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1. RESUMEN

Neurolaena lobata es una planta medicinal ampliamente distribuida y utilizada en
Guatemala principalmente para el tratamiento contra la malaria. Esta especie cuenta
con algunos estudios farmacolégicos pero todavia no han sido publicados estudios
sobre la pureza e identidad de su droga. La siguiente investigacion presenta los
resultados del estudio de treinta individuos de seis poblaciones silvestres a partir de los
cuales se identificaron las caracteristicas anatdmicas microscopicas, macroscopicas,
organolépticas y de histoquimica que caracterizan a la droga cruda de la especie que
se refiere al o los 6rganos o partes vegetales ya desecados que contienen el efecto
terapéutico en una planta. En esta especie la droga cruda esta constituida por la hoja.

Este estudio contribuye a definir los patrones sobre los que debe basarse la
identificacion y control de calidad de Neurolaena lobata en los laboratorios
fitofarmacéuticos. Asimismo, ayudara a los investigadores centroamericanos que estan
trabajando en la elaboracion de las monografias herbolarias de las plantas medicinales
de la region.

Los procedimientos estadisticos realizados (Analisis de Cluster y Analisis de
Componentes Principales) no revelaron diferencias intra o inter poblacionales. Con esto
se concluyé que la hoja de N. lobata posee estomas anomociticos, epidermis
uniestratificada con abundantes tricomas osteolados de textura verrucosa y escasos
tricomas glandulares de tipo surculado. El mesofilo es mayoritariamente indiferenciado
aunque puede presentar diferenciacion (parénquima en empalizada y esponjoso). La
vena central presenta haces vasculares colaterales. El peciolo presenta varias capas
de colénquima angular y haces vasculares en su mayoria colaterales aunque algunas
veces se observaron anfivasales y bicolaterales. Las caracteristicas organolépticas
mas relevantes incluyen hoja dividida en tres I6bulos diferenciados (trilobada), hojas
quebradizas, sabor muy amargo, olor suave y moderadamente dulce. Las pruebas
realizadas en corte transversal para alcaloides fueron positivas, aunque la literatura no
los reporta para esta especie. Probablemente se debia a un falso positivo. Las pruebas
para evidenciar taninos fueron abundantemente positivas. La prueba de aceites dio
positiva. Todos estos caracteres fueron incluidos en el dibujo de la cartilla micrografica

de la hoja.
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2. INTRODUCCION

El conocimiento farmacogndstico de una droga vegetal que incluye la definicion
de los estandares de identidad, pureza y actividad farmacoldgica esta lejos de ser
completo para las plantas medicinales de Centroamérica. En Guatemala, la
farmacologia experimental con plantas medicinales es una linea de investigacion bien
desarrollada. No obstante, la identidad botanica y la pureza recién comienzan a
implementarse desde el enfoque farmacéutico, con muy pocos estudios realizados a la
fecha en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos
de Guatemala.

Es una meta comun en la regién la elaboracion de monografias herbolarias con
el fin de recopilar una farmacopea herbolaria centroamericana, lo cual exigira varios
afnos de trabajo para cada una de las especies mas promisorias.

La planta que se seleccion6 para la presente investigacion fue Neurolaena
lobata(L.) R. Br. Ex Cass, conocida como tres puntas o0 mano de lagarto. Es una hierba
de la familia Asteraceae, ampliamente distribuida en nuestro pais. Su propiedad
antimalarica, segun los estudios publicados, esta dada por sesquiterpenlactonas que
combaten la forma asexual del parasito Plasmodium falciparum, uno de los causantes
de la malaria. Esta planta cuenta con estudios farmacolégicos pero no con
investigacion sobre la pureza y la identidad de la droga cruda de la misma. Es
importante mencionar que la malaria, también conocida como paludismo, es, después
de la tuberculosis, la enfermedad parasitaria tropical mas importante y contagiosa
causante de mas muertes. En Guatemala, el 80% del territorio esta considerado como
una zona de riesgo de la malaria (1).

Con este estudio se pretende definir los caracteres anatdmicos microscopicos,
macroscopicos y organolépticos que permitan identificar la droga cruda (érgano(s) o
partes desecadas de una planta que poseen la propiedad farmacéutica) para hacer
controles de calidad, crear una cartilla que permita identificar esos caracteres y los
metabolitos que pueden identificarse con pruebas sencillas.

Para esto, la identidad de la droga cruda se hizo a nivel microscépico y
macroscopico. Aun cuando se acostumbra hacer estudios con individuos de una sola

poblacion, éste se hizo con treinta individuos de seis poblaciones silvestres diferentes



12

para hacer mas confiable los resultados evitando las variaciones de plasticidad
fenotipica. Los métodos utilizados fueron cortes histolégicos a mano alzada y
micrétomo, disociados, diafanizados, examenes macro y microscopicos y pruebas de

histoquimica usados en laboratorios de control de calidad.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Estudios relacionados
Existe un solo estudio sobre las caracteristicas de identidad farmacognostica de

Neurolaena lobata cuyo articulo cientifico atin no ha sido publicado. Este fue realizado
por un equipo internacional latinoamericano, uno de cuyos autores permitié consultar
un borrador con los resultados principales. Los datos fueron obtenidos a partir de
individuos de una sola poblacion de la especie, colectados en nuestro pais. El estudio
trata de los caracteres de identidad y pureza de la droga cruda y presenta la
descripcion y micrografia para la especie (2).

En Guatemala, los estudios sobre las plantas medicinales que se distribuyen
naturalmente en nuestro territorio han estado orientados principalmente a la
farmacologia y composicion quimica de las drogas. No obstante, en los ultimos cuatro
afnos se ha visto la produccion de investigaciones sobre la descripcién botanica,
principalmente a través del nuevo Programa de Maestria Multidisciplinaria en
Produccion y Uso de Plantas Medicinales (MUPLAM). Se han realizado a la fecha dos
investigaciones que son:

- “‘Determinacion de estandares de identidad y pureza de cuatro plantas
medicinales comercializadas en Guatemala.” Paredes, M.E.; Rosales, C.;
Caceres, A.; Martinez, V.

- “Caracterizaciéon botanica y analisis del contenido mineral de Smilax
domingensis Willd.” Cleaves, C.; Orozco, R.

Existe también una tesis de licenciatura denominada “Autenticacién citohistolégica de

cuatro plantas medicinales nativas”. Rodriguez Hernandez, C.M.

3.2Importancia del tema

Actualmente, la utilizacion de medicina alternativa, donde las plantas medicinales
son la base medular, ha tomado un nivel de importancia mayor que el que tuvo en el
pasado, ya que esto incluye la incorporacion de medicina natural en programas de
salud a nivel mundial, principalmente en paises desarrollados. Para esto, ha sido

necesario establecer patrones reconocidos a nivel internacional, que aseguren la
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calidad de las plantas medicinales, aplicando técnicas y métodos modernos vy
adecuados (3).

En las ultimas décadas se han estado desarrollando estudios exhaustivos sobre las
plantas medicinales mas utilizadas, y toda esta informacion se ha ido recopilando en
monografias y farmacopeas herbolarias que tienen como fin, definir los criterios de

identidad y de calidad asi como la informacién terapéutica correspondiente a la planta

(3).

3.3 Generalidades de la especie

3.3.1 Clasificacién de la especie (4, 5, 6)

Nombre Cientifico: Neurolaena lobata (L.) R. Br. ex Cass.

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae.

Sinonimias: Conyza lobata L., Neurolaena lobata var. indivisa Donn.-Sm. (4, 6),
Conyza symphytifolia Mill., Pulchea symphytifolia (Mill) Gillis. (6)

Nombres comunes: tres puntas, mano de lagarto, capitana, contragavilana,
gavilana, hierba amarga, quina. (4)

Parte utilizada (droga cruda): hojas

3.3.2 Habitat: Se encuentra en lugares pantanosos o pequefios bosques humedos.
A veces puede encontrarse en bosques de encino. Comunmente se encuentra
como sucesion secundaria, muy a menudo en campos cultivados, a lo largo de la
maleza que se encuentra alrededor de los riachuelos y laderas o a la orilla de las
carreteras. La altitud en la que se distribuye es desde el nivel del mar hasta los
1400 msnm. En Guatemala se ha descrito para los departamentos de Alta Verapaz,
Chiquimula, Escuintla, l1zabal, Petén, El Progreso, Quetzaltenango, Retalhuleu, San
Marcos, Santa Rosa y Suchitepéquez (4, 5). Se encuentra distribuida en toda
Ameérica Central, comenzando desde el sur de México, pasando por Honduras, El
Salvador y Panama. También se encuentra reportada para las islas del Caribe,

norte y noroeste de Suramérica. (7, 8, 9, 10, 11, 12)
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3.3.3 Descripcién botanica: Hierba erecta, de 1-4 metros de altura, usualmente poco

ramificada (anexo 1), los tallos son estriados, surcados (anexo 2), densamente
pubescentes cuando son jévenes; hojas cortamente pecioladas o casi sésiles, casi
glabras en el envés, filotaxia alterna, acuminadas o agudas en la base, de 5-30 cm.
de largo, dentadas o serradas, escabroso-hirsutulosas en el haz, densamente y
cortamente pilosas en el envés y generalmente velutinosas. Inflorescencias
corimbo-paniculadas, cabezas numerosas, pediceladas, discoides, de
aproximadamente 20 flores (anexo 3), involucros de 5-6 mm de altura, filarios tetra o
penta seriados, oblongos, redondeados en el apice, 1-3 nervados; mas o menos
pulverulentos, paleas lineares, obtusas, de 4-5 mm de largo, corolas amarillas a
anaranjadas amarillentas, de aproximadamente 4 mm de largo, aquenios de color
negro, esencialmente glabros, de aproximadamente 1.5 mm de largo, vilano
uniseriado, con 30 o mas cerdas de aproximadamente 4 mm de largo, amarillento.
(7)

3.3.4 Usos medicinales atribuidos: La infusién amarga de hojas es administrada por

via oral para el tratamiento de afecciones gastrointestinales (diarrea, colicos),
diabetes, malaria y otros procesos febriles, gonorrea e inflamaciones. Las hojas
frescas machacadas se aplican topicamente en areas de comezodn, el jugo es
aplicado en la piel como repelente de garrapatas; la infusién se aplica para sanar
diversos tipos de lesiones y Ulceras. Se le atribuye propiedad antibiotica,
antimalarica, aperitiva, carminativa, diurética, espasmolitica, febrifuga,
hipoglicémica, hipotensora y ténica. (4, 10, 11, 12). Es utilizada también para curar

dolores gastricos y ulceras (13)

3.3.5 Farmacologia experimental: Estudios antimicrobianos demuestran que la
tintura de hojas es activa contra bacterias (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella aureus, Salmonella pyogenes, Salmonella typhi) con CIM
(Concentracion Inhibitoria Minima) para Salmonella aureus y Salmonella typhi de 1
mg/ml; es inactiva contra Salmonella flexneri y hongos levaduriformes (Candida
albicans, Candida neoformans) y filamentosos (Epidermophyton floccosum,
Microsporum gypseum, Trychophyton rubrum). La infusién de hojas es activa in vitro

contra esquizontes de Plasmodium bergheii (750 mg/kg), similar a la droga de
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referencia (artemisina, 50 mg/kg). Los extractos alcohdlicos (DEsp = 25 mg/ml) son
activos contra epimastigotes in vitro y contra tripomastigotes in vitro e in vivo de
Tripanosoma cruzi. (4, 10).

El extracto de hojas secas contiene un terpenoide que es inactivo como agente
antitumoral. El extracto alcohdlico de hojas produce una disminucion
estadisticamente significativa de los niveles de azucar en el ratén. (4)

Recientemente se ha demostrado la actividad de las principales
sesquiterpenlactonas para combatir la forma asexual del parasito de la malaria
(Plasmodium falciparum) dentro de los eritrocitos sanguineos, y contra dos lineas
de canceres humanos in vitro. Este importante grupo de metabolitos secundarios es
conocido por tener un amplio rango de actividad en varios sistemas biologicos. En
particular, presentan considerable actividad contra insectos. (7)

En un reciente estudio, también se pudo demostrar que el extracto etandlico de
N. lobata posee una actividad potencial macro y micro filarial. (14)

Existe un estudio realizado en ratones el cual demuestra que el extracto de la
hoja contiene propiedades hipoglicemiantes. (15)

3.3.6 Composicidn quimica: Las hojas y tallos contienen un principio amargo

constituido por sesquiterpenlactonas (germacrandlidos) derivados del timol, mas
11 flavonoides: cinco derivados de quercetagenina, cuatro kampferoles y dos
luteolinas. (4, 16)

3.3.7 Farmacognosia: El estandar de las hojas desecadas no debe contener mas

de 2% de substancias organicas extrafias y por incineracion no debe contener
mas del 10% de cenizas ni mas de 4% de cenizas insolubles en &cido. (4)

Del extracto diclorometanico han sido aisladas varias sesquiterpenlactonas,
particularmente neurolenina A y B; ambas moléculas fueron inactivas contra
sarcoma-180 en ratas; aparentemente las variedades geoclimaticas muestran
variabilidad intraespecifica en los patrones de sesquiterpenlactonas. Otras
moléculas bioactivas son las lobatitas A y B. (4)

A la fecha, Neurolaena lobata no es oficinal en ningun pais, por lo que no se

encuentra en las farmacopeas, sin embargo la comprobacién preliminar de su
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actividad antiprotozoaria es interesante. Se consumen preparados domeésticos
como infusién y tintura. (4)

3.3.8 Indicaciones terapéuticas: Por su actividad antiprotozoaria, antibacteriana y

sudorifica, su uso oral esta indicado en el tratamiento sintomatico de la malaria,
fiebre, diarrea y dolor de estdmago; por su actividad hipoglicemiante puede
contribuir al manejo de la diabetes. Se recomienda administrar 2-3 veces/dia en
dosis de 1-3 g en infusion o 1-2 ml de tintura 1:8 en etanol al 35%. Por su
actividad antiprotozoaria y sudorifica puede combinarse con aceituno
(Simarouba glauca), borraja (Borago officinalis), copalchi (Croton guatemalensis)
y verbena (Verbena litoralis); por su actividad hipoglicémica puede combinarse
con cundeamor (Momordica charantia), fenogreco (Trigonella foenum-graecum),
hierba del toro (Tridax procumbens) y timboco (Tecoma stans). (4)
3.3.9 Toxicidad: Son pocos los estudios realizados para determinar su toxicidad
pero se ha demostrado que los tusilagenos que contiene no provocan ninguna
toxicidad, ni aguda ni cronica incluso en cantidades elevadas, y no se
encontraron pirrolizidinas toxicas que posean dobles enlaces A1, 2. Por esta
razon se considera que el uso de N. lobata como planta medicinal, no deberia
causar ningun efecto téxico a causa de la toma de estos compuestos. (8)

Segun un estudio realizado con el test de Irwin, el uso de N. lobata tiene muy
poco o no tiene efecto en los signos del comportamiento, neurolégico o

autonomico. (17)

3.4 Normalizacién de droga cruda y plasticidad fenotipica en plantas

Droga cruda se refiere a las drogas vegetales o animales que han recibido sélo el
proceso de recoleccion y secado, para estar en condiciones de ser almacenadas (3).
La normalizacion de la droga cruda se refiere a elegirla por su interés comercial y
terapéutico e incluye la definicion de las caracteristicas morfolégicas, anatéomicas,
quimicas y biologicas, que aseguran la calidad de las mismas. Para una buena
normalizacion hay que considerar la seleccion de muestras de diferentes procedencias,
ya que las drogas, por su naturaleza, pueden variar segun el lugar de origen y forma de

recoleccion (18). Debido a la plasticidad fenotipica, que es la capacidad de un



18

organismo de producir fenotipos diferentes en respuesta a cambios en el ambiente, las
variaciones pueden ser a nivel del individuo, a nivel de la poblacién y a nivel de la
especie. Todo depende del tiempo y de la magnitud del cambio ambiental. (19)

El desarrollo y mantenimiento del aseguramiento de la calidad para las hierbas
como drogas no es un fendmeno nuevo. Los farmacéuticos y botanicos italianos, desde
los afos 1400, hicieron lo que se considera hoy en dia la primera farmacopea moderna,
que es el libro oficial que cada pais redacta y que es norma legal para la preparaciéon y
dispensacion de los medicamentos. Todo esto lo hicieron con el fin de disminuir el error
potencial en la identificacion y la adulteracion que podia existir en la droga. El amplio
uso internacional de los medicamentos herbarios en las ultimas décadas ha generado
varios intentos para desarrollar farmacopeas que recopilan las monografias herbolarias
(monografia significa tratado sobre un solo tema u objeto, usualmente, en este caso, un
género o0 una especie particular de planta) con el fin de definir los criterios de identidad

y de calidad asi como la informacién terapéutica correspondiente, (20)

3.5 Elaboracion de monografias herbolarias

Existen distintos tipos de monografias. En este caso se usara el modelo de la
Farmacopea Europea. Los parametros a incluir en estas monografias son los
siguientes, de los cuales se tomaran en cuenta los incisos del 3.5.1 al 3.5.4.

3.5.1 Autenticacion: Definicion clara y cientifica. Las drogas vegetales son

generalmente plantas enteras, fragmentadas o picadas, partes de plantas,
algas, hongos, liquenes en un estado no procesado, generalmente en forma
seca pero algunas veces fresca. De la planta debe establecerse la parte
usada: tallo aéreo, rizoma, raiz, hoja, flor, parte de flores, inflorescencias,
fruto, semilla, exudados. Las especificaciones se describen en el idioma
nativo y en latin. Las especies vegetales utilizadas deben estar designadas
por su nombre cientifico (en latin). La identificacion se completa con el
nombre de la familia botanica a la cual pertenece la planta. Ademas se debe
indicar la cantidad estipulada de principio activo que la droga debe contener.
(21, 22, 23)
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3.5.2 |dentidad: Se refiere a la confirmacién de la identidad del material
vegetal. Puede hacerse por comparacion del material con los especimenes
de herbario de la empresa que manufactura el producto. En otros casos, la
confirmaciéon puede hacerse en la inspeccién visual o microscépica del
material vegetal comparandolo con las monografias de la farmacopea o con
literatura de estandares. (24)

3.5.3 Caracteristicas _macro_y microscopicas: EI examen microscépico o

analisis micrografico a veces revela detalles significativos, no solo para
confirmar la identidad de la planta sino también para identificar la naturaleza
de adulterantes mezclados, intencionalmente o no, en la droga. En muchas
drogas, la descripcidn microscépica de la disposicion caracteristica de los
diferentes tipos de tejidos, estomas, tricomas y/o fibras, brinda un medio
valioso que asegura la calidad de la droga. En caso de drogas que contienen
un numero constante de algunos parametros, por ejemplo granos de almidén,
fibras o tricomas, la microscopia puede ser usada para propositos
cuantitativos. (24, 25, 26) Las caracteristicas macroscopicas comprenden la
forma, el tamafo, el color, la textura, los aspectos de fractura y
caracteristicas de la superficie cortada. (23)

3.5.4 Caracteristicas organolépticas: Se refiere a la evaluacién de la droga

por los sentidos del olor, sabor, tacto y a veces el sonido o chasquido que
produce la fractura que pueden servir para las evaluaciones del material
vegetal. El color de la droga puede revelar informacion necesaria y valiosa
sobre el manejo post cosecha. Las plantas secadas rapida y muy
cuidadosamente retienen su color y frescura mientras que el follaje con
sobresecado lo pone quebradizo. (24)

3.5.5 Perfil cromatografico: Si se utiliza un procedimiento analitico especial, la

droga cruda de un vegetal desconocido puede ser identificada o asignada a
un grupo de sus constituyentes basicos. El analisis se lleva a cabo para los
constituyentes activos principales siguientes: alcaloides, flavonoides,

antraglicésidos, saponinas, arbutina, aceites esenciales, glicosidos
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cardiotonicos, cumarinas y acidos fenolcarboxilicos, principios amargos y
valepotriatos. (25)

3.5.6 Reacciones de identificacion: Las reacciones solo se utilizan si las

mismas son particularmente caracteristicas de los constituyentes presentes
en el material vegetal, y deben permitir una rapida identificacion. Existen
varios tipos de reacciones tales como: ionizacion, formacién de sales de
oxonio coloreadas, formaciéon de quelatos y la formacién de complejos
coloreados luego de la adicion de aniones inorganicos polivalentes
(histoquimica). (23)
3.5.7 Pureza: Las drogas vegetales deberan cumplir con una serie de
estandares para garantizar su calidad. El analisis de pureza nos permite
determinar la presencia de contaminantes quimicos, biologicos y fisicos. (25).
3.5.7.1 Humedad: El contenido de humedad varia segun el érgano
de la planta y segun la especie. Las farmacopeas permiten cierto
porcentaje de humedad que generalmente no puede ser mayor al
10%. (25)
3.5.7.2 Material volatil: La determinacién de aceites esenciales en
la droga se realiza por la destilacién con agua. El contenido de
aceite esencial puede ser un parametro importante en la calidad del
producto. (23, 24)
3.5.7.3 Cenizas: El porcentaje de ceniza producida es indicador del
cuidado durante el procesamiento del material vegetal,
especialmente para partes subterraneas. Las cenizas totales,
cenizas solubles en agua y cenizas insolubles en acido suelen
determinarse por procedimientos estandar. Las cenizas insolubles
en acido constituyen una fraccion de las cenizas totales que no se
solubiliza en acido clorhidrico, el cual disuelve varias sustancias
como el carbonato de calcio y los cloruros de metales alcalinos. Lo
que queda como ceniza insoluble en acido comprende casi
totalmente silice procedente de la tierra adherida a la droga o
arena. (24, 25)
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3.5.7.4 Constantes fisicas: Esto se refiere a densidad, rotacion
Optica, viscosidad, indice de refraccion, etc. Estas constantes son
especialmente utiles para identificar aceites y grasas, oleorresinas,
balsamos y sustancias similares (21)

3.5.7.5 Materia extraia: Los elementos extrafios se definen como
materia que no es de origen animal ni vegetal. Cualquier material o
parte vegetal que no sea reconocido oficialmente, constituye
materia extrafia. Con respecto al material inactivo u otras partes de
la misma planta, las farmacopeas especifican los limites permitidos.
El material que contiene excreta de animales e insectos o moho
tiene que ser rechazado. (22, 24)

3.5.7.6 Contaminacién microbiana: Los limites microbioldgicos
establecidos para los alimentos son aplicados a las drogas
vegetales, aun cuando la cantidad de droga consumida no equivale
a la cantidad de los comestibles. Se justifican los limites para
bacterias patogenas y aflatoxinas. (24, 25)

3.5.7.7 Metales pesados: La contaminacion del material vegetal
medicinal con arsénico, cadmio y plomo puede resultar de la
colecta del material en regiones contaminadas. Los limites de estos
metales deben estar en las especificaciones de cada monografia.
(25)

3.5.7.8 Residuos téxicos: La contaminacion de las plantas
silvestres por residuos téxicos puede resultar por la contaminaciéon
del suelo o del agua del area en que crecen, ya que de otro modo
no estarian contaminadas. Existen actualmente métodos altamente
sensibles para evaluar la presencia de residuos de pesticidas. (24,
25)

3.5.7.9 Radioactividad: La contaminacién radioactiva puede ocurrir
como resultado de efluentes industriales, y en estos casos hay que
seguir los lineamientos de guia de la Organizacién Mundial de la

Salud (WHO, por sus siglas en inglés). (25)
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3.5.8 Adulteracién: En general existe adulteracion cuando una materia prima
vegetal escasea o cuando su precio es anormalmente alto. Los diferentes
tipos de adulteraciones que se pueden encontrar son: manufactura de
sucedaneos, sustitucion por variedades comerciales de inferior calidad,
sustitucién por drogas crudas ya vencidas, sustitucion por materias primas
naturales de aspecto similar pero mas baratas, adicion de material sin valor y
mas pesados, adiciéon de productos sintéticos para reforzar productos
inferiores, presencia de materia adventicia o adulteracion de materiales
pulverizados. Existen diversos métodos para detectar las adulteraciones,
entre los cuales pueden citarse: macromorfologia, micromorfologia,
histoquimica, mediciones lineales microscopicas, luz ultravioleta, ensayos
quimicos cuantitativos y solubilidades. (27)

3.5.9 Valoracion: Consiste en el analisis de los componentes activos o de
marcadores. La calidad de la droga vegetal depende del contenido de los
constituyentes activos. Cuando éstos se conocen con certeza, debe
analizarse la cantidad de los mismos, y cuando la informacion es incompleta,
cualquier componente de la planta es usado como referencia para la
evaluacion del material vegetal (25). Los métodos para determinar el
contenido de principio activo en la droga cruda incluyen métodos
cromatograficos (cromatografia en capa fina (TLC) la mas utilizada por sus
resultados rapidos y positivos en drogas vegetales, la cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC) y la cromatografia gaseosa (GC)). Los métodos
espectrofotométricos incluyen espectrofotometria ultravioleta,
espectrofotometria infrarroja, fluorometria y espectrofotometria por
resonancia magnética nuclear (NMR). Ultimamente se ha estado usando la
combinacion de los dos métodos (espectrofotometria y cromatografia) y los

radioinmunoensayos, que son bastante sensibles y muy especificos. (24)
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3.6 Técnicas para establecer los caracteres macro y microscopicos de
identidad farmacogndstica de la droga cruda

3.6.1 Técnicas histoldgicas

Cortes a mano alzada

Los cortes a mano alzada pueden hacerse directamente sin ningun soporte
cuando el material es lo suficientemente consistente y duro para hacerlo. En cambio, si
el material es muy fino se toma un trozo de duroport, hinojo o raiz de zanahoria de
aproximadamente 2 cm de longitud. Luego se secciona longitudinalmente por el centro
a manera de obtener dos mitades iguales. Dentro de las dos mitades se coloca la
porcién del 6rgano de la planta a estudiar. Se juntan las dos mitades, se sostienen
fuertemente con una mano y con la otra se toma la hoja de afeitar y se hacen los cortes
ya acondicionando la mano de manera perpendicular y mojando la superficie de corte
con agua. (28)
Cortes en Micrétomo

Toma y registro de material:

El material a incluir debe ser seleccionado con esmero ya que de lo contrario
los errores se dan desde la fase inicial. Del material a estudiar se toma solamente una
pequefia parte, por ejemplo una porcion de peciolo y de hoja y se incluyen
separadamente. Los cambios post - mortum deben ser evitados y para ello el tiempo
que transcurre desde la toma del material hasta que éste se coloca en el fijador debe
ser lo mas corto posible. (28, 29, 30)

Fijacion

Como las preparaciones frescas sufren grandes alteraciones al poco tiempo de
haber sido tomado el material, corresponde a la técnica histologica impedir el desarrollo
de estos procesos post - mortum, fijando los tejidos en un estado lo mas semejante
posible al que poseia cuando estaba vivo. Para este objeto se utiliza, en la mayor parte
de los casos, los llamados liquidos fijadores. Al examinar preparaciones fijas se debe
de tener presente que ninguno de los liquidos hasta ahora conocidos es capaz de
conservar la estructura de los tejidos en el mismo estado que cuando éstos estaban
vivos. (29, 31)
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En la fijacion es de gran importancia el poder de difusién del liquido fijador ya
que la mayoria de las células periféricas se fijan mas rapido y mejor que las centrales.
Como consecuencia de ello, en los tejidos fijados hay siempre un gradiente de fijacién
que depende del poder de penetracion del fijador y de su dilucion progresiva en los
liquidos celulares. Si el liquido fijador penetra lentamente durante la fijacion, el material
a fijar debera ser dividido en fragmentos pequefos. Para facilitar la accion del fijador
sobre todas las caras de la pieza, se cubre el fondo del recipiente donde se hace la
fijacion con papel filtro. (31)

La duracion de la fijacidn varia segun la composicion del liquido y la naturaleza
del material, asi como también en atencién a la clase de observaciones que se
pretende llevar a cabo. Frecuentemente la fijacion se hace lentamente, por lo cual no
se deben sacar las piezas del liquido demasiado pronto; pero tampoco conviene
prolongar indefinidamente la accién del fijador, pues muchos liquidos, con el tiempo,
hacen al material quebradizo, dificultan su coloracion ulterior, lo maceran, contraen o
hinchan. La fijacién se debe realizar en frascos cerrados y el volumen del liquido fijador
no debe ser demasiado pequefio sino 50-100 veces por lo menos mayor que el de la
pieza que se trata de fijar. (31)

No existe ningun liquido fijador con el cual puedan conservarse igualmente bien
todos los elementos integrantes de las células y de los tejidos. Por esta razén es
necesario seleccionar el fijador adecuado a los objetivos de trabajo. (31)

El fijador que mas se usa en plantas es la combinacion de formol, acido acético

y alcohol FAA
Alcohol etilicode 96 © .............ccoieee 50 cc
Acido acético glacial ..........c.ccceceeveeeen.n. 5cc
FOrmol ... 10 cc
Agua destilada ..., 35 cc

Este reactivo fijador se emplea para cualquier material con fines de estudios
anatoémicos y morfolégicos. Es inapropiado para estudios cariologicos. EI minimo
tiempo de fijacion es de 18 horas. Es empleado como conservador de piezas vegetales.
(29, 30, 31)
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Lavado

Es preciso casi siempre lavar la pieza fijada después de haberla
desembarazado del exceso de liquido fijador. El tratamiento posterior a la fijacién
variara segun el fijador utilizado y el propdsito que nos haya guiado al practicar la
fijacion. El lavado se realiza de ordinario mediante agua o alcohol. (29, 31)

Deshidratacion

a. Deshidratacién con etanol - Clarificacion con xilol
Cuando el material que proviene del fijador se ha lavado con agua, se procede a

deshidratar con etanol de graduaciones ascendentes. De acuerdo al cuadro 1, los
tiempos a emplear en cada reactivo varian segun el material con que se esté
trabajando. (31)

Cuadro 1: Tiempo de deshidratacion de material vegetal

Callos —Apices Material adulto

Alcohol 3°, 5°,10°, 25°, 50°, ‘2 hrc/u |Alcohol 3° 5° 10°, 25°, 50° 12 hrs
Alcohol 70° 1hr Alcohol 70° 24 hrs
Alcohol 96° 1hr Alcohol 96° 24 hrs
Alcohol 96° 1 hr Alcohol 96° 24 hrs
Alcohol 100° Y2 hr Alcohol 100° 12 hrs
Alcohol 100° Ya hr Alcohol 100° 12 hrs

Fuente: Gattuso, M. 2006. Técnicas para cortes en micrétomo de rotacion. Documento Técnico.

Clarificacion

Como el alcohol y la parafina son insolubles, forman una emulsién; por lo tanto
se hace necesario reemplazar el alcohol por un solvente que sea miscible con el
alcohol y solubilice a la parafina; ese solvente puede ser xilol, toluol o benceno. Cuando
el alcohol ha sido totalmente reemplazado por el xilol, el material sera transparente y se
dice que esta “clarificado”. Los tiempos en cada solvente varian segun el material (ver
cuadro 2). (31)



Cuadro 2: Tiempo de clarificacion para el material vegetal

Callos — Apices

Material adulto

3 partes de alcohol - 1 parte de xilol
1hr

3 partes alcohol - 1 parte de xilol
2a4hrs

1 parte de alcohol — 1 parte de xilol
Y2 hr

1 parte de alcohol - 1 parte de xilol
2a4hrs

1 parte de alcohol — 3 partes de xilol
Ya hr

1 parte de alcohol - 3 partes de xilol
2a4hrs

Xilol puro Xilol puro
Y2 hr 1 hr
Xilol puro Xilol puro
Y2 hr 1 hr
Xilo puro Xilol puro

Y2 hr a toda la noche

Toda la noche

Fuente: Gattuso, M. 2006. Técnicas para cortes en micrétomo de rotacion. Documento Técnico.

Infiltracion
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La infiltracibn o impregnacion consiste en la lenta penetracion de parafina

fundida en los huecos intra y extracelulares inicialmente rellenos de agua. La finalidad

ultima del proceso es proporcionar a la pieza anatdmica homogeneidad y dureza

suficiente para que se pueda obtener secciones finas de calidad. Aunque se puede

emplear diferentes medios de inclusién, algunos de ellos hidrosolubles, el método de

eleccion hoy dia sigue siendo la inclusién en parafina. Los tipos de parafina y los tipos

de cortes de cada tipo de parafina se presentan en el cuadro 3. (29, 31)

Cuadro 3: Tiempos para parafinas v tipos de cortes

Tipo de Punto de Grosor del Temperatura del
Parafina Fusion Corte bloque
Blanda 50-52 °C Grueso Frio (4 °C)
Blanda 53-55 °C Grueso Frio (4 °C)
Dura 56-58 °C Fino Frio (4 °C)
Dura 60-68 °C Fino Templada

Fuente: Gattuso, M. 2006. Técnicas para cortes en microtomo de rotacién. Documento Técnico.
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Si el material a infiltrar se encuentra en condiciones de ser impregnado, se
vuelca la mitad del xilol puro del frasco que contiene el material y se agrega igual
cantidad de parafina pura fundida. Se deja destapado el frasco dentro de la estufa
durante el tiempo requerido. La infiltracion debe realizarse en el menor tiempo posible
para que no haya distorsion de los tejidos. La temperatura de la estufa debe ser 3-4 °C
mas alta que el punto de fusion de la parafina empleada. Las mezclas de xilol-parafina
que se van desechando se vuelcan a un frasco ubicado proximo a la estufa. (29, 31)

- Infiltracidn luego del empleo del etanol - xilol

El pasaje del material desde el ultimo xilol a la parafina de la infiltracion es
gradual, y de acuerdo al material, se emplea distintos tiempos en las distintas mezclas
de infiltracién. Estos se presentan en el cuadro 4. (31)

Cuadro 4: Tiempos v diluciones para infiltracion

Callos y apices Material adulto

1 parte xilol — 1 parte parafina

1er cambio parafina pura 2hrs
2ndo cambio a parafina pura toda la noche
3er cambio a parafinapura ‘2 hr

1 parte xilol — 1 parte parafina

1er cambio parafina pura 2-4hrs
2ndo cambio a parafina pura toda la noche
3er cambio a parafina pura 1 hr

Fuente: Gattuso, M. 2006. Técnicas para cortes en micrétomo de rotacion. Documento Técnico.

Inclusion - Formacién del bloque

Este proceso consiste en la obtencion de un bloque sélido de parafina con
tejido vegetal incluido, mediante un enfriamiento lento a 10-15 °C (temperaturas mas
bajas producirian un efecto brusco de enfriamiento que puede llevar a la fractura de
bloque por contraccion). Es necesario obtener un bloque facil de manejar, de dureza
homogénea, plasticidad y elasticidad adecuadas. (29, 31)

Se utiliza frecuentemente cajas o moldes confeccionados con papel bond
grueso. Para hacer la inclusion se procede de la siguiente forma: se vierte
cuidadosamente todo el contenido del frasco (parafina fundida y el material), en el
molde, evitando la produccién de burbujas de aire. Después, con ayuda de una aguja
caliente se procede a orientar el material, es decir, colocarlo en la posicion que
convenga segun la direccion en que ulteriormente ha de ser seccionado. Una vez

orientado el objeto se aguarda a que en la superficie de la parafina se forme una
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pelicula sélida, cuya produccién se puede acelerar soplando sobre ella. Después se
toma el molde y estando éste en posicion horizontal, se introduce el conjunto en agua
fria. El agua debe cubrir rapidamente la superficie del bloque y al mismo tiempo todos
los lados. Al cabo de quince minutos aproximadamente queda el bloque
completamente solidificado y se puede desprender faciimente del molde. (29, 31)

Cortes

Los tacos o bloques de material incluido en parafina se cortan con el micrétomo
rotatorio o Minot, pudiéndose obtener tiras de cortes seriados. Para poder realizar los
cortes se debe fijar el bloque al soporte del micrétomo; para ello se talla el bloque en
forma de prisma, quitando, de cinco de sus caras, la parafina superflua, luego con una
espatula metalica caliente se pone un poco de parafina fundida sobre el soporte del
microétomo, y antes de que se solidifique se aprieta sobre ella el bloque de parafina,
ablandando de antemano con una espatula caliente, la cara del prisma que habia
quedado sin tallar. (29, 30, 31)

A continuacion se ablandan también ligeramente con la espatula caliente las
caras laterales del bloque y se sumerge todo en agua fria. Si el bloque fue guardado
durante un largo periodo de tiempo, es necesario, antes de fijarlo al soporte del
micrétomo, remojar por lo menos un dia en una solucion al 5% de glicerina en alcohol
de 70°. (31)

Se lleva el soporte con el taco al micrétomo y se orienta de tal manera que la
superficie de corte quede paralela al plano de la cuchilla. Al colocarse ésta se le da una
inclinacién aproximada de 8° con respecto a la vertical, ademas el borde inferior del
bloque de parafina debe quedar paralelo al filo de la cuchilla. Luego se corre la cuchilla
hasta que esté muy proxima de la cara a cortar. (29, 30, 31)

El grosor de los cortes varia entre 7 y 15 micrones, debiendo observarse los
cortes con el microscopio de menor aumento a los fines de comprobar la perfecta
orientacion y el adecuado grosor. Se procede a cortar y a medida que se forma la tira
de parafina, se la sostiene con un pincel y cuando tiene una longitud conveniente se la
coloca sobre una bandeja negra. La tira tiene dos caras: una brillante y otra opaca, la
primera ha de colocarse siempre hacia abajo, que es la posicion que llevara en el porta
objeto. (29, 30, 31)
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Pegado

El pegado de los cortes al portaobjetos es una operacion que consiste en los
siguientes pasos: se toman los portaobjetos bien desengrasados que estaran en un
frasco con alcohol de 80° y se secan. Sobre cada portaobjeto se coloca una gota de
albumina de Mayer y se la extiende, dejando un espacio en un extremo para colocar la
etiqueta, se cubre con agua destilada tibia (40°C), luego se corta la tira de cortes con
una aguja u hoja de afeitar, se pincha con una aguja la tira de cortes y se coloca en el
agua tibia con el lado brillante hacia abajo; la parafina se extiende y los cortes se
arreglan para que no queden pliegues ni superposiciones. (31)

Una vez logrado el paso anterior se vuelca el exceso de agua, se presiona el
portaobjeto sobre un papel de filtro y se coloca en una caja de preparados, estas cajas
se llevan a una estufa a 35°40° durante 1-2 dias, pasado este tiempo se puede
proceder a desparafinar y colorear. El numero de secciones o cortes que se van a
pegar en cada portaobjeto varia con la naturaleza del material y con el objetivo del
trabajo. (31)

Después de pegar los cortes se dejan en estufa a 42 ° C durante 48 horas,
luego se desparafina y se colorea. (31)

Técnica de semidiafanizado

Esta técnica se utiliza en hojas delgadas. El resultado es la aclaracion o
eliminacion completa de cualquier tipo de plastidio para poder observar de manera mas
clara las estructuras epidérmicas que presenta la hoja. Dentro de estas estructuras se
puede mencionar las células normales, asi como estomas, tricomas, etc. Las mezclas
para este procedimiento se hacen con alcohol al 96% e hidréxido de potasio (KOH) (ver
Metodologia).
Técnica de diafanizado

Al igual que la técnica de semidiafanizado, ésta se utiliza para observar
estructuras de la epidermis en hoja, pero a diferencia del semidiafanizado, esta técnica
se utiliza para hojas mas gruesas, o coriaceas. Para esto se utiliza alcohol al 96%,

hidroxido de sodio (NaOH), cloro comercial e hidrato de cloral (ver Metodologia).
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Técnica de disociado débil

Se utiliza para hojas, tallos herbaceos y cortezas comerciales y su fin es
disgregar o separar los tejidos de un érgano vegetal especifico y asi poder observar por
separado las células y estructuras que lo conforman. Se utiliza hidroxido de sodio
(NaOH).

Determinacion del indice de estomas (28)

El indice de estomas es una constante dentro de ciertos limites que permite la
caracterizacion de hojas por comparacion con testigos o valores ya tabulados. Se
procede de la siguiente manera: Se toman laminas fijas de hojas ya diafanizadas,
cuidando que la epidermis inferior quede orientada hacia arriba. Se observa con un
microscopio equipado con tubo de dibujo. Se dibuja en el papel el area observada de 2
mm de lado utilizando el micrémetro objetivo. Se dibuja dentro de esa area una cruz
por cada célula epidérmica y un circulo por cada estoma vy el indice se saca con la
férmula 1=(Sx100) / (E+S), donde | es el indice de estomas, S el numero de estomas en
una superficie determinada de la hoja y E el niumero total de células epidérmicas en la
misma area (incluyendo los tricomas que pudieran aparecer).

Micrometria (28)

Este método es utilizado para realizar mediciones de 6rganos o estructuras a
nivel microscépico, como por ejemplo largo y ancho de tricomas, tamano de células,
etc. Se utiliza para tal objeto un ocular micrométrico y un micrometro objetivo, ademas
del microscopio.  El micrometro ocular comun generalmente es de 8X con una escala
entre las dos lentes. En dicha escala, 5 mm estan divididos en 50 partes iguales, y el
valor es arbitrario, pues depende del aumento que se emplea, o sea que variable para
cada objetivo del microscopio. La escala constituye el ocular micrométrico. El
micrometro objetivo es un portaobjetos provisto de una escala grabada en la cual 1 mm
esta dividido en 100 partes. Cada parte o division es de 10 micras.

3.6.2 Pruebas histoquimicas (28)

Las pruebas histoquimicas pueden realizarse ya sea con cortes transversales

del tejido a mano alzada y frescos o también con la preparacion de infusiones de la

droga curda. Sirven para evidenciar la presencia de un metabolito secundario en un
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tejido vegetal. A continuacién se presenta el cuadro 5 con reactivos y con qué

metabolito secundario reaccionan.

Cuadro 5: Listado de reactivos vy pruebas histoguimicas

Reactivo Prueba
Dragendorff Alcaloides
Sulfato Férrico Taninos

Sudan IV

Aceites y grasas

Fluoroglucina

Lignina

Azul de Cresil

Mucilagos

Acetato Cuprico

Cristales de oxalato de calcio

Fuente: Gattuso, A.M y Gattuso, S.J. 1999. Manual de Procedimientos para el Analisis de Drogas en Polvo. UNR Editora.

CYTED. Argentina.
3.6.3 Macroscopia

El examen macroscépico da detalles concernientes a la descripcidon, biometria y

organolepsia de la droga cruda. La inspeccion visual es el medio mas simple y rapido

por medio del cual se puede establecer la identidad, pureza y calidad posibles. Se basa

en la forma, tamafo, color, caracteristicas de la superficie, textura, caracteristicas de la

fractura y apariencia de la superficie de fractura. (32)
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4. JUSTIFICACION

A pesar de que Guatemala es un pais en el que tradicionalmente se usan las
plantas medicinales para tratar diversas enfermedades, no contamos con parametros
de calidad claramente establecidos para producir y comercializar las materias primas y
los productos fitofarmacéuticos preparados a partir de las decenas de especies nativas
que han demostrado su potencial medicinal. Es indispensable entonces, que antes de
que se autorice la comercializacion de las plantas y sus productos, se realicen estudios

que permitan definir estos parametros para cada una de ellas.

Dada la importancia que representa la busqueda de soluciones para reducir la
incidencia de la malaria en nuestro pais y dado el avance en los estudios
farmacoldgicos y fitoquimicos sobre la actividad antimalarica de Neurolaena lobata, en
el presente estudio se pretende cubrir los vacios existentes en la definicion de los
parametros de calidad, aunque solamente en el aspecto de la identidad de la droga
cruda de la especie. La descripcion de las caracteristicas anatomicas diagnosticas del
material proveniente de seis poblaciones silvestres de la especie permitiran definir los
parametros de identidad farmacogndstica de la misma, lo que facilitara la posterior
elaboracion de la monografia farmacopéica correspondiente y el desarrollo de los
examenes de control de calidad de su materia prima y de los productos

fitofarmaceéuticos que a futuro se comercialicen para la planta.
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5. OBJETIVOS

5.1 General:
Describir las caracteristicas anatomicas diagnosticas de la droga cruda de
seis poblaciones de Neurolaena lobata (L.) R. Br. ex Cass para definir los

patrones de identidad con un enfoque farmacognéstico.

5.2 Especificos:

v Identificar las  caracteristicas  anatémicas (macroscépicas,
microscépicas y organolépticas) distintivas en hojas de seis
poblaciones de N. lobata que permitan la correcta identificacion
botanica de la droga de la especie.

v' Disefiar una cartilla micrografica para la especie que reuna los
caracteres diagnésticos para la correcta identificacion de la droga
cruda bajo estudio.

v Identificar y comparar la presencia de principios activos de la droga

cruda de cada poblacion utilizando pruebas histoquimicas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Universo vy Poblacién

Se usaron hojas de 30 individuos de Neurolaena lobata (L.) R. Br. ex Cass.
provenientes de poblaciones silvestres. En Guatemala, la especie se distribuye
naturalmente en 11 departamentos y se escogieron 6 poblaciones en 6 departamentos
ubicados en tres puntos cardinales del pais (ver cuadro 6).

En cada poblacién se escogieron 5 individuos (plantas) tomando en cuenta para
su eleccion las siguientes caracteristicas: estado vegetativo y hojas en diferentes
edades de desarrollo sin enfermedades visibles (ver cuadro 6).

Las variables estudiadas en cada hoja se escogieron de acuerdo con Solis, et al
(2005) quienes consideraron 31 caracteres utiles para identificar correctamente una
droga cruda. A nivel microscopico se estudiaron 11 caracteres cualitativos y 10
cuantitativos y macroscopicamente se estudiaron 9 cualitativos y 1 cuantitativo (ver
cuadro 6). (22)

Cuadro 6: Resumen de las poblaciones y variables estudiadas para cada poblacién

Namero de variables Namero de variables
microscopicas macroscopicas
Poblacion Numero de Muestras Cualitativo Cuantitativo Cualitativo Cuantitativo Total de
Individuos de cada variables
individuo tomadas
por
poblacion
Izabal (Este) 5 2 11 10 9 1 310
Petén (Norte) 5 2 11 10 9 1 310
Alta Verapaz (Norte) 5 2 11 10 9 1 310
Retalhuleu (Suroeste) 5 2 11 10 9 1 310
Suchitepéquez (Sur) 5 2 11 10 9 1 310
Chiquimula (Este) 5 2 11 10 9 1 310
TOTAL 1860

Se enlistan a continuacion las variables estudiadas en cada hoja:

Microscopicas

Cualitativas

1. Presencia de estomas en el haz.

Presencia de estomas en el envés.

2
3. Tipo de estomas del haz.
4

Tipo de estomas del envés.
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Tipo de tricomas del haz.
Tipo de tricomas del envés.

Aspecto del parénquima esponjoso.

® N o o

Forma de las células de la epidermis.
9. Tipo de haces vasculares.
10.Tipo de colénquima del peciolo.
11.Tipo de haces vasculares del peciolo.
Cuantitativas
1. Tamaho de tricomas del haz.
Tamafo de tricomas del envés.
Numero de células que forman los tricomas del haz.
Numero de células que forman los tricomas del envés.

Numero de capas de parénquima en empalizada.

o a0 kW N

Numero de capas de colénquima en el peciolo.
7. Numero de haces vasculares del peciolo.
Macroscopicas
Cualitativas
1. Aspecto general (enteras, fragmentadas, pulverizadas)
Consistencia
Color
Forma
Olor
Sabor

Superficie de la lamina

©® N o g bk~ wDd

Transparencia
9. Tipo de peciolo
Cuantitativas
1. Tamano

6.2 Del area de procedencia del material

La poblacién de donde se tomd la muestra de la especie del departamento de

|zabal se ubica en un terreno privado localizado en la playa denominada Campo Amor,
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aproximadamente a un kildbmetro del Rio Quehueche, a 10 msnm. Las muestras de la
poblacién de Petén fueron tomadas a la orilla de la Laguna Sacnab, orientacién norte,
al oeste del sitio arqueologico Yaxha-Naranjo, a 250 msnm. En cuanto a las muestras
de la poblacion de Chiquimula, éstas fueron tomadas a la orilla del Rio Motagua, al
norte de la cabecera municipal a 220 msnm. En el caso de las muestras de la poblacién
de Coban, éstas fueron tomadas de la finca privada “La Flecha Cancuinic”’, en el
municipio de Coban, a una altura entre 400 y 600 msnm. La poblacion de Retalhuleu se
encontr6 sobre el camino que lleva a la reserva Tak’alik Ab’aj (500 msnm),
aproximadamente a 7 km de Colomba Costa Cuca, Quetzaltenango. Por ultimo, las
muestras de la poblacion de Suchitepéquez se tomaron en la “Ecoparcela EI Cacaotal”,
en Samayac, Suchitepéquez a unos 400 msnm.

6.3. Analisis estadistico

El analisis estadistico para determinar si habia o no diferencias inter e intra
poblacionales fue un Analisis de Cluster y un Analisis de Componentes Principales.
Estos analisis son para datos multivariados de exploracién, es decir, solo evidencian
patrones, agrupando un grupo de variables. El coeficiente de similitud que se utilizé fue
Distancia Euclediana ya que se utiliza cuando las variables son mixtas (multiestado y
doble estado). Con esto se construyeron matrices y se conformaron grupos de similitud
para determinar si existian o no diferencias. (33)

6.4 Medios
Recursos humanos
e Investigadora: Nathalia Granados Dieseldorff
e Asesora: Licda. Carolina Rosales de Zea M. Sc. Departamento de Botanica,

Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.

e Revisor: Ing. Agronomo Jorge Mario Vargas Ponce. Departamento de Botanica,

Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.

e Asesoria:
o Lic. Armando Caceres, Depto de Citohistologia, Escuela de Quimica
Biolégica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.
0 Licda. Roselvira Barillas. Departamento de Botanica, Escuela de Biologia,

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.
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e Colaboradores para la fase de colecta:

(0}

©O O O o

(0]

Petén: Guillermo Lopez y Diego Juarez.

Livingston: Vicente Xol, Marlene de Granados y Salvador Granados.
Chiquimula: Luz Maria Castaneda.

Coban: Jan Baumgarten.

Suchitepéquez: Armando Caceres

Retalhuleu: Guillermo Lépez, David Granados y Salvador Granados

e Colaborador para la fase de cortes en microtomo: Tec. Vilma Ramirez Cervantes

e Colaborador en la fase de dibujo de cartilla micrografica: Enrique Medina Santa

Cruz

Recursos de infraestructura

Laboratorios del Departamento de Botanica, Escuela de Biologia, USAC.
Laboratorio del Departamento de Anatomia Patologica, Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia, USAC.

6.5. Materiales y equipo

6.5.1
o

O O 0O O O hO O O O O O o o

Equipo de colecta:

Bolsas plasticas

Machete

Tijera de podar

Libreta de campo

Lapiz

Hielera

Alcohol etilico al 96%

Etiquetas autoadhesivas
Etiquetas de identificacion
Equipo para cortes histolégicos:
Micrétomo rotatorio equipado
Refrigeradora

Estufa

Cajas o moldes para formar bloques de parafina

Microscopio de luz



Micrémetro objetivo

Tubo de dibujo para microscopio
Material para técnicas histoldgicas
Parafina

Hielo

Alcohol etilico a distintas concentraciones
Merckoglass

Gelatina glicerina

Papel filtro

Agua destilada

Etanol

Xilol

Espatula de metal

Pincel

Agujas de diseccion

Hojas de afeitar nuevas
Cubreojetos

Portaobjetos

O O O O OO OO O O O OO 0O 0O 0O w o o

Acido acético glacial
6.5.4 Cristaleria

Vasos de precipitar
Varillas de vidrio

Vidrios de reloj

O O O O

Cajas de Petri

6.5.5 Reactivos

Hidroxido de potasio al 5%
Hidroxido de sodio al 5%
Hipoclorito de sodio al 50%
Hidrato de cloral (2:5)

Safranina al 1%

O O O o o o

Azul de toluidina
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Reactivo de Dragendorff
Sudan Il
Sulfato férrico

Fluoroglucina

O O O O O

Azul de cresil
o Acetato cuprico
6.6. Técnicas
6.6.1 Colecta
En cada poblacién se obtuvo con ayuda de tijeras de podar, muestras de ramas
con diferentes estadios de hojas (nuevas, adultas). Se tomaron las ramas y se
colocaron dentro de una bolsa grande y ésta, a su vez, dentro de una hielera. Las
muestras fueron fijadas en FAA tan pronto fue posible. Las pruebas y técnicas que
necesitaron realizarse con material en fresco (cortes para pruebas histoquimicas) se
hicieron como maximo un dia después de realizada la colecta.
6.6.2 Técnicas histolégicas (Microscopia)
6.6.2.1 Cortes a mano alzada de la lamina

Las hojas de Neurolaena lobata son finas y blandas asi que se utilizé duroport
como soporte y portaobjetos para los cortes a mano alzada. Se tomé una hoja adulta y
se cortd un cuadrado de aproximadamente 1.5 cm?, tomado en cuenta dentro del corte
la vena central. Luego, con una hoja de afeitar nueva, se procedié a realizar los cortes
como se describieron en la seccion 3.6.1.
6.6.2.2 Cortes en Micrétomo de la lamina
6.6.2.2.1 Fijacion

Para esta parte se cortaron trozos de hoja de 2 cm?, siempre tratando de incluir

la vena central. También se cortaron secciones del peciolo de la misma manera. Para
cada individuo se prepard un frasco de vidrio de compota con una solucion de FAA
(formol, alcohol, acido acético). Las muestras de cada individuo se colocaron dentro del

frasco con el fijador y se quedaron por lo menos 24 horas dentro de la solucion.
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6.6.2.2.2 Deshidratacion

Después de fijar el material se procedié a deshidratar las muestras vegetales
con etanol a diferentes concentraciones, de manera gradual y ascendente, como se
presenta en el cuadro 1.

6.6.2.2.3 Clarificacion

Después de la deshidratacién con etanol, fue necesario reemplazar el alcohol
por una solucién que solubilizara y que fuera miscible en parafina. Para esto se uso
xilol y se hizo de la manera que presenta el cuadro 2.

6.6.2.2.4 Infiltracién

Para esta parte se utilizé parafina dura en escamas con un punto de fusién de
55-58°C, especial para histologia. Inicialmente se colocd una solucion parafina-xilol,
con las muestras vegetales. Luego las muestras fueron pasadas a parafina pura. El
frasco se dejé destapado dentro de la estufa durante el tiempo requerido, como se
presenta en el cuadro 4.

6.6.2.2.5 Inclusion - Formacion del bloque

Se utilizaron moldes especiales de hule para hacer los bloques. La parafina se
vertid cuidadosamente hasta llenar cada molde. Después, con ayuda de una pinza
caliente, se procedi6 a disponer las piezas del material adentro de la parafina,
orientandolas de manera que los cortes se ubicaran transversalmente. Luego se
tomaron los moldes y estando éstos en posicion horizontal, se introdujeron en una
camara fria. Por ultimo se sacaron los cubos del molde y se pusieron sobre una
bandeja de hielo para mantenerlos frios para su corte.

6.6.2.2.6 Cortes

Cada bloque de parafina se coloco en el soporte del micrétomo, orientado de
tal forma que los cortes de las muestras fueran transversales y que la superficie de
corte quedara paralela al plano de la cuchilla. El grosor de los cortes fue entre los 15-20
micrones. Se procedié a cortar y a medida que se formaba la tira de parafina, se la
sostenia con una pinza y cuando se lograba un corte se colocaba dentro de un bafio de

Maria con agua a 50°C.
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6.6.2.2.7 Pegado

Se tomo un portaobjetos desengrasado. Sobre cada portaobjetos se coloco el
corte y se fijo pasando el portaobjetos debajo de un mechero por 1-2 segundos. Los
portaobjetos asi preparados fueron colocados en una bandeja especial para
guardarlos. Se desparafinaron dentro de la estufa durante 1-2 dias. Luego se tifieron
con safranina 1% durante 50 minutos y se pasaron por alcohol etilico al 50, 70 y 96 %,
durante un minuto cada uno. Cada corte se cubrié con un cubreobjetos que fue pegado
con Merckoglass.

6.6.2.3 Metodologia modificada de cortes en micrétomo para el peciolo

La metodologia utilizada para los cortes de peciolo se basa en los mismos
principios de fijacion, deshidratacion y aclaraciéon que el método descrito anteriormente
pero se utilizé una modificacion de tiempos y materiales.

1. Se fijaron las muestras con FAA por 48 horas.
2. Se colocaron en un vaso de precipitar con alcohol isopropilico para
deshidratarlas y se metieron en un horno graduado (56-66°C) en dos cambios de

1 hora cada uno.

3. Luego se clarificaron con 1 cambio de xilol, introduciendo las muestras durante
media hora en el horno graduado.

4. Se embebieron las muestras en parafina durante 45 minutos, dentro del horno.

5. Las muestras se incluyeron en parafina para hacer los cortes permanentes.

6. Se hicieron los cortes con la ayuda de un micrétomo y se desparafinaron durante

20 minutos en un desparafinador eléctrico.

7. Luego se colocaron en 3 cambios de xilol y uno de alcohol isopropilico, de 5
minutos cada cambio.

8. Se hidrataron 10 minutos en agua corriente y se tifleron con safranina al 1%,
durante 45 minutos.

9. Se les elimind el exceso de colorante en 2 cambios de alcohol isopropilico y se

fijaron en xilol (anexo 4).

10. Se fijaron con Merckoglass (anexo 5).
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6.6.2.2 Técnica de semidiafanizado y diafanizado

Debido a que las hojas de esta planta son grandes, sélo se utilizd secciones de

la parte media de la hoja que cupieran en un portaobjetos. Después de seleccionado el

material,

se procedidé a realizar una mezcla de las técnicas de semidiafanizado y

diafanizado de la siguiente manera:

1.

Las secciones de hojas fueron colocadas en un vaso de precipitar que
contenia una mezcla de alcohol al 96% e hidréxido de potasio al 5% en
partes iguales y se coloco en una estufa a 60°C durante media hora.

El material se saco del vaso de precipitar, estilandolo lo mejor posible, pero
sin lavarlo con agua para no dafar los trozos de hoja.

Se paso el material con mucho cuidado a una caja de Petri que contenia
hipoclorito de sodio al 50% y se dejo hasta que las secciones de hoja
quedaron blanco-transparentes.

Se lavaron con agua destilada, hasta eliminar totalmente el hipoclorito de
sodio.

Se colocaron en hidrato de cloral (2:5) durante 10-15 minutos como minimo,
hasta que se tornaron transparentes.

El material se colored con safranina al 1% y agua y se monté con gelatina-
glicerina (anexo 6).

Las laminas fijas se observaron en un microscopio a aumentos de 40X y
100X, para ver detalles de estructuras como estomas, tricomas y células de
la epidermis, tanto del haz como del envés de la hoja.

6.6.2.3 Técnica de disociado débil

. Se utilizaron secciones de la parte media de la hoja y se cortaron finamente.

El material se colocé en una solucién de hidroxido de sodio al 5% y se hirvid

por 5 minutos.

3. Se lavo con agua destilada hasta que el liquido quedé limpio.

4. Se colocé una porcion del material en el portaobjetos con la ayuda de un

pincel o aguja histolégica y se disgregd lo mas que se pudo. (anexo 7)
El material se tid con safranina al 1% y agua y luego se monté con gelatina-

glicerina.
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6. Las laminas fijas se observaron al microscopio para notar detalles de
estructuras y tejidos aislados de la hoja como lo son tricomas, células de la
epidermis y células del mesdfilo, asi como elementos del sistema conductor y
células de sostén, como el colénquima.
6.6.2.4 Micrometria

Se utilizé un micrometro ocular comun (10x), que se gradud con un

micrometro objetivo.

6.6.3 Macroscopia

Para esta parte se preparé el estandar de calidad, secando el material fresco y

luego colocandolo en una bolsa de plastico bien sellada. Estando el material dentro de

la bolsa, se procedié a fragmentar la droga cruda un poco y luego se analizé realizando

las siguientes observaciones:

Aspecto general: Observar y describir las caracteristicas de las hojas
fragmentadas. (22)

Consistencia: Si eran duras, flexibles, coriaceas, membranaceas, papiraceas,
carnosas o suculentas. (22)

Color: Este caracter tiene un valor relativo para la diagnosis ya que depende del
sistema de secado y conservacién que se haya realizado. Es importante, si la
hoja fue discolora, indicar qué color presentd en la cara ventral y la dorsal. (22)
Para esta parte se determind el color de la muestra con la ayuda del Libro de
Color Munsell de 1976.

Forma: Si la hoja se encontraba entera, se observd el apice, base, borde,
contorno, nerviacion, simetria, si poseia o no peciolo, si era simple o compuesta,
si llevaba anexos, etc. (22)

Olor y sabor: Debido a que éstos son caracteristicos de cada especie, se
determiné si el olor era ligero, franco, fuerte o sin no habia olor y luego se definio
la sensacion del olor que podia haber sido aromatico, frutal, a viejo, a moho,
rancio, fétido, etc. El sabor podia ser dulce, acido, salado, amargo, etc. (22, 32)
Superficie de la lamina: Por el tacto se determiné si era lisa, sedosa, aspera o
tomentosa y por la visién, si era glabra, pubescente, rugosa, ondulada, hirsuta o

verrucosa. (22)
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- Transparencia: Algunas hojas pueden presentar puntos transparentes,
relacionados con la estructura interna del 6rgano, por ejemplo la presencia de
glandulas, idioblastos, cavidades secretoras, etc. (22)

- Peciolo: se indic6 si era estriado, liso, rugoso, piloso, alado, su forma de
insercion, etc. (22)

6.6.4 Cartilla micrografica

Después de haber observado todas las laminas fijas de cortes transversales,
disociados y diafanizados, se procedio¢ a seleccionar solamente las caracteristicas que
fueran comunes de la especie en general. Con esto se hizo una descripcién completa
de la droga cruda y se hicieron los dibujos de la microscopia con tinta china, de la
manera mas exacta y precisa, asi como esquemas utilizando las claves de Metcalfe y
Chalk (28).

6.6.5 Pruebas histoquimicas

Las pruebas histoquimicas fueron realizadas en tres cortes frescos a mano
alzada de cada individuo de las 6 poblaciones. A continuacion se presentan las
pruebas que se realizaron.

Alcaloides: Se colocaron los cortes sobre el portaobjetos y se agregd una gota
del reactivo de Dragendorff. Se dejoé actuar durante unos minutos. Ante la presencia de
alcaloides apareceria un precipitado color rojo ladrillo.

Grasas y Aceites: Se colocaron los cortes sobre el portaobjetos y se agregé una
gota del reactivo Sudan Il o IV. Se dej6 actuar durante 10 minutos y se lavd
rapidamente con alcohol al 70%. Las grasas y aceites debieron tefiirse de color rojo asi
como la cutina y suberina.

Lignina: Se colocé el material sobre el portaobjetos y se agregdé una gota de
fluoroglucina. Se colocé el cubreobjetos y se flame6 suavemente. Se retird la llama y se
colocd, por el borde del cubreobjetos, una gota de acido clorhidrico al 25%. Con este
procedimiento las paredes con lignina, se tehirian de rojo.

Taninos: Se colocaron los cortes sobre el portaobjetos, se agregdé una gota de
sulfato férrico y se dejo actuar de 2-3 minutos. Luego se lavo con agua destilada. Los

taninos dan una coloracién azul-verdosa.
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Mucilagos: Se colocaron los cortes sobre el portaobjetos y se agregd una gota
de azul de cresil al 1%. Los mucilagos darian una coloracién azul Francia.

Oxalato de Calcio: Se colocaron los cortes en el portaobjetos, se agregé una
gota de acido clorhidrico. Los cristales de oxalato de calcio en contacto con el acido
hacen efervescencia.

Otro método utilizado para evidenciar la presencia de principios activos (taninos vy
alcaloides) fue el siguiente.

1. Se tomaron aproximadamente de 20 a 30 fragmentos de varias (3-5) hojas de

cada individuo y se colocaron en un vaso de precipitar con agua.

1. Se llevaron a ebullicién durante 2 minutos.

2. Luego de dejar enfriar el liquido, se tomaron 5 ml para colocarlos en varios

tubos de ensayo.

Se agrego una gota de cada reactivo a cada tubo.

El reactivo de Dragendorff, en presencia de alcaloides formé un precipitado
rojizo.

5. El reactivo de sulfato férrico, en presencia de taninos, presenté un cambio de

coloracién a verde oscuro, con presencia de precipitado.

Esto se repitio para los 5 individuos de cada una de las 6 poblaciones estudiadas.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteres microscopicos de las seis poblaciones

Se evalué a nivel microscopico la presencia y tipo de doce caracteres
cualitativos en hojas de N. lobata. No se encontré diferencias inter poblacionales para
los caracteres, y las diferencias intrapoblacionales no fueron estadisticamente
significativas como para poder subdividir las poblaciones.

Caracteres cualitativos

En general se observd que las hojas de todas las poblaciones son
anfiestomaticas, los estomas son anomociticos en el haz y en el envés y los tricomas
observados son pluricelulares de tipo osteolado. La epidermis de todos los individuos
es uniestratificada y el mesdfilo generalmente es indiferenciado aunque en algunos
casos (individuo 1 de Suchitepéquez y 3 de Petén), existe diferenciacion entre
parénquima en empalizada y parénquima esponjoso (ver tabla 1).

Ademas, se observo que todos los individuos presentan los mismos tejidos y la
misma distribucion de ellos en el peciolo, con capas de colénquima angular debajo de
la epidermis. Se observaron variaciones en el tipo de haz vascular dentro del peciolo ya
que, como puede observarse en la tabla 1, las poblaciones estudiadas de lzabal,
Retalhuleu y Alta Verapaz presentaron individuos con haces colaterales y anfivasales,
en cambio, la poblacion de Petén presentd solamente colaterales y la poblacién de
Chiquimula y Suchitepéquez presentaron colaterales, anfivasales y bicolaterales.

Caracteres cuantitativos

En cuanto a los caracteres cuantitativos, los analisis estadisticos que se llevaron
a cabo con las 17 variables de cada individuo, muestran que no hay diferencias entre
las poblaciones. Segun las graficas de los procedimientos (descriptivos) realizados, los
grupos que se forman en el andlisis de Cluster no tienen indices de similitud lo
suficientemente altos como para ser tomados como diferentes poblaciones; mas bien,
se forman 3 grupos que poseen caracteristicas similares (ver anexo 8).
Esto se confirma con el analisis de componentes principales ya que, como se observa
en la grafica del anexo 9, los unicos individuos que estan fuera del 95% del area son

los individuos 1 y 5 de Retalhuleu.
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Se encontrd que para los tricomas del haz existe una variacion en el tamafio con

un promedio de 220 micras y un rango que va desde las 70 hasta las 550 micras. En el

enves el tamano promedio es de 314 micras, mientras que el rango va desde 100 a 570

micras. En cuanto al numero de células que forman los tricomas se encontrd, para los

del haz, una variacion en el numero de células con un promedio de 3 células y un rango

que va desde 2 hasta 6 células. En el envés, el numero promedio es de 4 células y el

rango varia desde 2 hasta 9 células.

Tabla 1: Caracteristicas anatdmicas microscépicas de la droga cruda de los individuos

provenientes de 6 poblaciones silvestres

Variable Izabal Retalhuleu Suchitepéquez Alta Verapaz Petén Chiguimula
Presencia de estomas en el haz + + + + + +
Presencia de estomas en el envés + + + + + +
Tipos de estomas del haz Anomocitico Anomocitico Anomocitico Anomocitico Anomocitico Anomocitico
Tipos de estomas del envés Anomocitico Anomocitico Anomocitico Anomocitico Anomocitico Anomocitico
Tipos de tricomas del haz Osteolado Osteolado Osteolado Osteolado Osteolado Osteolado
Tipos de tricomas del envés Osteolado Osteolado Osteolado Osteolado Osteolado Osteolado
Promedio del tamafio de tricomas 88-332 micras 90 - 368 micras 84 - 358 micras 88-320 micras 96-352 micras 98-356 micras
del haz (Rango) (80 — 380 micras) (70 - 550 micras) (80 — 380 micras) (80 - 400 (80-400 (90-400

micras) micras) micras)
Promedio del tamafio de tricomas 116-438 micras 100 - 554 micras 108- 456 micras 118-558 micras | 138-570 micras | 100-510 micras
del envés (90 — 520 micras) (90 — 800 micras) (100-520 micras) (100-700 (120-700 (100-600
(Rango) micras) micras) micras)
Numero de células de los tricomas 2-438 2-438 2-48 2-4.8 2-4.8 2-5
del haz (2-5) (2-5) (2-5) (2-5) (2-5) (2-6)
(Rango)
Numero de células de tricomas del 2-52 2-52 2-52 2-5.6 2-5.6 2-5.2
envés (2-6) (2-6) (2-6) (2-9) (2-7) (2-6)
(Rango)
Diferenciacion del mesdfilo Indiferenciado Indiferenciado Indiferenciado (1 Indiferenciado Indiferenciado Indiferenciado

individuo con (1 individuo
mesofilo con mesdfilo

diferenciado en
parénquima en
empalizada y

diferenciado en
parénquima en
empalizada y

esponjoso) esponjoso)
Forma de las células de la Rectangulares y Rectangulares y Rectangulares y Rectangulares Rectangulares Rectangulares
epidermis vistas en corte alargadas alargadas alargadas y alargadas y alargadas y alargadas

transversal de hoja

horizontalmente

horizontalmente

horizontalmente

horizontalment
e

horizontalment
e

horizontalment
e

Tipos de haces vasculares Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral Colateral
Promedio capas de colénquima en 8 6.6 4.6 5.4 6 5
peciolo (5-9) (5-8) (4-5) (4-7) (4-8) (4-7)
(Rango)
Tipo de colénquima del peciolo Angular Angular Angular Angular Angular Angular
Numero promedio de haces 11 11.2 11.6 10.6 11 9.8
vasculares del peciolo (10 -13) (9-13) (7-18) (8-14) (10-13) (7-18)
Tipos de haces vasculares del Colateral anfivasal Colateral y Colateral, anfivasal y Colateral, Colateral Colateral,
peciolo anfivasal bicolateral anfivasal anfivasal y
bicolateral

7.2 Propuesta de descripcion anatémica

Caracteres microscoépicos para identificar la droga cruda

La epidermis de la hoja es simple y uniestratificada y en corte transversal se

encuentra dispuesta de manera horizontal (Fig.

1 y Fig. B2).

Posee células
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rectangulares con paredes moderadamente onduladas en vista superficial (Fig. 2 y Fig.
C). La hoja es anfiestomatica y posee una cuticula delgada. Los estomas son
anomociticos en ambos lados de la hoja (Fig. 3 y Fig. G). En el haz, los tricomas son
pluricelulares de tipo osteolado (Fig. 4 y Fig. D) y de textura verrucosa (Fig. 5 y Fig. E).
Los tricomas pueden estar formados por 2 a 6 células, aunque la mayoria de los
tricomas posee un maximo de 5 células. La célula basal del tricoma suele ser mas
gruesa que el resto de las células, mientras que la célula terminal suele ser fina y
puntiaguda. Los tricomas mas pequefios del haz miden en promedio 80 micras y los
mas grandes pueden llegar a medir hasta 550 micras. La epidermis del haz presenta
con poca frecuencia tricomas glandulares de tipo surculado (Fig. 6, 7 y Fig. F). La
epidermis del envés es muy parecida a la del haz ya que los tricomas en su mayoria
son pluricelulares y osteolados (Fig. 4 y Fig. D), no obstante cada tricoma consta
desde 2 a un maximo de 9 células, aunque la mayoria de tricomas presenta un maximo
de 7 células. Los tricomas pueden medir desde 100 hasta 800 micras. Al igual que la
epidermis del haz, se observan con poca frecuencia tricomas glandulares de tipo
surculado (Fig. 6, 7 y Fig. F).

La constitucidon del mesofilo es variable. En algunas hojas se puede diferenciar el
parénquima en empalizada (de una a dos capas) del parénquima esponjoso (Fig. 8 y
Fig. I y O), pero en la mayoria de las hojas el parénquima no esta bien desarrollado
(Fig. 9,10y Fig. By L).

En las hojas donde puede diferenciarse el parénquima en empalizada y
parénquima esponjoso, el primero suele tener células alargadas verticalmente, de
forma rectangular y en general de 4 a 5 veces mas largas que anchas. Estas células se
encuentran dispuestas una a la par de la otra, muy juntas, formando una seccién
compacta y homogénea por debajo de la epidermis del haz. Algunas hojas presentan
una sola capa de parénquima en empalizada y otras pueden presentar hasta dos
capas. Cuando el parénquima esponjoso esta diferenciado, éste es de aspecto
irregular. Las células suelen ser mas pequefias y un poco mas redondeadas que las
células del parénquima en empalizada y con menor cantidad de cloroplastos. Son de
diferentes tamafos y se encuentran distribuidas en todo el mesofilo de forma irregular

formando espacios intercelulares.
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En la region de la vena central la epidermis uniestratificada presenta estomas de
forma muy similar al resto del limbo. Bajo la epidermis hay de 2 a 4 capas de
colénquima angular y entre los haces vasculares y el colénquima se encuentra una
capa gruesa de parénquima que probablemente sea de almacenamiento. Las células
de éste son isodiamétricas y difieren en tamafio dependiendo de la regiéon donde estén.
Las células mas cercanas al colénquima son en general, mas pequefas y aumentan de
tamano hacia el centro. Presenta haces vasculares colaterales dispuestos de manera
circular. (Fig. 11y Fig. Jy N).

En el corte transversal de peciolo se puede observar una epidermis
uniestratificada con estomas anomociticos y tricomas osteolados, al igual que el resto
del limbo. Por debajo de la epidermis se puede observar una seccién de colénquima
angular de 4 a 9 capas y por debajo de éste se observa una capa gruesa de
parénquima con las mismas caracteristicas que las de la vena central (Fig. 12, 13 y Fig.
K3 y M3). La mayoria de haces vasculares son colaterales (Fig. 13) pero con
frecuencia pueden presentarse de tipo anfivasal y raramente se presentan haces de
tipo bicolateral. EI numero de haces vasculares que puede tener el peciolo depende del
tamafo del mismo y varia entre 7 y 18 haces situados en la parte central del peciolo,

por debajo del parénquima (Fig. 12 y 13).

Epidermis

uniestratificada,

alargada

horizontalmente

Células de la epidermis
rectangulares con
paredes moderadamente

onduladas

Fig.1 Corte transversal de hoja de N. lobata Fig. 2 Diafanizado de hoja de N. lobata (400x)
(100x) tincion: Safranina al 1% tincion: Safranina al 1%
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Regién de
epidermis
donde se Tricomas de
observa tipo
estomas osteolado
anomociticos
Fig.3 Disociado débil de hoja de N. lobata Fig. 4 Diafanizado de hoja de N. lobata
(400x) tincion: Safranina al 1% mostrando tricomas (400x) tincion: Safranina al
1%

Tricomas

con textura Tricoma

verrucosa glandular

surculado

- . !
Fig. 5 Diafanizado de hoja de N. lobata Fig. 6 Corte transversal de hoja de N. lobata
mostrando tricoma verrucoso (400x) tincion: mostrando tricoma surculado (400x) montaje
Safranina al 1% en agua destilada

Fig. 7 Corte transversal de hoja de N. lobata mostrando tricoma surculado (400x) Tincion:
Safranina al 1%
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Parénquima esponjoso

Parénquima en empalizada

Epidermis del haz

Fig. 9 Corte transversal de hoja de N. lobata Fig. 10. Corte transversal de hoja de N. lobata

mostrando mesofilo indiferenciado (100x) mostrando mesdfilo indiferenciado (400x)
Montaje en agua destilada Montaje en agua destilada
: Epidermis
Tricoma osteolado
Mesdfilo
Colénquima

Haz vascular

Parénquima de
almacenamiento

Fig. 11 Corte transversal de hoja de N. lobata mostrando vena central (100x) Montaje en
agua destilada
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Haces vasculares

Parénquima de
almacenamiento

colaterales

Fig. 12 Corte transversal de peciolo de N. Fig. 13 Corte transversal de peciolo de N.
lobata (400x) Tincion: Safranina al 1% lobata Tincion: Safranina al 1%

Caracteres macroscoépicos para identificar la droga cruda

Las hojas desecadas listas para su uso son quebradizas, se encuentran
fragmentadas, son delgadas y de aspecto papiraceo (Fig. 14). Las hojas enteras
jovenes son ovo-lanceoladas, sin embargo, las adultas tiene forma trilobada porque
posee tres lobulos bien definidos (Fig. 15 y Fig. A). El haz de la hoja posee numerosos
tricomas rigidos que le dan una textura aspera con pubescencia escabrosa-hirsuta, en
cambio, en el envés los tricomas son mas cortos y suaves, lo que le da una textura
mas suave y sedosa, debido a una pubescencia densa y cortamente pilosa. El apice de
la hoja suele ser caudado, la base atenuada o cuneada y el margen serrado. No posee
puntos de transparencia y el peciolo es de tipo alado. Las hojas pueden ser sésiles o
cortamente pecioladas. La nerviacion es reticulada pues forma una redecilla de areolas.
La nervadura de la hoja tiene un nervio principal recto, del cual se desarrollan venas
secundarias de manera pinnada que tienden a curvarse hacia el apice de la hoja. El
extremo de estos nervios secundarios no llega al margen de la hoja sino se vuelven a
unir con otras venas secundarias, por lo que la venacion de la hoja es camptdédroma
(Fig. A).

Apice dividido en
3 lébulos bien
marcados

Fig.14 Droga cruda de N. lobata Fig. 15 Fotografia de la hoja de N. rl-oba_ta
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Caracteristicas organolépticas para identificar la droga cruda

Las hojas desecadas son de color verde oscuro. Segun el Libro de Color
Munsell, de 1976, el color del haz es el numero 10Y 3/4 y el del envés es 2.5 GY 4/4.

Su sabor es muy amargo, el olor es suave y moderadamente dulce.

7.3 Cartilla Micrografica
Utilizando los simbolos de Metkalfe y Chalk como base, se presentan las figuras que

resumen los caracteres distintivos de la droga cruda de N. lobata.
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Fig. A. Hoja adulta de Neurolaena lobata, mostrando su forma trilobada, venacién pinnnada, camptédroma y reticulada.
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Fig. B. Corte transversal de hoja de N. lobata donde se observa B1 cuticula, B2 epidermis del haz, B3 mesdfilo indiferenciado,
B4 epidermis del envés Fig. C. Células de epidermis en vista superficial. Fig. D. Tricomas tectores de tipo osteolado. Fig. E.
Tricoma tector con textura verrucosa. Fig. F. Tricomas glandulares de tipo surculado. Fig. G. Estoma de tipo anomocitico. G1.

Poro estomatico G2. Células oclusivas. Fig. H. Colénquima angular en corte de peciolo. H1 Colénquima angular. H2.
Parénquima.
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Fig. |. Corte transversal de hoja de Neurolaena lobata mostrando mesdfilo diferenciado I1. Cuticula 12. Epidermis del haz 13.
Parénquima en empalizada 14. Parénquima esponjoso |5. Epidermis del envés. Fig. J. Corte transversal de vena central de
Neurolaena lobata J1. Epidermis J2. Colénquima angular J3. Parénquima J4. Xilema J5. Floema J6. Parénquima esponjoso J7.

Tricoma tector tipo osteolado Fig. K. Corte transversal de peciolo de Neurolaena lobata K1. Epidermis K2. Colénquima angular
K3. Parénquima K4. Xilema K5. Floema K6. Tricoma tector tipo osteolado.
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Fig. L. Corte transversal de hoja de N. lobata (esquema basado en Metcalfe & Chalk) donde se observa L1 cuticula, L2 epidermis

del haz, L3 mesdfilo indiferenciado, L4 epidermis del envés. Fig. M. Corte transversal de peciolo de N. lobata (esquema basado

en Metcalfe & Chalk) M1. Epidermis M2. Colénquima angular M3. Parénquima M4. Xilema M5. Floema M6. Tricoma tector tipo
osteolado.
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Fig. N. Corte trasversal de vena central de Neurolaena lobata (esquema basado en Metcalfe & Chalk) N1. Epidermis N2.
Colénquima angular N3. Parénquima N4. Floema N5. Xilema N6. Parénquima esponjoso N7. Tricoma tector de tipo osteolado.
Fig. O. Corte transversal de hoja de Neurolaena lobata mostrando mesdfilo diferenciado (esquema basado en Metcalfe & Chalk).
OL1. Cuticula O2. Epidermis del haz O3. Parénquima en empalizada O4. Parénquima esponjoso O5. Epidermis del envés.
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7.4 Metabolitos secundarios en los tejidos
Las pruebas positivas para los cortes de hoja de todos los individuos de las seis

poblaciones fueron las de taninos (sulfato férrico), alcaloides (reactivo de Dragendorff)
y aceites (Sudan Ill). Por ser pruebas cualitativas de presencia/ausencia de las
sustancias ergasticas en los tejidos, se us6 una escala de 1 a 3 en los casos positivos,
en donde 1 se refiere a la poca presencia, 2 a la presencia intermedia y 3 a la

presencia abundante de los mismos (anexo 10).

La presencia de taninos fue abundante y dio como resultado una coloracion café
verdoso intenso y oscuro con precipitados pequenos de color negro (Fig. 16a y 16b) en

el mesdfilo, epidermis y en algunos tricomas.

En el caso de alcaloides, la prueba positiva fue intermedia ya que solamente el
tejido del mesdfilo presentaba regiones con precipitados de color café casi negro (Fig.
17ay 17Db).

En el caso de la prueba para grasas (Sudan lll), que incluye aceites volatiles y
fijos, con excepcion de la poblacion de Suchitepéquez, la cual fue negativa para los
cinco individuos sometidos a estudio, todas las poblaciones dieron positivo. Ademas de
que la epidermis, mesofilo y tricomas se colorearon de rojo, lo cual indica que hay
grasas o aceites en el material estudiado, también se formoé un precipitado color rojizo

en todos los tejidos de la Idmina foliar (anexo 10). (Fig. 18a, 18b, 18c, 18d)

El resto de las pruebas realizadas a la hoja y peciolo de N. lobata dieron
negativo. No hubo presencia de lignina, mucilagos y cristales en ninguno de los

individuos examinados (anexo 10).

Paralelo a las pruebas histoquimicas por irrigacion directa a los cortes, también
se realizaron pruebas histoquimicas para taninos y alcaloides usando infusiones del
material. La prueba para taninos dio positiva en todos los individuos; en cambio la

prueba para alcaloides dio positiva solamente para 5 individuos de los 30 (anexo 10).
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Fig. 16a Corte transversal de hoja de N. lobata Fig. 16b Corte transversal de hoja de N. lobata
mostrando positiva la prueba de taninos (400x) Medio mostrando positiva la prueba de taninos (100x)
de montaje: sulfato férrico Medio de montaje: sulfato férrico

Fig. 17a Corte transversal de hoja de N. lobata Fig. 17b Corte transversal de hoja de N. lobata
mostrando positiva la prueba de alcaloides (400x) mostrando positiva la prueba de alcaloides (100x)
Tincion: Dragendorff Tincion: Dragendorff
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Fig. 18a Corte transversal de hoja de N. lobata Fig. 18b Corte transversal de hoja de N. lobata
mostrando positiva la prueba de aceites (100x) mostrando positiva la prueba de aceites (400x)
Tincién: Sudan Il Tincién: Sudan lll

Fig. 18c Corte transversal de hoja de N. lobata Fig. 18d Corte transversal de hoja de N. lobata
mostrando positiva la prueba de aceites (100x) mostrando positiva la prueba de aceites (100x)
Tincion: Sudan 1l Tincion: Sudan 1l
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Los datos que se obtuvieron en el estudio de la descripcion botanica macro y
microscoépica de la hoja de Neurolaena lobata demuestran que existe gran similitud
entre los individuos que conformaron la muestra del estudio. Las caracteristicas
microscopicas cualitativas fueron practicamente iguales a excepcion de algunas
variantes como el tipo de haces vasculares en el peciolo. Tres de las poblaciones
presentaron haces colaterales y anfivasales, mientras que las poblaciones de
Suchitepéquez y Chiquimula presentaron ademas, haces bicolaterales y la poblacion
de Petén solamente presenté haces colaterales. La literatura informa que a lo largo de
una misma planta pueden encontrarse varios tipos de haces vasculares, lo que explica
la amplia variacion observada (34). Asimismo se observd que el mesodfilo fue
indiferenciado en la mayoria de las poblaciones, aunque se encontraron dos individuos
de dos poblaciones distintas con diferenciacion entre parénquima esponjoso y en

empalizada (Suchitepéquez y Chiquimula).

En cuanto a los caracteres cuantitativos se pudo observar algunas variaciones
entre individuos y no entre poblaciones. Entre estos caracteres estan el tamafo de los
tricomas, numero de células que forman los tricomas, numero de capas de colénquima
en el peciolo y numero de capas de parénquima en empalizada. Una de las razones
posibles por la cual estas variables cuantitativas pudieron presentar diferencias
observables entre individuos puede deberse a la edad de la planta o del estadio del
ciclo fenoldgico en que fue colectada, ya que por ejemplo, las capas de colénquima van
aumentando de numero al ser la hoja, el peciolo, u 6rgano donde se presenta, mas
grande y por consiguiente, con necesidad de mas soporte para su peso. Cabe
mencionar que en este estudio no se tomd en cuenta ni el tamafo ni la edad de la

planta.

Una observacion interesante que se puede ver en la tabla 1 es que la poblacion
de Retalhuleu obtuvo el rango mas amplio en cuanto al tamafio de los tricomas del haz
y del envés, es decir los mas cortos y los mas largos de las seis poblaciones

estudiadas. En el resto de las poblaciones estos valores fueron mas homogéneos. Al
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ser los tricomas estructuras que almacenan metabolitos secundarios, es posible que
existan diferencias en la cantidad de sustancias que pueden acumularse dependiendo
del tamafno de los mismos, por lo que este caracter podria ser de interés para

escogerse en estudios enfocados a la fitoquimica de la especie.

Respecto al numero de células que conforman los tricomas del haz y del envés,
se observo que en el envés estan conformados por mayor numero de células. La
mayoria de pelos mas largos del haz presentaba cinco células. De igual modo, en los
tricomas del envés el promedio de células de tricomas fue de seis. Solo un individuo
(poblacion de Chiquimula) presentd tricomas de seis células en el haz, asimismo un
solo individuo (poblacién de Alta Verapaz) presenté en el envés nueve células. Esta
observacion puede deberse también al tamafio de la hoja de donde se tomdé la muestra
ya que se escogieron al azar estando algunas menos desarrolladas. Otros caracteres
como el numero de capas de colénquima y el numero de haces vasculares en el
peciolo también fueron variables. En promedio, los individuos de las poblaciones de
|zabal y Retalhuleu presentaron numeros mayores para los caracteres de tamano de

tricomas del haz y tamafo de tricomas del envés.

En cuanto al tipo de tricomas, se encontraron los tectores pluricelulares con
forma osteolada y los glandulares con un pie de forma surculada. En los datos
preliminares de Gatusso, et al sobre la microscopia de la hoja de esta misma especie
no se reporta la forma de los tricomas glandulares que en este estudio se determind
que era surculada, asi como la forma del tricoma tector que es osteolado. Asimismo se
encontré rangos mas amplios en el tamano de los tricomas osteolados y mayor numero
de capas de colénquima en el peciolo que lo encontrado por el equipo de Gatusso. Es
importante mencionar que ese estudio conté unicamente con muestras colectadas en el
departamento de Suchitepéquez, es decir que el muestreo fue menor, lo cual podria de
alguna manera explicar las variaciones. Las diferencias también podrian deberse al

estadio fenoldgico de las plantas.
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Tomando en cuenta los analisis estadisticos realizados, se pudo observar en el
analisis de cluster (anexo 8) que no se da una separacion de grupos, sino la
conformacién de un solo grupo con los individuos de las distintas poblaciones. La
grafica del anexo 9 que representa el analisis de componentes principales muestra un
solo grupo formado por 28 de los 30 individuos estudiados. Solo los individuos 1y 6 de
Retalhuleu quedaron excluidos del grupo formado por el 95% del area. Si se comparan
los resultados de ambos analisis se observa que el individuo 1 de la poblacion de
Retalhuleu es el que presenta mayores diferencias en relaciéon al resto de individuos,

no obstante, no proporcionan diferencias significativas estadisticamente.

En cuanto a las caracteristicas macroscopicas organolépticas, se pudo observar
que los individuos estudiados no presentaron diferencia entre ellos. Todos poseian el
mismo color, olor, sabor, forma, textura y tipo de nervadura. Esto permite aseverar que,
para fines farmacognédsticos, a nivel macroscopico, las poblaciones estudiadas son
iguales. Con esto, la descripcidn de la droga cruda en este estudio podria servir como

estandar de calidad de la especie.

Las caracteristicas organolépticas y macroscopicas mas relevantes para uso de
diagnosis farmacogndstica son el sabor amargo tan caracteristico de la especie asi
como la hoja madura que presenta una forma trilobada. En cuanto a las microscopicas,
los caracteres que pueden observarse con mayor facilidad son la presencia de pelos de
tipo osteolado en el haz y en el envés, asi como tricomas glandulares de tipo surculado

y el peciolo con colénquima de tipo angular.

En cuanto a los resultados de la cartilla micrografica, es importante mencionar
que no se desechod ninguna caracteristica establecida inicialmente ya que éstas eran
las mismas para todos los individuos. Es decir, que los 20 caracteres cualitativos y 8

cuantitativos eran iguales para todos los individuos.

Los metabolitos secundarios presentes en mayor cantidad para todos los

individuos fueron los taninos, seguidos por alcaloides y por ultimo aceites esenciales.
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Todos los individuos de las poblaciones estudiadas presentaban mas o menos la
misma cantidad de metabolitos secundarios, con excepcion de la poblacion de
Suchitepéquez, que no dio positiva la prueba para aceites esenciales. La presencia en
grandes cantidades de taninos en la planta refuerza lo consultado en la literatura,
donde se menciona que éstos son una clase de flavonoides, y estudios fitoquimicos
realizados a la planta demuestran la presencia de 11 tipos de flavonoides para la
especie (4). La prueba de alcaloides dio positiva aunque no esta reportada la presencia
de los mismos en los estudios quimicos realizados en la especie. Podria ser entonces
que la prueba para alcaloides haya dado un falso positivo. Respecto a esto, se conoce
que reactivos como el de Dragendorff pueden reaccionar con taninos y otras sustancias
como proteinas (sustancias albuminosas, peptonas y tomainas), alfa pironas, algunas
cumarinas e hidorflavonas, ciertos glicosidos y carbohidratos, betaina, colina, purinas,
aminas etiladas y sales de amonio, dando un falso positivo (35, 36). En las pruebas de
identidad de esta especie probablemente no deba utilizarse el reactivo de Dragendorff
ya que la presencia en grandes cantidades de taninos podria alterar los resultados. En
cuanto a la presencia de grasas o aceites, la reaccion quimica tomada como positiva es
la coloracion de estas sustancias que se observan como gotas de color rosado. En el
presente estudio, ademas de esta reaccion, se obtuvo la presencia de precipitados
rojizos con el reactivo Sudan Ill. Esta ultima reaccién no es tipica para los aceites
etéreos, por lo que puede haber presencia de otros metabolitos oleosos tan diversos

como ceras, productos resinosos, cutina y suberina (37).

En las pruebas histoquimicas hechas con infusiones de la hoja, la prueba para
taninos fue abundantemente positiva, y en cambio, la prueba para alcaloides, en este
caso salié negativa. Este resultado coincide mejor con la literatura. Es por esta razén
que es necesario realizar estudios fitoquimicos mas formales para establecer de
manera adecuada examenes de laboratorio simples pero confiables para la identidad

basica de los metabolitos en la planta, especialmente para aceites y alcaloides.

Si se comparan los caracteres anatdmicos y metabolitos secundarios

encontrados en N. lobata con los descritos para la generalidad de las especies de la
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familia Asteraceae, vemos que la familia se caracteriza también por presentar estomas
anomociticos, pelos glandulares y/o tectores, presencia de sesquiterpenos

(especialmente sesquiterpenlactonas) y aceites esenciales volatiles.

En cuanto a los procedimientos histoldgicos utilizados en este estudio, no se
logré, después de varios meses de reproducir con calidad, la técnica de cortes
transversales de la lamina en el micrétomo recomendada por Gatusso por lo que fue
necesario hacer las descripciones de la lamina a partir de cortes a mano alzada. Las
fallas de la técnica pudieron deberse a que la hoja de esta especie es muy delgada, por
lo que se descompone facilmente en la temperatura de fusion de la parafina, los
tiempos de las técnicas no fueron los adecuados o simplemente la técnica no era la
adecuada para la hoja. En cuanto a las variables de indice de estomas y numero de
haces vasculares de la vena central, no se pudo estudiar con el equipo de microscopia

con el que se conto.
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9. CONCLUSIONES

La hoja de N. lobata es anfiestomatica, con estomas anomociticos y una
epidermis uniestratificada con células alargadas horizontalmente en corte
transversal y rectangulares con paredes moderadamente onduladas en vista
superficial.

La hoja presenta abundantes tricomas tectores pluricelulares de tipo osteolado y
de textura verrucosa, en cambio, los tricomas glandulares son escasos y de tipo
surculado.

El mesdfilo de la hoja de N. lobata suele ser indiferenciado aunque pueden
encontrarse hojas que presentan diferenciacion del mesofilo en una o dos capas
de parénquima en empalizada y parénquima esponjoso.

La vena central presenta los mismos tejidos que el limbo y ademas, de dos a
cuatro capas de colénquima angular y haces vasculares colaterales.

El peciolo presenta una epidermis uniestratificada, seguida por varias capas de
colénquima angular (de cuatro a nueve capas) y parénquima. Los haces
vasculares fueron en su mayoria de tipo colateral pero en algunas ocasiones se
encontraron de tipo anfivasal y bicolateral.

Las caracteristicas organolépticas mas relevantes de la droga cruda de la
especie son: hoja dividida en tres I6bulos bien diferenciados, hojas quebradizas
y asperas al tacto, sabor muy amargo, olor suave y moderadamente dulce.

No se encontraron diferencias significativas en cuanto a caracteres cuantitativos
ni cualitativos entre las seis poblaciones silvestres estudiadas.

En corte transversal con irrigacion del reactivo de Dragendorff, la presencia de
alcaloides dio medianamente positiva en el mesdfilo. La literatura no reporta la
presencia de los mismos en la planta y este reactivo no es especifico para
alcaloides, por lo que pudo haber reaccionado con otras sustancias como

taninos, proteinas, cumarinas y otros.
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9. En corte transversal con irrigacion de sulfato férrico, la presencia de taninos dio
abundantemente positiva en el mesdfilo y tricomas asimismo fue positiva en
infusion de las hojas.

10.En corte transversal con irrigacion del reactivo Sudan lll, la presencia de aceites
dio medianamente positiva en el todo el mesdfilo y algunas veces en tricomas y
vena central.

11.Los caracteres utiles para el disefio de la cartilla micrografica fueron 8 caracteres
cuantitativos y 20 cualitativos estudiados en los individuos de las seis

poblaciones.
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10.RECOMENDACIONES

Para poder realizar estudios estadisticos paramétricos y asi aumentar la
confiabilidad del estudio, se recomienda aumentar el nUmero de muestras
de las poblaciones y tomar las muestras al azar para disminuir el posible
error estadistico.

Tomar en cuenta dentro del muestreo la variable edad o estadio fenolégico
de las plantas de las diferentes poblaciones para controlar mejor algunas
de las variables cuantitativas, como lo son el numero de capas de
colénquima y el numero de haces vasculares en peciolo y vena central asi
como también el tamafo y el numero de células de tricomas.

Buscar otra técnica para cortes con micrétomo para obtener cortes mas
finos, precisos y completos.

Realizar estudios mas especificos que permitan hacer efectiva la identidad
de presencia/ausencia de metabolitos secundarios como lo son los

diferentes tipos de cromatografia y espectrofotometria.
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13. ANEXOS

Anexo 1: Habito herbaceo de N. lobata mostrando su poca ramificacion

Fuente: Fotografia de Nathalia Granados Dieseldorff, Livingston, Izabal. 2007

Anexo 2: Detalle del tallo estriado y surcado de N. lobata

Fuente: Fotografia de Nathalia Granados Dieseldorff, Reserva Tak alik Ab aj, Retalhuleu. 2007
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Anexo 3: Inflorescencia corimbo paniculada de N. lobata

Fuente:www.nybg.org/bsci/belize/Neurolaena_lobata.jpg Fuente: Fotografia de Nathalia Granados Dieseldorff, Livingston, Izabal. 2007

Anexo 4: Procedimiento de tincién de cortes histolégicos

(Fuente: Fotografias de Nathalia Granados Dieseldorff, Laboratorio de Anatomia Patoldgica, Facultad de Veterinaria, USAC)

Laminillas en una gradilla al momento de ser sumergidas dentro  Laminillas al momento de ser escurridas, después de la tincién.

de una pila con el tinte.
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Llenado de las pilas con alcohol para eliminar el exceso del Al momento de escurrir las laminas después de los cambios de

colorante. alcoholes.

Anexo 5: Procedimiento del montaje y fijacion de cortes en micrétomos

(Fuente: Fotografias de Nathalia Granados Dieseldorff, Laboratorio de Anatomia Patoldgica, Facultad de Veterinaria, USAC)

Recipientes con diferentes cambios de alcohol y xilol

Laminillas fijadas en merckoglass Laminillas secandose después de ser fijadas
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Anexo 6: Fotografia de diafanizados

(Fuente: Fotografias de Nathalia Granados Dieseldorff, Laboratorio de Farmacobotanica, Facultad de CCQQ y Farmacia, USAC)

Fragmentos de hoja iniciando el proceso de clarificacion el cloro  Fragmentos de hoja ya clarificados

Hojas blanqueadas en Hidrato de cloral Hojas diafanizadas y tefiidas en Safranina al 1%



Anexo 7: Laminillas con el disociado débil de N. lobata.

(Fuente: Fotografias de Nathalia Granados Dieseldorff, Laboratorio de Farmacobotanica, Facultad de CCQQ y Farmacia, USAC)

Anexo 8: Gréfica del Anélisis de Cluster
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Anexo 9: Grafica del Andlisis de Componentes Principales

Componente 1

En los anexos 8 y 9 se presentan abreviaciones que indican la especie
Neurolaena lobata (N.l) seguidas de una letra que representan la poblacién de donde
fue colectada (R: Retalhuleu, L: Livingston, Ch: Chiquimula, C: Coban, S:
Suchitepéquez, P: Petén) y éstas, a su vez, seguidas de un numero del 1 al 5, que se

refieren al nimero del individuo que se colecté en x poblacion.



Anexo 10: Tablas de los resultados de pruebas histoquimicas

Pruebas histoguimicas en cortes transversales de lzabal
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ALCALOIDES TANINOS GRASAS LIGNINA | MUCILAGO | CRISTALES
(Dragendorff) (Sulfato (Sudan IV) (Fluoroglu | (Azul de | (HCl al 1%)
Férrico) cina) Cresil)
Ind. 1 +++ (en mesofilo) | +++(mesdfilo ++ _ _ _
y tricomas) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Ind. 2 ++ (mesofilo) +++ (mesdfilo ++ _ _ _
y tricomas) (precipitacién
roja en todo el
tejido)
Ind. 3 ++ (mesdfilo) ++ (mesofilo ++ _ _ _
y tricomas) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Ind. 4 + (mesofilo) +++ (mesdfilo ++ _ _ _
y tricomas) (precipitacién
roja en todo el
tejido)
Ind. 5 +++ (mesdfilo) +++ ( en todo ++

el tejido)

(precipitacion
roja en todo el
tejido)

Fuente:

atos Experimentales

Pruebas histoguimicas con infusion, lzabal

ALCALOIDES (Dragendorff) TANINOS (Sulfato Férrico)
Individuo 1 +++
Individuo 2 ++
Individuo 3 +++
Individuo 4 +++
Individuo 5 +++

Fuente: Datos Experimentales




Pruebas histoquimicas en cortes transversales, Alta Verapaz
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ALCALOIDES TANINOS GRASAS LIGNINA MUCILAG | CRISTALES
(Dragendorff) (Sulfato (Sudan V) (Fluorogluc | O (Azul de | (HCl al 1%)
Férrico) ina) Cresil)
Ind. 1 +++ (en mesofilo) +++ +++ _ _ _
(mesdfilo) (precipitacién
roja en todo el
tejido)
Ind. 2 ++ (mesdofilo) +++ (mesdfilo +++ _ _ _
y tricomas) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Ind. 3 ++ (mesofilo) +++ (mesdfilo +++ _ _ _
y tricomas) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Ind. 4 +++ (mesofiloy | +++ (mesdfilo +++ _ _ _
tricomas) y tricomas) (precipitacién
roja en todo el
tejido)
Ind. 5 +++ (mesdfilo) +++ +++ _ _ _
(mesdfilo) (precipitacién
roja en todo el
tejido)
Fuente: Datos Experimentales

Pruebas histoquimicas en infusiéon, Alta Verapaz

ALCALOIDES (Dragendorff) TANINOS (Sulfato Feérrico)
Individuo 1 + +++
Individuo 2 - +++
Individuo 3 - +++
Individuo 4 + +++
Individuo 5 - +++

Fuente: Datos Experimentales




Pruebas histoguimicas en corte transversal, Petén
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ALCALOIDES TANINOS GRASAS LIGNINA MUCILAG | CRISTALES
(Dragendorff) (Sulfato (Sudan IV) (Fluorogluc | O (Azul de | (HCl al 1%)
Férrico) ina) Cresil)
Ind. 1 + (mesofilo) +++ _ _ _ _
(mesdfilo)
Ind. 2 ++ (mesofilo) +++ ++ (en vena _ _ _
(mesdfilo) central)
Ind. 3 + (mesodfilo) +++ +++ (en todo _ _ _
(mesdfilo) el tejido)
Ind. 4 + (mesodfilo) +++ + (en todo el _ _ _
(mesdfilo) mesdfilo)
Ind. 5 ++ (mesofilo) +++ ++ (mesdfilo) _ _ _
(mesofilo)

Fuente: Datos Experimentales

Pruebas histoguimicas en infusion, Alta Verapaz

ALCALOIDES (Dragendorff) TANINOS (Sulfato Férrico)
Individuo 1 - +++
Individuo 2 - ++
Individuo 3 - +++
Individuo 4 - +++
Individuo 5 - ++

Fuente: Datos Experimentales

Pruebas histoguimicas en cortes transversales, Retalhuleu

ALCALOIDES TANINOS GRASAS LIGNINA MUCILAG | CRISTALES
(Dragendorff) (Sulfato (Sudan V) (Fluorogluc | O (Azul de | (HCl al 1%)
Férrico) ina) Cresil)
Ind. 1 ++ (en mesdfilo) +++ +++ _ _ _
(mesofilo) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Ind. 2 +++ (mesofilo) +++ ++ _ _ _
(mesodfilo) (precipitacion

roja en todo el
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tejido)
Ind. 3 ++ (mesofilo) +++ ++ _ _ _
(mesofilo) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Ind. 4 ++ (mesofilo) +++ ++ _ _ _
(mesdfilo) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Ind. 5 +++ (mesofilo) +++ ++ _ _ _
(mesofilo) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Fuente: Datos Experimentales

Pruebas histoquimicas en infusion, Retalhuleu

ALCALOIDES (Dragendorff) TANINOS (Sulfato Feérrico)
Individuo 1 - +++
Individuo 2 + +++
Individuo 3 - +++
Individuo 4 - +++
Individuo 5 + +++

Fuente: Datos Experimentales

Pruebas histoguimicas en cortes transversales, Suchitepéquez

ALCALOIDES TANINOS GRASAS LIGNINA MUCILAG | CRISTALES
(Dragendorff) (Sulfato (Sudan V) (Fluorogluc | O (Azul de | (HCl al 1%)
Férrico) ina) Cresil)
Ind. 1 + (en mesdfilo) + (mesofilo) _ _ _ _
Ind. 2 ++ (mesofilo) +++ _ _ _ _
(mesdfilo)
Ind. 3 +++ (mesofilo) +++ _ _ _ _
(mesdfilo)
Ind. 4 ++ (mesofilo) +++ _ _ _ _
(mesdfilo)
Ind. 5 ++ (mesofilo) +++ _ _ _ _
(mesofilo)
Fuente: Datos Experimentales




Pruebas histoquimicas en infusidén, Suchitepéquez
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ALCALOIDES (Dragendorff) TANINOS (Sulfato Feérrico)
Individuo 1 - +
Individuo 2 - ++
Individuo 3 - +++
Individuo 4 - +++
Individuo 5 - +++

Fuente: Datos Experimentales

Pruebas histoquimicas en cortes transversales, Chiquimula

ALCALOIDES TANINOS GRASAS LIGNINA MUCILAG | CRISTALES
(Dragendorff) (Sulfato (Sudan V) (Fluorogluc | O (Azul de | (HCl al 1%)
Férrico) ina) Cresil)
Ind. 1 +++ (en mesofilo) +++ +++ _ _ _
(mesdfilo) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Ind. 2 +++ (mesdfilo) +++ ++ _ _ _
(mesdfilo) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Ind. 3 +++ (mesdfilo) +++ ++ _ _ _
(mesofilo) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Ind. 4 +++ (mesofilo) +++ ++ _ _ _
(mesdfilo) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Ind. 5 +++ (mesofilo) +++ ++ _ _ _
(mesofilo) (precipitacion
roja en todo el
tejido)
Fuente: Datos Experimentales




Pruebas histoquimicas en infusion, Chiquimula

ALCALOIDES (Dragendorff) TANINOS (Sulfato Feérrico)
Individuo 1 - +++
Individuo 2 - ++
Individuo 3 - +++
Individuo 4 - +++
Individuo 5 - ++

Fuente: Datos Experimentales
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