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RESUMEN

Citrus aurantium L. (Rutaceae), cominmente conocida como naranja amarga, posee multiples
potenciales terapéuticos. Se realizd un estudio cualitativo experimental con el objetivo de
conocer las caracteristicas del consumo de C. aurantium (CA) en poblacion tabasquefia. Para
validar su uso, se prepard un extracto etandlico (85 %) de las hojas secas de CA y se realiz6 el
tamizaje fitoquimico, con posterior cuantificacion del contenido de fenoles y flavonoides totales.
Posteriormente se determiné actividad antioxidante por el ensayo DPPH y toxicidad aguda
con Artemia Salina. Las partes mas empleadas de la planta son las hojas para aliviar dolores
musculares, sintomas de resfriados. En el estudio fitoquimico se encontraron que el extracto
contiene alcaloides, flavonoides, cumarinas, quinonas y taninos. En la cromatografia de capa fina
del extracto hidroalcohdlico se demostrd la presencia de la naringina. Se obtuvo un contenido de
fenoles totales de 69.42 + 3.47 EAG/g MS y de flavonoides totales de 14.78 + 0.28 EQ/g MS.
Contiene actividad antioxidante de 9240 + nmol TEAC/gMS vy el ensayo de toxicidad aguda
demostré una toxicidad moderada. Los resultados evidencian que el extracto etandlico al 85 %
contiene compuestos fendlicos y flavonoides, permitiendo sostener las propiedades medicinales y
farmacologicas conferidas a la planta en el estado de Tabasco.
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ABSTRACT

Citrus aurantium L. (Rutaceae), commonly known as bitter orange, has multiple therapeutic
potentials. An experimental qualitative study was carried out with the objective of knowing the
characteristics of the consumption of C. aurantium (CA) in the Tabasco population. To validate its
use, an ethanolic extract (85 %) was prepared from the dry CA leaves and phytochemical screening
was performed, with subsequent quantification of the content of total phenols and flavonoids.
Subsequently, antioxidant activity was determined by the DPPH assay and acute toxicity with
Artemia salina. The most used parts of the plant are the leaves to relieve muscle pain, cold
symptoms. In the phytochemical study it was found that the extract contains alkaloids, flavonoids,
coumarins, quinones and tannins. In the thin layer chromatography of the hydroalcoholic extract,
the presence of naringin was demonstrated. A total phenol content of 69.42 + 3.47 EAG/g DM
and total flavonoids of 14.78 + 0.28 EQ/g DM were obtained. It contains antioxidant activity of
9240 + nmol TEAC/gMS and the acute toxicity test showed moderate toxicity. The results show
that the 85% ethanolic extract contains phenolic compounds and flavonoids, allowing to sustain
the medicinal and pharmacological properties conferred to the plant in the state of Tabasco.
Conclusions: this study showed the existence of phenols and flavonoids, the antioxidant activity
of hydroalcoholic extracts from C. aurantium leaves and their moderate toxicity against Artemia
salina.

Keywords: Citrus aurantium; antioxidant; phenol; flavonoids; acute toxicity.
INTRODUCCION

La comercializacion y el uso de plantas medicinales, asi como el desarrollo de investigaciones
alrededor de las mismas, es un tema vigente en México, lo cual demuestra la permanencia de esta
practica cultural y pone de manifiesto la revalorizacion del conocimiento tradicional para tratar
diversos problemas de salud (Monroy et al., 2007). En particular, Tabasco es una zona rica en recursos
naturales y de abundante produccion de plantas, lo que permite crear gran variedad de productos a
partir de las mismas, y de esta manera, aprovechar los recursos naturales e impulsar la agroindustria.
Una muestra de ello es que, desde hace varios afos, se ha estado trabajando en varios municipios del
estado, en la recuperacion del conocimiento de las plantas medicinales (Magana et al., 2010).

Las plantas medicinales que se emplean para el tratamiento de enfermedades cronicas degenerativas
han cobrado especial importancia, debido a su accesibilidad y bajo costo.

El organismo humano dispone de mecanismos de defensa antioxidante frente a las especies reactivas
de oxigeno (ROS) (Halliwell et al., 1990); pero en ciertas situaciones, estas defensas no son suficientes
y el desequilibrio entre ellos pueden conducir a modificaciones quimicas de macromoléculas, que
producen dafio oxidativo bioldégicamente relevante. Lo anterior, proporciona un mecanismo logico
para el inicio y desarrollo de varios estados patoldgicos (Diplock et al., 1998). Entre ellas, varias
enfermedades cronicas degenerativas han sido relacionadas con dafio oxidativo, como la enfermedad
cardiovascular (Berliner y Heinecke, 1996), el cancer (Bagchi et al., 2000; Diplock et al., 1998), y
la alteracion de la vision (Dean et al., 1997; Taylor et al., 1993), etc. Se ha reportado que, la ingesta
de alimentos ricos en sustancias antioxidantes como vitaminas C y E, carotenoides o compuestos
fenolicos, previene o disminuye el desarrollo de estas enfermedades (Dai and Mumper, 2010).
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La naranja amarga (Citrus aurantium), del género Citrus, perteneciente a la familia Rutécea, es un
arbol pequenio, verde y espinoso que crece en zonas tropicales y subtropicales, con una alta presencia
en el estado de Tabasco. Sus hojas tienen un limbo ovalado con bordes enteros muy olorosos de color
verde; sus flores son blancas y muy fragantes; su fruto es esférico y de piel gruesa, lo que permite
proteger la parte comestible y jugosa (Jyotsna y Saonere, 2011).

Los citricos deben su actividad bioldgica, en gran medida, a la presencia de fenoles. Dentro de las
propiedades bioldgicas atribuidas a estos compuestos, se encuentran: la inhibicion de la agregacion
plaquetaria, accion vasorrelajante, antiinflamatorios y anticancerigenos, hepatoprotectores y
antimicrobianos (Ferndndez et al., 2006). Entre los fenoles, los flavonoides constituyen potentes
antioxidantes (Ojito etal.,2012). La presencia de metabolitos antioxidantes en la naranja agria pudieran
justificar su empleo en el tratamiento de enfermedades cronicas degenerativas no transmisibles en la
region.

El estudio de las plantas medicinales debe tener en cuenta tanto aspectos botdnicos como culturales,
gracias a los cuales, se han acumulado estos conocimientos. En México, algunas universidades y
el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) realizan labores de investigacién sobre plantas
medicinales, aunque se requiere un mayor esfuerzo para complementar con terapéuticas consensadas
por la propia poblacién, de manera que el paciente y el médico tengan mas de una alternativa
para procurar la salud (OMS, 2002). Es por este motivo que, en el presente estudio, por una parte,
evaluamos el uso de C: aurantium por la poblacion tabasquena y por otro, se realizo la identificacion
de metabolitos secundarios mediante pruebas quimicas y caracterizacion por Cromatografia en capa
fina (CCF) con compuestos de referencia, ademas de la cuantificacion de fenoles totales, flavonoides
totales y actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de naranja agria cultivada en el sureste
mexicano, y determinar la actividad antioxidante in vitro y la toxicidad frente a Artemia salina
de extractos de hojas. Los resultados permitirdn obtener evidencias para ejecutar investigaciones
posteriores para el uso racional de las plantas medicinales en la poblacion mexicana. Lo anterior
facilitara la asociacion entre la experiencia de la tradicion y el conocimiento cientifico, con el propdsito
de desarrollar un producto farmacoldgico con actividad bioldgica demostrada, de poca toxicidad y
bajo costo de produccion.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La colecta se realizo en la comunidad Paso de la Mina, Barrial Tercera Seccion, en
el municipio de Huimanguillo de la region de la Chontalpa en el estado de Tabasco, México. Se ubica
en las coordenadas 17° 57’ 48.1” de latidud norte 93° 39’ 57” de longitud oeste, con una altitud de 6 m
sobre el nivel del mar. La comunidad se caracteriza por tener un clima calido himedo con lluvias todo
el afio, caracteristico de la selva alta perennifolia, donde la temperatura varia entre 25.4°C y 26.9°C.

Muestras
La colecta del material vegetal (hojas) se realizé en noviembre del 2018, considerando el periodo
de mayor floracion y fructificacion de C. aurantium (naranja agria) (Ochoa-Gaona et al., 2002). La

identificacion taxondmica de la planta fue confirmada por la Dra. Eustolia Garcia Lopez del Colegio
de Posgraduados, H. Cardenas, Tabasco y, se ha depositado un ejemplar comprobante en el herbario
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departamental. El secado se realiz6 a la sombra durante 21 dias a temperatura ambiente en un cuarto
oscuro y bien ventilado a una temperatura y humedad promedio de 300C y 60% respectivamente.

Para el desarrollo de datos sobre habitos de consumo de la naranja amarga, se realiz6 un cuestionario
semiestructurado de 12 preguntas a 100 personas de edades entre los 45-70 afios, seleccionadas
aleatoriamente en los Municipios de Huimanguillo y Cardenas.

Preparacion del extracto

Para la obtencion del extracto se utilizaron 5 g de Hojas secas de CA. Se realizé maceracion sucesiva
del farmaco con etanol (Marca Merk) al 85% a razén de un gramo por cada diez volumenes de
solvente en matraz Erlenmeyer, previamente tapado con papel de aluminio y colocado en agitador
marca IKA; modelo KS 260 Basic durante 7 dias a temperatura ambiente para su posterior filtracion.
Posteriormente, se concentraron mediante un Rotavapor Modelo R52 a 40 °C.

Tamizaje fitoquimico.

El extracto crudo de las hojas de C. aurantium, se sometio a diversas pruebas quimicas para identificar
la presencia de familias de metabolitos secundarios. Se inici6 con la caracterizacion mediante
reacciones coloridas por duplicado. Para lograr la identificacion de metabolitos secundarios del grupo
de alcaloides (Dragendorff y Mayer), flavonoides (Prueba de Shinoda), saponinas, taninos, quinonas y
esteroides se realizaron las pruebas en el laboratorio de Quimica Analitica en la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Autébnoma de Nuevo Leon (Plazas, 2015).

Caracterizacion de flavonoides por Cromatografia en capa fina (CCF).

Se empled como fase estacionaria una placa de silica gel GF 254. Se utiliz6 Naringina comercial
como estandar de referencia. Se utilizaron diferentes fases moviles para la identificacion de los
flavonoides. Para rutina se utilizaron las siguientes fases moéviles: Acetato de etilo, metanol, acido
acético (7:3:1), para Quercetina: Diclorumetano, Acetato de etilo, acido Férmico (7:3:1), y para la
Naringina: metanol, acetona (95:5). Como revelador se utiliz6 cloruro férrico al 1% en 1-butanol.

Contenido fenolico total

El contenido de fenoles totales en el extracto etanolico de C. aurantium se determind mediante la
prueba de Folin-Ciocalteu con ligeras modificaciones (Hernandez, et al., 2021). La absorbancia se
midié con un espectrofotdémetro UV-Vis a 760 nm. La curva de calibracion se prepard utilizando
acido galico acuoso (> 99 %; numero de registro CAS 5995-86-8) con 0,02-0,1 mg/mL, obteniendo
un R? de 0,999. Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico (GAE)/g
MS. Cada muestra se hizo por triplicado. La curva de calibracion de acido galico muestra que el
método es lineal en concentraciones que van de 0-800 mg/mL con una curva 'y = 0.0026x + 0.0648.
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Contenido total de flavonoides

El contenido total de flavonoides se midi6 utilizando el método colorimétrico de cloruro de aluminio
(Hernandez et al., 2021) y estandar de dihidrato de quercetina (>98 %; numero de registro CAS 6151-
25-3). La absorbancia se determind a 510 nm. Los resultados se expresaron como miligramos de
equivalentes de quercetina (QE)/g MS. Todas las muestras se realizaron por triplicado. y = 0.0193x
+0.0922 R2=0.9924.

Actividad antioxidante
Ensayo de decoloracion del cation radical (DPPH):

Se determina mediante la medicion del grado de decoloracion que provoca el extracto en una solucion
metanolica de DPPH (a-a-difenil-B-picrilhidrazilo) mediante el método de Brand-Williams (1995)
con algunas modificaciones. Se prepar6 una soluciéon madre de DPPH aproximadamente 20 mg/L
del radical en metanol, 990 pL de esta solucion se mezclaron con 10 mL de solucidén de extracto.
Se prepar6 un blanco de muestra que contenia 990 uL MeOH con 10 mL de muestra y un blanco de
referencia con 990 uL DPPH y 10 mL de solvente. Se incub6 a temperatura ambiente durante 30 min
en la oscuridad y se midio la absorbancia a 517 nm. Los resultados se expresaron como valores TEAC
(Trolox equivalent antioxidant capacity) mediante la construccion de una curva patron usando como
antioxidante TROLOX®.

Ensayo de letalidad sobre Artemia salina.

Se prepard agua de mar artificial (Instant Ocean-Sea Salt) utilizando 20 g de sal de mar y disueltos
en 500 mL de agua destilada a pH 7.8. Previo a la realizacion del ensayo, el agua de mar artificial
fue acondicionada suministrando aire mediante una bomba para acuario por 24 h. Para la eclosion
de los nauplios de A. salina, se adecud un recipiente de vidrio rectangular, el cual consta de un area
oscura en donde se incuban los quistes y dos areas iluminadas que permiten mediante fototropismo
obtener solo nauplios eclosionados. Transcurrido un periodo de incubacion de 48 h bajo condiciones
de temperatura ambiente (23-25 °C) aireacion y luz constante, se procedio a llevar a cabo el ensayo
utilizando microplacas estériles de 96 pozos (Costar, Corning, NY, USA), en los cuales se depositaron
en un volumen final de 100 pL por pozo 10 nauplios y 10 pL en concentraciones de 10, 100 y 1000
pug/ml del extracto de C. aurantium. Se utilizé dicromato de potasio (K2Cr207) al 5 % como control
positivo y agua de mar como control negativo (McLaughlin, 1991). La microplaca fue incubada por
24 h bajo las condiciones antes mencionadas. Posteriormente, utilizando un estereoscopio, se realizo
el conteo de nauplios muertos en cada pozo de la microplaca (Déciga et al., 2007). El ensayo fue
realizado por triplicado y se determina la CL50 mediante el método estadistico Probits. El grado de
toxicidad de un extracto se precisa en funcion del valor de su CL50 tomando en cuenta el siguiente
criterio: 0 — 100 pg/mL alta, 100 - 500 pg/mL moderada, 500 - 1000 pg/mL ligera y un valor superior
a 1000 pg/mL no toxico (Syahmi et al., 2010).

Analisis estadistico. Los datos obtenidos fueron tabulados y almacenados en bases de datos

confeccionadas en Origin Pro 2018. Se determind la Media + Desviacion estandar de cada variable
estudiada.
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RESULTADOS Y DISCUSION
1-Formas de consumo de C.aurantium en poblacion tabasquefia

Con el objetivo de conocer las formas de consumo de C. aurantium, se realizd una encuesta
a 100 personas con edades entre 45-70 aflos, seleccionadas aleatoriamente en los Municipios de
Huimanguillo y Céardenas. Se reporta que la parte mas empleada de la planta fue la hoja con el 70 %,
seguido del jugo con el 17% (Figura 1).

13%
70%

Il Hojas [ | Fruto [l Puntas ramas

Figura 1. Partes de la planta empleada en la poblaciéon encuestada

Con respecto a la forma de consumo, con fines terapéutico, se encontr6 que, el 58% utilizan las hojas
como t¢é o infusiones, el 24% realizan bafios de tina; que le brinda efectos de relajamiento aliviando
dolores musculares y sintomas de resfriados (Figura 2).

58%

5%
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24% 13%
[ ] Juge en ayunas [l Barios 1] Hojas con vaporub [ T¢

Figura 2. Formas de consumo de C. aurantium en poblacién encuestada

Mientras que, el 32 % reportan que lo han empleado para disminuir los niveles de colesterol en sangre
y el 20% lo ha empleado para bajar la fiebre y otro 20 % para eliminar inflamacion y, solo el 1% lo
emplea para disminuir el estrés (Figura 3).
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Figura 3. Enfermedades causales de uso de C.aurantium en la poblacion encuestada

Citrus aurantium L. (Rutaceae), posee multiples potenciales terapéuticos. Dentro de sus propiedades,
se incluyen actividades anticancerigenas, ansioliticas, antiobesidad, antibacterianas, antioxidantes,
plaguicidas y antidiabéticas. Dentro de los metabolitos secundarios de esta planta se encuentran, los
flavonoides, como la naringina y alcaloides como la p-sinefrina. Recientemente, se han realizado
varios estudios cientificos que investigan los efectos potenciales de varias partes de la planta,
incluyendo flores, frutas y aceites esenciales (Suntar et al., 2018). Es necesario sefialar que, en la
medicina tradicional china desde hace cientos de afos, la cascara y/o la fruta de C. aurantium (naranja
amarga) se ha utilizado para el tratamiento de; indigestion, diarrea y disenteria, estrefiimiento y como
expectorante. Mientras que, en la medicina popular sudamericana se ha empleado para tratar el
insomnio, la ansiedad y la epilepsia (Pimenta et al., 2016). En México, se ha empleado principalmente
como condimento y para el tratamiento de algunas enfermedades.

Un estudio previo realizado en Nacajuca, Tabasco, reportd que las hojas y las ramas son las partes de
las plantas medicinales mas usadas (Magafia, 2010). Contrario a lo que reportan Hurtado et al. (2006)
en Michoacan; quienes encontraron que las ramas son la parte mas usada de las plantas medicinales.
Desde 1983, se ha planteado que, en las hojas se encuentra una alta concentracion de metabolitos
secundarios, porque en ellas es donde se llevan a cabo la mayoria de las funciones de las plantas que
después seran distribuidas al resto de la misma (Ojito et al., 2012).

2-Tamizaje fitoquimico preliminar

El tamizaje fitoquimico de las hojas de C. aurantium, destaco la presencia de esteroles, taninos,
antrona, carboxilo, alcaloides y flavonoides (Tabla 1).
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Tabla 1. Tamizaje fitoquimico extracto etandlico de hojas de Citrus aurantium.

Prueba Resultados Prueba Resultados
Insaturaciones + Shinoda +
Grupo Carbonilo - Saponinas -
Esteroles o miniesteroles + Taninos +
Cumarinas - Antrona +
Quinona - Carboxilo +
Alcaloides + Flavonoides +

+ significa que se obtuvo una respuesta positiva para ese metabolito; - indica respuesta negativa

La cromatografia de capa fina en el extracto hidroalcohélico demostr6 la presencia de naringina que
coincide con el estdndar de Naringina comercial con un Rf=0.80. Al aplicar Sulfato férrico al 1% la
mancha permanecié y tomo un color marrén obscuro, esto indica la presencia de la flavonona. No se
observa la presencia de rutina y Quercetina.

Eltamizaje fitoquimico de las hojas de C. aurantium, indica la presencia de esteroles, Shinoda, Taninos,
antrona, carboxilo, alcaloides, consistente con lo encontrado por Ojitos y colaboradores (2012),
quienes reportan presencia de quinonas, aminoacidos, taninos, fenoles, flavonoides dihidroflavonoles
y aminas, en extractos preparados con etanol al 70%. Ademas, Suntar y col. (2018), realizaron una
revision sobre las funciones de esta planta y reportan que, la composicion quimica incluye vitaminas,
minerales, compuestos fenolicos y terpenoides. Otros autores también han encontrado diferentes
flavonas, flavonas polimetoxiladas, flavonoles y flavanonas en las hojas de varias especies de citricos
con actividad antioxidante, por lo que se considera que dicha actividad pudiera estar mediada por esos
compuestos (Djoukeng et al., 208; Kawaii et al., 2000). Escobar y colaboradores en el 2010 indicaron
por la técnica de HPLC la presencia de naringina como componente mayoritario en la cascara de C.
aurantium.

Cuantificacion de fenoles y flavonoides.

En la Tabla 2 se muestran los datos de la concentracion de fenoles totales equivalente a acido galico en
los extractos de C. aurantium, y la concentracion de flavonoides totales en equivalentes de quercetina.
Se obtuvo para la muestra de estudio una concentracion de fenol equivalentes a acido gélico por
gramo de masa seca (EAG/g MS) de 69.42 +3.47 EAG/g MS y de flavonoides de 14.78 = 0.28 EQ/g
MS.

Tabla 2. Contenido de fenoles totales, flavonoides totales, actividad antioxidante y toxicidad aguda del extracto
etandlico de las hojas de citrus aurantium

FENOLES FLAVONOIDES AI\II&T(igIXVIIl;):l\]I)TE TOXICIDAD AGUDA
C.AURANTIUM TOTALES TOTALES DDPH CL50
EAG/G MS EQ/G MS NMOL TEAC/GMS UG/ML
Extracto etanlico 85%  69.42+3.47  14.78 £0.28 9240 £1038 965

Resultados expresados como Promedio + desviacion estandar TEAC-Capacidad antioxidante equivalente a Trolox,
EAG/g MS- Equivalentes acido galico, EQ/g MS.-Equivalentes a quercetina, CL50 concentracion letal 50%.
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Las hojas de la naranja agria son consideradas una fuente con alto contenido fendlico. Varios estudios
han determinado el contenido de fenoles en los extractos y en todos los casos los resultados han
sido diferentes. Dicha diferencia cuantitativa se ha mostrado entre diferentes 6érganos y en diferentes
poblaciones de una misma planta, explicado por la regulacion de la expresion génica y la interaccion
con factores ambientales como el clima, la altitud, nutricién y diferentes practicas agricolas (Winkel-
Shirley, 2002). Ojitos et al., (2012), en Cuba, demostrd como resultado 31+ 2.8 mg/mL concentraciones
de fenoles equivalentes a acido galico mg/mL en hojas de CA. Otros estudios realizados por Escobar
et al., (2010) reportaron 1.68+0.06 g (GAE/100g base humeda) y 7.84+0.27 g (GAE/100g base seca)
en concentraciones de fenoles en extractos etandlicos de las cascaras de C. aurantium.

Losflavonoides especificos de C. aurantium, al ser evaluados de manera independiente, han demostrado
un efecto reductor de la concentracion de glucosa y colesterol en sangre (Figueroa-Valverde et al.,
2009). Ojitos y colaboradores (2012) reportan una concentracion de flavonoides de 4.89+2.88mg/
mL en el extracto etanolico y 4.29+0.21mg/mL en extractos metanélicos. Los flavonoides como la
naringina y la hesperidina estan ampliamente distribuidos en las especies de Citrus y se sabe que
exhiben efectos antioxidantes, antiinflamatorios, hepatoprotectores, antineoplasicos, termogénicos y
lipoliticos (Stohs et al., 2011). Actividad antioxidante.

3-Actividad antioxidante

Enlatabla?2 se observa que, el extracto de las hojas de C. aurantium present6 actividad de decoloracion
del radical DPPH, de 9240+ 1038,35 nmol TEAC/gMS. Los radicales libres se asocian principalmente
con el estrés oxidativo y constituyen una amenaza potencial por el dafio que pueden causar cuando
se combinan con el ADN, las proteinas, y la membrana celular. Por lo que, es muy importante la
eliminacion de dichos radicales (Archana y Gupta, 2020). Los antioxidantes son sustancias quimicas
neutralizantes que minimizan el dafio oxidativo a los procesos bioldgicos (Shantabi et al., 2014). Se
han propuesto varias técnicas para el analisis antioxidante como; los ensayos de ABTS -+, FRAP,
DPPH y mas recientemente el ensayo Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC). Sin embargo,
aun no existe un método universal que pueda determinar esta capacidad total cuantitativamente
(Guimaraes et al., 2010). En este estudio, empleamos el ensayo DDPH debido a su facilidad de uso y
accesibilidad. Dicha prueba, se basa en la eliminacion de DPPH, un radical libre estabilizado (Dhar
etal., 2013).

Eneste sentido, los compuestos fendlicos son importantes antioxidantes en la dieta, porque su estructura
les permite la eliminacion de radicales libres, y han demostrado ser mas eficaces antioxidantes in
vitro que las vitaminas E y C. Nuestros hallazgos sugirieron que las hojas C. aurantium, rica en
antioxidantes como fenoles y flavonoides que son los principales contribuyentes a la recoleccion los
radicales libres en las vias de oxidacion, puede justificar su uso por la poblacion tabasqueia.

Se ha observado que la capacidad de captura de radicales DPPH depende de la concentracion de
flavonoides presentes en el extracto. Esta afirmacion fue demostrada con las céscaras de C. aurantium
(Diaz et al., 2016). La Presencia de flavonoides en C. aurantium podria contribuir a la eliminacion de

radicales libres (Chang et al., 2007).

La capacidad de atrapar radicales libres de extractos obtenidos a partir de frutos de diferentes especies
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de citricos ha sido demostrada por varios autores (Patil, 2009), no asindo asi en extractos obtenidos
a partir de hojas. Varios estudios han demostrado una relacion lineal entre el contenido de fenoles
totales y la alta actividad antioxidante (Escobar, 2010). Sin embargo, Ghafar y col. (2010) encontraron
correlaciones negativas entre estas variables.

En este estudio, se demuestra la capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de C. aurantium. Estos resultados demuestran el potencial de dicho extracto para su empleo como
antioxidante. Sin embargo, es necesario realizar estudios de estabilidad, formulacion quimica, asi
como la evaluacion de la toxicidad y seguridad del extracto tanto in vivo como in vitro en modelos
bioldgicos para proponer su uso como producto farmacologico.

4-Toxicidad Artemia salina

El ensayo de letalidad con A. salina demostré que la toxicidad del extracto fue dependiente de la
concentracion, no siendo téxico a concentraciones menores que 10 pg/mL, sin embargo, mostrd
toxicidad moderada a concentraciones entre 100 y 1 000 pg/mL. En la tabla 2 se muestra una CL50
del extracto etandlico 85% de 925 ug/ml.

Para validar el uso de las plantas en la medicina tradicional, y garantizar un tratamiento seguro,
es necesaria la evaluacion de su toxicidad (Nguta, 2012). El ensayo de letalidad sobre A. salina es
utilizado para determinar toxicidad aguda, de manera; confiable, de bajo costo, sencilla y rapida. Para
el extracto en estudio se obtuvo una CL50 925 pg/mL, considerado como moderadamente toxico.
Estos resultados, aunque superiores, muestran similitud con los de Ojitos y col. (2012), quienes
reportan una CL50 de 464,24 pg/mL. Los estudios de evaluacion de la toxicidad aguda en extractos
provenientes de citricos, son escasos. Un estudio previo, se evalud la toxicidad aguda del extracto
de la cascara de C. aurantium. En dicho estudio se compararon los resultados con resultados de
toxicidad en ratones y mostraron una buena correlacion con el ensayo de letalidad en Artemia salina,
demostrando la fiabilidad de este método (Lagarto, et al., 2001).

CONCLUSIONES

Las partes mas empleadas de C. aurantium en los municipios de Cardenas y Huimanguillo son las
hojas, utilizadas en té e infusiones para relajamiento, dolores musculares y sintomas de resfriados. Con
la caracterizacion fitoquimica del extracto hidroalcohdlico mediante pruebas bésicas, se encontraron
metabolitos secundarios presenten en las hojas como son: cumarinas, quinonas, taninos, alcaloides y
flavonoides. La presencia de flavonoides en el extracto hidroalcoholico se demostrd por cromatografia
de capa fina reportando la presencia de la naringina. El contenido de fenoles totales y flavonoides
totales demostro una concentracion de fenol de 69.42 +3.47 EAG/g MS y el contenido de flavonoides
de 14.78 + 0.28 EQ/gMS. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de C. aurantium confirmo la
actividad antioxidante sobre el radical DPPH y toxicidad moderada en el ensayo de A. salina. Estas
actividades respaldan, para esta planta, futuros estudios en el desarrollo y descubrimiento de nuevas
sustancias antioxidantes naturales.
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