichia coli), Sa (Staphylococcus aureus), Ca (Candida albicans), Tbr (Trypanosoma brucei),
Tc (Trypanosoma cruzi), Lin (Leishmania infantum), Clso (Concentracién inhibitoria media), S (Desviacion
estandar).

4. DISCUSION

El exceso de agua en las drogas vegetales una vez sometida a un proceso de secado puede
promover el crecimiento de hongos, la presencia de insectos o provocar la hidrdlisis de com-
puestos activos que se encuentran en el material vegetal y por consiguiente su posterior dete-
rioro [19]. Es por ello, que los limites en el contenido de agua en el material vegetal seco deben
ser determinados. La humedad residual por el método azeotrdpico a las hojas de la especie Z.
fagara, estuvo dentro de los limites establecidos por la bibliografia de referencia, la cual fue de
11,5+ 0,70 % (Tabla 1). Lo que indica que el secado a la sombra utilizado permite que se con-
serve y se mantenga la calidad de estas, para ser usadas como posible materia prima, logran-
dose una mayor conservacion por un tiempo prolongado. También se evita la proliferacion de
microorganismos y degradacion de metabolitos que sean volatiles con una posible actividad
farmacologica.

El contenido de cenizas totales fue otro de los parametros determinados, indicativo de la
calidad del material con que se trabaja y constituyen una base para definir su pureza e identi-
dad. También brinda informacién relativa a la posible adulteracién con materias inorganicas,
cuerpos extranos o la cantidad de estos elementos en su contenido [26]. El contenido de cenizas
totales fue de 7,91 + 0,04 % (Tabla 1), el cual excedid del limite permisible reportado en las
Farmacopeas que es hasta el 5 % [22, 27]. Este comportamiento pudiera estar relacionado a la
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presencia de cenizas fisioldgicas de esta droga vegetal, que es la cantidad remanente después
de la ignicién del material, derivadas de los tejidos celulares [28]. Ademas de la posible pre-
sencia de metales alcalinos y alcalino-térreos en las hojas. Por lo que se recomienda realizar la
determinacion del contenido de metales en la droga seca por técnicas analitica de plasma con
acoplamiento inductivo ICP. La cantidad de cenizas solubles en agua también ayudan a eva-
luar la pureza de la droga. Al analizar los resultados obtenidos en las hojas de Z. fagara, se
pudo evidenciar que se haya entre 2,64 + 0,48 % (Tabla 1), obteniéndose pequefios valores, lo
que demuestra que una pequena parte de las cenizas totales de esta droga presenta caracteris-
ticas polares.

Por otro lado, el ensayo de sustancias solubles evidencié que los mayores rendimientos se
observan en los extractos preparados con los disolventes de mayor polaridad (agua y etanol
al 30 %). No siendo asi para el caso del resto de los menstruos empleados. Esto indica que las
sustancias extraidas tienen un alto indice de polaridad. Segun el andlisis de varianza multifac-
torial realizado, existen diferencias estadisticas y numéricas en todos los menstruos utilizados,
obteniéndose un p-valor menor que 0,05 (0,0000), con un nivel del 95,0 % de confianza. Te-
niendo en cuenta que los disolventes que resultaron ser mejores en la extraccion de sustancias
solubles no fueron estables microbioldgicamente durante la preparacion del extracto, se selec-
ciono el etanol al 70 % como el mejor menstruo, donde se garantiza la extraccion de sustancias
y la estabilidad del extracto, pues se evita la proliferacion de microorganismos.

Partiendo de estos resultados se obtuvo un extracto hidroalcohdlico a partir de las hojas
secas de Z. fagara por el método de extraccion de percolacion y como disolvente etanol al 70%.
Dentro de los pardametros fisico-quimicos determinados al extracto total de las hojas de Z. fa-
gara (Tabla 2), se encuentran las caracteristicas organolépticas, las cuales varian en los diferen-
tes preparados farmacéuticos en dependencia del modo de preparacion. En este caso al tratarse
de un extracto total los pardmetros evaluados fueron el color y el olor. Este present6 un olor
caracteristico propio de la especie y un color amarillo verdoso, que va en correspondencia con
el que adquieren las hojas una vez que se secan. Otro de los pardmetros determinados fue la
densidad relativa, la cual fue de 0,9244 + 0,0651 relacionando este resultado obtenido con la
densidad del agua, ambas se determinaron a la misma temperatura (T 25 °C). También se de-
termind el valor del pH el cual fue de 5,97 + 0,061 siendo ligeramente 4cido. Este comporta-
miento pudiera estar relacionado con la presencia de algunos metabolitos que le aportan aci-
dez como: fenoles, taninos y flavonoides, los cuales presentan en su estructura un grupo hi-
droxilo, que es el responsable de aportar la ligera acidez.

El indice de refraccion (n) de una sustancia es la relacion entre la velocidad de la luz en el
aire y la velocidad de la luz en la sustancia. Es valioso en la identificacién de sustancias y en
la deteccidon de impurezas [29]. Se determind el indice de refracciéon dando un valor de 1,36 +
0,0004 a una temperatura de 25 °C conociendo de esta manera el nimero de impurezas pre-
sentes y la transparencia del extracto. Los solidos totales fueron de 21,4 + 0,042 mg/100 mL; el
cual puede ser utilizado como criterio de concentracion para ensayos bioldgicos. Todas estas
determinaciones constituyen los primeros parametros fisico-quimicos de calidad a monitorear
durante el proceso extractivo de las hojas de Z. fagara.

Los resultados de la composicion quimica cualitativa muestran coincidencia con los des-
critos en otras investigaciones de Z. fagara pero en otros 6rganos. Como por ejemplo en el ex-
tracto etandlico de la corteza seca obtenido por el método de percolacién con etanol al 96 %,
se detectd la presencia de alcaloides flavonoides, fenoles y taninos, principalmente [17, 30-32].
También se han aislado del extracto etandlico obtenido de la corteza (estado fresco) estos mis-
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mos metabolitos excepto flavonoides [17]. Y por tultimo en los frutos de Z. fagara se han iden-
tificado como compuestos mayoritarios del aceite esencial el D-germacreno-4-ol, elemol y a-
cadinol [6].

Para otras especies del género Zanthoxylum, resultan comunes los informes sobre la pre-
sencia de los mismos tipos de metabolitos. Dentro de los que podemos citar a los alcaloides,
los cuales son los compuestos mas relevantes, ya que se han aislado en la mayoria de las espe-
cies de este género y en todos los érganos de las plantas, por lo que son considerados marcador
quimiotaxondmico para el género. La literatura cientifica consultada, reporta estudios en los
frutos de Z. coriaceum y en la corteza del tallo de Z.elephantiasis y Z.martinicense a partir de los
cuales se han aislado alcaloides del tipo quinolona, quinolina y benzofenantridina [30]. Tam-
bién se han determinado alcaloides en la especie Zanthoxylum pistaccifolium Griseb [20]. Los
triterpenos son otros de los metabolitos que resultan comunes en la mayoria de las especies
del género, especialmente el compuesto conocido como lupeol [6-8]. En el género Zanthoxylum
se han aislado flavonoides glicosilados derivados de flavonol, flavonoles, flavonas y fla-
vanonas [7, 8].

En sentido general, las pruebas quimicas cualitativas realizadas, sugieren que los princi-
pales metabolitos presente en las hojas de la especie estudiada son: alcaloides, triterpenos y
esteroides, aceites esenciales, flavonoides, carbohidratos, fenoles y taninos, muchas de las cua-
les coinciden con estudios anteriores realizados en otras especies.

Para esta planta no existen reportes del contenido de fenoles ni de flavonoides totales de
ahi que partiendo del resultado quimico cualitativo se determind el contenido de estos grupos
de metabolitos por métodos espectrofotométricos. No obstante, existen reportes en otros érga-
nos de especies del género Zanthoxylum, donde se han podido cuantificar ambos metabolitos.
Tal es el caso de los extractos de éter de petrdleo y acetato de etilo a partir de la corteza del
tallo de Zanthoxylum alatum, obteniéndose valores maximos del contenido de fenoles totales
de 5,12 y 4,36 mg/g de 4cido galico respectivamente [33, 34] Para esta misma especie se realizo
otro estudio en el 2016, donde el contenido de fenoles y flavonoides totales en un extracto
metanolico fue de 89,2 + 0,59 mg/g y 63,8 + 0,34 mg/g respectivamente [35]. También extractos
en metanol (59,34 + 0,13 mg/g de acido galico) y acetona (34,24 + 0,25 mg/g de acido galico) de
las frutas del Zanthoxylum armatum han presentado un alto contenido de fenoles totales. Mien-
tras que el contenido de flavonoides fue de 0,82 + 0,03 mg/g de quercetina [36].

En los tres estudios los valores reportados tanto de fenoles como de flavonoides totales
resultaron ser superiores a los obtenidos en esta investigacion, aunque hay que tener en cuenta
que se utilizaron otros drganos de la planta diferentes al que se utilizé en Z. fagara. Y en de-
pendencia del érgano que se utilice el contenido de los metabolitos secundarios puede variar,
ya que ellos se acumulan en dependencia de las necesidades fisiologicas de las plantas. Ade-
mas, en la produccion de estos pueden influir tanto factores extrinsecos como intrinsecos [37]

Las enfermedades infecciosas causadas por las bacterias, hongos, virus y parasitos todavia
son una amenaza mayor en la salud publica, a pesar del gran progreso en la medicina humana.
Ademas de la resistencia antimicrobiana, ya que los microorganismos la han creado a través
de mutaciones genéticas y otros mecanismos de resistencia. Siendo de gran importancia la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas como es el caso de extractos o sustancias puras
aisladas de plantas medicinales.

Uno de los géneros que esta constituido por especies con diversas propiedades farmaco-
logicas es el Zanthoxylum. En el cual se han demostrado propiedades antimicrobianas del Z.
americanum [38], Z. leprieurii, Z. xanthoxyloides [39], Z. martiniscense, Z. elephantiasis [40], Z.
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acanthopodium, Z. articulatum [41], Z. monophylum, Z. usambarense [42], Z. guilletii [43], Z. arma-
tum [43, 44].

El extracto evaluado no resultd activo frente a las cepas de las bacterias (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus) y del hongo ensayado (Candida albicans). Estos resultados no coinciden
con reportes realizados por varios autores donde un extracto etandlico obtenido de la corteza
de esta especie se evaluo frente a C. albicans, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, A. flavus,
Microsporum canis y Trichophyton mentagrophytes y exhibié buena actividad antifiingica, en
comparacion con los otros extractos evaluados de otras especies de Zanthoxylum [17].

En otro estudio se evalu6 la actividad antibacteriana del extracto etandlico de la corteza
de esta misma especie frente a diferentes cepas gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella
typhi, Shigella boydii, Vibrio cholerae El Tor, Vibrio cholerae caso clinico) y gram-positivas (Bacillus
subtilis, y Staphylococcus epidermidis), utilizando el método de difusion en agar. El mismo pre-
sentd inhibicion para las cepas de B. subtilis (17 mm), V. cholerae E1 Tor (11 mm), V. cholerae caso
clinico (10 mm) y S. epidermidis (9 mm) [43]. Para otras especies del género se ha demostrado
la actividad antibacteriana y antifingica. Los extractos metandlicos obtenidos de frutas, semi-
llas y corteza de Z. armatum fueron evaluado in vitro contra 9 cepas bacterianas diferentes. Los
extractos exhibieron notables propiedades antibacterianas, lo que sugiere el uso potencial de
esta planta para el tratamiento de diferentes enfermedades bacterianas como infeccion de la
piel, infeccidn del tracto urinario, problemas dentales, diarrea, y disenteria [32].

En una investigacion realizada a extractos preparados a partir de las hojas de las especies
Zanthoxylum holtizianum y Zanthoxylum lindense, se evidencio que ambos extractos presentaron
menor actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas, Gram negativas y hongos
que los obtenidos a partir de la corteza y la raiz. Ademas, de ser el Staphylococcus aureus, la
bacteria mas susceptible con una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) 2,5-0,625 mg/mL
[45]. Por su parte un estudio conducido por Diaz y colaboradores evidencid la buena actividad
de las hojas de Z. pistaciifolium contra Candida albicans, Candida glabrata, Candida kefyr, Candida
krusei y Candida parapsilosis [46].

En contraste a lo observado en la actividad antibacteriana y antifiingica, el extracto de
mostrd una potente actividad antiprotozoaria frente a todas las cepas de parasitos evaluadas
(Trypanosoma cruzi, Leishmania infantum y Trypanosoma brucei), pues se obtuvieron ICso menores
que 100 pg/mL [25]. En las dos primeras, se obtuvieron las mismas ICso= 13,19 ug/mL; lo que
demuestra que ambas tuvieron la misma sensibilidad frente al extracto. La cepa Trypanosoma
brucei, de las tres fue la que mayor sensibilidad presento. Estos resultados evidencian la pre-
sencia en las hojas de Z. fagara de posibles compuestos que pudieran afectar directamente a los
parasitos o estimular mecanismos en las células hospederas para su eliminacién. Dentro de
estos compuestos se pueden mencionar: a los alcaloides y aceites esenciales, los cuales se iden-
tificaron cualitativamente en el extracto.

Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, donde numerosos estudios
muestran la actividad frente a protozoo para varias especies de Zanthoxylum tanto de extractos
como compuestos aislados [47]. El extracto de acetato de etilo de la corteza del tallo de Z.
chalybeum fue activo contra cepas sensibles y resistentes de Plasmodium. falciparum. En estudios
in vitro, el extracto etandlico y la fracciéon de hexano de la corteza del tallo de Z. rhoifolium
mostraron actividad contra promastigotes de Leishmania amazonensis en 24, 48 y 72 h de trata-
miento. En el mismo estudio, los alcaloides queleritrina y nitidina, aislados de Z. rhoifolium,
mostraron actividad contra las formas amastigotes. El extracto de hojas de Z. chiloperone fue
sensible a la cepa Trypanosoma cruzi, pues ocurrio la lisis total de esta a una ICs0 de 900 ug/mL,
la cual fue superior a la que se obtuvo en este estudio contra este mismo parasito. De esta
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misma especie, se aisld de extractos etanolicos obtenidos de las hojas, los frutos, la corteza y la
raiz, el alcaloide 6-cantinona y algunos de sus andlogos, los cuales también presentaron efecto
contra Trypanozoma sp [48].

5. CONCLUSIONES

En el presente estudio se reporta por primera vez los indices farmacognosticos de las hojas de
la especie Z. fagara lo cual sirve de patron de calidad preliminar. Los resultados de la compo-
sicion quimica revelan la presencia de metabolitos bioactivos de interés para el género tales
como: alcaloides, aceites esenciales y compuestos fendlicos. La actividad antimicrobiana in vi-
tro del extracto de las hojas de Z. fagara, demostr6 una potente actividad frente a parasitos, no
asi frente a bacterias y hongos evaluados. El estudio revela por primera vez el potencial de las
hojas de la especie para el aislamiento de compuestos con actividad antiprotozoaria.
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