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RESUMEN

Cupressus sempervirens Linneo (Ciprés), perteneciente a la familia
botanica de las Cupressaceae, tiene gran importancia por presentar
metabolitos con gran potencial terapéutico; nos trazamos el objetivo
de comparar en tallos y hojas la caracterizacion quimica del "Cu-
pressus sempervirens L. (Ciprés)" cubano; como antiinflamatorio. Se
evaluaron parametros de calidad de las hojas y tallo: caracteristicas
organolépticas y por Infrarrojo cercano humedad residual, cenizas to-
tales, proteina, fibra y almidan, la mayoria de los resultados obtenidos
cumplen con las especificaciones descritas en las monografias ofi-
ciales. El Método de extraccion realizado fue la Maceracion, utilizando
como menstruo etanol al 95%. Para el analisis fisico-quimico del
extracto, se determinaron los parametros siguientes: caracteristicas
organolépticas, densidad relativa, indice de refraccion, pH y solidos
totales. Se establecio la composicion quimica cualitativa de la planta
mediante Tamizaje Fitoquimico; expresandose: aceites esenciales,
grasas, alcaloides, triterpenoides y esteroides, resinas, aziicares re-
ductores, saponinas, flavonoides, compuestos fendlicos, mucilagos
y principios amargos y por cromatografia liquida de alta resolucion;
sugiere que posiblemente los compuestos que presentaron tiempo
de retencion en tallos de 15,2 y 15,9 minutos y los de tiempo de
retencion en hojas de 15,2 y 16,0 minutos, respectivamente, sean dos
compuestos que representen al mismo tipo de metabolitos, en cada
caso, producido por la planta en cada parte del vegetal; por separado.
Se muestran compuestos presentes en hojas que no aparecen en
tallos y viceversa. Se determind la actividad antiinflamatoria por el
Método de Edema Auricular del extracto etandlico el cual mostrd el
resultados esperado para la especie.

PALABRAS CLAVE i
Cupressus sempervirens L., composicion quimica, PINACEAES

ABSTRACT

Cupressus sempervirens Linnaeus (Cypress), belonging to the bo-
tanical family Cupressaceae, is of great importance for presenting
metabolites with great therapeutic potential; We set the objective of
comparing the chemical characterization of the Cuban ~ Cupressus
sempervirens L. (Cypress) ~ in stems and leaves; as anti-inflam-
matory. Quality parameters of the leaves and stem were evaluated:
organoleptic characteristics and by Near Infrared residual humidity,
total ash, protein, fiber and starch, most of the results obtained
comply with the specifications described in the official monographs,
The extraction method carried out was Maceration, using 95%
ethanol as menstruum. For the physical-chemical analysis of the
extract, the following parameters were determined: organoleptic
characteristics, relative density, refractive index, pH and total
solids. The qualitative chemical composition of the plant was deve-
loped through Phytochemical Screening; expressing: essential oils,
fats, alkaloids, triterpenoids and steroids, resins, reducing sugars,
saponins, flavonoids, phenolic compounds, mucilages and bitter
principles and by high resolution liquid chromatography; suggests
that possibly the compounds that have a retention time in stems
of 15,2 and 15,9 minutes and those with a retention time in leaves
of 15,2 and 16.0 minutes, respectively, are two compounds that
represent the same type of metabolites, in each case, produced by
the plant in each part of the plant; separately. Compounds present
in leaves that do not appear in stems and vice versa are shown. The
anti-inflammatory activity was determined by the Auricular Edema
Method of the ethanolic extract, which showed the expected result
for the species.

KEYWORDS
Cupressus sempervirens L., chemical composition, PINACEAES.

RECIBIDO: 20/01/2023

ACEPTADO: 10/04/2023 DOI: https://doi.org/10.23878/alternativas.v24i1.418



COMPARACIGN QUIMICA ENTRE TALLOS Y HOJAS DE CUPRESSUS SEMPERVIRENS L. ("CIPRES") DE ORIGEN CUBANO, COMO ANTIINFLAMATORIOS

Introduccion

La medicina tradicional constituye una fuente
inagotable de conocimientos ancestrales cuyo
uso data desde que el hombre tuvo conciencia de
que podia emplear los recursos que lo rodeaban
para la cura de enfermedades. Dicha informa-
cién ha sido transmitida de generacién en ge-
neracion de forma oral y escrita. El incremento
de la poblacién mundial, ha conllevado al uso
indiscriminado de drogas sintéticas, que llevan
asociados los efectos secundarios nocivos y el
costo elevado; paises en desarrollo han dirigido
los esfuerzos a evaluar la reserva natural con
fines terapéuticos (Castro, 2009 y Aligiannis,
Kalpoutzakis, Mitaku, & Chinou, 2001). La Or-
ganizacién Mundial de la Salud (OMS) reconoce
la importancia de las plantas medicinales en el
tratamiento y prevencion de multiples enfer-
medades al ser una fuente de descubrimiento
de nuevas drogas que en algunos casos tiene un
costo inferior. El regreso del interés cientifico
sobre las plantas medicinales, la investigacion
de su riqueza y variabilidad quimica, ha im-
pulsado una revalorizacién de su empleo en
muchas partes del mundo, lo que representa
una forma complementaria de curar, en que el
empirismo de la terapia queda atras en funcién
de la evidencia cientifica, lo que armoniza la
medicina tradicional con las terapias oficiales
de cada pais (Avello y Cisternas, 2010).La utili-
zaciéon de las plantas medicinales y productos
que se originan de ellas se han extendido en el
mundo y han ganado una gran popularidad,
muy pocas especies y productos se han estudia-
do con fines médicos y un niimero menor cuen-
ta con estudios realizados sobre su seguridad,
eficacia y calidad (Caceres, 1999). La calidad
es un requisito basico de los medicamentos,
no sélo por su significacién intrinseca, sino
porque constituye la base sobre la que reposa la
reproducibilidad de los pardmetros seguridad y
eficacia. Ello resulta atin mas importante en los
medicamentos a base de plantas medicinales,
en los que la problematica es mucho mas com-
pleja que en los farmacos de sintesis. Algunos
aspectos, que no se dan en estos ultimos,
pueden influenciar en la calidad de los fitofar-
macos o dificultar su control, por ejemplo: se
trata de sistemas multicomponentes, con una
composicién compleja, mucho mas dificil de
caracterizar que un compuesto puro, sea sin-
tético o natural; en ocasiones no se conocen los
constituyentes quimicos responsables del efecto
terapéutico o, con frecuencia, éste se debe a un
conjunto de ellos. Ademas, los procesos de reco-

leccién y tratamiento postcosecha (desecacién,
almacenamiento, etc.), asi como los procesos
de extraccién, pueden también tener una in-
fluencia importante en la calidad (Canigueral
y Vila, 2005).Los productos naturales ofrecen
una gran diversidad quimica incomparable con
la complejidad estructural y la potencia biolé-
gica. Ocupan una regién complementaria en el
campo de la quimica farmacéutica comparada
con los compuestos de origen sintético. Ademas
de que los productos naturales pueden ser utili-
zados como medicamentos o plantillas para la
producciéon de medicamentos, también tienen
una gran utilidad en el estudio de los blancos
moleculares y fisiopatologias de diferentes
enfermedades, lo cual se ve reflejado en un
mejor entendimiento de estos procesos; como
ejemplo se tiene que mediante la elucidacién
del mecanismo de acciéon antiinflamatorio del
acido acetilsalicilico llevé al descubrimiento de
las isoenzimas ciclooxigenasas COX-1 y COX-2,
qué se uso en el desarrollo de nuevos medica-
mentos antiinflamatorios selectivos COX-2.La
incorporacién y utilizaciéon de las plantas medi-
cinales en el tratamiento de diversas reacciones
inflamatorias, en particular el reumatismo,
son practicas comunes en la medicina tradicio-
nal. Hoy dia es evidente que el interés por las
sustancias anti-inflamatorias de origen vegetal
va en aumento, porque ofrecen en algunos ca-
sos ventajas en relacién a los antiinflamatorios
clasicos, como es la baja incidencia de efectos
secundarios (Comez Estrada, Conzdlez Ruiz, y
Medina Domingo, 2011).

Sobre la base de las proyecciones actuales del
Ministerio de Salud Publica de Cuba (MINSAP)
en el Programa Nacional para el Desarrollo y
Generalizacion de la Medicina Natural y Tra-
dicional y las tendencias actuales que dicta la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en lo
concerniente al trabajo con productos naturales
en la terapéutica, se desarrolld la presente
Investigacién Cientifica de la especie cubana
Cupressus sempervirens L. (Ciprés) como objeto de
estudio. Cupressus sempervirens L., el ciprés comtn
o ciprés mediterraneo, es una especie arbérea
de hoja perenne de la familia Cupressaceae
(Christenhusz y col, 2011).E1 Ciprés es nativo de
la zona mediterranea. Sin embargo, la planta
se ha distribuido en el norte de Africa, Asia
(Irdn, Palestina, Jordania, Libano, Siria, Irak,
Turquia), en el sur de Europa (Crecia e Italia) y
América del Norte (Chaudhary y col, 2012).La
familia CUPRESSACEAE comprende el género,
Cupressus. El género esta constituido por 16 espe-
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cies, las cuales abarcan una gama muy diversa
de formas de crecimiento. Cupressus sempervirens
L. pertenece al género que fue descrito por Car-
los Linneo (Laubenfels, Husby & Criffith, 2012).
En Cuba se cultivan las siguientes especies de
Cupressus:C. arizonica Greene, C. macrocarpaMart-
weg, C. lusitdnica Mill., C.funebris Lindl. C. torulosaa D.
Don., C. Benthami Endl. Y C. glabra Sudworth (Roig y
Mesa, 1988). Tomando en cuenta la poca divul-
gacién del estudio Fitoquimico del Ciprés en el
mundo y la marcada carencia de investigacio-
nes en Cuba referentes al Cupressus sempervirens
Linneo nos proyectamos la siguiente suposicion
“El Ciprés de origen cubano presenta metaboli-
tos que le confieren "propiedades terapéuticas
antiinflamatorias’.

Materiales y métodos
Procedimientos de estandarizacion de Cupressus
sempervirens L.

m Recoleccién. El estudio se desarrolld
fundamentalmente en los laboratorios
del Departamento de Farmacia del Ins-
tituto de Farmacia y Alimentos (IFAL)
ubicado en el municipio de La Lisa, La
Habana, Cuba.El material vegetal utili-
zado en la investigacion fueron las hojas
frescas y tallos de Cupressus sempervirens
L. (Ciprés) los cuales se recolectaron en
la Casa Comercial de los Laboratorios
Novartis (calle A esq. 19) en El Vedado,
Municipio Plaza de la Revolucién, en la
provincia de La Habana, Cuba.

m Tratamiento post-cosecha. Lavado
y desinfeccion de la droga. Luego de
la recoleccién del material vegetal, se
procedié a lavarlo con abundante agua,
seguidamente se sumergi6 en hipoclo-
rito de sodio al 1% por un tiempo de 5
minutos e inmediatamente se lavé con
abundante agua; hasta retirar comple-
tamente el hipoclorito.

m Caracteristicas organolépticas. Eva-
luacién macroscépica de la droga. La
evaluacion macroscépica de la planta, se
realiz6 mediante la determinaciéon de
los pardmetros de control de la calidad,
establecidos (Miranda y Cuéllar 2001).
Para la caracterizacion de las hojas se
determinaron los siguientes pardme-
tros: tamano (dimensiones en largo y
didmetro), color, olor, forma (se toma
en cuenta el peciolo, 4pice, base, borde),
condicién (fresca, seca, entera, cortada)

y caracteres de la superficie (lisa, arru-
gada, estirada, anillada). El tallo con
gran rugosidad y 4spera cascara, con
olor resinoso caracteristico de la especie.
Método de secado. El material vegetal
fue sometido al proceso de secado artifi-
cial empleando una estufa marca MLW
WSU 100 a una temperatura de 40°C con
recirculacién de aire, a razén de 1700
rpm. La planta fresca, fue colocada y
esparcida por triplicado en tres bandejas
esmaltada las cuales se distribuyeron
dentro de la estufa. Fue removida cada
doshorasdurante el tiempo que transcu-
r1i6 el proceso, hasta obtener una masa
constante. Los resultados obtenidos, se
promediaron y se registraron las obser-
vaciones y las sucesivas pesadas cada 24
horas; hasta lograr peso constante.
Herborizacién. Se tomd una muestra
representativa del material colectado
para la herborizacién segin la metodo-
logia propuesta por el Protocolo para la
Herborizacién: "Coleccién y preservado
de ejemplares botanicos en proceso de
supervision forestal” (julio 2013) con
modificaciones realizadas, la muestra
se conservod en cartulina, no en bolsasde
plastico como sugiere el protocolo. Luego
se trasladé hacia el Instituto de Ecologia
y Sistemadtica (La Habana, Cuba) con el
objetivo de obtener una identificacion
auténtica.

Trituracion, almacenamiento y
conservacion del material vegetal. Al
finalizar el proceso de secado la planta
se reduce a tamano de particulas de
granulometria de 1 a 2 mm, mediante
trituracién en un molino de cuchilla
marca FURNAS de procedencia italiana
con un tamiz de 2 mm y se almacené
en un pomo ambar herméticamente
cerrado dentro de una desecadora hasta
el momento de su posterior uso en otras
evaluaciones experimentales.

Analisis farmacognéstico de la droga
cruda (Cupressus sempervirens L.). Anali-
sis por Espectroscopia de Infrarrojo
cercano (NIR). Los andlisis farmacog-
nosticos se analizaron también por
un equipo NIR, modelo FOSS DS 2500
para las determinaciones de humedad
residual, cenizas totales, contenido de
proteina, fibra, y almidén.
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m Valoraciéndeladroga. Estudio fitoqui-
mico cualitativo. Tamizaje Fitoquimi-
co. El Tamizaje Fitoquimico es el Método
generalmente empleado paradeterminar
cualitativamente los principales grupos
funcionales o metabolitos secundarios
a un extracto de uso farmacéutico. Es
particularmente ttil cuando la mayoria
de las reacciones son positivas. Con la
finalidad de conocer la presencia o no de
los mismos a partir del material vegetal
seco, triturado y homogéneo se emple6 el
Método de Tamizaje Fitoquimico, utili-
zando un sistema de disolvente en orden
creciente de polaridad (Extracto Etéreo,
Extracto Etanélico y Extracto Acuoso),
segun el procedimiento descrito en la li-
teratura consultada. Se realiz6 tamizaje
fitoquimico a las hojas y tallos de la espe-
cie vegetal. Con la planta fresca, se reali-
zaron 3 extracciones sucesivas siguiendo
el esquema representado segtn la figura
1. A cada extracto se le midi6 el volumen
obtenidoy se le calculé su concentracién.
El ensayo se realiz6 segiin lo descrito en
el Manual de Précticas de Laboratorio de
Farmacognosia y Productos Naturales,
Miranday Cuellar, (2000).

Enla figura 1 se muestra el procedimiento para
la obtencién de los extractos etéreo, alcohodlico
y acuoso del material vegetal para la aplicacion
de las técnicas de tamizaje fitoquimico.

109 DE MATERIAL YEGETAL

EXTRAER CON 30 mL DE ETER DIETILICO
DURANTE 48h ATEMPERATURA AMBIENTE

FILTRAR

EXTRACTO ETEREO RESIDUO SOLIDO

EXTRAER CON TRES VECES ELPESO
DEL RESIDUO EN VYOLUMEN CON ETANOL
POR MACERACION DURANTE 48h

FILTR AR

RESIDUO SOLIDO [EXTRACTO ALCOHOLICO |

EXTRAER CON TRES VECES EL PESO
DEL RESIDUO EN YVOLUMEN CON AGUA
POR MACERACION DURANTE 24h

FILTRAR

EXTRACTO ACUOSO

Figura 1. Extraccion sucesiva del material vegetal para la aplicacion de
técnicas de tamizaje fitoquimico.

RESIDUO SO6LIDO
Desechar

Una vez obtenidos los extractos a partir del mate-
rial vegetal se realizaron los ensayos correspon-
dientes al tamizaje fotoquimico para cada uno
de ellos. En la figura 2 se observa el esquema de
los ensayos a realizar en el extracto etéreo.

EXTRACTO ETEREOQ
|
DIVIDIR EN FRACCIONES

|
{

5L 5mL
ENSAYO DE BALJET
IE(EESSYECS) %&%N (LAC TONAS v COUMARINAS)

15 rrl (dividir en 3 porciones)
ENSAY0S DE DRAGENDORFF
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES)

SmL
ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHAR
(TRITER PENOS-ESTEROIDES)

Figura 2. Esquema de reacciones a realizar en el extracto de éter etilico.

La figura 3 muestra el esquema de los ensayos a
realizar al extracto alcohélico.

EARACALIOHLIO
I
MORENFRROICNES
|
i 2nt. :‘m ‘ 2n
BEADLE | BEAYOLE i BAYOLE k| EnesYorE )
oG | e i s 5o | nenGiimeao
i TSP 05T BRI B (LN MAERY AGHNER
il sy
BEAOLE 2
BesORmLE % Bt
O ANTOTANDNA.
2 i
ENEADESFUMA
L BENOE
HNDA
FRODIEY

Figura 3. Esquema de reacciones a realizar en el extracto alcohalico.

En la a figura 4 se muestra el esquema de ensa-
yos a realizar al extracto acuoso.

EXTRACTO ACUDSO
DIVIDIR EN F RACCIONES
6 ML en 3 porcicnes
ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MA‘I.'E: i I\.‘o}:l’::ﬁNER ENSAYO DE
ami MUCILAGDS
B L 1 82 GOTAS
ENSAYO DE
2mlL PRINCIP IS AARGOS
ENSAYD DE FEHLING
(A REBDCTO RES
2ml
ENSAYO DE CLORURD 2mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
TANIROTS SAPO NIRRT

Figura 4. Esquema de las reacciones a realizar en el extracto acuoso.

m Extraccion a la droga cruda para de-
terminar los parametros de calidad a
los extractos. Para la continuacién del
estudio se prepararon las condiciones
para aplicar el Método de extraccién
al 6rgano ensayado que fueron hojas
frescas y el tallo. Para la obtencién de
los mismos utilizando como disolvente
etanol a una concentraciéon 95% (v/v).
Se empled el Método de Maceracion
ampliamente utilizado ya que resulta
menos agresivo para el material vegetal
al no aplicar calor ni agentes quimicos,
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que puedan afectar su composicion
quimica. Este método se mantuvo por
siete dias, a temperatura ambiente y
protegido de la luz al igual que el ex-
tracto resultante, segin lo descrito por
(Miranda y Cuéllar, 2012). Los extractos
obtenidos se colectaron en frascos de
vidrio ambar de 250 ml de capacidad,
para la posterior determinacion de los
parametros de calidad.

m Analisis fisico-quimico del extracto.

El analisis fisico-quimico del extracto
se realiz6 a través de pardmetros cuya
metodologia es descrita por Miranda y
Cuéllar, (2001).

Caracteristicas organolépticas del
extracto. Determinacion del color. Se
realizé en un tubo de ensayo de vidrio
transparente, bien limpio y seco en el
cual se deposité la muestra en estudio.
A continuacién se observo el color, la
transparencia, la posible presencia de
particulasy la separacién en capas.
Determinacién del olor. Se tomé una
tira de papel secante de aproximada-
mente 1 cm de ancho por 10 cm de
largo y se introdujo un extremo en la
muestra de ensayo. Se percibi6 el olor
y se determind si correspondia con las
caracteristicas del producto.
Determinacion de la densidad. Para
realizar esta determinacién se empled
agua destilada, un picnémetro de 10 ml
y una balanza analitica marca Sartorius
max. 120g d= 0.1 mg. Los resultados se
expresan mediante la férmula siguiente:

- M-M
P M

Dénde:

D.-Densidad relativa (g/mL)

M, : peso del picnémetro con la muestra (g)
M,: peso del picnémetro con el agua (g)
M: peso del picnémetro vacio (g)
Determinacién del indice de refrac-
cion. Se utiliz6 un refractémetro ABBE
y el procedimiento se realizé segin lo
descrito en el Manual de Laboratorio de
Farmacognosia y Productos Naturales,
Miranda y Cuéllar, (2000).
Determinacion de pH. El pH del
extracto se determiné utilizando un
potenciémetro modelo PHSJ-4A, segtiin
la NC-ISO 1842: 2001.

m Determinacion de solidos totales. Se

le determiné los sélidos totales a los ex-
tractos de hojas y tallo del Ciprés segtin
lo descrito en el Manual de Practicas de
Laboratorio de Farmacognosia y Produc-
tos Naturales, Miranday Cuéllar, (2000).
Los resultados se expresan mediante la
férmula siguiente:

Pr-P

St= v x100
Dénde:
St. Sélidos totales. (%)
Pr=masadelacipsula més el residuo (g).
P =masa de la capsula vacia (g).
V = volumen de la porcién de ensayo.
100 = factor matematico para el calculo.
Cromatografia Liquida de Alta Reso-
lucién (CLAR). Para la separacién cro-
matografica se emple6 un cromatégrafo
liquido de alta resolucién marca AZURA
de fabricaciéon alemana, equipado
con un detector UV-Vis a una longitud
de onda de 280 nm, una bomba de
gradiente cuaternario en baja presion
AzuraP6.1L, un horno termostato Azura
CT 2.1, un inyector manual de 20 pLy
se acoplé una columna de fase reversa
Eurospher C-18, 60 A, 5 pm (d.i), 250
X 4 mm, de fabricacién alemana.lLa
identificacién e integracién de picos se
realiz6 utilizando una Computadora
compatible con el Programa de control
del CLAR de adquisicién y manipulacion
de datos cromatograficos Clarity Chrom
versién 6.1.0.130 (KNAUER, Alemania).
Los reactivos empleados para el desarro-
llo experimental de la técnica croma-
tografica fueron como eluente A: agua
ultra puray como eluente B: acetonitrilo
grado superior para cromatografia li-
quida. Durante todo el andlisis se fijo
una temperatura de 25°Cy se utilizé un
modo de elucién a gradiente de 15-85%
de B, durante 40 minutos a razén de
ImL/min seguido por mantenimiento
del gradiente, incrementando hasta 50
% el A, durante 10 minutos sostenidos,
revirtiendo hasta 0 % del eluente B du-
rante 5 min. El analisis se realiz6 con el
extracto de la planta fresca a la concen-
tracién de 95 %(v/v) en etanol.
Determinacion de la actividad anti-
inflamatoria por el Método de Edema
Auricular inducido por aceite de
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croton, Se sigui6 el Método del Edema
Auricular que se basa en la aplicaciéon de
12- TetradecanoilForbol-13 Acetato (TPA),
uno de los componentes responsables de
la accién irritante del aceite de crotén,
en el pabellén auditivo del ratén. La res-
puesta inflamatoria consiste en eritema,
edema e infiltracién por leucocitos poli-
morfos nucleares, asi mismo se liberan
mediadores de tipo eicosanoide y se in-
duce la desgranulaciéon de mastocitos; en
consecuencia, las sustanciasinhibidoras
de la biosintesis de prostaglandinas y
leucotrienos son evaluables por esta téc-
nica (CYTED, 1996; Voegel, 1997).
Animales de experimentacion. Se
emplearon ratones albinos de la linea
OF1, machos, procedentes del Centro
Nacional para la Produccién de Anima-
les de Laboratorio (CENPALAB), Bejucal,
La Habana, los cuales se mantuvieron
en cuarentena. Todos los ratones tenian
su certificado de calidad que garantiza-
ba la salud de los mismos asi como que
se encontraban aptos para efectuar este
tipo de ensayo, siguiendo la Guia para
los cuidados y el empleo de los animales
de laboratorio establecida por la Comu-
nidad Econémica Europea (Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals,
1987). El peso de los ratones variaba de
25a30g. Elaccesoalagua yala comida
fue "ad libitum”. Las condiciones de luz
y humedad fueron las descritas para la
especie. El medicamento fue suminis-
trado por la via tépica. Todos los ani-
males fueron pesados, para que todos
los ratones recibieran una dosificacién
exactadeacuerdoal pesodelasmismas.
Antes del comienzo del ensayo (24 horas)
les fue retirada la comida de los ratones
y solo se les permitié el acceso al agua.
Ensayo del Edema Auricular. La solu-
cién irritante que provocé el edema auri-
cular en el pabellén auditivo del ratén fue
el aceite de Croton, éste se utilizo al 5% en
acetona, aplicandose con una micropipe-
ta, 10 LL, y depositandose por cada cara
(externa e interna) de la oreja derecha del
animal. Pasados 30 minutos después de
la aplicacion de la solucién irritante se
sacrificaron a los ratones siguiendo los
procedimientos de Refinamiento, de ma-
nera tal que no se infringiera dolor o es-
trés en los mismos, para esto se colocaron

en una campana con éter posteriormente
se procedié a cortar las orejas a través de
las aristas. Con un sacabocado se corta-
ron discos de tejido de 6 mm de didmetro
y se pesaron en una balanza analitica. Se
confeccionaron tres grupos de 5 animales
cada uno, los que a continuacién se des-
criben en la tabla 1. Los animales fueron
distribuidos de forma aleatoria dentro de
los diferentes grupos.

Tabla 1. Disefio y Descripcion de tratamiento

GRUPO TRATAMIENTO

Se administrd aceite de croton 10 pL por ambas caras de
la oreja y no se suministro medicamento alguno.

2.Control Positivo ~ Se administrd aceite de croton (10 pL) por ambas caras

1. Control

(Indometacina)  de la oreja e inmediatamente se aplicd Indometacina, de
forma que cubriera el pabellon auditivo.
Se administro aceite de croton 10 pL por ambas caras de la
3.Extracto del S Y
c oreja e inmediatamente se aplic el Extracto del Cupres-
upressus i 5
. sussempervirensL25 pL por ambas caras del pabellon
sempervirens L.

auditivo de la misma forma que el aceite de croton.

m Calculos: Se determiné el porcentaje
de inflamacién de la oreja tratada con
respecto a la sin tratar calculada segtiin
la siguiente formula:

T x100

ST 100

% de inflamacién =

T: es el promedio de los pesos de las orejas
tratadas (derecha)

ST: es el equivalente a las orejas sin tratar
(izquierda).

Sedeterminé el deInhibicién delainfla-
macion mediante la férmula siguiente:

e el c- T
% de inhibicién = x 100

C

C: Es el valor medio del porcentaje de la
inflamacién de los animales del grupo
control.

T: Es el valor medio de los animales del
grupo problema o patrén.

m Procesamiento Estadistico. Se aplico
un Andlisis de Varianza de una Via de
clasificacién y a posteriori la prueba de
Student Newman Keuls (p<0.05).

Resultados y discusion. Material vegetal (hojas
de Cupressus sempervirens L.)
m Recoleccién del material vegetal. Du-
rante toda la investigacién, la muestra del
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material vegetal se mantuvo dela misma
procedencia, lo cual permitié observar el
comportamiento de reproducibilidad y
réplica de resultados durante todo el pro-
ceso, desde los parametros farmacognds-
ticos de la droga cruda hasta los modelos
investigativos aplicados a la droga.

m Tratamiento pos cosecha. Se realizé el
lavado al material vegetal segtin lo esta-
blecido en las monografias oficiales, con
el objetivo de evitar contaminacién micro-
biana y el ataque de insectos a la planta,
OMS (1998)y Miranda y Cuéllar, (2001).

m Caracteristicas organolépticas. Eva-
luacién macroscépica de la droga.
Para la caracterizacién de las hojas y
tallo del Cupressus Sempervirens L. se esta-
blecieron los pardmetros que aparecen
en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas organolépticas

PARAMETROS OBSERVACIONES

Color Verde oscuro mate

Forma Finas pequeias, escamiforme, trianguladas,
empizarradas, ordenadas en 4 series;
galbulas casi globosas

Condicion Fresca y completa

Caracteres de la superficie  Arrugada

Tamafio Largode 2a 5 mmyanchode 2 a3 cmde
diametro

Las caracteristicas organolépticas de la planta
corresponden con las referencias citadas por di-
ferentes autores (Roig, 1988; CONABIO, 2009).

Caracteristicas organolépticas

m Método de secado. Dentro de los estu-
dios farmacognésticos encaminados a
establecer la calidad de una droga cruda
se encuentra el Método de Secado. Esuno
de los principales pardmetros de control
de calidad a tener en cuenta; pues favo-
rece la estabilidad y conservacién de la
misma debido a que evita la proliferacién
y/o activacién de procesos enzimaticos
o fermentativos que modifiquen las es-
tructuras y propiedades de las células ve-
getales y por consiguiente los principios
activos, ademds de la contaminacién
microbiana de la planta. Un buen secado
garantiza una molienda eficiente de la
droga (Miranda y Cuéllar, 2001). Debido
al gran porciento de humedad que pre-
senta nuestro pais, se determiné realizar

el proceso de secado por el método de
secadoenestufa. A 144h o sea seisdias de
secado es que la planta mantiene un peso
constante y adicionalmente se desme-
nuza facilmente hasta con las manos, lo
cual nos indica la validez del método de
secado a temperatura controlada (40°C),
lo que nos permitié trabajar bajo estas
condiciones para luego utilizarla durante
toda la investigacion. Los resultados del
Método de Secado empleado se muestran
en la Tabla 3.

Tabla 3. Secado de la planta

REPLICAS  MASA INICIAL (6) MASI(\GI;INAL PERDIDA PI]I;,IJESECACIIJN
| 8.00 413 51.62
Il 8.00 410 51.25
M1l 8.00 4.24 93.00

Se puede observar, que el estudio de se-
cadoreporta valores esperados. Seindica
que el proceso de secado culmina en el
momento en que la droga es facilmente
desmenuzable o fragil a sucesivos pesos
constantes, y una apariencia homogé-
nea de la coloracién verde oscuro con
menor intensidad del material vegetal
propio de la deshidratacién.

m Herborizacién. Esta planta fue herbori-
zada por los autores, en el laboratorio de
Sintesis e identificada por la especialista
MSc. Isora Baré Oviedo, Investigadora
Auxiliar, perteneciente al Instituto de
Ecologia y Sistematica de la Academia
de Ciencias de Cuba. La cual autentifico
la especie vegetal cubana como Cupressus
sempervirens L. con el nimero de herbario
HAC43083

m Trituracion, almacenamiento vy
conservacion del material vegetal.
Para la conservaciéon de la droga seca,
la misma se guardé en un pomo dmbar
herméticamente cerrado dentro de una
desecadora para evitar que absorbiera
humedad del ambiente, sitio del cual
se fueron adquiriendo porciones para
investigaciones posteriores. Segun las
literaturas examinadas, las plantas
secas por lo general se pueden llegar a
conservar durante un periodo de dos
anos. Al menos este es el lapso durante el
cual se considera “fresca’, (Theiss, 1991).

m Analisis farmacognéstico de la droga
cruda (Cupressus sempervirens L.). Ana-
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lisis por Espectroscopia de Infrarrojo
cercano (NIR). Los resultados se mues-
tran en la Tabla 4.

Tabla 4. Analisis por Espectroscopia de Infrarrojo cercano (NIR)

PARAMETROS | Il i
Humedad 13.51 13.24 13.57
Cenizas 15.55 15.59 16.06
Proteina 14.04 14.06 1617
Fibra 29.96 30.31 30.17
Almidon 22.33 22.63 21.88

m Determinacion del contenido de

humedad residual. Método gravi-
métrico. Este método permite evaluar
la efectividad del secado empleado. El
contenido de humedad es uno de los
indices numéricos que determinan la
calidad del material vegetal, los valores
reportados por la OMS estdn entre un 8%
y un 14%. La humedad residual presenta
valores de 13%, resultado esperado;
segun un estudio realizado por Bernabé
y Moya, (2013) reportaron una humedad
de hojas y ramas frescas de 84-96% Res-
pectivamente, refieren que la capa den-
say compacta del follaje actia como una
esponja que retiene la humedad debido a
las dimensiones reducidas de las hojas.
Determinacion de cenizas totales. Los
resultados que se obtuvieron fueron altos
y se infiere que se deba a que la planta fue
fumigada con insecticidas. Se recomien-
da un estudio de determinacién de pes-
ticidas para corroborar dicho resultado.
El intervalo de cenizas totales segtn el
criterios establecidos por las farmacopeas
USP 32, 2010 (de 3-6%) para la mayoria de
las plantas medicinales. Representa un
indicativo de la calidad de la materia a
emplear y constituye un elemento deter-
minante parajuzgarlaidentidady pureza
de la droga, brindando una informacién
con relacién a la posible adulteraciéon con
materia inorganica o cuerpos extranos
que posea la misma o cantidad de dichos
elementos en su contenido.

Fibra. El Cupressus sempervirens L., presen-
ta un 30% de contenido de fibra vegetal.
Las fibras naturales vegetales estan
presentes en casi la totalidad del reino
vegetal en diversas formas; existen
plantaciones de manera natural, cam-
pos, ciénagas o plantaciones agricolas
especificamente cultivadas para este

fin. Hasta mediados del siglo pasado las
fibras naturales tuvieron aplicaciones en
diferentes industrias. Cabe destacar que
estos resultados poseen gran relevancia
ya que no se cuenta con referencias de
los pardmetros farmacogndsticos de la
droga vegetal Cupressus sempervirens L. en
Cuba; siendo ésta la primera investiga-
cién cientifica al respecto.
Determinacion del contenido de
proteinas. Método de Dumas. Los
resultados muestran valores de 14% por
lo cual se deduce que la planta presente
poco contenido de aminoacidos como
metabolitos secundarios. Un alto conte-
nido de nitrégeno en el suelo, aumenta
el contenido proteico a nivel de las hojas
y demas partes de la planta.

Almidon. Como se observa en la Tabla 4
los valores correspondientes a almidén
son altos, serefiere a que estos compuestos
son considerados desde el punto de vista
micro morfolégico, como inclusiones cito-
plasmaticas de carbohidratos y se pueden
encontrar de forma aislada o agrupados
(Esau K, 1985). Los tallos cortos y gruesos,
generalmente fusiformes o esféricos
constituyen un lugar donde se acumula
casi siempre almidén como sustancia de
reserva. Todas las plantas verdes cuando
son expuestas a la luz producen almidén,
pero la forma de este cuando se almacena
en ciertos 6rganos puede ser de valor taxo-
némico (Miranda y Cuellar, 2001).

Perfil fitoquimico del extracto eta-
noélico de Cupressus sempervirens L. Los
extractos se obtuvieron por el método
de extraccién de maceracion, es uno de
los mas utilizados cuando se realiza
la elaboraciéon de fitomedicamentos,
ya sea a pequena escala o en centros de
produccién local, son utilizados también
cuando se quiere estandarizar uno de
esos procesos extractivos a nivel indus-
trial, ademds se basan en que ambos
métodos se realizan a temperatura
ambiente y con ello se asegura que nin-
guno de los componentes extraidos de la
droga vegetal se puedan degradar, por
otra parte si tiene algiin compuesto algo
volatil se puede lograr que permanezcan
dentro del grupo de componentes que se
puedan extraer por parte del menstruo,
esto depende también del menstruo
que se utilice. Otro aspecto importante
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en sentido general es el equipamiento
que se utiliza para su ejecucién, estos
son los menos complejos, Las técnicas
de ‘"screening" (tamizaje) permiten
detectar cualitativamente la presencia
de determinados grupos funcionales de
compuestos, que se apoyan de la micro
quimica para evidenciar estos grupos de
constituyentes mediante la formacién de
precipitados, coloraciones, sabor, entre
otras. El tamizaje se le realiz6 a la planta
fresca y los resultados muestran presen-
cia de compuestos bioactivos que hacen
a la planta, de interés para la industria
farmacéutica, estos resultados asi como
los ensayos realizados se observan en
la Tabla 5. Se obtuvieron los extractos
de diferentes polaridades éter, etanol y
agua mediante el método de maceracion
a temperatura ambiente durante 48
h. La fase etérea del extracto de hojas
del Ciprés mostré en la fase etérea una
fuerte positividad a compuestos grasos,
alcaloides, triterpenos/esteroides y acei-
tes esenciales, mientras que en la fase
etanodlica se observo una fuerte reaccién
para triterpenos/esteroides, resinas, azi-
cares reductores, saponinas, compuestos
fendlicos, y flavonoides. En la fase acuosa
se observo la presencia de alcaloides, azi-
cares reductores, saponinas, flavonoides,
mucilagos y principios amargos todo con
una marcada incidencia.

Tabla 5. Composicion cualitativa de las hojas del Ciprés

ENSAYO0S

EXTRACTOS

METABOLITOS . q
ETEREO  ALCOHOLICO  ACUOSO

Los resultados obtenidos fueron simi-
lares al analisis del fitoquimico pre-
liminar referente para otros autores,
como el arbol de la vida con multiples
virtudes; el cual revel6 que la planta
presenta  alcaloides,  flavonoides,
taninos, saponinas, fenoles, aceites
esenciales como compuestos mayori-
tario y muchos otros metabolitos bio-
légicamente activos, estos compuestos
muestran propiedades farmacolégicas
tales como: antibacteriano, antifiun-
gico, antiviral, antiinflamatorias,
antiparasitario, insecticida, antioxi-
dante, cicatrizante, anticancerigeno,
estrogénico, anticoagulante y muchos
otros efectos (Ali E, 2016).El tamizaje
fitoquimico sugiere que la composi-
cién quimica cualitativa de la planta
puede estar influenciada por factores
externos como: la temperatura, los
niveles de nutrientes, la irradiacién
solar (Fuentes et al., 2000;Farooq et
al., 2007 y Waller & Nowacki, 1978).Los
resultados del tamizaje fitoquimicos
expuestos son novedosos al no contarse
anteriormente con este tipo de estudio
de Cupressus sempervirens L. Ciprés” en
Cuba.

Analisis fisico- quimico del extracto.
Para el andlisis fisico-quimico del ex-
tracto, se evaluaron los siguientes para-
metros: caracteristicas organolépticas,
densidad relativa, indice de refraccién,
pH y sélidos totales, los valores se mues-
tran en la Tabla 6.

Sudan Compuestos grasos +H+

Dragendorff  Alcaloides +t - +t
Baljet Agrupamiento Lactonico = =

Libermanm.B  Triterpenos/esteroides o+ +t

Catequinas  Catequinas =

Resinas Resinas +t

Fehling Aziicares reductores ++ +H+
Espuma Saponinas +H+ +H+
Cloruro Fe Compuestos fendlicos +t -
Ninhidrina Aminodcidos libres =

Borntrager  Quinonas benzoquino =

Shinoda Flavonoides ++ ++
Kedde Glicdsidos cardiotdnico =

Antocianidin  Antocianinas =

Mucilagos ~ Mucilagos +t
Principios. A Principios. A +H+
Aceite esen.  Aceites esenciales +t

Leyenda: +++ marcada incidencia; - No presencia.

Tabla 6. Caracteristicas organolépticas del extracto

PARAMETROS EXTRACTO ETANGLICO DE HOJAS (95 %)

Determinacion del color Verde intenso

Transparencia Trasltcido

Presencia de particulas no

Separacion en capas no

Determinacion de olor Caracteristico de la planta

m Determinacion de la Densidad relati-
va y del Indice de refraccién. Los para-
metros son indicativos de la calidad del
extracto, incluso, son una medida de la
estabilidad del mismo, pues los valores
guardan estrecha relacién con la com-
posiciéon quimica de la muestra objeto
de estudio. Los resultados se observan
enlaTabla7.
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Tabla 7. Parametros Farmacognosticos

VARIABLES
Densidad relativa (g/ml)
indice de refraccion

pH

Figura 5. Cromatograma del extracto etandlico de Cupressus sempervirens L.

| Il ]} MEDIA
0.865  0.864 0.866  0.865
1.5788  1.5780 1.5756 15775
5.16 an 514 313

m Determinacién de pH. La determina-

Absorbance

[AU]
15

0.5

0.0 =+ 7

cién del pH ofrece el comportamiento del
caracter acido o basico de una solucién,
haciéndose necesario su control para
garantizar la estabilidad de un extracto.
Segun los resultados obtenidos los ex-
tractos mantienen un pH con tendencia
acida esto puede deberse a que la planta
presenta metabolitos que le brindan un
caracter acido, como pudieran ser lo
compuestos fenélicos.

Determinacion de sélidos totales o
sustancias solubles. La determinacién
de sélidos solubles al extracto permite
conocer su rendimiento. El disolvente
extrae la mayor concentracién de estos.
Ademads de ser un requisito importante
en el andlisis de control de la calidad de
los extractos que se obtienen de plantas
medicinales (Neto y col. 2001)

11818
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136 20
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T o180 24

3194 25

7195 26
204 27

Time

Tabla 8. Solidos Totales

VARIABLES SOLIDOS TOTALES (%)

3.6
38
38

Resultados del analisis por CLAR. Los
sistemas de separacién por cromatografia
liquida han desarrollado una tecnologia
importante en la quimica analitica, es
una de las técnicas utilizadas para sepa-
rar un sistema multicomponentes, con
una composicion compleja mucho mas
dificil de aislar que un compuesto puro. El
extracto etanolico de la hojas del Cupressus
sempervirens L. Ciprés revelé un perfil cro-
matografico con un tiempo de retencién
de 40 min. Se observé en el cromatograma
una apariencia sencilla, visualizandose
nueve picos, obteniéndose el mayor por-
centaje de arearelativa (40,2%) para el pico
que eluy6 a los 11,8 minutos. Los com-
puestos quimicos mayoritarios eluyeron a
los 10,1; 11,1; 11,8; 12,7; 15,2; 16,0; 18,0;
20,4y 36,6 minutos, respectivamente. Los
picos mas significativos son aquellos que
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se observan a los 1,8; 15,2 y 16,0 minutos
de tiempo de retencion, Ver Figura 3.

Segin A. Romani y col, (2002) iden-
tificaron, en un analisis por HPLC MS
que en un tiempo de retencién entre 0.0
y 6.5 min, flavonoides como rutina del
flavonoides, isoquercitrin, quercitrin,
y kaempferol 3 - O-thamnosido, amen-
toflavona y metil y dimetil flavonoides.
Adicionalmente encontraron con un
tiempo deretencién entre 7.0y 11.0 min,
el robustaflavona, biflavonoides. Por lo
tanto se infiere que los picos entre 10 y
11.8 de Cupressus sempervirens L. sean com-
puestos de estructura de flavonoides.

Los resultados recientes manifies-
tan, que los principales componentes
quimicos de la planta se encuentran en
el rango de mediana polaridad.

m Efecto antiinflamatorio del extracto de
las hojas de Cupressus sempervirens L. El ex-
tracto se administré por via tépica en la
oreja del ratén después de la aplicacion
del aceite de crotén.La duracion del en-
sayo fue de 6 dias.

m Resultados Analiticos En la tabla 9 apa-
recen los valores medios y la desviacién
estandar para los tres grupos sometidos
al estudio, conrelacién alainflamacién
que se presentan en las orejas después
de ser tratadas con el aceite de Crotén,
el control y el extracto objeto de estudio.
Desde el punto de vista clinico no se
produjeron alteraciones en los animales
durante el estudio.

TABLA 9. Ensayo del efecto antiinflamatorio del extracto del
Cupressus sempervirens L. (& d.s.)

PESO MEDIO DE LAS OREJAS (MG)

GRUPO

DERECHA IZQUIERDA
| CONTROL (croton) 119+ 10a 798+097d
Il EXTRACTO DE Cupressus g 9q., ¢ 41, 8.14+138
sempervirens L.
Il. CONTROL (INDOMETACINA) 9.68 + 0.45 b 92+0.66 d

Como se puede apreciar las orejas izquierdas,
(no tratadas) de los animales no diferian desde
el punto de vista estadistico.

Las orejas derechas se puede observar que
presentaron diferencias entre el grupo tratado
con Crotén y los de indometacina y el extracto
del Cupressus sempervirens L., pero no manifiestan
diferencias entre el grupo tratado con el control
positivo y el grupo tratado con el extracto. En la
tabla 10 se muestran los resultados.

Tabla 10. Efecto antiinflamatorio del extracto de Cupressus
sempervirens L.

% DE % DE
INFLAMACIGN  INHIBICION
I. CONTROL  (CROTON) 50 -
II. EXTRACTO DE Cupressus sempervirens L.~ 22.6 53.8
I1l. CONTROL (INDOMETACINA) 5.21 89.31

Se puede apreciar como él por ciento (%) de
Inflamacién de la Indometacina es inferior al
extracto de Cupressus sempervirens L., pero ambos
son inferiores al grupo control de Croton, por
tanto el extracto de Cupressus sempervirens L.
demostr6 ejercer efecto antiinflamatorio en el
modelo de edema auricular en ratén inducido
por el 13-Acetato del-12-O-tetradecanoil- forbol
(TPA), como agente inductor de la inflamacién.
Estos resultados mantienen estrecha relacién
con los resultados obtenidos en el tamizaje fito-
quimico del extracto, en el cual se sugiere, que
pudiera presentar en su composicién quimica
compuestos triterpénicos, alcaloides, fendlicos
en general y flavonoides. Todos estos metaboli-
tos ampliamente distribuidos en la naturaleza,
poseen una gran variedad de efectos biolégicos
entre los que sobresale la actividad antiinfla-
matoria (Gémez et al., 2011).

Conclusiones

m Las caracteristicas organolépticas, la
humedad residual, las cenizas totales,
proteina, fibra y almidén son para-
metros farmacognésticos del material
vegetal cubano Cupressus Sempervirens Lin-
neo cumplen con las especificaciones
descritas en las monografias oficiales,
exceptuando la humedad residual (13%)
y las cenizas totales (15%.).

m Se establecié la composicién quimica
cualitativa de las hojas frescas de Cu-
pressus Sempervirens Linneo, el cual revelé
que la planta presenta alcaloides, fla-
vonoides, taninos, saponinas, fenoles,
aceites esenciales como compuestos
mayoritarios.

m Se determinaron los pardmetros
fisico-quimicos (caracteristicas orga-
nolépticas, densidad relativa, indice
de refraccién, pH vy sdlidos totales) de
calidad del extracto etandlico las hojas
de Cupressus sempervirens Linneo, seguin
lo establecido en las normas y farma-
copeas.
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m En el cromatograma obtenido del ex-
tracto etanodlico del Ciprés se observaron
nueve picos prominentes revelando
la presencia de metabolitos de gran
significacién, obteniéndose el mayor
porcentaje de area relativa (40,2%) para
el pico que eluyé a los 11,8 minutos

m Se evalué la actividad antinflamatoria
del extracto etanélico de Cupressus semper-
virens Linneo cubano mostrando resulta-
dos positivos para una concentracién de
sélidos totales de 3,8%

m Elextracto de Cupressussempervirens L cuba-
no demostro ejercer efecto antiinflama-
torio en el modelo de edema auricularen
raténinducido porel 13-Acetatodel-12-O-
tetradecanoil-forbol (TPA), como agente
inductor de la inflamacién erigiéndose
como un resultado novedoso.
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