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Resumen

Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh. —Loranthaceae— es una especie hemiparasita que se desarrolla sobre diferentes hospedantes.
Es conocida con el nombre vulgar de “liga” o “liguilla”. Debido a su similitud morfoldgica, constituye el sustituto natural del
“muérdago europeo’, por lo cual es denominado “muérdago criollo”. Las drogas vegetales son matrices complejas en las cuales
multiples componentes act@ian en forma sinérgica y son responsables de la accién farmacolégica. Con el fin de dar sustento
cientifico al uso folclérico de L. cuneifolia se estudiaron distintas formas de obtencién de los extractos, se evaluaron diferentes
hospedantes y regiones fitogeograficas. Se desarroll6 y validé un método de electroforesis capilar para construir fingerprints o
perfiles cromatograficos caracteristicos que permitan evaluar los distintos componentes con el fin de estandarizar los extractos.
Se efectud la comparacién con otras técnicas cromatograficas, tales como en cromatografia en capa delgada (TLC) y liquida de
alta resolucién (HPLC). A su vez, se procedi al aislamiento, purificacién y analisis estructural de los compuestos de interés por
técnicas espectroscopicas y cromatograficas. Se identificaron diez compuestos, de los cuales cuatro son reportados por primera
vez en esta especie. La electroforesis capilar probd ser una técnica adecuada para el control de calidad de los extractos y una
alternativa atractiva a las técnicas cromatograficas tradicionales.

Polyphenolic profile variation in Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh
(Loranthaceae), capillary electrophoretic analysis and its relationship
with the pharmacological activity

Summary

Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh. —Loranthaceae— is a hemiparasite plant which grows on different host trees. It is popularly
referred to as “liga” or “liguilla”. Due to its morphological similarity, it is considered as the natural substitute for the European
mistletoe, for which is known as the “Argentine mistletoe”. Herbal drugs are complex matrices in which multiple components
acting synergistically are responsible for the pharmacological activity. In order to provide scientific support to the popular
use of L. cuneifolia, a capillary electrophoretic method was developed and validated to build a chromatographic profile or
fingerprint that allows the evaluation of different components for extract standardization. A comparison was made with
other chromatographic techniques such as TLC and HPLC. Isolation, purification and structural analysis of compounds were
performed by chromatographic and spectroscopic methods. Ten analytes were identified, four of which are reported for the
first time in L. cuneifolia. Capillary electrophoresis proved to be an appropriate tool for the quality control of herbal drugs, as
well as an attractive alternative to traditional chromatographic techniques.

Palabras clave: Ligaria cuneifolia - flavonoides - electroforesis capilar.
Key words: Ligaria cuneifolia - flavonoids - capillary electrophoresis.
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Introducciéon

Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh. (Loranthaceae) es una es-
pecie hemiparasita vulgarmente conocida con el nombre
de “muérdago criollo”, “liga” o “liguilla”. Es una especie
sudamericana que se encuentra en Perd, Bolivia, Argen-
tina, Chile, Brasil y Uruguay. En la Argentina presenta
una gran dispersion; se extiende desde Salta y Jujuy, en
el Norte, hasta La Pampa en el Sur, y desde Entre Rios y
al noreste de Buenos Aires hasta la precordillera andina
(Varela y col., 2001).

Son plantas hemiparasitas que se desarrollan sobre
vastagos lefiosos, dependen del hospedante para vivir, de
donde obtienen el agua y los nutrientes minerales; son or-
ganismos fotosintetizadores ya que producen sus propios
carbohidratos.

Por su condicién de hemiparasitas, en general estan
desprovistas de raices; al germinar la semilla da lugar
a un disco de adhesion en el hipocétilo que le permite
aferrarse a la superficie de las ramas y de los tallos del
hospedante. Luego generan un cono de penetracién que
crece entre los tejidos hasta llegar al xilema por donde
circulan el agua y las sales (Abbiatti, 1946; Becker, 1986;
Luther y col., 1987).

Esta especie es utilizada popularmente como agente
hipotensor y, debido a su similitud morfoldgica, consti-
tuye el sustituto natural del “muérdago europeo” (Viscum
album L. —Santalaceae—). L. cuneifolia, al igual que las otras
especies de la familia Loranthaceae, son ricas en flavonoi-
des, especialmente flavonoles, compuestos que podrian
ser determinantes de su accién biologica.

Los flavonoles reportados en L. cuneifolia correspon-
den a derivados glicosilados de quercetina mientras que
las proantocianidinas se encuentran representadas fun-
damentalmente, por la catequina y sus derivados poli-
méricos.

Tradicionalmente, la determinacién del perfil de po-
lifenoles se ha realizado por HPLC acoplado a distintos
detectores. Sin embargo, la electroforesis capilar se ha
posicionado como una metodologia atractiva dada su
gran versatilidad y el minimo consumo de muestra y
solventes utilizados, por lo cual no sélo es una opcién
mas econémica, sino que representa la alternativa “ver-
de” a las técnicas cromatograficas convencionales. En
este sentido, resulta adecuada para un sinntimero de
aplicaciones, entre ellas, la construccién de fingerprints
caracteristicos, el control de calidad de los extractos y
la comparacién de perfiles correspondientes a ejempla-
res de distinto estado fenolégico y zonas fitogeogréficas,
entre otras.

Por lo anteriormente mencionado, resulta indispen-
sable proceder a la caracterizacién de los extractos de L.
cuneifolia a fin de determinar el fingerprint de los polife-
noles y dar sustento cientifico al uso folclérico de esta
especie (Dobrecky, 2016).

Objetivos

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, se plantearon
los siguientes objetivos:

Objetivos generales

- Proceder al aislamiento, la identificacion y la caracteri-
zacion de los flavonoides presentes en L. cuneifolia.

- Estudiar la variacién en el perfil de los flavonoides me-
diante la electroforesis capilar.

Objetivos especificos

« Efectuar la dilucidacién estructural de los compuestos
presentes en la fraccién acetato de etilo, mediante la
aplicacién de cromatografia liquida acoplada a masa
con posterior fragmentacién de los iones moleculares
de interés y RMN.

- Realizar un estudio poblacional, mediante el analisis
de la variacién en los perfiles de los flavonoides de la
fraccion acetato de etilo de acuerdo con la parte estu-
diada y el hospedante, por medio de distintas técnicas
cromatograficas.

- Desarrollar una metodologia analitica por electrofore-
sis capilar para el estudio de los flavonoides presentes
en la fraccién acetato de etilo.

- Comparar los perfiles obtenidos con el método por
HPLC.

- Desarrollar un método de control de calidad, mediante
la construccién de fingerprints caracteristicos (perfiles
cromatograficos que sirven como marcas de reconoci-
miento especifico).

Desarrollo experimental

La recoleccion de los ejemplares de L. cuneifolia se realizo
en la localidad de Barreal, departamento de Calingasta,
provincia de San Juan (1478 ms.n.m. 31° 28’ S - 69° 25’ O).

Los hospedantes fueron Prosopis flexuosa D.C., Prosopis
chilensis (Molina) Stuntzemend. Burkart (Leguminosae)
y Geoffroea decorticans (Gillies ex Hook. & Arn.) Burkart
(Leguminosae). Sobre estos ejemplares se realizaron los
principales ensayos de aislamiento, identificacién y carac-
terizacién de los flavonoides. También se trabajé con una
muestra comercial de la provincia de San Juan.

A fines comparativos, se efectu una recoleccion de ejem-
plares en la provincia de Catamarca en la localidad de Puerta
de San José, Departamento de Belén (1450 ms.n.m. 27° 33’ S
- 67°01' O). Los hospedantes analizados fueron Olea europea L.
(Oleaceae) (“olivo”), Bulnesia retama (Gillies ex Hook. & Arn.)
Griseb. (Zygophyllaceae) (“retamo”) y leguminosas tales como
Prosopis chilensis (Molina) Stuntz (“algarrobo”), y Geoffroea de-
corticans (Gillies ex Hook. & Arn.) Burkart (“chafiar”).
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Tabla 1.- Esquema de trabajo para la obtencién de los diferentes extractos

Region San Juan Catamarca

Muestra . .
Muestra . Material colectado Material colectado

comercial
Hospedante - Prosopis y Geoffroea Chaflar  Algarrobo  Olivo  Retama
Parte usada Hoja Hoja Tallo Planta entera
Extracto MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH

100 % comb. 100 % 80 % 50 % comb 100 % 100 % 100 % 100 %

Fraccién AE AE AE AE AE

El muestreo fue representativo de las areas de distribu-
cién natural, durante las épocas de floracién y posfloraciéon
(entre octubre y noviembre), en estadios fenolégicos especi-
ficos. Se recolect6 material silvestre y una muestra comercial
de la provincia de San Juan. Las partes analizadas incluyeron
hojas y tallos herbéaceos. En el caso de las muestras de Cata-
marca, se utilizé la planta entera.

Se evaluaron distintos procedimientos de extraccién
del material vegetal. Se tom6 una muestra representativa
debidamente desecada y molida de hojas y tallos herbaceos
o de la planta entera, segin el caso. Se realiz6 una limpieza
del material para eliminar grasas y clorofilas con hexano
y diclorometano. Posteriormente, el material fue someti-
do a extracciones sucesivas con mezclas de metanol-agua
(100, 80 y 50 %), de manera de asegurar el agotamiento del
material. El solvente organico fue eliminado mediante el
evaporador rotatorio y las fracciones acuosas se reunieron
para realizar particiones ulteriores con acetato de etilo y

Figura 1.- Cromatografia bidimensional de la fraccién
acetato de etilo de San Juan

Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300. Fase mévil: butanol-AcH-agua
(6:1:2) (primera dimensién); AcH 15 % (segunda dimensién). Deteccién:
UV 254 y 366 nm. Revelador: NP y visualizacion UV 366 nm.

butanol. Al finalizar el procedimiento se obtuvieron enton-
ces 3 fracciones: acetato de etilo, butanolica y acuosa.

En los 3 casos se procedi6 a eliminar el solvente organico
mediante evaporador rotatorio y el residuo obtenido se peso
y se conservé en recipiente adecuado y a 4 °C para futuros
ensayos. Los estudios que a continuacién se detallan, se cen-
traran sobre la fraccién acetato de etilo.

A efectos comparativos en lo referente al perfil de flavo-
noides, también se analizaron las fracciones acetato de eti-
lo individuales obtenidas a partir de metanol puro y de las
mezclas MeOH-agua 80 % y 50 %, respectivamente (Tabla 1).

Luego de la obtencién de las distintas fracciones, se pro-
cedi6 a la determinacién del contenido de polifenoles por
espectroscopia UV (Dobrecky, 2016). Para todas las deter-
minaciones se observa que los mayores valores corres-
ponden a la fraccion acetato de etilo obtenida a partir de
los ejemplares de San Juan, que representa una porcion
enriquecida en polifenoles y, especialmente, flavonoides.

Figura 2.- Cromatograma unidireccional de la fraccién
“MeOH combinado AE”

Fase estacionaria: silica gel 60 F254. Fase mévil: acetato de etilo
-acido férmico-acido acético glacial-agua (100:11:11:26). Testigos: Ru,
rutina; Xil, quercetina-3-O-xilésido; Glu, quercetina-3-O-glucésido;
Ap, quercetina-3-O-arabinopiranésido; Fur quercetina-3-O-arabinofu-
randsido; Ram (quercetina-3-O-ramnésido; Q, quercetina. Deteccion:
UV 254 y 366 nm. Revelador: NP y visualizacién UV 366 nm.
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Figura 3.- Estudio comparativo de las muestras de
San Juan y Catamarca

Muestras San Juan (calles 1 a 6). SJ: muestra comercial de San Juan;
Hoja MC: hoja metanol combinado; Tallo: tallo metanol combinado;
H MeOH: hoja metanol; H M 80 %: hoja metanol 80 %; H M 50 %:
hoja metanol 50 %. Muestras de Catamarca (calles 7 a 10). Extractos
metanodlicos de distintos hospedantes. CH: chafiar; AL: algarrobo;
RE: retama; OL: olivo.

Dentro de este grupo, los valores més altos se correspon-
den con la fraccién acetato de etilo obtenida a partir de
las extracciones sucesivas con metanol y combinaciones
de metanol-agua, que permiten un agotamiento eficien-
te del material vegetal. Ademads, la hoja presenta mayor
contenido de polifenoles. En cuanto a las muestras de
Catamarca, la mayor variabilidad se presenta en los ejem-
plares que se desarrollan sobre “retama”, para los cuales se
obtienen valores significativamente disminuidos de tani-
nos condensados y totales y los mas altos del grupo para
flavonoides totales.

Figura 4.- Cromatograma bidimensional de la fraccién
“MeOH combinado-AE”

Fase estacionaria: celulosa Polygram Cel300. Fase mévil: butanol-4cido
acético-agua (6:1:2) (primera dimensién) y ACH 15 % (segunda dimension).
Muestras: fraccién “MeOH combinado AE”. Revelador: vainillina/acido
clorhidrico.

También se analizaron los perfiles de polifenoles por
cromatografia en capa delgada. Los distintos sistemas
utilizados incluyeron cromatografias bidimensionales y
unidireccionales en distintos soportes (principalmente,
celulosa y silica gel) y combinaciones de solventes. Estos
permitieron evaluar la presencia de glicésidos de querce-
tina (Figuras 1-3) y de proantocianidinas (Figuras 4y 5).

Uno de los objetivos principales del trabajo de tesis
consistié en desarrollar y optimizar un método de electro-
foresis capilar que permitiera la construcciéon de fingerprints
caracteristicos de la especie.

Las condiciones del método optimizado fueron las si-
guientes (Dobrecky y col., 2017):

- Capilar: 60 cm (50 cm al detector) y 75 um de didmetro interno

« Voltaje: 20 kV

- Temperatura de corrida: 25 °C

- Temperatura del rack: 10 °C

+ Inyeccion: hidrodindmica, 3 seg, 0,3 psi

« Deteccién: UV-DAD 255y 280 nm

+ BGE (electrolito): buffer borato 20 mM pH 8,3; SDS 50 mM;
B-CD 5 mM; B-CD sulfatada 2 % P/V'y MeOH 10 %

+ Solucién diluyente: buffer borato 20 mM pH 7 diluido
1/10 en agua

Se trabajo6 a dos longitudes de onda para la determina-
cién de los glicésidos de flavonoles (255 nm) y los taninos
condensados (280 nm) (Figuras 6 y 7).

En todos los métodos evaluados, fue posible detectar
la presencia de cuatro compuestos desconocidos. A fin
de determinar la identidad de estos, se procedi6 al aisla-
miento y purificaciéon tales analitos, al analisis por espec-
troscopia de masa acoplada a HPLC y RMN.

El analisis por HPLC-MS/MS (Q-TOF ESI-MS/MS)

Figura 5.- Cromatograma de las muestras estudiadas

CAT: catequina; SJ: San Juan comercial; Hoja MC: hoja metanol combi-
nado; Tallo MC: tallo metanol combinado; Hoja M 100 %: hoja metanol
100 %; Hoja M 80 %: hoja metanol 8o %; Hoja M 50 %: Hoja metanol 50
%; CH: chanar; AL: algarrobo; RE: retama; OL: olivo. Fase estacionaria:
silica gel 60 F254. Fase mévil: acetato de etilo-acido férmico-acido acé-
tico glacial-agua (100:11:11:26). Revelador: vainillina/acido clorhidrico.
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Figura 6.- Solucién mezcla de testigos (255 y 280 nm) permitié comprobar la existencia de dos compuestos con
[M+H]*601y otro par con [M+H]*587. Luego de efectuar la
fragmentacién de estos iones moleculares, se detecto la
presencia de un fragmento de m/z 303 consistente con la
presencia de quercetina como aglicén y de un fragmen-
to de m/z 153, correspondiente al acido galico. El resto
de la molécula se compone de dos azicares distintos: en
el caso del ion molecular de 601, ramnosa y en el de 587,
una pentosa (presumiblemente arabinofuranosa o arabi-
nopiranosa). Por otra parte, el analisis por RMN permitid
determinar la estructura definitiva, en lo que refiere a la
posicién de los sustituyentes, el tipo de azdcar asociado y
la presencia del acido géalico (Dobrecky, 2016).

La combinacién de todas las técnicas permitié la
PB2: procianidina B2; Q-3-0-glucédsido: quercetina-3-O-glucdsido; Q-3-0-xilé-
sido: quercetina-3-O-xilésido; Q-3-O-ramnésido: quercetina-3-O-ramnésido; i . ]
Q-3-O-arabinofuranésido: quercetina-3-O-arabinofuranésido; Q-3-O-arabi- ~ viamente reportados en esta especie, a saber: querceti-
nopiranésido: quercetina-3-O-arabinopiranésido. na-3-0-(2"-galoil) ramnésido), quercetina-3-O-(3”-galoil)

identificacién de 4 compuestos que no habian sido pre-

Figura 7.- Electroferogramas de los perfiles comparativos de las muestras de San Juan y Catamarca

A: fraccién acetato de etilo de San Juan. a—d: hoja; e: tallo; a: extracto metandlico combinado; b: MeOH 100 %; c: MeOH 80 %; d: MeOH 50 %; e: extracto
metanodlico combinado. B: extractos metanoélicos de Catamarca y muestra comercial de San Juan. a: muestra comercial; b—e: muestras de Catamarca
sobre diferentes hospedantes; b: Geoffroea decorticans; c: Olea europaea; d: Bulnesia retama, e: Prosopis chilensis y Prosopis flexuosa. 1: Catequina; 2: Q-3-O-G; 3:
Q-3-0-X; 4: Q-3-O-Rh; 5: Q-3-O-AF; 6: Q-3-O-AP; 7: Q-3-O-(2"-galoil) ramnésido; 8: Q-3-O-(3"-galoil) ramnésido; 9: Q-3-O-(2"-galoil) arabinofuranésido;
10: Q-3-O-(2"-galoil) arabinopiranésido.

Figura 8.- cromatograma de los perfiles comparativos de San Juan y Catamarca

A: fraccion acetato de etilo de San Juan. a—d: hoja; e: tallo; a: extracto metandlico combinado; b: MeOH 100 %; c: MeOH 80 %; d: MeOH 50 %; e: extracto
metanodlico combinado. B: extractos metanodlicos de Catamarca y muestra comercial de San Juan. a: muestra comercial; b—e: muestras de Catamarca
sobre diferentes hospedantes; b: Geoffroea decorticans; c: Olea europaea; d: Bulnesia retama, e: Prosopis chilensis y Prosopis flexuosa. 1: Catequing; 2: Q-3-O-G; 3:
Q-3-0-X; 4: Q-3-O-AP; 5: Q-3-O-AF; 6: Q-3-O-(2"-galoil) arabinopiranésido; 7: Q-3-O-Rh; 8: Q-3-O-(2”-galoil) ramnésido; 9: Q-3-O-(3"-galoil) ramnésido.
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ramnoésido), quercetina-3-O-(2”-galoil) arabinofurandsi-
do, quercetina-3-O-(2"-galoil) arabinopiranésido.

A efectos comparativos, se corrieron las muestras por
HPLC. El método consisti6 en:

+ Columna Luna Phenomenex C18 (2); 250 x 4,6 mm (5 pm)
+ Flyjo: 1,2 ml/min

» Temperatura: 40 °C

+ Volumen de inyeccién: 20 pl

+ Deteccion: UV-DAD 260 y 280 nm

- Fase movil: AcH-Agua (2:98); AcH-MeOH (2:98) (Tabla 2)

El sistema no permitié detectar la quercetina-3-O-3-D-(2"ga-
loil)-arabinofuranésido, que probablemente coeluye con otro
pico. Esto permitié comprobar la mayor selectividad del méto-
do de electroforesis capilar, que separd efectivamente todos los
compuestos en estudio (Figura 8).

Conclusiones

Ligaria cuneifolia, al igual que otras especies de la familia
Loranthaceae, es rica en flavonoides, especialmente fla-
vonoles que podrian ser determinantes de su actividad
farmacolégica. Posee, ademas, una amplia distribucién
geograficay crece sobre distintos hospedantes, por lo cual
un efectivo control de calidad se hace indispensable.

Se desarroll6 un método por electroforesis capilar que
permitid establecer marcas de reconocimiento especifico
o fingerprints para la estandarizacién de los extractos. Esta
metodologia fue comparada con otras técnicas cromato-
graficas. La electroforesis capilar demostr6 ser una alter-
nativa atractiva por su alta eficiencia de separacion, costo
reducido por su bajo consumo de solvente, lo cual la hace
ecolégicamente amigable, ademas, por la minima canti-
dad de muestra requerida y los tiempos de analisis redu-
cidos. Por todo lo expuesto, la electroforesis capilar puede
ser utilizada eficientemente para el control de calidad de
los extractos de Ligaria cuneifolia.

Los flavonoides presentes en los extractos pudieron
ser identificados por medio de técnicas cromatograficas y
espectroscopicas (RMN y masa). Se determind la presencia
de quercetina-3-O-B-D-xilésido, quercetina-3-O-f-D-glu-
co6sido, quercetina-3-O-a-L-arabinopiranésido, querceti-
na-3-O-a-L-arabinofuranésido, quercetina-3-O-a-L-ram-
nésido y catequina. Estos coinciden con hallazgos previos
(Wagner, 1993; Vattuone y col., 2014).

Por otrolado, se determiné por primera vez en esta especiela
presencia de quercetina-3-O-0-L-(2"galoil)-ramnésido, querce-
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Tabla 2:- Condiciones del gradiente

Tiempo AcH-Agua AcH-MeOH
(m) (%) (%)
o 85 15
25 60 40
50 60 40
60 15 85
65 o 100

tina-3-O-0-L-(3"galoil)-ramnésido, quercetina-3-O-a-L-(2"ga-
loil)-arabinopiranésido y quercetina-3-O-0-D-(2" 'galoil)-arabi-
nofuranoésido.
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Resumen

Punica granatum L., “granada’, es una fruta tropical que se consume tanto fresca como procesada, y su cascara en infusiones. El
presente trabajo tiene por objetivo definir los caracteres micrograficos de valor diagnostico para efectuar el control de calidad
boténico de productos alimenticios y farmacobétanicos derivados de esta fruta, incorporando valor agregado. Se aplicaron las
técnicas micrograficas de raspado, disociado fuerte, observacién con luz polarizada y reacciones histoquimicas para la carac-
terizacion de lipidos, cristales y aleurona. Los elementos diagndsticos estuvieron representados por esclereidas isodiamétricas
solitarias y agrupadas, drusas y cristales cibicos, granos de almidén simples de formas variadas, que constituyen una referencia
complementaria en ausencia de tratamiento térmico sobre la materia prima, esclereidas columnares, gotas lipidicas y granos
de aleurona pertenecientes a las semillas. Se trata de caracteres indispensables para verificar el caracter genuino de productos
derivados de granada.

Micrographic characterization of Punica granatum fruit and its
importance in botanical quality control

Summary

Punica granatum L., “pomegranate”, “granada’, is a tropical fruit that is consumed both fresh and processed and its peel in infu-
sions. The objective of this work is to define the micrographic characters of diagnostic value that will make it possible to carry
out the botanical quality control of food and pharmacobotanical products derived from this fruit, incorporating added value.
The micrographic techniques of scraping, hard dissociation, observation with polarized light and histochemical reactions to
characterize lipids, crystals and aleurone were applied. The diagnostic elements were represented by solitary and grouped iso-
diametric sclereids, druses and cubic crystals, simple starch grains of various shapes which constitute complementary reference
in the absence of thermic treatment on the raw material; and columnar sclereids, lipid drops and aleurone grains belonging to
the seeds. These are essential characters to verify the genuine nature of products derived from pomegranate.

Introducciéon

Punica granatum L. (Punicaceae), “granada”, es una fruta
de zonas calidas y aridas. Originaria de los alrededores de
Iran hasta el norte del Himalaya en la India, se establecio
en toda la region del Mediterraneo, incluida Armenia, por
lo que es una fruta nativa de Persia cuyo origen se remon-
ta a los primeros afos del Neolitico (Hurrell y col.,, 2010;
Pochettino, 2015).

Actualmente se encuentra cultivada en varias partes
de Latinoamérica, entre ellas en el territorio argentino
(Lopez-Mejias y col.,, 2010; Mondragén y Juarez, 2008),
donde crece sin dificultad en el centro y norte del pais,

aunque hasta fines de los noventa no existian cultivos
comerciales. Segin la FAO (2010), a partir del periodo
2008/2009, se comienza a implantar a gran escala en las
provincias de Catamarca, Coérdoba, Salta, San Juan y San
Luis (Molina, 2016). Es una planta que presenta porte ar-
bustivo y puede crecer desde 2 a 5 metros de altura, con
copa extendida; su follaje es perenne y el tronco posee la
corteza escamosa, otorgandole un aspecto ornamental.
Crece en lugares himedos, en bordes o interior de selvas
pero se logra adaptar a otros climas; fructifica de diciem-
bre a marzo (Hurrell y col., 2010; Pochettino, 2015).

Palabras clave: “granada” - Punica granatum - micrografia - caracteres diagnoésticos.

Key words: “pomegranate” - Punica granatum - micrography - diagnostic characters.
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En varios paises, la demanda del fruto ha ido incre-
mentando tanto al estado fresco como procesado en la
elaboracién de zumos, jugos envasados, deshidratados,
mermeladas, granadina, condimento alimentario y la cas-
cara para el tratamiento de la diarrea (Lopez-Mejias y col.,
2010; Hurrell y col., 2010; Pochettino, 2015).

El objetivo fundamental de la produccion agricola se
encuentra dirigido a ofrecer calidad, y el sector de frutas
tropicales no es ajeno a dichos requisitos.

Sustentado en la multidimensionalidad del concepto
de calidad el presente trabajo contribuye en la faceta de la
calidad botanica, definida como la certificacion de la pre-
sencia de la especie botanica (completa o partes de ella)
en el producto alimenticio derivado (Vignale y Gurni,
2003). En este producto, la especie en cuestion se utiliza
como materia prima durante su elaboracién, en concor-
dancia con el texto del rotulo y con las especificaciones de
la normativa vigente en cada pais (Varela y col., 2009). En
Argentina, el Cédigo Alimentario Argentino (C.A.A., 2017)
contiene las pautas regulatorias de todos los alimentos
del territorio.

El C.A.A. también expresa la importancia del control
de calidad como un servicio para la mejora de los agro-
productos derivados y de sus procesos de elaboracion, los
cuales deben responder a los estandares respectivos esta-
blecidos, con el Gnico fin de proteger a los consumidores a
través de la fiabilidad del producto (Folgar, 1996).

Para comprender el propésito del andlisis de la calidad
de un alimento de origen vegetal es necesario conocer el
camino que conduce a la identificacién de las plantas. Se
trata de una tarea que requiere disponer de un trozo de
material con hojas, flores y frutos, en el que se estudian
los caracteres de valor diagnostico brindados por la exo-
morfologia y se confronta la observacién, a ojo desnudo
o con el auxilio de la lupa, con los dilemas que integran
las claves de determinacion disponibles en la bibliografia
(Vignale y Gurni, 2003).

Cuando una parte o un trozo o un 6rgano de una
planta se procesa para obtener un producto destinado a
la alimentacién humana, generalmente experimenta ac-
ciones mecanicas o tratamientos térmicos que provocan
la desaparicién de dichos caracteres exomorfolégicos
reproductivos y vegetativos (Vignale y Gurni, 2009), tal
como ocurre en la preparacién de jugos, mermeladas o la
cascara trozada de frutos de “granada” (Pochettino, 2015).
En dichas circunstancias especiales, la definicién de ca-
lidad botanica requiere del complemento fundamental
expresado por los Ginicos caracteres de naturaleza botani-
ca que se mantendran presentes. Estas son las referencias
anatémicas, en cuya observacién el instrumental 6ptico
requerido serad el microscopio, en sustitucion de la lupa
anteriormente mencionada.

La situacién se supera aplicando el método microgra-
ficoy seleccionando las técnicas apropiadas a la naturale-
za del material original, concluyendo en la definicién de
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los caracteres de valor diagnéstico, variables en funcién
del 6rgano vegetal empleado como materia prima para
cada especie (Canigueral y col., 1998; Vignale y Gurni,
2009; Gurni, 2014).

Estos indicadores micrograficos constituyen la herra-
mienta requerida para certificar la presencia de una especie
en productos elaborados y, en coherencia con ello, abordar
el control de calidad botanico que deriva en la definiciéon
de su caracter genuino o, eventualmente, en la deteccién
de contaminacién o adulteracién (Flores y Vignale, 2010;
Rivas y col, 2009; Varela y col., 2009; Vignale, 2002).

Estudios anatémicos preexistentes revelan en el fruto
de la especie en estudio, esclereidas de formas variadas
y granos de almidén simples y en la semilla la presencia
de células esclerenquimadticas, aleurona y gotas lipidicas
(Winton y Winton, 1939).

Los objetivos del presente trabajo consisten en ana-
lizar frutos de Punica granatum mediante la aplicacion de
las técnicas micrograficas de raspado, disociacion fuerte y
pruebas histoquimicas, para definir los caracteres de va-
lor diagnoéstico requeridos en las practicas de control de
calidad botéanico de productos alimenticios y medicinales
elaborados con dicha materia prima.

Materiales y Métodos
Materiales

El material (fruto) analizado procede de muestras comer-
ciales adquiridas en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires,
y se compard con material de referencia proveniente de la
catedra de Farmacobotanica de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.

Método

1. Analisis exomorfolégico: comparacién de las caracte-
risticas de morfologia externa del fruto con la informacién
bibliogréfica de la especie en estudio (Hurrell y col., 2010).
2.- Analisis micrografico: se fundamenta en el analisis
de los caracteres anatéomicos y de los productos del me-
tabolismo celular como referencia identificatoria (D’Am-
brogio de Argilieso, 1986; Gurni, 2014).

Técnicas

Raspado

Se practica sobre el material fresco usando una hoja de
afeitar para raspar, y luego se coloca el raspado entre por-
tay cubreobjetos con unas gotas de agua para su observa-
ci6n al microscopio 6ptico.

Observacion con luz polarizada
Los granulos de almidén muestran dentro de su estructura
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Figura 1.- Punica granatum L.

A: frutos de granada en el mercado. B: corte longitudinal del fruto mostrando semillas con arilo rojo distribuidas en dos planos.

por la birrefringencia observada, la cruz de malta, en la parte
media de los granulos; éste es el punto de desarrollo duran-
te la biosintesis conocido como hilium.

Disociado fuerte (segiin Boodle)

Esta técnica se indica para tejidos con células de paredes
gruesas. El material de estudio se calienta con solucién acuo-
sa de hidréxido de potasio al 10 %, y se mantiene a ebullicion,
durante 10 min, se lava repetidas veces con agua y luego se
deposita en un vaso de precipitado y se cubre con una solu-
cién de acido cromico al 25 % y se deja actuar a temperatura
ambiente durante 30 a 60 min, se repite el lavado hasta que
quede lo mas claro posible (Gattuso y Gattuso, 1999).

Reacciones histoquimicas
Caracterizacion de lipidos

Se realiza con solucién saturada alcohdlica de Sudan III que se
deja actuar durante 2-3 min; los lipidos toman una coloracién roja.

Caracterizacién de cristales de oxalato de calcio (cris-
tales verdaderos) y de carbonato de calcio

Se utiliza HCI 2N, en este caso ambos compuestos se disuel-
ven, aunque las concreciones de CaCO, producen CO, obser-
vandose un desprendimiento gaseoso. Se coloca una porcién
del material de estudio sobre un portaobjetos, se agregan 2-3
gotas de solucidn, se coloca el cubreobjetos y se observa con
el microscopio dptico (Gattuso y Gattuso, 1999).

Caracterizacion de aleurona

Se utiliza solucion acuosa de acido picrico al 1%, con la cual
las proteinas constituyentes de la aleurona se tifien de co-
lor amarillo. Se coloca el material en polvo con el reactivo
entre porta y cubreobjetos y se observa al microscopio.

Resultados
Punica granatum Fruto
1.- Analisis exomorfologico

Conocido como balausta, dentro de la clasificacion de los
frutos, es una baya de color amarillo a rojo intenso, proce-
dente de un ovario infero con carpelos dispuestos en dos
estratos, con el pericarpoy el interior dividido en cavidades
que alojan numerosas semillas con “arilo” rojo, rosa o blan-
co, traslicido, pulposo, dulce y jugoso (Figura 1 A-B). Mide
aproximadamente entre 5-15 cm de didmetro y su peso os-
cila entre 100 a 500 g (Hurrell y col., 2010; Loépez-Mejias y
col., 2010; Pochettino, 2015).

2.- Analisis micrografico
Raspado

Se identificaron en el epicarpo, mesocarpo y endocarpo
cristales cibicos y drusas (Figura 2 A) y en el arilo de la se-
milla granos de almid6n simples y compuestos, céntricos
de forma irregular con hendidura birradiada sin estrias.

Observacién con luz polarizada

Se observo en los granos de almidén la formacién de la tipi-
ca cruz de malta con los colores amarillo y azul (Figura 2 B).

Disociado fuerte

En el fruto se observaron esclereidas isodiamétricas soli-
tarias y agrupadas, con paredes brillantes a la luz polari-
zada (Figura 3 A-B), y fibras largas y estrechas (Figura 3 C).
En la semilla se observaron esclereidas columnares en dos
estratos (Figura 3 D).
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Figura 2.- Raspado

A: cristales cibicos y drusas. B: granos de almidén simples de forma irre-
gular con hendidura birradiada expuestos a la luz polarizada. A: 20x; B: 40x.

Reacciones histoquimicas

En el pericarpo se confirmd la presencia de cristales (verdade-
ros) de oxalato de calcio (Figura 4 A-B) y en las semillas, gotas
de lipidos que se tornaron de color rojo (Figura 4 C) y granos de
aleurona que obtuvieron un color amarillo palido (Figura 4 D).

Discusioén y conclusiones

Se verifica en el fruto de “granada” la presencia de escle-
reidas, fibras y granos de almid6n simples, estos altimos
pertenecientes al arilo, a diferencia de la bibliografia don-
de estan indicadas como parte de las semillas. Se identifi-
c6 para las semillas las esclereidas columnares, aleurona 'y
gotas lipidicas (Winton y Winton, 1939). El presente estu-
dio permitié identificar en el pericarpo cristales cibicos y
drusas, informacién inédita que también asume relevan-
cia en futuros trabajos de controles de calidad.

Como algunos de los productos de esta especie que
son comercializados (jugos, licuados, congelados, entre
otros), no llevan un tratamiento térmico, los granos de
almidén constituyen una referencia micrografica aplica-
ble en el andlisis de calidad botanica. Cuando se necesita
coccién (salsas, mermeladas, granizados, ponches, entre

Figura 3.- Disociado Fuerte

A: esclereida isodiametrica solitaria de pared gruesa. B: esclerei-
das en presencia de luz polarizada. C: fibras. D: esclereidas colum-
nares. A: 40x; B-C: 20x; D: 10x.
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otros) como parte del proceso, el calor provoca la desna-
turalizacién del almid6n impidiendo en consecuencia su
visualizacién, instancia a partir de la cual pierden su valor
diagnéstico.

Como se menciona en la introduccidn, el pericarpo
coriaceo se utiliza para la elaboracién de infusiones para
tratar problemas gastrointestinales (Pochettino, 2015).
Asi, los resultados obtenidos aportan caracteres utiles
para realizar el analisis de control de calidad en la etapa
de comercializacién formal e informal.

Se concluye que los siguientes caracteres micrografi-
cos responden como elementos de valor diagndstico:

1. en epicarpo, mesocarpo y endocarpo, las esclereidas
agrupadas y solitarias isodiamétricas, las fibras alarga-
das de paredes gruesas y extremos aguzados y los crista-
les verdaderos ciibicos y en forma de drusas.

2.en semilla arilada, los granos de almidén simples y
compuestos céntricos sin estrias perceptibles de for-
mas variadas (arilo) y las esclereidas columnares, gotas
lipidicas y aleurona (semillas).

La aplicabilidad de los caracteres propuestos se ex-
tiende al campo de la bromatologia que estd orientada al
compromiso de ofrecer alimentos genuinos y seguros a la
poblacién.

Se trata de resultados disponibles para su aplicaciéon
inmediata; la puesta en practica de las técnicas microgra-
ficas, las observaciones a realizar y su correcta interpreta-
cién son relativamente simples. Los elementos requeri-
dos, a nivel de instrumental 6ptico y materiales, son los
que, en general, integran cualquier Laboratorio de Mi-
croscopia de instituciones que pueden llevar adelante los
controles enunciados, siempre y cuando estén a cargo de
profesionales capacitados en la especialidad.

Figura 4.- Reaccién histoquimica

A-B: cristales en presencia de HCI. C: gotas lipidicas. D: aleuronas.
A-B: 10x; C-D: 20%.
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Resumen

El presente estudio corresponde a la primera entrega donde se realizo el analisis farmacobotanico, etnofarmacolégico y micro-
grafico de drogas vegetales utilizadas en forma empirica para las afecciones con mayor tasa de mortalidad en la provincia de
Misiones. En esta primera instancia (Parte I), se exponen seis (6) especies utilizadas para las afecciones cardiovasculares y res-
piratorias. Las mismas fueron relevadas en los diferentes puntos de comercializacién de la Ciudad de Posadas. Se conservaron
especimenes de resguardo en el Herbario del Departamento de Farmacia de la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Natura-
les de la Universidad Nacional de Misiones y mediante fotografias, se identificaron por medio de procedimientos taxonémicos
clésicos, y se analiz6 la endo- y exomorfologia empleando técnicas de rutina para este tipo de trabajo, con la documentacion
fotografica. Los objetivos fueron relevar y documentar las especies vegetales utilizadas para las afecciones cardiovasculares y
respiratorias, sus usos etnofarmacolégicos, las partes utilizadas y formas de administracioén, ademas de contribuir a incremen-
tar el conocimiento de la morfo-anatomia y micrografia aplicada de dichas drogas vegetales. Los resultados obtenidos en esta
instancia se corresponden con el relevamiento de Syagrus romanzoffiana, Cuphea calophylla subsp. mesostemon, Hypericum conna-
tum, Begonia cucullata, Cecropia pachystachya y Luehea divaricata, especies comercializadas y utilizadas como agentes terapéuticos
en el tratamiento de las afecciones cardiovasculares y respiratorias.

Pharmacobotanical, ethnopharmacological and micrographic study of
vegetable drugs used for the affections of greater index of mortality,
commercialized in the City of Posadas, Misiones Argentine. Part I.

Summary

The present study corresponds to the first delivery where the pharmacobotanical, ethnopharmacological and microgra-
phic analysis of vegetable drugs used empirically for the conditions with the highest mortality rate in the province of
Misiones was carried out. In this first instance (Part I), six (6) species used for cardiovascular and respiratory diseases are
exposed. They were surveyed at different points of sale in the City of Posadas. Specimens were kept in the Herbarium of
the Department of Pharmacy of the Faculty of Exact, Chemical and Natural Sciences of the National University of Misio-
nes and photographed, were identified by means of classical taxonomic procedures, and the endo- and exomorphology
were analyzed using routine techniques for this type of work, with photographic documentation. The objectives were to
survey and document the plant species used for cardiovascular and respiratory diseases, their ethnopharmacological uses,
parts used and forms of administration, in addition to contributing to increase the knowledge of the morpho-anatomy
and applied micrograph of said plant drugs. The results obtained in this instance correspond to Syagrus romanzoffiana,
Cuphea calophylla subsp. mesostemon, Hypericum connatum, Begonia cucullata, Cecropia pachystachya and Luehea divaricata sur-
vey, commercialized species and used as therapeutic agents in the treatment of cardiovascular and respiratory affections.

Introducciéon

El uso y comercializacién de especies vegetales, como de Misiones es un hecho de profunda raigambre histérica.
agente terapéuticos en la medicina popular, en la Provincia ~ Actualmente se halla ampliamente difundido en todos los

Palabras clave: farmacobotanica - micrografia - afecciones.
Key words: pharmacobotany - micrograph - diseases.
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niveles sociales, no sélo en los sectores de menores ingre-
sos o de menor nivel cultural, constituyendo en estos ul-
timos el “medicamento” mas accesible, sobre todo porque
gran parte de esta poblacion tiene como costumbre el con-
sumo de especies medicinales y no tiene cobertura médi-
ca, lo cual estd intimamente relacionado con la inserciéon
de las personas en el mercado laboral, el alto costo de las
especialidades medicinales y las falencias propias del siste-
ma de salud (Amat y Yajia, 1991).

La ciudad de Posadas es considerada el principal cen-
tro de comercializaciéon de plantas medicinales debido
a la existencia en la misma de vendedores ambulantes,
colonos y aborigenes que se trasladan a esta ciudad para
comercializar sus recolecciones, en herboristerias y en el
Mercado Municipal, donde se centraliza el comercio de
las mismas. En estos 4&mbitos, son exhibidas para la ven-
ta una gran variedad de especies, que en la mayoria de
los casos, provienen de la recoleccién a partir de fuentes
espontaneas y en algunos casos son ofrecidas por vende-
dores ambulantes provenientes de localidades limitrofes
del Paraguay, por ejemplo, Encarnacién.

Segun la tendencia de las tasas brutas de mortalidad
(expresadas por 100.000 habitantes) para la Provincia de
Misiones, en los altimos diez afios las principales causas
fueron enfermedades cardiovasculares, tumores y enfer-
medades respiratorias. En 2017, las enfermedades cardio-
vasculares fueron responsables del 67,35 % de las muertes
totales, los tumores el 18,20 %, las enfermedades respira-
torias el 15,20 %, sin discriminar sexo y edad. En menor
medida, muertes por causas externas (accidentes de tran-
sito, por ejemplo) el 9,08 %, y enfermedades infecciosas y
parasitarias el 1,77 % (Direccién de Programacién y Plani-
ficacién, 2018).

Los objetivos fueron relevar y documentar las especies
vegetales, los usos etnofarmacolégicos, las partes utiliza-
das y las formas de administracién, ademas de contribuir
a incrementar el conocimiento de la morfo-anatomia y
micrografia aplicada de dichas drogas vegetales, utiliza-
das en forma empirica para el tratamiento de las afeccio-
nes mencionadas.

La presente contribucion es la primera parte, donde
se ha centrado en el estudio etnobotanico y micrografico
de Syagrus romanzoffiana, Cuphea calophylla subsp. mesos-
temon, Hypericum connatum, Begonia cucullata, Cecropia pa-
chystachya y Luehea divaricata, especies comercializadas y
utilizadas como agentes terapéuticos en el tratamiento de
las afecciones cardiovasculares y respiratorias.

Materiales y Métodos
Se determiné la incidencia de los grupos de patologias
con mayor indice de mortalidad en la provincia de Misio-

nes, a través de las publicaciones de la Direccién de Pro-
gramacion y Planificacién, Ministerio de Salud Publica de
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la Provincia de Misiones (Direccién de Programacibén y
Planificacién, 2018).

Se realiz6 un relevamiento y registro de los puntos de
comercializacién de las drogas, provenientes de especies
vegetales vasculares nativas, empleadas como agentes
terapéuticos en el tratamiento de las enfermedades con
mayor incidencia de mortalidad.

Los registros tuvieron en cuenta los siguientes datos:
nombre vulgar, utilizacién etnofarmacolégica, parte/s
utilizada/s, forma de administracién, lugar de comercia-
lizacién y estado o forma de presentacion en la comercia-
lizacién del material.

Los usos y propiedades atribuidas que se citan en el
presente trabajo han sido transcriptos textualmente de
los enunciados por los entrevistados, sin que ello signifi-
que la convalidacién de los mismos.

Los materiales vegetales relevados (enteros o frag-
mentados) fueron documentados a través de la preser-
vacién de especimenes de resguardo (vouchers) por dupli-
cado en el Herbario del Departamento de Farmacia de la
Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales de la
Universidad Nacional de Misiones.

El anédlisis exo-morfolégico de las drogas relevadas
(plantas enteras o sus partes), se realiz6 sobre la base de
una descripcién exo-morfolégica de la/las partes utili-
zadas, empledndose en una primera instancia la técnica
botéanica habitual, y utilizdndose los descriptores farma-
cobotanico-farmacognoésticos existentes (Trease y Evans,
1986).

El analisis endomorfolégicos cualitativo, estructural
y anatémico fue realizado empleando las técnicas anali-
ticas anatémico-histoquimicas habituales (Wallis, 1968;
Zarlavsky, 2014).

Los datos de la sistematica de las especies que com-
prenden el presente trabajo, fue analizada tomando como
referencia el Catalogo de las Plantas Vasculares del Cono-
sur (Catalogo de las Plantas Vasculares del Conosur, 1994).

Resultados
Patologias de mayor importancia

Las principales causas de mortalidad relevadas para la
provincia de Misiones fueron enfermedades cardiovascu-
lares en primer lugar, cancer y enfermedades respiratorias
en segundo y tercer lugar respectivamente (Direccién de
Programacién y Planificacion, 2018).

Lugares de comercializaciéon

Como resultado de los relevamientos efectuados, pudo
comprobarse que existen al menos tres ambitos de co-
mercializacion de especies vegetales con empleo etnofar-
macolégico.
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En primer lugar, se destacan los mercados municipa-
les, encabezados por el Mercado Municipal “La Placita”,
con dos ambitos fisicos diferentes, el correspondiente a
la sede central ubicada en el centro de la ciudad (manza-
na formada por las calles Sarmiento, San Martin y Roque
Séenz Pena) y el ubicado en las inmediaciones del Puente
Internacional San Roque Gonzalez de Santa Cruz, que une
la ciudad argentina de Posadas con la ciudad paraguaya
de Encarnacién sobre el Rio Parana.

También en el ambito municipal, cabe incluir a las lla-
madas “Ferias Francas”, de las cuales al menos dos de ellas
-ubicadas en los barrios de Villa Cabello y Villa Urquiza-,
expenden al publico especies vegetales destinadas al uso
etnoterapéutico. Las ferias francas no registran funciona-
miento continuo, sino que el comercio se abre en ellas en
determinados dias de la semana, generalmente los fines
de semana. Desde un punto de vista econémico (Decreto
N° 857 Municipalidad de Posadas), se caracterizan por ser
consideradas una alternativa de acercamiento directo en-
tre los productores y el pablico consumidor, evitando los
intermediarios y permitiendo asi precios mas accesibles
para los productos agricolas y, asimismo, para los mate-
riales vegetales con empleo terapéutico.

Una tercera instancia de comercializacion la constitu-
yen los vendedores callejeros, algunos de ellos ambulan-
tes y otros muchos con lugares relativamente fijos en la
via publica. Esta forma de comercio es basicamente urba-
na, concentrandose los puestos de venta en lugares estra-
tégicos, tales como cercanias de supermercados, bancos,
plazas y comercios de concurrencia masiva. Los vendedo-
res ambulantes pueden o no combinar la venta de plantas
medicinales con otros articulos, por ejemplo, comestibles.

Resultados Etnofarmacoldgicos y micrograficos exo-
endomorfoldgicos

Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman (Arecaceae)

Sindnimos: Arecastrum romanzoffianum (Cham.) Becc., Cocos aus-
tralis Mart., Arecastrum romanzoffianum (Cham.) Becc. var. australe.
Nombre vulgar: “palmera pindé*, “ybé pitd”.

Distribucion: América calida. En la Argentina, es muy abun-
dante en las selvas de Misiones, a lo largo del Parana. En la
estepa pampeana habita en el Delta, donde se observan ejem-
plares aislados.

Es indicada en las afecciones cardiacas. La droga vegetal
estd conformada principalmente por hojas. Se consume
introduciendo dos o tres hojas en 1litro de agua, dejando-
la hervir; en caso de su administracién como agua para el
mate, la misma cantidad en el agua para cebar. Se comer-
cializa en el Mercado Municipal y en las Ferias Francas.
Se vende en estado seco y fresco, en envoltorio de papel
nylon.

Descripcidon exomorfoldgica

Palmera de unos 10 m de altura, monoica, con hojas pin-
nadas; de 2,5 m de longitud, con segmentos lineares, ple-
gados, flaccidos, dispuestos sobre cada lado del raquis en
grupos de 2-5, peciolo sin espinas. Estipite desnudo, ani-
llado. Ramas de la inflorescencia sinuosas. Flores de color
amarillo-crema. Fruto drupa monosperma globoso-ovoi-
dea, de 2 cm de longitud. Espadice simple, ramificado, con
ramas florales dispuestas alternadas sobre un eje lefioso,
grueso. Espata lefiosa, fusiforme, aguda. Flores unisexua-
les: las masculinas con caliz pequeiio, trifido o triparti-
to; pétalos 3; estambres 6 con anteras lineares, basifijas.
Flores femeninas con pétalos ovado-cordados, agudos o
mucronados; estilo breve o nulo; estigma trifido.

Descripcion endomorfoldgica

En vista superficial la epidermis foliar adaxial presenta
células de contorno rectangular, alargadas, con una grue-
sa cuticula y una densa cubierta cerosa; la epidermis in-
ferior con células cuadrangulares, también densamente
cubiertas por ceras; estomas hundidos, asociados a 2-4
células anexas.

El corte transversal del foliolo exhibe un mesoéfilo
con estructura homogénea, hipodermis uniestratifica-
da, haces fibrovasculares colaterales orientados hacia la
cara adaxial, con un casquete de fibras sobre el floema.
La nervadura media presenta surcos o depresiones en la
cara adaxial, en ocasiones con grupos pequeiios de fibras,
con colénquima subepidérmico. El haz medio esta forma-
do por xilema hacia la cara adaxial y floema en posicién
abaxial, obpiriforme, completamente rodeado por un ci-
lindro de fibras, mas desarrollado hacia la cara abaxial.
Se observan grupos redondeados de fibras en posicién
subepidérmica abaxial y es notoria la alternancia de haces
menores y grupos de fibras (Figura 1).

Cuphea calophylla Cham. & Schltdl. subespecie mesoste-
mon (Koehne) Lourteig (Lythraceae).
Sinénimos: Cuphea mesostemon Koehne var. missionera, Cuphea
mesostemon Koehne var. ovalifolia.
Nombre vulgar: “Siete sangrias”.
Distribucion: América templado-célida.

Esta especie se utiliza en el tratamiento de afecciones car-
diacas (como antihipertensivo), y ademas de las vias respi-
ratorias (resfrios, gripe). Se utiliza la planta entera, con la
que se prepara una decoccién con un puiiado de la planta
y se toma “como agua’, frio, en el mate o una taza de té
tres veces al dia. Se encontré comercializada en el Mercado
Municipal, en las Ferias Francas y en los vendedores ambu-
lantes. Se presenta la planta fresca o seca, sin envoltorios.
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Descripcion exomorfologica

Plantas herbaceas, subarbustivas, o arbustivas, a menudo
viscosas. Hojas decusadas, verticiladas o raramente alternas,
enteras, sésiles o pecioladas. Flores cigomorfas, hermafrodi-
tas. Receptaculo tubuloso, giboso en la base, plurinervado,
provisto de 6 dientes pequefios primarios, existiendo a ve-
ces otros secundarios alternos. Pétalos 6, raramente 2, 4 o
nulos, desiguales, unguiculados. Estambres normalmente
11, desiguales, insertos o exsertos. Ovario sésil, glanduloso
en la base, desigualmente bilocular, pauci- o pluriovulado.
Estilo filiforme; estigma simple o sub-bifido. Fruto capsula
incluida en el receptaculo, dehiscente por hendidura lateral.
Flores vistosas, solitarias o en inflorescencia racimosas.

Descripcion endomorfolégica

En vista superficial las células de ambas epidermis foliares
presentan contornos marcadamente sinuosos, estomas
anomociticos y tricomas tectores de dos tipos: a) unicelu-
lares verrucosos, con base a menudo dilatada y extremos
aguzados, y b) pluricelulares pluriseriados. En el corte
transversal, la hoja presenté un mesoéfilo dorsiventral, con
un estrato de parénquima en empalizada y varios de pa-
rénquima esponjoso. La nervadura media muestra células
epidérmicas rectangulares, tejido colenquimatico debajo
de ambas epidermis y tejido parenquimético de relleno
formado por grandes células que rodean un Gnico haz vas-
cular de forma semilunar, con floema intraxilar (Figura 2).

Hypericum connatum Lam. (Hypericaceae).
Sinénimos: Hypericum connatum Lam. var. fiebrigii, Hypericum
cyathifolium Larrafnaga.

o ”

Nombres vulgares: “ca avo tori”, “ca av6 tori macho”, “toro ca
a”, “yerba del toro”.
Distribucion: frecuente en el sur del Brasil, Uruguay, Paraguay

y norte y centro de la Argentina.

Figura 1.- Syagrus romanzoffiana

a: foto de la planta; b: epidermis abaxial con estomas y células de contor-
no rectangular; c: corte transversal de la hoja con meséfilo homogéneo;
d: corte transversal de la nervadura media. Escala 100 ym.
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Indicado para las afecciones cardiacas como ténico y de
las vias respiratorias (resfrios, gripe). Se utiliza la planta
entera, aproximadamente unos cinco o seis tallos hojosos
por litro de agua en decoccién, o bien las hojas en infu-
sién. La misma preparacién, pero como agua, se ingiere
frio. Se lo comercializa en estado libre, en el Mercado Mu-
nicipal y Ferias Francas.

Descripcion exomorfologica

Planta herbacea, erguida, de 0,30-0,60 m de altura, suble-
fiosa en la base, hojas opuestas, connadas, aovadas o su-
borbiculares, enteras, glabras, agudas u obtusas, de 2,5-3,5
cm de largo. Las flores son amarillas, dispuestas en cimas
paucifloras terminales, de 5-8 cm de largo, con los pétalos
bilobulados en el apice y la capsula aovada o subglobosa,
dehiscente por 5 valvas. Estilos 5.

Descripcion endomorfolégica

En vista superficial, las células epidérmicas de la hoja po-
seen contornos sinuosos o sinuoso-poligonales. Posee
estomas anomociticos y escasos anisociticos. Se obser-
van tricomas tectores cortos Gnicamente en la epidermis
adaxial. En corte transversal la hoja muestra un mesoéfilo
de estructura dorsiventral, con un Gnico estrato de células
del clorénquima en empalizada y varios de parénquima es-
ponjoso, con cavidades secretoras y numerosas drusas. La
nervadura media presenta una epidermis con células de pa-
redes engrosadas, colénquima subepidérmico hacia ambas
superficies y tejido parenquimatico que rodea al haz vas-
cular de disposicidén colateral, con un casquete de fibras en
posicién abaxial. Las nervaduras menores estan rodeadas
por una vaina parenquimatica marcada, que presenta en
ocasiones extensiones en conexién con ambas epidermis

(Figura 3).

Figura 2.- Cuphea calophylla Cham. & Schltdl. subes-
pecie mesostemon

a: planta comercializada; b: epidermis abaxial con estomas y trico-
ma unicelular verrucoso; c: epidermis abaxial con tricomas unice-
lulares verrucosos; d: corte transversal de la lamina. Escala 100 pm.
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Begonia cucullata Willd. (Begoniaceae)
Sinénimos: Begonia cucullata Willd. var. arenosicola, Begonia
cucullata Willd. var. spatulata, Begonia cucullata Willd. var.
hookeri, Begonia agrial Rojas Acosta, Begonia paludicola C. DC.,
Begonia spatulata Lodd., Begonia subcucullata C. DC.
Nombres vulgares: “agrial”, “adrial”.
Distribucion: frecuente en lugares sombrios. América tropi-
cal y subtropical.

Es recomendado en el tratamiento de la irritacién y el
dolor de garganta. Se utilizan las hojas. El cocimiento de
un puiiado de hojas previamente machacadas es utilizado
para hacer gargaras, en infusién y en el mate. Se comer-
cializa en el Mercado Municipal, por vendedores ambu-
lantes y en las Ferias Francas. Se vende en estado fresco,
librey seco sin envoltorio.

Descripcion exomorfologica

Planta subacaule, estolonifera, provista de un rizoma
corto y grueso. Hojas mas o menos verticales, aovadas,
acuminadas, desigualmente cordadas en la base, irregu-
larmente dentadas o aun lobuladas. De 30-60 cm de largo,
variadas y vivamente coloreadas; peciolos y cara inferior
de las hojas cubiertos de largos pelos aplanados y rojos.
Cimas axilares paucifloras. Capsula trialada con un ala
triangular mas grande y dos mas pequenas.

Descripcion endomorfolégica

En vista superficial, tanto la epidermis abaxial como la
adaxial presentan células de gran tamafo, con estomas en
grupos de 2-6, ubicados en criptas con 3-6 células subsidia-
rias. En la hoja existen tricomas glandulares sésiles, con
base unicelular marcadamente delgada, sobre todo en la
epidermis superior. El corte transversal de la hoja permite

Figura 3.- Hypericum connatum

a: planta comercializada; b. epidermis abaxial con estomas; c: epi-
dermis adaxial con estomas; d: nervadura media; e: corte transver-
sal de la lamina con cavidades secretoras. Escala 100 pm.

apreciar el desarrollo marcado y predominante de las célu-
las epidérmicas, con un mesoéfilo homogéneo compuesto
por un parénquima en empalizada de localizacién central.
No existe una nervadura media distinguible, y los haces
vasculares son pequeiios y colaterales (Figura 4).

Cecropia pachystachya Trécul (Urticaceae)
Sinénimos: Cecropia adenopus Mart. ex. Miq.; Cecropia adenopus
Mart. ex. Miq. var. lyratiloba (Miq.) Hassl.; Cecropia adenopus Mart.
ex. Miq. var. macrophylla Hassl.
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palo lija”, “ambatba”.
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Nombres vulgares: “ambay” “ambai”,
Distribucion: Argentina, Paraguay, Uruguay y Sur del Brasil, en
ambientes tropicales y subtropicales. En nuestro pais crece espon-

taneamente en Formosa, Chaco, Misiones y el norte de Corrientes.

Se recomienda en afecciones bronquiales y pulmonares;
también contra la tos y el catarro Se utilizan las hojas en
forma de tisanas previamente cosechadas y secadas bajo
cubierta. En forma de jarabe, quemando aziicar con una
brasa, mas una hoja, se prepara una decoccién que debe
hacerse hervir hasta que alcance la consistencia requerida
(“quemadillo”). Este jarabe puede prepararse también con
miel y con la mezcla de otras hierbas como ser Adiantum
raddianum, Bauhinia forficata, Sambucus australis, etc. Se co-
mercializa en estado seco y fresco y sin envoltorio en el
Mercado Municipal, por vendedores ambulanes y en las
Ferias Francas.

Descripcidon exomorfologica

Arbol dioico, latescente, de unos 3-10 m de altura con las
ramas fistulosas y nudosas. Hojas coriiceas, de hasta 50
cm de didmetro, verde oscuras y brillantes en el haz, to-
mentoso-cenicientas en el envés, palmatisectas, con 11
segmentos angostamente obovados, de apice agudo y

Figura 4.- Begonia cucullata

a-b: epidermis abaxial con estomas en criptas; c: epidermis adaxial
con estomas en cripta; d: corte transversal de la hoja con mesoéfilo
homogéneo, parénquima en empalizada de localizacién central y
tricomas glandulares sésiles. Escala 100 pm.
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borde subentero, palmatinervias, con nervios conspicuos,
amarillentos. Peciolos largos, ensanchados en la base,
ésta provista en su parte inferior de una estructura pul-
viniforme, cubierta de tricomas glandulares que secretan
sustancias proteicas.

Flores pequefias, dispuestas en densas espigas, co-
munmente fasciculadas. Frutos muy pequefios reunidos
en grandes receptaculos carnosos digitados.

Descripcion endomorfolégica

En vista superficial, las células epidérmicas de la hoja po-
seen contorno sinuoso (mayormente en la cara abaxial) a
poligonal (predominantemente en la cara adaxial), con: a)
tricomas tectores conicos, unicelulares, silicificados y b)
tricomas glandulares ovoides o piriformes, con cabezuela
3-5-celular y contenido oleoso en la epidermis adaxial; en
la epidermis abaxial, en cambio, se visualizan: c) tricomas
tectores conicos, unicelulares, silicificados y d) filiformes,
de mayor longitud, unicelulares, de lumen amplio, que
en general aparece comprimido. Los estomas, dispuestos
Gnicamente en la cara abaxial, son anomociticos. El
transcorte foliar exhibe la epidermis adaxial uniestrata,
connumerososlitocistosprovistosdesuscorrespondientes
cistolitos y los tricomas tectores y glandulares como
han sido descriptos, en tanto la epidermis abaxial estd
conformada por células notoriamente mas pequenas,
en la cual se encuentran los dos tipos de tricomas ya
mencionados para ella; el mesdfilo presenta estructura
dorsiventral, en la cual predominan dos estratos del
parénquima en empalizada, el interno formado por
células isodiamétricas, generalmente provistas de drusas,
y un parénquima esponjoso con grandes meatos, canales
laticiferos, idioblastos mucilaginosos y células con
grandes drusas de oxalato de calcio. Las nervaduras prin-
cipales son prominentes hacia el envés y, por debajo de la
epidermis y en conexién con ella, se encuentra colénqui-
ma angular hacia ambas superficies foliares; el tejido vas-
cular se dispone en forma de haces colaterales, con vainas

Figura 5.- Cecropia pachystachya

a-b: epidermis adaxial con estomas; c¢: lamina foliar mostrando
nervios y tricomas glandulares; d-e: corte transversal de la lamina
foliar; f: corte transversal de peciolo mostrando los haces vascula-
res y vainas cristaliferas. Escala 100 um.

22

cristaliferas cuyas células contienen pequefias drusas de
oxalato de calcio, caracter éste que se repite en los nervios
de menor orden (Figura 5).

Luehea divaricata Mart. (Malvaceae)
Sinénimo: Luehea paniculata Auct. non Mart. Thespesia brasi-
liensis Spreng.

” a

Nombres vulgares: “azota caballo”, “sota caballo”.

Se le atribuyen propiedades para las afecciones de las vias
respiratorias (resfrios y catarros). Se utilizan dos o tres
hojas que se preparan en infusiéon y se ingiere tibio las
veces que se desee. El cocimiento de un puiiado de hojas
se utiliza en el agua para el mate o como bebida fria. Se
comercializa en estado libre en el Mercado Municipal y
por los Vendedores Ambulantes.

Descripcion exomorfologica

Arbol elevado, de 5-15 metros de altura, con tallos ramifi-
cados, ramas cilindricas, castafias. Hojas alternas, breve-
mente pecioladas con laminas ovadas, de apice agudo y
margen serrado, glabras en el haz y densamente tomento-
sas en el envés. Flores en cimas axilares y terminales, con
pedicelos pubescentes. Bractéolas lineales, tomentosas,
caliz con sépalos lineales, tomentosos en el dorso. Pétalos
rosados mas largos que los sépalos. Capsulas ovoides pu-
bescentes. Dehiscencia por valvas apicales.

Descripcion endomorfoldgica

En vista superficial las células epidérmicas de la hoja po-
seen forma poligonal. Los estomas son anomociticos y
estan presentes en la epidermis abaxial. Se observan tri-
comas tectores estrellados pedicelados en depresiones en
la epidermis abaxial.

En el transcorte de la hoja, la epidermis abaxial mues-
tra un perfil notoriamente sinuoso, y en ella se encuen-

Figura 6.- Luchea divaricata

a: planta comercializada; b-c: epidermis abaxial con tricomas;
d: tricomas estrellados; e: corte transversal de la lamina foliar
con idioblasto; f: corte transversal de la nervadura media. Escala
100 pm.
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tran las depresiones ya citadas, las que albergan numero-
sos tricomas estrellados pedicelados, formados por un pie
bicelular y extremo estrellado 7-celular. En la epidermis
abaxial se presentan numerosos y voluminosos idioblas-
tos. El meséfilo posee estructura dorsiventral, con mayor
desarrollo del parénquima en empalizada, en némero
de 2-3 estratos, con un sistema de células procumben-
tes transversales de aparicién frecuente. En la nervadura
central una columna de colénquima y parénquima une la
epidermis adaxial con el haz vascular y separa las masas
de clorénquima de ambos hemilimbos, y hacia la epider-
mis abaxial, se presenta tejido colenquimatico en el cual
algunas de sus células poseen cristales arracimados. El
haz vascular central es subcircular, rodeado por una vaina
de tejido parenquimdtico con contenido coloreado. Los
haces vasculares menores estan rodeados por células pa-
renquimaticas que se proyectan como extensiones hacia
ambas epidermis (Figura 6).

Discusion

En esta primera entrega se han abordado 6 (seis) especies
vegetales vasculares, utilizadas para dos de las tres afec-
ciones més frecuentes de la poblacién en estudio (afeccio-
nes cardiovasculares y respiratorias), dejandose el cancer
para ser abordado por si solo posteriormente.

Los ambitos de comercializacién descriptos de la ciu-
dad, son variados, homogéneamente distribuidos en toda
el area poblada y a su vez reflejan la importancia que ain
conservan los recursos vegetales como alternativa para el
tratamiento de las afecciones més recurrentes. Constitu-
yen muchas veces la primera alternativa terapéutica de
la poblacién de escasos recursos, antes que la medicina
convencional.

La Ciudad de Posadas también cabe destacar que, de-
bido a su ubicacién limitrofe y su variedad de culturas,
posee caracteristicas atractivas para el estudio de la far-
macobotanica.

La droga vegetal de Syagrus romanzoffiana esta com-
puesta por hojas, aunque también son utilizadas las raices
como anticonceptivo (Toursarkissian, 1980). Es utilizada y
comercializada con similares usos también en los merca-
dos de Asuncién, Paraguay (Basualdo y col, 2004). La pre-
sencia de hipodermis, estomas tetraciticos han sido rele-
vados como caracteres de valor diagnodstico de las hojas
(Arambarri y col, 2006; 2008). Cuphea calophylla es utiliza-
da en forma similar en Brasil y Paraguay (Rodrigues y col,
2013; Basualdo y col, 2004). Sus tricomas son variados y de
valor diagnoéstico (Amarasinghe y col, 1991; Romeo, 2015).
Es considerada también una especie invasora. Los usos
medicinales de Hypericum connatum han sido validados en
estudios in vivo (Fusco y col, 2007) considerando la pre-
sencia de heterésidos cardioténicos como responsables
de la actividad, a su vez los caracteres morfoanatémicos

relevados nos permiten discriminar la droga de Hypericum
perforatum L., hierba muy abundante utilizada para tratar
la depresién, actualmente incluida en la Farmacopea Na-
cional Argentina (Farmacopea Nacional Argentina yma
Ed, 2014). Las variedades de B. cucullata Willd. (Begonia
cucullata Willd. var. spatulata, Begonia cucullata Willd. var.
cucullata, etc.), segin el criterio del Catalogo de Plantas
vasculares del Conosur, son consideradas una sola espe-
cie (Begonia cucullata Willd) y son comercializadas bajo el
nombre vulgar de “agrial” en paises limitrofes como Pa-
raguay, también para afecciones de las vias respiratorias
altas (Degen y col, 2012). La comercializacién de esta es-
pecie esta asociada a problematicas de nombres vulgares,
situacion habitual de la zona y que comparte con varias
especies (Degen y col, 2005). Cecropia pachystachya Trécul,
muy comun en la zona, ademas de sus propiedades an-
tiasmaticas y bronquiales, se han reportado actividades
antimalaricas y antileishmanidsicas (Uchoa y col, 2010;
De Mello Cruz y col, 2013) de las fracciones de sus extrac-
tos. El jarabe de ambay realizado por el Laboratorio de
Especialidades Medicinales de la Provincia de Misiones,
por medio del Ministerio de Salud de la Provincia de Mi-
siones formo6 parte del stock de medicamentos a base de
plantas medicinales, utilizados en atencién primaria de la
Salud. Las caracteristicas anatémicas de Luehea divaricata
Mart. coinciden en su mayoria con descripciones anterio-
res (Arambarri y col., 2006; Walker y col., 2008), y ademas
de su uso interno es utilizada en forma externa como an-
tiinflamatorio y antimicrobiano (De Souza y col., 2004).

Conclusiones

Tal como fuera planteado en los objetivos formulados para
el presente trabajo, se han relevado y documentado en esta
instancia (Parte I), seis especies comercializadas y utili-
zadas como agentes terapéuticos: tres en el tratamiento
de las afecciones cardiovasculares (Syagrus romanzoffiana,
Cuphea calophylla ssp. mesostemon e Hypericum connatum) y
tres en afecciones respiratorias (Begonia cucullata Willd.,
Cecropia pachystachya y Luehea divaricata).Se han descripto
los caracteres de valor diagnostico de las seis especies rele-
vadas, aportando al conocimiento de la morfo-anatomia y
micrografia aplicada de dichas drogas vegetales, asi como
los usos etnofarmacolégicos, las partes utilizadas y las for-
mas de administracién.

De las seis especies relevadas surge que de las tres espe-
cies utilizadas para las afecciones cardiovasculares se usa la
planta entera de Cuphea calophylla ssp. mesostemon e Hyperi-
cum connatum y las hojas de Syagrus romanzoffiana, y de las
especies utilizadas para las afecciones respiratorias se usa la
planta entera de Begonia cucullata Willd., y las hojas de Cecro-
pia pachystachya y Luehea divaricata. La forma de administra-
cién en todos los casos es en infusion, mate y agua. El estado
de comercializacion en todos los casos es libre, seco y fresco.
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Los ambitos de comercializacién fueron vendedores am-
bulantes, puestos en el Mercado municipal y las ferias francas.

Como resultado del estudio referente al empleo et-
nofarmacolégico de dichas especies nativas, segn las
coincidencias entre las propiedades etnoterapéuticas
atribuidas por los vendedores y los usuarios, el porcentaje
de las especies relevadas para cada afeccidn, cardiovascu-
lar, respiratorias y cancer, se realizara en la discusién de la
parte V del presente trabajo, que concluira con el anélisis
general realizado para las especies utilizadas especifica-
mente para las afecciones cardiovasculares y respiratorias
(Parte I), para el grupo de especies utilizadas para ambas
afecciones en conjunto (Parte II), para el cancer (Parte III)
y las especies relevadas y consideradas como polivalentes
(conjunto de afecciones) (partes [V y V).

Los usos y propiedades atribuidas que se citan en el
presente trabajo han sido transcriptos textualmente de
los enunciados por los entrevistados, sin que ello signifi-
que la convalidacién de los mismos.
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Resumen

El género Baccharis, perteneciente a la familia Asteraceae, es un género de plantas perennes, dioicas, de habitos arbustivos o
herbaceos, con hojas enteras o tallos alados. Este género se ha estudiado ampliamente desde el punto de vista etnobotanico, far-
macobotanico y farmacognostico. En la medicina popular argentina, se utilizan principalmente Baccharis articulata (Lam.) Pers.,
Baccharis trimera (Less.) DC. y Baccharis crispa Spreng. como digestivas y hepatoprotectoras en infusiones. Baccharis spicata (Lam.)
Baill. es empleada como sustituyente de las especies antes mencionadas. Con el fin de conocer el grado de dicha sustitucién se
realiz6 un analisis prospectivo de muestras rotuladas como “carqueja” en herboristerias de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires
en los afos 2017 y 2018 y se compararon sus caracteres morfolégicos y micrograficos contra bibliografia especializada. Se deter-
mind que cerca de la mitad de las muestras comercializadas corresponden a B. spicata y el resto a B. articulata, B. trimeray B. crispa.

Presence of Baccharis spicata (Lam.) Baill. in comercial samples labeled as
“carqueja” purchased in the City of Buenos Aires

Summary

The genus Baccharis belongs to the Asteraceae family and it is caracterized for its perennial, dioecious species with either leaves
or winged stems. These plants have been widely studied regarding its ethnobotanical, pharmacobotanical and phytochemical
aspects. Baccharis articulata (Lam.) Pers., Baccharis trimera (Less.) DC. and Baccharis crispa Spreng. are known as “carqueja’, and are
used in the of Argentinian folk medicine as hepatoprotective and digestive agents in infusions. Baccharis spicata (Lam.) Baill.
has been cited in several investigations as a substitute of the above mentioned species. The aim of this article is to know the
degree of this substitution by the prospection and the pharmacobotanical analysis of commercial samples labeled as “carqueja”.
Macroscopical and microscopical characters were obtained and compared to specialized bibliography. It was determined that
near half of the obtained samples belonged to B. spicata y and the rest to B. articulata, B. trimera and B. crispa.

Introducciéon

Las plantas del género Baccharis son empleadas en la me-
dicina popular debido a diversas propiedades terapéuticas.
Las mas importantes en este aspecto son Baccharis trimera,
Baccharis articulata y Baccharis crispa; se emplean sus tallos
alados y las tres fueron droga oficial de la Farmacopea Na-
cional Argentina 6° edicibén (1978). Por otro lado, B. trimera
se encuentra incluida en la Farmacopea Brasilefia (2010).
Alonso (2007) menciona su empleo como digestivo, he-
patoprotector, colagogo, diurético, antidiarreico, febrifugo,
cardioténico, anticonceptivo y afrodisiaco, en infusiones o
decocciones; esta Gltima forma se emplea también de for-
ma externa como antirreumatico y antiséptico en heridas

y Ulceras. Es empleada por la poblaciéon de Paraguay como
hipocolesterolemiante e hipoglucemiante. En Pert se em-
plea su decoccién para el tratamiento de la gota, litiasis bi-
liares y enfermedades venéreas ademas del uso ya conocido
como digestivo, en tanto que en Brasil se emplea funda-
mentalmente como aperitivo, digestivo y hepatoprotector.
Se ha documentado también su uso como antimalarico,
ténico, antidiabético, diurético, antifebril, antirreumatico,
antihelmintico, abortivo y afrodisiaco menos frecuente-
mente. En Uruguay se emplea también como antihelmin-
tico, febrifugo, ténico y contra la gastritis.

Algunos trabajos han reportado el empleo de B. spicata

Palabras clave: Baccharis - control de calidad - micrografia.
Key words: Baccharis - quality control - micrography.
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como sustituyente de las tres especies oficiales (Barboza y
col,, 2001; Retta y col., 2009). Es una especie propia de pajo-
nales himedos del sur de Brasil, Paraguay, Uruguay y cen-
tro de Argentina, y forma parte del paisaje caracteristico del
Delta del Parana, la ribera del Rio de la Plata y de campos
con poca modificacién antropogénica (Cabrera y Zardini,
1978). Se la conoce en la Argentina con los nombres vulga-
res de “carqueja” (Camarero, 2000) al igual que las especies
medicinales y “pi is i mop” en la etnia vilela (Zardini, 1984),
aunque en Brasil forma parte de las plantas conocidas como
“vassouras” (escobas) junto con B. curitybensis, B. brevifolia, B.
microdonta, B. pauciflosculosa y B. trilobata (Bobek y col., 2016).

Es interesante resaltar que B. spicata morfoldgica-
mente es muy distinta a las tres especies del género antes
mencionadas debido a la presencia de hojas opuestas y ta-
llos no alados. Se ha documentado su actividad insectici-
da (Gallardo y col., 1996), antioxidante (Vieira y col., 2011)
y tripanocida (Sulsen, 2005), aunque no existen datos de
seguridad para su uso en humanos.

El objetivo de este trabajo es realizar un control de ca-
lidad farmacobotanico con el fin de identificar las especies
rotuladas como “carqueja” que se dispensan en herboriste-
rias y farmacias de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires.

Materiales y métodos

Se adquirieron muestras trozadas, molidas y plantas ente-
ras expendidas en herboristerias y farmacias especializadas.
Para los estudios anatémicos de las muestras y del material
de referencia se empled la técnica del cuarteo para obtener
una muestra representativa de la muestra comercial y la
técnica de disociacion leve (Zarlavsky, 2014) para observar
los caracteres micrograficos. Brevemente, se traté el mate-
rial por aproximadamente 5 minutos con NaOH 5 % p/v a
temperatura de ebullicion. Para el andlisis de los caracteres
micrograficos de estas muestras se realiz6 una comparacion
con datos extraidos del Atlas histo-morfologico de plantas
de interés medicinal de uso corriente en Argentina (Barboza
y col., 2001) y de trabajos cientificos publicados en revistas
reconocidas por investigadores con experiencia en el género
(Cortadi y col,, 1999; Rodriguez y col., 2010).

Resultados

B. spicata fue identificada de acuerdo con los caracteres mi-
crograficos reportados por Bobek y col. (2016). Esta especie
posee hojas enteras con bordes paucidentados (Figura 1 A)
y nidos de tricomas flageliformes y tricomas glandulares
pluricelulares (Figuras 1 B-D).

En cuanto a las especies oficiales, B. articulata y B. cris-
pa fueron identificadas con los caracteres reportados por
Cortadi (Cortadi y col., 1999).

En las muestras 1, 6, 9 y 10 se observaron caracteres ma-
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croscopicos y microgréficos correspondientes a B. articulata,
mas especificamente la presencia de trozos de tallos biala-
dos (Figura 2 A) y tricomas glandulares biseriados con base
2-celular y cuerpo con dos series de 4 células cada uno (Figu-
ra 2 B) y tricomas filiformes pluricelulares (Figura 2 C).

Las muestras 2, 3, 4 y 5 corresponden a B. spicata, de-
bido a la presencia de trozos de hojas enteras con bordes
paucidentados y nidos de tricomas flageliformes y trico-
mas glandulares pluricelulares, como se ha mencionado
anteriormente.

La muestra 7, rotulada como B. crispa, presentd una mez-
cla de hojas enteras serradas de B. spicata y tallos trialados
(Figura 3 A). En el analisis de estos tallos se observaron tri-
comas armados, simples, con 2 células basales de las cuales
la subterminal es aproximadamente un 50 % mas ancha y
célula terminal con cuticula gruesa (Figura 3 B) en nidos
junto con los tricomas glandulares biseriados antes mencio-
nados, lo que indica que el otro componente de la mezcla es
B. crispa. Estos caracteres también fueron observados en la
muestra 12 en trozos.

Las muestras 8 y 9 correspondieron a un polvo en sa-
quitos, por lo que fue imposible realizar una identifica-
cién macroscépica. El analisis micrografico de la muestra
8 indic6 la presencia de nidos de tricomas glandulares y
tricomas flageliformes afines a B. spicata. En la muestra 8
también se pudo determinar la presencia de esclereidas
irregulares y pelos tectores simples de Camellia sinensis L.
Kuntze (Theaceae) (Figuras 3 C y D). La presencia de este
ingrediente no figura en ninguna parte del rétulo. Por
otro lado, en la muestra 9 se observaron los caracteres mi-
crograficos correspondientes a B. articulata.

En la muestra 11 se determiné la presencia de una mezcla
de B.articulata y B. spicata, mientras que la muestra 12 corres-
pondid a B. crispa. Estas muestras se encontraban en trozos.

Las muestra 13 consistié en una planta entera en ma-
ceta (Figura 4 A). Macroscopicamente correspondia a B.
trimera, y al realizar el analisis micrografico se observaron
caracteres compatibles con esta especie: un tricoma tec-
tor con base pluricelular cuya célula subterminal es del
mismo ancho que el del extremo proximal de la célula
terminal (tricoma clavado) (Figura 4 B). Ademas, se ob-
servaron tricomas glandulares pluricelulares y tricomas
pluricelulares biseriados similares a los de B. articulata.

La tabla 1 presenta los resultados de las identificacio-
nes de muestras comerciales.

Discusidon y conclusiones

Se realiz6 un analisis prospectivo de muestras rotuladas como
“carqueja”. Los resultados demuestran que, de 13 muestras co-
mercializadas, 7 corresponden a B. spicata o a mezclas que la
incluyen. Esta especie es morfoldgica y anatémicamente dis-
tinta a las especies empleadas en la medicina tradicional.

B. spicata tiene como caracteres morfologicos la pre-
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sencia de hojas enteras lineal lanceoladas, de borde pau-
cidentado y de un ancho de 2 a 7 mm (Cabrera y Zardini,
1978). Sus caracteres micrograficos principales son los tri-
comas flageliformes y nidos de tricomas glandulares. El
primer caracter seria el mas representativo de la especie
dado que los tricomas glandulares en nidos son frecuen-
tes en el género (Freire y col., 2007; Rodriguez y col. 2010).

De encontrarse en trozos, B. spicata es una especie
sumamente conspicua debido a las hojas enteras pauci-
dentadas previamente mencionadas, a diferencia de las
especies medicinales B. articulata, B. trimera y B. crispa que

Figura 1.- Baccharis spicata

A: en trozos; B: tricoma flageliforme (400x); C: nidos de tricomas
glandulares capitados (400x); D: nidos de tricomas glandulares capi-
tados y tricomas flageliformes (400x)

Figura 3.- Baccharis trialada, B. crispa, Camelia sinensis

A: restos en trozos de Baccharis trialada; B: tricoma armado de B.
crispa (400x); C: esclereida irregular de C. sinensis (400x); D: tricoma
tector de C. sinensis (400x)

poseen tallos alados.

Las 6 muestras restantes correspondieron a B. articula-
ta, B. trimera 'y B. crispa. Estas especies figuran en la Farma-
copea Nacional Argentina 62 edicién como droga oficial.

La muestra 8 tiene como ingrediente no declarado
C. sinensis identificado por la presencia de esclereidas y
tricomas tectores tipicos de esta especie. La adicion de
este ingrediente podria deberse a la necesidad de mejo-
rar el sabor de las infusiones de Baccharis, generalmente
amargas.

Figura 2.- Baccharis articulata

A: en trozos; B: tricoma biseriado con dos células basales y cuerpo con
dos series de 4 células cada una, a la derecha (fuera de foco) un tricoma
filiforme pluricelular aislado (400x); C: nidos de tricomas filiformes
pluricelulares con tricoma biseriado (400x)

Figura 4.- Baccharis trimera

A: en maceta; B: tricomas armado
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Tabla 1.- Especies identificadas en el analisis farmacobotanico de muestras rotuladas como “carqueja”

Especie propuesta

Especie propuesta

Muestra Presentacién Especie declarada P . -
(caracteres macroscopicos) (caracteres microscopicos)
1 Trozos "carqueja’ B. articulata B. articulata
2 Trozos "carqueja’ B. spicata B. spicata
3 Trozos "carqueja’ B. spicata B. spicata
4 Trozos B. crispa B. spicata B. spicata
5 Trozos "carqueja’ B. spicata B. spicata
6 Trozos B. articulata B. articulata B. articulata
B. spicata (mayoritario)
7 Trozos B. crispa B. spicata y especie trialada
B. crispa (minoritario)
8 Saquitos "carqueja’ Muestra molida B. spicata 'y Camelia sinensis
9 Saquitos "carqueja” Muestra molida B. articulata
10 Trozos "carqueja’ B. articulata B. articulata
1 Trozos "carqueja’ B. articulata y B. spicata B. articulata y B. spicata
12 Trozos "carqueja’ Baccharis crispa Baccharis crispa
13 Planta entera en maceta "carqueja’ Baccharis trimera Baccharis trimera

La evidencia demuestra que practicamente un tercio de
las muestras son de B. articulata, otro tercio pertenece a B.
spicata, una sexta parte de las muestras son de B. crispa y la
sexta parte restante corresponde mezclas de B. spicata y B.
crispa. B. spicata se encuentra presente en el 55 % de las mues-
tras comerciales analizadas como monodroga o en mezclas.

Esta sustitucion se deberia a que B. spicata es una espe-
cie mas frecuente que las oficiales, y dado su habito arbus-
tivo y su gran tamafo, es mucho mas conveniente para
recolectar gran cantidad de material. Este estudio tiene
una limitacién: la investigacién prospectiva fue realizada
en comercios minoristas. Seria interesante recorrer toda
la cadena de valor para encontrar el agente que toma la
decisién de reemplazar una especie por otra y conocer las
razones de esta sustitucién.

Este estudio permite dar una idea del grado de susti-
tucion de las especies vegetales vendidas bajo el rétulo de
“carqueja” en la Ciudad de Buenos Aires.

Hay muy poca evidencia disponible de la eficacia y se-
guridad de B. spicata en ensayos in vitro e in vivo; tampoco
hay evidencia de uso ancestral. Dada la existencia de espe-
cies toxicas como Baccharis coridifolia DC, y 1a indicacién de
uso que poseen las especies medicinales del género, son ne-
cesarios estudios de seguridad toxicoldgica y de actividad
hepatoprotectora, colagoga y colerética entre otras.

En conclusidn, Baccharis spicata se encuentra presen-
te en mas de la mitad de las muestras rotuladas como
“carqueja’ comercializadas durante el afio 2017/2018 en
herboristerias y dietéticas de la Ciudad de Buenos Aires,
Republica Argentina. Esta sustitucion podria afectar a la
salud de la poblacién dado que se desconoce no sélo la
seguridad de B. spicata, sino también su eficacia frente a
las patologias para las que es empleada.
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Valoracion de la actividad de extractos acuosos de diferentes 6rganos
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Resumen

En la medicina popular de Argentina, Brasil y Uruguay se referencia el uso de diferentes partes vegetativas de Jodina rhombifolia
(Hook. & Arn.) Reissek (Santalaceae) para el tratamiento de variadas afecciones del sistema renal. El objetivo de nuestro trabajo
fue valorar el efecto diurético de extractos acuosos de distintos 6rganos vegetativos de J. rhombifolia en ratas Wistar. Se empled
el método propuesto por Lipschitz y col. (con modificaciones), para ensayar y valorar la actividad diurética. Comparativamente,
se estableci6 un grupo control negativo (vehiculo) y un grupo control positivo (Furosemida: 10 mg/kg). La excrecién urinaria
se cuantificé cada 15 minutos y durante un periodo de 3 horas de experimentaciéon. Hubo un incremento, estadisticamente
significativo, en el volumen de orina recolectado como consecuencia de la administraciéon de los diferentes extractos. Los ex-
tractos de hojas y floema mostraron la mayor actividad diurética; la decoccién de raices resulté el extracto menos activo. Con
los extractos de ramas joévenes, floema y hojas se registré una mayor rapidez de comienzo de accién. Ninguno de los extractos
ensayados logrd equiparar la potencia del farmaco diurético utilizado como referencia (Furosemida). La administracion de los
extractos no modificé significativamente el pH y la densidad urinaria. Estos resultados indican que la administracién oral de
una dosis Gnica de cada uno de los extractos desencadend un aumento significativo en la actividad diurética segtin el modelo
experimental utilizado, y permiten el aporte de bases cientificas que acreditan el uso y forma de utilizacién en la medicina
popular y tradicional de Sudamérica.

Assessment of the aqueous extracts activity of different vegetative
organs of Jodina rhombifolia (Hook. & Arn.) Reissek (Santalaceae) on
urinary volumetric excretion of Wistar rats

Summary

In Argentina, Brazil and Uruguay folk medicine the use of different vegetative parts of Jodina rhombifolia (Hook. & Arn.) Reissek
(Santalaceae) for the treatment of various renal system diseases is referenced. The aim of this work was to evaluate the diuretic
effect of aqueous extracts from different J. rhombifolia vegetative organs on Wistar rats. The method proposed by Lipschitz et
al. (with modifications), was used to test and assess diuretic activity. Comparatively, a negative (vehicle) and a positive control
group (Furosemide: 10 mg/kg) were established. Urinary excretion was quantified every 15 minutes for a period of 3 hours of
experimentation. There was a statistically significant increase in the urine volume collected as result of the administration of
all extracts. Leaf and phloem extracts showed the highest diuretic activity; root decoction was the least active extract. With the
young branches, phloem and leaves extracts there was a greater rapidity of onset of action. None of the extracts tested were
able to match the potency of the diuretic drug used as reference (Furosemide). The vegetal extracts administration did not
significantly modified the values of pH and urinary density. These results indicate that oral administration of a single dose of
each of the extracts triggered a significant increase in diuretic activity according to the experimental model used, and allow the
contribution of scientific bases that accredit the popular use and utilization form in the South America popular and traditional
medicine.

Palabras clave: extractos acuosos - érganos vegetativos - Jodina rhombifolia - actividad diurética.
Key words: aqueous extracts - vegetative parts - Jodina rhombifolia - diuretic activity.
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Introducciéon

Los agentes diuréticos desencadenan una alteraciéon de la
funcién renal, con aumento en la excrecién de agua e iones
Na*, e incremento concomitante en el volumen total de ori-
na eliminada (Rang y col,, 2012); por tal motivo, representan
un grupo de agentes frecuentemente utilizados en el trata-
miento de la hipertensién, los desbalances electroliticos, la
insuficiencia cardiaca y en estados hipervolémicos (Roush
y col., 2014). Los efectos adversos consecuencia del uso de
estos farmacos son relativamente numerosos y de distinta
clasificacién, teniendo en cuenta su gravedad y su frecuen-
cia, lo cual permite determinar el impacto sanitario de estos
efectos indeseables (Delgado y Portolés, 2008; Flérez y Armi-
jo, 2014; Katzung y Trevor, 2015; Laporte y Capelld, 1993; Rang
y col., 2012; Roush y col., 2014).

Los agentes diuréticos se encuentran incorporados
dentro del grupo de farmacos considerados como de pri-
mera linea para el tratamiento de la hipertensiéon arterial
(Gijon-Conde y col,, 2018). Muchas de las plantas que en la
medicina popular y tradicional se utilizan como diuréticas,
ofrecen una alternativa terapéutica para el control de la pre-
si6n arterial. Por lo tanto, aportar desde el campo cientifico
estudios que permitan validar tal utilizacién por medio de
ensayos farmacolégicos preclinicos, resulta muy valioso.

En la medicina popular de Argentina, Brasil y Uruguay
existen registros bibliograficos etnobotanicos que mani-
fiestan el uso de preparaciones caseras a base de diferentes
partes vegetativas de Jodina rhombifolia (Hook. & Arn.) Reis-
sek (Santalaceae) para el tratamiento de diversas afeccio-
nes del sistema renal (Baptista y col., 2013; Barboza y col.,
2009; Castifieira Latorre y col., 2018; Dluzniewski y Gheller
Miiller, 2018; Hurrell y col.,, 2011; Oliveira y col., 2012; Ro-
meo, 2015); sin embargo, el uso especifico como diurético
solamente se referencia en practicas médicas tradicionales
y populares de Brasil (Baptista y col., 2013; Dluzniewski y
Gheller Miiller, 2018). Por otra parte, en la medicina vete-
rinaria tradicional de la Argentina se referencia el uso de
partes aéreas para trastornos urinarios y dificultad para
orinar (Martinez y Lujan, 2011), y de las hojas como diuréti-
co (Martinez y Jiménez-Escobar, 2017).

El objetivo del presente trabajo de investigacién radico
en evaluar, valorar y analizar los efectos de la administra-
cion oral de diferentes extractos de J. rhombifolia obtenidos
a partir de distintos 6rganos sobre el volumen de excrecién
urinaria de ratas Wistar.

Materiales y Métodos

Recoleccion, identificacion y conservacion del material
vegetal

Las partes aéreas y raices de J. rhombifolia se recolectaron en
el establecimiento “Los Chafares” de la localidad “Fraga”,
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Departamento “Coronel Pringles”, provincia de San Luis,
siguiendo las directrices emanadas de la Organizacién
Mundial de la Salud (Organizacién Mundial de la Salud,
2003). Para la recoleccién del material vegetal fueron se-
leccionados aquellos ejemplares que se encontraran dis-
tantes de sembradios, zanjas de drenaje, zonas de pastoreo
y carreteras. La recoleccion de las raices y las cortezas se
realiz6 durante mayo-junio, de las hojas entre junio y me-
diados de julio, y de las ramas jovenes y de los floema du-
rante octubre-noviembre; siempre procurando de realizar
la recoleccibén en horas cercanas al mediodia. La corteza se
obtuvo decorticando el tallo principal, las raices laterales
de ejemplares adultos en etapa de reposo vegetativo, las
hojas en etapas previas a la floracion y las ramas jovenes y
el floema en el momento de maxima actividad fotosintéti-
ca de la planta. Para obtencién del floema, se removié una
parte de la corteza externa de las ramas secundarias (en
secciones longitudinales y de las zonas con baja exposicién
solar), recolectandose las capas celulares vivas inmediatas
de la corteza interna.

Larecoleccion del material vegetal desde su habitat na-
tural fue aprobada por el Jefe del Programa “Biodiversidad”,
Ministerio de Medio Ambiente del Gobierno de la provin-
cia de San Luis (Resolucién N° 588-PBD-2014).

Para futura referenciacién, fueron recolectadas mues-
tras de la especie vegetal por triplicado; preparadas y
acondicionadas para su conservacién y posteriormente
depositadas en el Herbario de la Universidad Nacional de
San Luis (Acrénimo: UNSL), Republica Argentina, bajo el
registro No. 517. La identidad boténica de la especie se de-
terminé por medio de la aplicacién de los métodos taxo-
némicos clasicos y subsiguientemente certificada por la
Dra. Marta Elena Petenatti (Herbario UNSL).

Animales experimentales

Se utilizaron ratas Wistar de ambos sexos con un peso com-
prendido entre 180 y 200 g, suministradas por el Bioterio
Central de la Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia de
la UNSL (Argentina), segiin protocolos de experimentaciéon
aprobados por Resolucién N°1782/15 del Consejo Directivo de
la Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia de la UNSL.

Los animales se aclimataron al nuevo ambiente du-
rante tres dias; la manipulacién de las ratas y la adminis-
tracién de las soluciones extractivas siempre fueron eje-
cutadas por el mismo operador.

Los animales experimentales estuvieron alojados a
una temperatura constante de 22 + 3 °C (con periodos de
cambios de aire), humedad relativa del 50-60 % y con un
ciclo dia/noche de 12 horas (luces encendidas de 07:00 a
19:00); con libre acceso a la comida (alimento para ratas
de laboratorio estandar) y bebida (agua de canilla en un
bebedero adecuado).



Dominguezia - Vol. 36(1) - 2020

El cuidado, la atencién y los procedimientos efectuados
con los animales de experimentacién estuvieron en confor-
midad con la Disposicién N° 6344/96 de la Administracién
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT, 1996).

Obtencion de los extractos vegetales

Los diferentes 6rganos vegetativos de J. rhombifolia fueron
seleccionados minuciosamente; se secaron al aire hasta ob-
tener un peso constante y posteriormente se redujeron y
molieron a polvo con una trituradora adecuada.

Por separado, los extractos acuosos de las hojas y del floema
se obtuvieron por infusién del material vegetal en proporciéon
1:10 en agua destilada, siguiendo la metodologia expuesta en la
Farmacopea Argentina (Farmacopea Argentina, 2013). Por otra
parte, los extractos de la corteza, las raices y las ramas jovenes
fueron obtenidos por decoccion del ingrediente vegetal en pro-
porcién 1:10 en agua (Farmacopea Argentina, 2013). Cada una
delas infusiones y decocciones fueron preparadas el mismo dia
del ensayo, segin planificacion de la experimentacion.

En el extracto acuoso del floema se practico el test de
la espuma para evidenciar presencia de saponinas (dilu-
cién de 5 ml de filtrado + 20 ml de agua y agitacién vigo-
rosa) (Kumar y Patra, 2017).

Ensayo de la actividad diurética

Se empled el método propuesto por Lipschitz y col. (1943),
con modificaciones, para ensayar y valorar la actividad
diurética. Los animales fueron divididos en siete grupos
de seis ratas cada uno; un grupo control negativo [admi-
nistrado con vehiculo (solucién salina): 1 ml/100 g peso;
via oral], un grupo control positivo (Furosemida: 10 mg/
kg peso; via intraperitoneal) y un grupo experimental por
cada extracto acuoso vegetal a ensayar (1 ml/100 g peso;
via oral).

Los animales fueron expuestos a un ayuno de 18 horas en
forma previa al comienzo de la experimentacién, con libre
acceso a un bebedero con agua de la canilla y alojados en
jaulas adecuadas. La administracion oral de las muestras se
realiz6 mediante el uso de un catéter gastrico y la adminis-
tracion intraperitoneal de furosemida a través de aguja 25/8.

Sucedida la administracién correspondiente segin el
lote de pertenencia, los animales recibieron una sobrecarga
hidrica (a razén de 10 ml de agua de la canilla por cada 200
g de peso del animal) y fueron colocados individualmente
en jaulas metabdlicas especialmente disefiadas para sepa-
rar la orina de las heces, y adecuadas para la recoleccion de
orina en cilindros graduados de medicién.

Posteriormente, la excrecién urinaria de cada animal
se controld y cuantific6 cada 15 minutos durante un perio-
do de 3 horas de experimentacién. Para cada registro de
recoleccién de orina, se calculd la Excreciéon Volumétrica
Urinaria (UVE) mediante el uso de la siguiente férmula:

_ volumenrecolectado

= * 100
volumen administrado

Ademas, para cada grupo, se calcul6 el Indice Diuréti-
co (Volumen del grupo experimental/Volumen del grupo
control negativo) y la Actividad Diurética (Indice diuré-
tico del grupo experimental/indice diurético del grupo
control positivo) (Hailu y Engidawork, 2014).

Durante las tres horas de duracién del ensayo, los ani-
males no tuvieron acceso ni a la comida ni al agua. Culmi-
nado el procedimiento experimental, los animales fueron
eutanizados por inhalacién de diéxido de carbono en una
camara disefiada a tal fin.

En las muestras de orina fresca de cada grupo experi-
mental y control se determiné: pH, densidad y presencia
de urobilinégeno, glucosa, cetonas, bilirrubina, proteinas,
nitritos, sangre, leucocitos y acido ascérbico, mediante el
uso de tiras reactivas para orina Urine strip 10 (Wiener
Laboratorios S.A.LC).

Analisis estadistico de los resultados

El andlisis se realiz6 mediante la utilizacién de los programas
estadisticos GraphPad Prism versién 6.01 para Windows y
GraphPad InStat version 3.00 para Windows (GraphPad Sof-
tware, San Diego, California, EE. UU,, www.graphpad.com).
Los datos fueron expresados como la Media + S.E.M. (Error
estdndar de la media). En todos los casos, una probabilidad
de p < 0,05 fue considerada estadisticamente significativa.
Los graficos se crearon con los programas GraphPad Prism
6.01y Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft, USA).

La UVE total de cada grupo experimental fue compa-
rada con la UVE correspondiente al control negativo y al
positivo mediante el analisis de varianza de una via (1-way
ANOVA) con aplicacién del test de comparaciones multi-
ples de Bonferroni. El examen estadistico de los valores
de la UVE para cada periodo de 15 minutos fue evalua-
do separadamente por el andlisis de varianza de dos vias
(2-way ANOVA) [tratamiento; tiempo (periodo 15 min)]
con medidas repetidas en el factor “tiempo”, seguido de
la prueba posterior de Sidak’s para comparar, a cada pe-
riodo de tiempo, los valores de la media de cada Grupo
experimental vs. Grupo control negativo y el Grupo con-
trol positivo.

Los registros de pH y densidad urinaria de cada grupo
fueron examinados por el andlisis de varianza de una via
(1-way ANOVA) con aplicacién de la prueba de compara-
ciones multiples de Bonferroni.

Resultados
La administracién de los diferentes decoctados e infu-

siones demostr6 experimentalmente un incremento,
estadisticamente significativo, en el volumen de orina
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Tabla 1.- Efecto de los extractos acuosos de partes de J. rhombifolia sobre la excrecién total de orina en ratas y su comparacién
estadistica frente al grupo control negativo

Grupo UVE + SEM p vs. control negativo dillrllliitciio Actividad diurética
Control negativo 41,16 + 6,75 - 1,00 0,38
Raiz 60,82 + 2,74 p <0,05 1,48 0,57
Ramas jovenes 63,31 + 3,32 p<0,01 1,54 0,59
Corteza 64,50 + 3,70 p <0,01 1,57 0,60
Floema 67,04 + 4,62 p < 0,001 1,63 0,63
Hojas 68,60 + 1,72 p <0,001 1,67 0,64
Control positivo 107,13 + 4,90 p < 0,001 2,60 1,00

Indice diurético: volumen del grupo experimental / volumen del grupo control negativo.
Actividad diurética: indice diurético del grupo experimental / indice diurético del grupo control positivo.

en comparacion con el establecido grupo de control ne-
gativo. Los valores totales de la UVE, indice diurético y
actividad diurética para cada grupo experimental y su res-
pectiva significancia versus el grupo control negativo son
referidos en la tabla 1.

Teniendo en cuenta los intervalos de registro de la ac-
tividad diurética para cada uno de los extractos vegetales,
se observo que con la decoccioén de las ramas jovenes al 10
% y con la infusién de las hojas al 10 %, el incremento en el
volumen de orina registrado fue significativamente mayor
que el grupo control negativo a partir de los 60 minutos de
comenzada la experimentacién y hasta el final (Figuras1y
2). La infusién del floema al 10 %, mostré un incremento
estadisticamente significativo a partir de los 75 minutos
(Figura 3) y la decoccién de la corteza al 10 % a partir de los
135 minutos (Figura 4). La decoccidén de raices al 10 % resul-
t6 el extracto menos activo de los ensayados; un aumento
significativo del volumen de orina solamente fue registra-
do a las 3 horas de administrado a los animales (Figura 5).
El analisis comparativo del efecto de los diferentes extrac-
tos acuosos, a cada intervalo de registro de la actividad diu-
rética, muestra un cierto grado de paralelismo y de mayor
rapidez de comienzo de accién en los extractos de ramas
jbvenes, floema y hojas (Figura 6).

Los resultados por separado de cada extracto vegetal
frente al grupo control negativo, mediante el analisis de
varianza de dos vias (2-way ANOVA) [tratamiento (dosis
de extracto); tiempo (periodo 15 min)] con medidas repe-
tidas en el factor “tiempo” y posterior prueba de Sidak’s,
demostr6 que:

« Corteza vs. Control negativo. El ANOVA indicé que no hubo
una modificacién significativa por el tratamiento [F (10 = 3952
Pp=0,0683]. Sin embargo, el analisis demostré un significativo
efecto del tiempo [F  =12230; p< 0,0001], y una significativa

=7,354; p< 0,0001] sobre

interacci6n tiempo-tratamiento [F,
la actividad diurética. El test fue considerado extremadamen-
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te significativo [F(Mo) =12,29; p< 0,0001].

- Ramas jovenes vs. Control negativo. El ANOVA indicé un
significativo efecto del tratamiento [F, (o) = 2492 P < 0,001}, y
del tiempo [F(H‘HO) =107,20; p < 0,0001], y una significativa inte-
raccion tiempo-tratamiento [F ) = 6,779; p < 0.0001] sobre la
actividad diurética. El test fue considerado extremadamente

significativo [F(wm) =11,05; p < 0,0001].

« Raiz vs. Control negativo. El ANOVA indic6 que a conse-
cuencia del tratamiento con la decoccion de raices al 10 %
no hubo una modificacién estadisticamente significativa
en la excrecion volumétrica urinaria [F, 0y = 3775 D= 0,0759].
Sin embargo, hubo un significativo efecto del tiempo [F|

11,110)
= 93,78, p < 0,0001], y una significativa interaccién tiem-
po-tratamiento [F oy = 3333 P< 0.001]. El test es considera-
do extremadamente significativo [F o) = 1578 P < 0,0001].

 Floema vs. Control negativo. El ANOVA indic6 un signi-

ficativo efecto del tratamiento [F o) = 2505 P < 0,001], y del
tiempo [F, (o) = 7445 P < 0,0001], y una significativa interac-
cién tiempo-tratamiento [F (o) = 498 D < 0,0001] sobre la
actividad diurética. El test fue considerado extremadamen-
te significativo [F(m) =7,53L; p < 0,0001].

 Hojas vs. Control negativo. El ANOVA indicé un signi-
ficativo efecto del tratamiento [F (o) = 2477, P < 0,001], y
del tiempo [F(",“O) = 90,17, p < 0,0001], y una significativa
interaccién tiempo-tratamiento [F (110) = 6,766, p < 0,0001]
sobre la actividad diurética. El test fue considerado ex-
tremadamente significativo [F om0y = 9:838; P < 0,0001].

El andlisis de las muestras frescas de orina de los cin-
co grupos experimentales, administrados con los distintos
extractos acuosos de corteza, raiz, ramas jovenes, hojas y
floema, no acusoé presencia de urobilinégeno, glucosa, ce-
tonas, bilirrubina, proteinas, nitritos, sangre, leucocitos y
acido ascérbico en la orina recogida. Las variaciones en los
valores de pH y densidad urinaria no fueron estadistica-
mente significativos en su comparacién frente al grupo de
control negativo.
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Figura 1.- Efecto de la administracién oral de la decoccién al 10 %
de las ramas jévenes de Jodina rhombifolia sobre la UVE
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Excrecién volumétrica urinaria (UVE) de ratas Wistar y su compa-
racién con el grupo control negativo (vehiculo) y el grupo control
positivo (Furosemida: 10 mg/kg).

Significancia vs. control negativo: * (p < 0,05); *** (p < 0,001).

Figura 3.- Efecto de la administracién oral de la infusién al 10 %
del floema de Jodina rhombifolia sobre la UVE
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Excrecién volumétrica urinaria (UVE) de ratas Wistar y su compa-
racién con el grupo control negativo (vehiculo) y el grupo control
positivo (Furosemida: 10 mg/kg).

Significancia vs. control negativo: *** (p < 0,001).

Figura 5.- Efecto de la administracion oral de la decoccién al 10 %
de la raiz de Jodina rhombifolia sobre la UVE
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Excrecién volumétrica urinaria (UVE) de ratas Wistar, comparacién
con el grupo control negativo (vehiculo) y el grupo control positivo
(Furosemida: 10 mg/kg). Significancia vs. control negativo: * (p < 0,05).

Figura 2.- Efecto de la administracién oral de la infusién al 10 %
de las hojas de jodina rhombifolia sobre la UVE
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Excrecién volumétrica urinaria (UVE) de ratas Wistar y su compa-
racién con el grupo control negativo (vehiculo) y el grupo control
positivo (Furosemida: 10 mg/kg).

Significancia vs. control negativo: * (p < 0,05); *** (p < 0,001).

Figura 4.- Efecto dela administracién oral de la decoccién al 10 %
de la corteza de jodina rhombifolia sobre la UVE
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Excrecién volumétrica urinaria (UVE) de ratas Wistar y su compa-
racién con el grupo control negativo (vehiculo) y el grupo control
positivo (Furosemida: 10 mg/kg).

Significancia vs. control negativo: * (p < 0,05); *** (p < 0,001).

Figura 6.- Efecto de los diferentes extractos acuosos de érganos
vegetativos de Jodina rhombifolia sobre la UVE
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Excrecién volumétrica urinaria (UVE) de ratas Wistar en cada pe-
riodo de tiempo, comparacién con el grupo control negativo (vehi-
culo) y el grupo control positivo (Furosemida: 10 mg/kg). En el eje
de las ordenadas se representa el valor de la UVE para cada extracto
vegetal y para cada periodo de tiempo de experimentacién.
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Discusion y conclusiones

Los estudios realizados con base en la practica de la ex-
perimentacién farmacolégica preclinica de productos
obtenidos por extraccion acuosa de plantas medicinales
enteras o de sus partes y cuyo uso en la medicina popular
es manifiesto, resultan, en primera linea, de gran impor-
tancia para lograr la validacién del uso folklérico y permi-
tir el aporte de un sustento cientifico a su forma de utili-
zacion en la practica.

El ensayo de la actividad diurética de los diferentes
extractos acuosos de J. rhombifolia nos ha permitido apoz-
tar, desde el campo cientifico, un sustento para la utili-
zaciéon como tal en la medicina casera o popular, ya que
en base al modelo experimental aplicado, hemos podi-
do demostrar que los extractos de ramas las jovenes, los
floema y las hojas motivaron un incremento estadistica-
mente significativo de la excrecién volumétrica urinaria
en ratas Wistar en su comparacién con un establecido
grupo control negativo, en el cual los animales fueron
administrados con vehiculo. La administracién oral de
las decocciones de las raices, ramas jévenes y corteza
motivaron un incremento de la eliminacién de orina en
un 48, 54 y 57 %, respectivamente. Por su parte, las infu-
siones de floema y de hojas ocasionaron un incremento
mayor, de un 63y 67 % respectivamente (siempre en com-
paracion con el grupo control negativo).

La furosemida es un diurético del asa ampliamente
seleccionado como farmaco de referencia en modelos far-
macolbgicos experimentales (Agunu y col., 2005; Aissaoui
y col., 2008; Mekonnen y col., 2010; Montejano Rodriguez
y col., 2013), debido a su eficacia y produccién de una diu-
resis copiosa (Florez y Armijo, 2014; Rang y col., 2012). Tras
una administracién oral, el efecto diurético de la furose-
mida comienza aproximadamente luego de 60 minutos
(Hanson, 2003), pero, por otra parte, la biodisponibilidad
por esta via resulta fluctuante, en un rango de 10-100 %
(Wargo y Banta, 2009). Con base en tales caracteristicas
farmacocinéticas y en la duracion de la prueba para en-
sayar la actividad diurética de los extractos, es que se se-
leccion¢ la via intraperitoneal para administracién de la
furosemida; registrandose trabajos de investigacién que
la emplean como referencia diurética ante extractos vege-
tales administrados por via oral (Bose y col., 2007; Mon-
tejano Rodriguez y col., 2013). En nuestro trabajo, ningu-
no de los extractos acuosos ensayados logré equiparar la
potencia del farmaco diurético utilizado como referencia
(Furosemida) en el grupo control positivo.

Los principios activos vegetales presentes en los dis-
tintos 6rganos o en las partes de las plantas, son extraidos
mediante el uso de diferentes alternativas que permiten
su aplicacién en las practicas de la medicina humana.
Estos extractos resultan en mezclas complejas de com-
ponentes quimicos, por tanto, la actividad bioldgica
que exhiba puede ser debida a la presencia de uno o va-
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rios constituyentes activos. El agua resultd ser el primer
elemento y mas utilizado por el hombre, como solvente
extractivo, para lograr “sacar” tales ingredientes farma-
colégicamente activos mediante preparaciones en frio o
en caliente (Lopez Villar y col.,, 1997). La presente evalua-
cién de la actividad diurética de las diferentes infusiones
y decocciones de los 6rganos de J. rhombifolia, nos permite
lograr un acercamiento cientifico a su forma de utiliza-
cién en la medicina popular. En nuestro trabajo y acorde
al modelo utilizado, la infusién de las hojas al 10 % y la
infusién del floema al 10 % exhibieron la mayor actividad
diurética, sin embargo, son requeridos posteriores estu-
dios destinados a evaluar cual/es es/son el/los compo-
nente/s quimico/s activo/s responsable/s de la actividad
observada y, ademas, profundizar en el conocimiento del
mecanismo por el cual ejerce/n su accion.

A pesar de tratarse de una especie vegetal de amplio
uso en la medicina tradicional de diferentes regiones del
Brasil y la Argentina, las investigaciones destinadas a la
dilucidacién de los constituyentes quimicos son relati-
vamente escasas. En las hojas, fueron identificados como
principales grupos quimicos: compuestos fendlicos, aci-
dos organicos, taninos, flavonoides, esteroides, gomas y
mucilagos; en sus partes aéreas: esteroides, triterpenoides,
alcaloides, cumarinas, saponinas (Barboza y col,, 2009). A
su vez, también se demostr6 la presencia de esteroles y
triterpenos en gran cantidad, y de alcaloides, cumarinasy
saponinas en bajas proporciones en el extracto etandlico
de las hojas (Alice y col., 1991). Ademas, fueron identifica-
dos los siguientes C- glicosilflavonoides en las hojas: 2-vi-
cenina, vitexina, orientina, swertisina (Montanha y col.,
2009) e isovitexina (Caraballo de la Pefia, 2015).

Basados en la escasez de estudios fitoquimicos de la
especie, es que resulta dificil atribuir el efecto diurético
a determinados grupos quimicos. Dentro de esta escasez
de datos quimicos, podemos descartar la participacién de
los C-glicosilflavonoides en la actividad diurética obser-
vada con el extracto acuoso de las hojas, ya que la tasa
de absorcidn a nivel del tracto digestivo de este grupo de
metabolitos es muy escasa, requiriéndose de prolongados
tiempos de contacto con la mucosa para su absorcién y
que puedan ejercer su accién farmacoldgica (Talhiy Silva,
2012; Zeng y col., 2013).

Varias investigaciones denotan que las saponinas esti-
mulan la actividad diurética (Pengelly, 2004), por lo cual,
el elevado registro de actividad observado con la infusién
del floema sobre la excrecién urinaria puede ser atribui-
do al alto contenido de saponinas, visualizable durante el
proceso de extraccién y comprobado mediante el test de
la espuma.

La mayor rapidez registrada en el comienzo de accién
diurética de los extractos acuosos de ramas las jévenes,
del floema y de las hojas puede ser atribuida, en una pri-
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mera instancia, a factores farmacocinéticos y/o farmaco-
dindmicos de los principios activos contenidos en ellos.

Este estudio nos permite aportar datos cientificos
para la validacién de la actividad diurética de J. rhombifo-
lia y, ademas, considerar su posible empleo en la medici-
na popular (o medicina tradicional) de la Argentina como
agente antihidrépico, hipotensor, depurativo de la sangre
e hipouricostrico (Arias Toledo y col.,, 2007; Barboza y
col., 2009; Carosio y col., 2008; Carrizo y col., 2005; De-
maio y col.,, 2015; Hurrell y col., 2011; Karlin y col., 2017;
Lahitte y col., 1998; Martinez, 2007; 2015). Pese a ello, el
grado de participacion del efecto diurético en la mencio-
nada accién antihidrépica, hipotensora, depurativa de la
sangre e hipouricosurica debera ser dilucidado median-
te otros ensayos farmacolégicos experimentales, ya que
tal intervencion puede ser debida a una accién aditiva o
potenciadora motivada por la variedad de metabolitos se-
cundarios presentes en la droga vegetal.

En conclusion, hemos podido evaluar, valorar y anali-
zar el efecto de diversos extractos acuosos de J. rhombifolia
[corteza (decoccidn al 10 %), ramas jovenes (decoccién al
10 %), floema (infusién al 10 %), raices (decoccién al 10 %)
y hojas (infusién al 10 %)] sobre la excrecién volumétrica
urinaria de ratas Wistar, demostrando que la administra-
cién oral de una dosis tinica de cada uno de los extractos
produjo un aumento significativo de la actividad diuré-
tica segin el modelo experimental utilizado, aportando
bases cientificas que acreditan el uso y la forma de utiliza-
cién en la medicina popular y tradicional de Sudamérica.
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