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“The important thing is not to stop questioning. Curiosity has its own reason for existing."

"Lo importante es nunca dejar de investigar. La curiosidad tiene su propia
razon para existir”

Albert Einstein.

...A John.



Agradecimientos.

A mi directora de tesis, Dra. Martha Gattuso, quien me acompafié en este desafio,
brindandose con gran vocacién cientifica y docente, capacidad de trabajo y calidad
humana.

A la Dra. Adriana Broussalis, quien también me ha dirigido en la realizacién de este
trabajo, por haberme brindado su tiempo, su espacio, su confianza, su apoyo y
ensefianzas.

A la Dra. Susana Gattuso, quien guié mis primeros pasos en este trabajo de tesis,
iniciandome en el fascinante mundo de la botanica.

A las Doctoras Ma. Laura Martinez y Adriana Cortadi, por el continuo acompafiamiento
profesional y personal.

A la Dra. Isabel Nocito por la realizacién de los ensayos tripanocidas.

A la Dra. Paula Lopez por ensefiarme a trabajar con CLAE, por su asesoramiento,
dedicacion y siempre buena predisposicion.

A la Ing. Agr. Dra. Sandra Clemente, a Sofia y a Mariana por la realizacién de los ensayos
insecticidas, por recibirme en su laboratorio y ensefiarme sus técnicas.

A Osvaldo Di Sapio, por transmitirme su conocimiento, por su apoyo y ayuda diaria.

A todos y cada uno de mis compafieros de la catedra de Farmacobotanica, Vicky, Erica,
Matias, Gabriel y Angel, por su ayuda y su apoyo incondicional.

A Ingrid y Verdnica, por compartir conmigo su laboratorio y ayudarme a encontrar desde
un tubo de ensayo hasta a interpretar un espectro.

A los integrantes de “la Catedra vecina” de Farmacognosia, por ayudarme siempre con
buena predisposicion y alegria.

A mis amigas por alegrarme la vida.

Y por dltimo a mis padres, porque siempre apoyaron mis decisiones y siguen siendo mi
ejemplo a seguir....



Resumen

La familia Simaroubaceae ha jugado un prominente rol en la medicina popular en el
tratamiento de enfermedades de la piel, como antiparasitario, vermicida y en tratamientos de
trastornos del tracto gastrointestinal. En Argentina la familia Simaroubaceae DC. esta
representada por los géneros Ailanthus Desf., Alvaradoa Liebm., Castela Turpin, Picramnia
Sw., Picrasma Blume y Simaba Engl. Existe una especie introducida Ailanthus altissima (Mill.)
Swingle y siete especies nativas, Castela coccinea Griseb., Castela tweedii Planch., Picrasma
crenata (Vell.) Engl., Simaba glabra Cronquist, Alvaradoa subovata Cronquist, Picramnia
parvifolia Engl. y Picramnia sellowii Planch. De las especies nativas algunas de ellas presentan
escasa informacion reportada, como es Castella tweedi, mientras que de Castela coccinea sélo
hay un trabajo publicado en el que se demostré que sus extractos de hojas tenian una fuerte
actividad contra Plasmodium falciparum, el agente causante de la Malaria. Si bien ésta posee
baja incidencia en nuestro pais, esta zona es endémica para el Mal de Chagas, otra
enfermedad de origen parasitario causada por el Tripanosoma cruzi. Resulta de interés,
ademas, el estudio de la actividad antioxidante, porque a pesar que una planta medicinal es
raramente utilizada como antioxidante en la medicina tradicional, sus propiedades terapéuticas
pueden deberse a su capacidad depuradora de radicales libres del oxigeno. Con estos
antecedentes y teniendo en cuenta los escasos o0 nulos trabajos realizados en especies nativas
de Argentina nos proponemos: realizar una investigacion aplicada de las potenciales
actividades biologicas, composicién quimica y un estudio morfoanatomico de sus hojas,
cortezas y lefios de modo de tener, no sélo una identificacion morfologica, sino también
micrografica de las mismas, permitiendo la diferenciacion de cada especie aln cuando se
encuentren molturadas.

El estudio morfoanatémico realizado nos permiti6 obtener caracteres comunes y
diferenciales para cada género y especie que refuerzan el caracter polifilico reportado para
esta Familia. Dicho estudio aport6 ademas nuevos datos que podrian contribuir a los dltimos
reordenamientos taxondmicos propuestos para la Familia Simaroubaceae. Con los caracteres
obtenidos se confecciond una clave diacritica que facilitaria la delimitacion e identificacion de
cada una de las especies nativas y permitiria la realizacion de controles de calidad de estas
especies como drogas crudas.

Los extractos metandlicos de hojas y cortezas de las siete especies estudiadas
mostraron actividad depuradora de radicales libres dosis dependiente. El extracto més activo
fue el etandlico de corteza de A. subovata, que super6 el 80% de inhibicion del radical DPPH.
El extracto etandlico de hojas de C. coccinea fue también muy activo, alcanzando 93% de
inhibicion del radical DPPH. Esta actividad depuradora de radicales libres fue atribuida a la
presencia, en los extractos, de compuestos polifendlicos, principalmente taninos, flavonoides y
acidos fenilcarboxilicos, justificando, en parte, el uso tradicional atribuido a infusiones de estas

especies.



Resumen

Por otro lado, los extractos diclorometanicos de corteza y madera de P. crenata
presentaron alta actividad tripanocida, superando el 90% de inhibicion del crecimiento de los
epimastigotes de T. cruzi.

Los extractos de C. tweedii fueron seleccionados para la evaluacion de la actividad
insecticida frente a una importante plaga de cultivos: Ceratitis capitata. Los extractos
diclorometanico de madera y metandlico de hojas presentaron actividad insecticida significativa
provocando 95% de mortalidad de moscas adultas y un 83% de mortalidad pupal. La
caracterizacion fitoquimica de estos extractos activos nos permitié identificar B-sitosterol y
escopoletina en el extracto diclorometanico de madera y &cido gdlico, acido elagico, acido
clorogénico y rutina en el extracto metandlico de hoja. La presencia de estos compuestos
sugeririan una relacion de los mismos con la actividad biolégica encontrada para los
respectivos extractos. Las actividades halladas para los extractos de C. tweedi y el estudio
fitoquimico realizado contribuyen al conocimiento de nuestra flora medicinal. Sus extractos y/o
principios activos podrian ser utilizados como potenciales agentes terapéuticos en
enfermedades antiparasitarias y/o como pesticidas de origen botanico para el control de plagas

agricolas.



Abstract

The Simaroubaceae family comprises approximately 32 genera and 200 species of
tropical and subtropical woody plants closely related to the Rutaceae. In Argentina, the
Simaroubaceae is represented by six genera and eight species, one is exotic: Ailanthus
altissima (Mill.) Swingle., and seven are native: Castela coccinea Griseb., Castela tweedii
Planch., Picrasma crenata (Vell.) Engl., Simaba glabra Engl., Alvaradoa subovata Cronquist,
Picramnia parvifolia Engl. and Picramnia sellowii Planch., (Xifreda, 1999; Xifreda & Seo, 2006)
This family has played a prominent role in folk medicine because of its anthelmintic,
antiamoebic and insecticide properties and for the treatment of fever and malaria. Despite that
Malaria has low incidence in South America, this is an endemic zone for Chagas, another
parasitic disease caused by Trypanosoma cruzi.

On the other hand, although medicinal plants are rarely used as antioxidants in
traditional medicine, their claimed therapeutic properties could be partially attributed to their
oxygen scavenging capacity.

Morphoanatomical, phytochemical and pharmacological information of some of these
species is poor. For these reasons, the present investigation was undertaken to evaluated the
anatomical features, biological activity and phytochemical characterization of the natives
species of Simaroubaceae in order to contribute with the knowledge of the local floral.

It was possible to key out the species and genera using a combination of qualitative and
guantitative anatomical features. The leaf, wood and bark characteristics obtained provided new
evidence of the heterogeneous nature of the Simaroubaceae sensu Engler (1931) and brouhgt
further evidence for the new taxonomic arrangements proposed for this family.

Leaf and bark etanolics extracts of the studied species showed antioxidant activity in a
dose-dependent manner. A. subovata bark etanolic extract was the most active, showing 80%
of DPPH radical inhibition. C. coccinea leaf etanolic extract was also active, with 90% of DPPH
radical inhibition. Responsible compounds for these scavenging activity were characterized as
poliphenols, mainly tannins, flavonoids and phenilcarboxilic acids.

On the other hand, P. crenata bark and wood dichlorometanic extracts presented high
antitripanocidal activity, showing 90% growth inhibition of T. cruzi epimastigotes.

C. tweedii dichlorometanic and metanolics extracts were chosen for the evaluation of
insecticidal activity agaisnt Ceratitis capitata. Wood dichlorometanic extract produced 95%
mortality of adult insects, while leaf metanolics extract produced 83% pupal mortality. The
phytochemical characterization of these extracs let us the identification of (-sitosterol and
scopoletin in Wood dichlorometanic extract and rutin, chlorogenic acid, galic acid and elagic
acid in leaf metanolic extract. This is the first report showing the presence of these compounds

in C. tweedii extracts.
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Abreviaturas y Simbolos.

%: porcentaje

%P/V: unidad de concentracién peso en volumen

%V/V: unidad de concentracion volumen en volumen

Hg: microgramos

pL: microlitros

Um: micras

Aa: Ailanthus altissima

Abs.: absorbancia

AcOEt: acetato de etilo

APG: Angiosperm Phylogeny Group

AS: anisaldehido sulfarico

As: Alvaradoa subovata

°C: grados centigrados

Cc: Castela coccinea

CC: cromatografia en columna

CCD: cromatografia en capa delgada

CG: cromatografia en fase gaseosa

Clso. concentracion Inhibitoria del 50 %

CLAE: cromatografia liquida de alta eficiencia
CLAE-DAD: cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodo
cm: centimetros

col.: colaboradores

Ct: Castela tweedii

DCM: diclorometano

DMSO: dimetilsulféxido

DPPH: 2,2-difenilpicrilhidrazilo

EAT: ensayo por exposicion al alimento tratado

EDAX: energy dispersive X-ray analysis, (analisis de dispersién de energia por rayos X)
EPFI: ensayo de exposicion en papel de filtro impregnado
EtOH: etanol

ERO: especies reactivas del oxigeno

FAA: alcohol etilico 70°, a&cido acético glacial, formaldehido y agua (50:5:30:15). Formaldehido.
FE: fase estacionaria

FeCls: tricloruro férrico

FM: fase movil

g: gramos
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Abreviaturas y simbolos

h: hora

HR: humedad relativa

IM: indice de mesomorfia

IV: indice de vulnerabilidad

KeV: kilo electron volt

KOH: hidroxido de potasio

M: unidad de concentracién, molaridad
Mc: mortalidad corregida

MEB: microscopio electrénico de barrido
MeOH: metanol

mg: miligramos

min.: minutos

mL: mililitros

mm Hg: milimetros de mercurio

mM: milimolar

MO: microscopio éptico

Mort.: mortalidad

nm: nandmetros

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
Pc: Picrasma crenata

PEG: polietilenglicol

PM: peso molecular

Pp: Picramnia parvifolia

ppm: partes por millén

Ps: Picramnia sellowii

Rf: relacién de frente

RPN: reactivo de productos naturales
T: temperatura

TPso : tiempo de pupariacion medio
Tr: tiempo de retencion

UV: espectroscopia ultravioleta

V: volt

VS: Versus

A: longitud de onda

Amax: lOngitud de onda maxima
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Introduccion

Durante la historia de la civilizacién, las plantas proveyeron al hombre de

comida, refugio, ropa, fragancias y también de las medicinas. El

A% )

conocimiento empirico acerca de las plantas medicinales y sus efectos

curativos se fue acumulando durante el transcurso de los afos y

actualmente es parte integral de los sistemas de salud en distintos paises.
_L) De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) una
planta medicinal es cualquier planta utilizada con la finalidad de aliviar, prevenir y/o curar una
enfermedad o de alterar procesos psicologicos y patolégicos, o cualquier planta empleada
como fuente de drogas o precursores de estas (Arias, 1999). A pesar de que algunas de las
propiedades terapéuticas atribuidas a ciertas plantas fueron demostradas como erréneas a lo
largo de los afos, la fitoterapia esta basada en descubrimientos empiricos de cientos y miles
de afios (Gurib-Fakim, 2006.) Las culturas ancestrales fueron conocidas por su coleccion
sistemética de informacién sobre hierbas medicinales y por sus ricas y bien definidas
Farmacopeas. Existe una amplia evidencia arqueoldgica que indica que las plantas medicinales
fueron regularmente utilizadas por el ser humano desde tiempos prehistéricos. En distintas
culturas ancestrales los productos botanicos eran ingeridos con propdsitos curativos vy
psicoterapéuticos (Halberstein, 2005). Las grandes civilizaciones de la antigiiedad nos dejaron
evidencia escrita de la ingeniosa utilizacién de las plantas para el tratamiento de una gran
variedad de enfermedades. Asi, encontramos el “Rig Veda”, uno de los libros sagrados del
brahmanismo escrito entre el 4500 a.C y 1600 a.C que describe alrededor de 67 plantas
medicinales (Kunwar y Bussmann, 2008), el “Pen Tsao”, escrito aproximadamente en el afio
2500 a.C, en el que se exponen los usos de distintas hierbas medicinales chinas, y el Papiro de
Ebers que constituye el documento egipcio mas antiguo que registra el uso de plantas
medicinales (Leonti y col., 2010).

En la antigua Grecia, Teofrasto (371— h.287 a.C), considerado por muchos como “el
padre de la botanica”, fue quien realizd la primera clasificacién sistematica de las plantas
basada en sus propiedades médicas, sus escritos mas importante son dos voluminosos
tratados botanicos: “De historia plantarum” (Historia de las plantas) y “De causis plantarum”
(Sobre las causas de las plantas). Estos tratados constituyen la mas importante contribucién a
la ciencia botanica de toda la antigiedad hasta el Renacimiento. El primer escrito de naturaleza
cientifica en la época clasica fue “De materia medica”, de Dioscérides (40-90 d.C), que sentd
las bases de las farmacopeas modernas, describe, entre otras cosas, las propiedades de mas
de 600 plantas, incluyendo formas de preparacion, usos y efectos secundarios. Muchas de las
plantas descriptas se encuentran en uso en la actualidad, como por ejemplo, el té de corteza
de sauce, precursor de la aspirina (Haas, 1996). Fue recién en el siglo XIX que el hombre
comenzo a aislar los principios activos de estas plantas medicinales, y un hito lo constituyo6 el
descubrimiento de la quinina extraida de la corteza de la Cinchona por los farmacéuticos

franceses J.B. Caventou y P.J. Pelletier. Tal descubrimiento despertd un interés por las plantas
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del “nuevo mundo” comenzando innumerables expediciones a las selvas y bosques
americanos en busca de nuevas medicinas. Asi, se aislaron una serie de productos naturales
de plantas superiores, muchos de los cuales aun son utilizados: la morfina y la codeina del
latex de la amapola (Papaver somniferum), la digoxina de las hojas de Digitalis spp., atropina y
hioscina aisladas de distintas especies de Solaniceas, entre otras. A pesar de estos
descubrimientos, el impacto de la fitoquimica sobre el desarrollo de nuevas drogas fue
disminuyendo y la industria farmacéutica se concentr6 en la quimica de sintesis. El vinculo
historico que existia entre las plantas y la salud humana comenz6 a debilitarse en 1897,
cuando Friedrich Bayer and Co. presenté al mundo el acido acetilsalicilico sintético (aspirina).
Sin embargo, durante los ultimos afios, la atencion de las industrias farmacéuticas se ha
volcado nuevamente al mundo de los productos naturales, un caso ejemplar lo constituye el
taxol: descubierto en el afio 1962 en la corteza de Taxus brevifolia, o la artemisina, que fue
aislada en el afio 1970 como principio activo de la hierba antimalarica china Artemisia annua
(Phillipson, 2001). Las aplicaciones clinicas del taxol y la artemisina han servido para revivir el
interés por las plantas como fuente de nuevas drogas (Phillipson, 1999a). Este retorno
progresivo hacia el uso de los productos de origen natural en terapéutica o como fuente de
nuevos farmacos ha sido estimulado, en parte, por el regreso a lo natural que se ha producido
en forma genérica en la sociedad. En la actualidad, entre el 25% y el 30% de las drogas
recetadas en el mundo poseen algiin componente derivado de las plantas. Se ha estimado que
el 60% de las drogas antitumorales y anti infecciosas del mercado o bajo investigacion son de
origen natural. De las 252 drogas consideradas basicas y esenciales por la OMS, 11% son
exclusivamente de origen vegetal, un nimero significativo son drogas sintéticas obtenidas de
precursores naturales y otras, que tuvieron un origen natural, ahora son sintetizadas
guimicamente (OMS, http://whglibdoc.who.int.hq/2002/WHOEDMTRM2002.1spa.pdf).

De las 250.000 especies de plantas conocidas en todo el mundo (de un total

aproximado de 700.000 existentes), s6lo un pequefio porcentaje ha sido investigado
fitoquimicamente y mucho menor fue la fraccion sometida a ensayos biol6gicos (Cragg y
Newman, 2001). Sumado a esto, es preocupante saber que una de cada ocho especies de
plantas conocidas estan en la categoria de especies en riesgo de extincién, lo que constituye
otro factor a tener en cuenta en el estudio de las plantas medicinales (Newman y col., 2003).
Por todas las ventajas que presentan los productos naturales, distintos autores (Newman y col.,
2003; Verpoorte, 2007) son partidarios de que la exploracion de la naturaleza debe expandirse
cada vez més con el fin de encontrar nuevos agentes activos que puedan servir como tales 6
como modelos para la elaboracion de drogas eficaces para el tratamiento de enfermedades,

particularmente aquellas dificiles de erradicar.

En Latinoamérica ha habido, en los Ultimos afios, un gran progreso en el estudio de las

plantas medicinales (Calixto, 2005), sin embargo, todavia no existen catdlogos completos de
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las especies medicinales nativas de muchos paises. En Argentina, la composicién de la
etnofarmacopea nativa se ha incrementado considerablemente especialmente debido a la
contribucion de estudios etnobotanicos detallados realizados en diferentes comunidades
rurales y aborigenes donde los sistemas primarios de salud contindan dependiendo de sus
medicinas tradicionales herbarias. Los constituyentes quimicos y la actividad biolégica son
aspectos pobremente explorados de la Flora Medicinal Argentina, probablemente debido a la
falta de politicas y leyes que avalen el uso de las plantas medicinales para satisfacer las
necesidades en el area de la salud, y al poco interés de realizar estudios que avalen los usos
tradicionales por parte de la comunidad cientifica. Debido a su riqueza floristica y trasfondo
empirico mencionado, la bioprospeccion farmacéutica constituye un terreno prometedor en

nuestro pais.

IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA FLORA ARGENTINA.

Argentina es el pais con clima templado mas extenso en Suramérica. Gran parte de su
biodiversidad puede deberse al hecho de que en nuestro territorio convergen diferentes
regiones biogeograficas (Zuloaga y col., 1999, 2008). La gran extensiéon de superficie
continental (2.791.810 km?), asi como sus variadas caracteristicas topograficas y climaticas,
son fundamentales para la formacion de una de las floras mas ricas del neotrépico surefio.
Nuestro pais se caracteriza por el amplio rango de macro habitats que transcurren a través de
gradientes de altura y climaticos, desde los 7.000 m de altura hasta las planicies de las costas,
y desde climas subtropicales a polares (Barboza y col., 2009).

La flora medicinal nativa argentina comprende 1.619 taxones (especies y taxones
intraespecificos) y se agrupa en 175 familias y 688 géneros de plantas vasculares (Barboza,
2013). La flora vascular argentina comprende 10.937 taxones
(http://Iwvww2.darwin.edu.ar/planCatavasc.), los taxones utilizados en la medicina tradicional o
popular representan el 14% de la flora total. EI 85% de la flora medicinal esta constituido por
Dicotiled6neas, el 9,94% por Monocotiledoneas, el 3,66% por Pteridéfitas y el 0,85% restante
por Gimnospermas. De acuerdo con Barboza y col., (2009) la composicién quimica de mas del
45% de estas especies aun no ha sido analizada. La falta de conocimiento farmacol6gico es
aun mas evidente, dado que la actividad biolégica de casi el 58% de la flora medicinal aiin no
ha sido evaluada.

Las provincias de Salta, Tucuman y Jujuy en la region del noroeste y las de Misiones,
Corrientes, Entre Rios y Chaco en la regién del noreste, constituyen las areas mas ricas en
flora medicinal de la Argentina (Barboza y col., 2009) (ver Tabla 1). Cabe destacar que el
7,52% de esta flora medicinal corresponde a especies endémicas, estas viven exclusivamente

en un area geogréfica restringida y Unica (Zuloaga y col., 1999). El alto grado de endemismo
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que presenta la flora argentina representa un reservorio genético de incalculable valor, adn

poco conocido, de alli la importancia de abordar su estudio en forma interdisciplinaria.

Provincias Flora Flora
Nativa Medicinal
Salta 3432 795
Tucuman 2662 666
Jujuy 3045 756
Corrientes 2907 746
Misiones 3166 596
Entre Rios 2149 564
Chaco 1802 619
Buenos Aires 2241 611
Cordoba 1929 648
Catamarca 2065 598
Santa Fe 1783 519
Santiago del Estero 953 439
Chubut 1345 245
Formosa 1599 554
La Pampa 1010 339
La Rioja 1450 434
Mendoza 1738 378
Neuquén 1691 357
Rio Negro 1677 324
San Juan 1364 433
San Luis 1097 394
Santa Cruz 1037 163
Tierra del Fuego 672 96

Tabla 1: Flora nativa y medicinal argentina (Barboza y col., 2009)

FAMILIA SIMAROUBACEAE DC.

Simaroubaceae es una familia esencialmente tropical que cuenta con aproximadamente
unas 200 especies distribuidas en 30 géneros (Cronquist, 1981). El centro de diferenciacion
principal de esta familia se encuentra en América Tropical con otro secundario en Africa
occidental tropical. La familia es morfologicamente muy diversa, y se la considera como un
ensamble heterogéneo de géneros bien definidos, lo que provoca que la familia presente, en

general, un alto grado de polifilia.
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En general son plantas lefiosas dioicas, arboles, arbustos o subarbustos con sustancias
amargas en la corteza. La mayoria posee hojas compuestas, alternas, pinadas, en general sin
estipulas; los foliolos son oblongos. Las inflorescencias se disponen en racimos o cimas, rara
vez solitarias. Las flores son pequefias, actinomorfas, en general diclamideas e imperfectas,
rara vez perfectas. Los sépalos 3 a 5 (raro 8), libres o soldados. Pétalos 3 a 5 (8), libres o
unidos en la base, rara vez ausentes, de pre-floracién imbricada o valvar. Disco nectarifero
entre androceo y gineceo, a menudo lobulado. Estambres libres, isostémonos o diplostémonos,
insertos en el disco, raramente ausentes o reducidos a estaminodios en flores pistiladas;
anteras bitecas, tetra esporangiadas de dehiscencia longitudinal. Gineceo formado por 2 a 5 (8)
carpelos libres o unidos; rudimentario o ausente en las flores estaminadas; inserto en un
ginéforo o rodeado por un disco. Ovario supero con 1 o 2 6vulos anatropos por carpelo. Estilo
libre o parcialmente soldado. Fruto generalmente indehiscente, drupa, baya o sdmaracon2 a5
(8) carpidios drupaceos o samaroides; l6culos en general uniseminados, rara vez dos, embridon
en general recto, endosperma ausente o escaso. Los granos de polen son tricolpados, oblato
esferoidales a prolatos con exina reticulada, estriada o espinulosa (Pirani, 1987; Xifreda y Seo,
2006).

Segun Engler (1931), la posiciéon natural de la familia Simaroubaceae corresponde al
orden Geraniales debido a que poseen hojas compuestas, flores diclinas y semillas sin
endosperma. Posteriormente, (Engler, 1964; Dahlgren, 1980) las reubica dentro del orden
Rutales por poseer Ovulos epitropos. Cronquist (1944d, 1981) al agregar nuevas
caracteristicas, como ser la ocurrencia de un androceo haplostémono o diplostémono, de
discos nectariferos muy desarrollados, un ovario sincérpico y fundamentalmente por la
presencia de sustancias amargas caracteristicas en sus lefios y cortezas, las ubica dentro del
orden Sapindales, con afinidades cercanas a las Rutaceae, Burseraceae, Meliaceae y
Cneoraceae. Por ultimo, los estudios de variaciones de secuencias de los genes codificados en
cloroplastos (rbcL sequence data) aportaron nuevas evidencias que permitieron establecer de
manera clara la polifilia de la familia, ubicandola, al igual que lo propuesto por Cronquist, dentro
del orden Sapindales (Fernando y Quinn, 1995). El nuevo sistema de clasificacién, Angiosperm
Phylogeny Group Il (APG lll), las ubica dentro del clado Malvidas, manteniendo su ubicacion
dentro del orden Sapindales (Bremer y col., 2009; Haston y col., 2009).

Tradicionalmente, las Simaroubaceae sensu Engler se encuentran divididas en seis
subfamilias y nueve tribus (Engler 1931, Scholz 1964):

Subfamilia SURIANOIDEAE: incluye los géneros: Suriana, Cadellia, Guilfoylia y
Recchia. Cronquist, (1944d) y Dahlgren (1989) elevaron esta subfamilia al rango de familia:
Surianaceae, ubicandola en el orden Rosales.

Subfamilia SIMAROUBOIDEAE: comprende la mayoria de los géneros: Quassia,
Simarouba, Simaba, Samadera, Hannoa, Eurycoma, Harrisonia, Castela, Holacantha, Brucea,

Picrasma, Ailanthus, Picrolemma, Perriera, Gymnostemon, Soulamea y Amaroria. Los
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caracteres comunes de los miembros de este grupo son aquellos que son considerados como
atributos tipicos de la familia, como ser: la presencia de cuasinoides, carpelos separados con
estilos unidos, frutos drupaceos, filamentos con apéndices y la presencia de flores unisexuales.

Subfamilia KIRKIOIDEAE: incluye los géneros: Kirkia y Pleiokirkia. Fue elevada al
rango de familia por Takhtajan (1973, 1987) (Fernando y Quinn, 1992)

Subfamilia IRVINGIOIDEAE: incluye los géneros: Klainedoxa, Irvingia, y Desbordesia.
Takhtajan la reconoce como una nueva familia: Irvingiaceae, y la ubica en el orden Rutales
(Takhtajan, 1987).

Subfamilia PICRAMNIOIDEAE: comprende un Unico género: Picramnia

Subfamilia ALVAROIDEAE: comprende un Unico género: Alvaradoa

Con respecto a Picramnioideae y Alvaroideae, Cronquist (1944d) sugiere que existe una
relacion muy cercana entre los géneros Alvaradoa y Picramnia debido a que ambos poseen 2 a
3 carpelos fusionados con dos 6vulos por carpelo, estambres oposipétalos, e inflorescencias en
racimos largos y péndulos de flores pequefias. Ademas comparten caracteres distintivos en sus
hojas (Jadim, 1901) y en la anatomia del pericarpio (Fernando y Quinn, 1992).
Fitoquimicamente son los Unicos géneros en Simaroubaceae sensu Engler que no poseen
cuasinoides y producen antraquinonas (Hegnauer, 1983; Simé&o y col.,, 1991). Fernando y
Quinn (1992, 1995) basados en sus estudios de analisis de las secuencias rbcL, demuestran la
separacion de estos dos géneros del resto de los géneros que integran la familia, ubicandolos
fuera de la Familia Simaroubaceae, y mas aun fuera del orden Sapindales, y proponen una
nueva Familia: Picramniaceae, que incluye a los géneros Picramnia y Alvaradoa (Fernando y
Quinn, 1995). En el Ultimo sistema de clasificacion propuesto, The Angiosperm Phylogeny
Group (Haston y col., 2009), los géneros Alvaradoa y Picramnia se encuentran formando parte
de un nuevo orden: Picramniales, que contiene una Unica Familia: Picramniaceae, con solo
esos dos géneros. En esta tesis se adopté la clasificacion propuesta originalmente por Engler
(1931) y Cronquist (1944a, 1981), donde los géneros Picramnia y Alvaradoa quedan incluidos
dentro de la Familia Simaroubaceae.

Cronquist (1944d) reconoce 12 géneros americanos para la Familia:

-Suriana L., género tropical con una Unica especie, que se distribuye desde el sur de
Florida (Estados Unidos de América, EUA) hasta Brasil (Cronquist, 1944d).

-Recchia Sessé & Moc. Ex DC., con dos especies, ambas nativas de México.

-Picramnia Sw. nom. cons., es el género mas extenso, con aprox. 40 especies
neotropicales distribuidas desde Florida (EUA), México e Indias Occidentales hasta Suramérica
(Sur de Brasil, Paraguay y Argentina)

-Alvaradoa Liebm., con 5 especies de distribucion muy variada: una especie esta
restringida a Suramérica, otra se encuentra en el Sur de Florida (EUA), Cuba, Las Bahamas,
América Central y México y las 3 restantes son especies endémicas de la isla La Espafiola,

Cuba y Jamaica
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-Castela Turp., con 12 especies, dos de ellas sélo se encuentran en Suramérica, desde
Bolivia y Paraguay hasta Argentina y Brasil; tres especies son endémicas de Cuba, una de
Jamaica, y otra de La Espafiola. Cuatro especies se distribuyen por el Suroeste de Estados
Unidos hasta México y la ultima desde Texas y México al norte de Suramérica del Sur y las
islas Galapagos (Thomas, 1990a).

-Holocantha A. Gray, con dos especies, una se encuentra en Arizona y Sur de
California (EUA) y la otra en México (Cronquist, 1944d).

-Picrasma Blume., con 6 especies, con una especie distribuida por Suramérica y las
restantes desde el Norte de América del sur hasta México y las Indias Occidentales

-Picrolemma Hook. f., con dos especies, una se encuentra en Colombia y Perd, y la
otra en la cuenca Amazonica.

-Simarouba Aubl., género neotropical con 6 especies distribuidas desde Florida (EUA),
México, Antillas hasta Bolivia y Sur de Brasil (Cronquist, 1944b).

-Simaba Aubl., es el segundo género neotropical mas extenso, con 24 especies
distribuidas principalmente en la cuenca del Amazonas hasta Suramérica (Cronquist, 1944c).

-Quassia L. con una Unica especie, de distribucién continua desde Guyana, Venezuela
y Colombia hasta el norte de Nicaragua. (Thomas, 1990a) (Fig.6).

-Ailanthus Desf., una especie naturalizada, cultivada desde Estados Unidos hasta

Argentina. El género es nativo de Asia Oriental y cuenta con 15 especies (Cronquist, 1944d).

LAS SIMAROUBACEAE NATIVAS ARGENTINAS

En Argentina las Simaroubaceae estan representadas por 7 géneros y 9 especies: una
especie introducida Ailanthus altissima (Mill) Swingle y siete nativas, Castela coccinea Griseb.,
Castela tweedii Planch., Picrasma crenata. (Vell.) Engl., Alvaradoa subovata Cronquist,
Picramnia parvifolia Engl., Picramnia sellowii Planch., y Simaba glabra Engl. (Xifreda y Seo,
2006).

Las ocho especies nativas se distribuyen fundamentalmente entre dos Dominios
Fitogeogréficos: el Dominio Amazonico y el Dominio Chaquefio (Cabrera, 1971). EI Dominio
Amazénico constituye un enorme territorio cubierto de selvas tropicales y subtropicales,
bosques y sabanas. Ocupa toda la cuenca amazénica y la mayor parte de la cuenca del
Parana. En nuestro pais ocupa una superficie reducida que comprende dos provincias
fitogeogréficas: la provincia de la Yunga y la Paranaense (Fig. 1). El clima es célido y humedo,
con precipitaciones principalmente estivales, que varian anualmente de 900 a 2500 mm segun
las localidades y temperaturas medias entre 14°y 26 °C.

El Dominio Chaquefio cubre la mayor parte de la Republica Argentina, extendiéndose

practicamente desde el Atlantico hasta la Cordillera, y desde el limite con Paraguay y Bolivia
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hasta el norte de Chubut. Su vegetacion es variada: bosques xeréfilos caducifolios, estepas
arbustivas, sabanas y praderas. El clima es variado, predominando el tipo continental, con
lluvias moderadas a escasas, inviernos moderados y veranos calidos. Este dominio comprende
5 provincias fitogeograficas: La provincia Chaquefia, del Espinal, Prepunefia, del Monte y
Pampeana (Fig.1) (Cabrera, 1971).
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Figura 1: Clasificacion cartografica de las provincias Fitogeograficas Argentinas segin Cabrera (1971).
a: Version de regiones Fitogeogréaficas Argentinas (Cabrera, 1994). b: Version previa de la fraccion
noreste.
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Descripcion del Género Ailanthus Desf.

El género estd representado por arboles generalmente

dioicos, caducifolios, de hojas alternas, grandes vy

pinnaticompuestas. Las inflorescencias se disponen en

o ) _— paniculas terminales, las de flores estaminadas con olor
Figura 2: Rama fructifera de

Ailanthus altissima desagradable. Las flores son pequefias, imperfectas, a

veces perfectas, actinomorfas, con 5 o (6) sépalos imbricados, persistentes y 5 o (6) pétalos
induplicados-valvares caducos. Los estambres son exertos, 10 a 12 en las flores masculinas,
reducidos a 2 o 3 en las flores perfectas. El gineceo es dialicarpelar con 1 a 5 carpelos sobre el
disco lobulado, con un évulo central por carpelo. El fruto es un esquizocarpo de 5 samaras con
semilla  central (Xifreda y Seo, 2006), (Fig. 2, imagen tomada de:
http://images.mobot.org/tropicosthumbnails/Tropicos/294/).

En nuestro pais so6lo se encuentra una especie naturalizada: Ailanthus altissima (Mill.)
Single.

Descripcion del Género Alvaradoa Liebm.

Liebmann, Vidensk. Meddel Dansk Naturhist. Foren.
Kjobenhavn 1853 (3-4): 100. 1853 (1854); etimol.: El nombre
conmemora a Pedro de Alvarado, un miembro de la
expedicion realizada por Hernan Cortés en México.

Arbustos o arboles pequefios 0 medianos, hasta 15m de

altura; hojas imparipinadas, con 16-24 foliolos de 5 cm de

Figura 3: Rama con infrutescencia
de Alvaradoa amorphoides:

largo o menores, oblongos, peciolulados, glabros en el haz y

pilosos en el envés, de apice emarginado u obtuso. Flores
pequefas, imperfectas, en general pentameras, en racimos largos y delgados. Flor estaminada
con 5 sépalos, 5 pétalos delgados alternisépalos, 5 estambres alternipétalos, insertos en la
base del disco lobulado. Flor pistilada con 5 sépalos y gineceo tricarpelar, ovario inserto en la
base de un disco, 2 carpelos estériles, el tercero fértil, unilocular con 2 6vulos basales. Samara
o aquenio inflado, con tres estilos persistentes (Fig. 3, imagen tomada de:
http://www.regionalconservation.org/images/Plantimages/Alvaamor). Granos de polen

pequefios, colpos cubiertos por una membrana con espinulas y exina muy delgada y tectada
(Xifreda y Seo, 2006).


http://images.mobot.org/tropicosthumbnails/Tropicos/294/
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El género cuenta en nuestro pais con una especie: Alvaradoa subovata Cronquist.
(Brittonia 5 (2):134, 1944).

Descripcién del género Castela Turpin.

Turpin, Ann. Mus. Natl. Hist. Nat. 7:78, t. 5 1806; etimol.,
en honor a R. N. Castel (1797), autor de poesias sobre
plantas.

Arbustos o pequefios arboles con ramas espinescentes,

Figura 4: Rama florifera de | dioicos, la corteza muy amarga. Hojas alternas, simples,

Castela erecta subsp. texana ovadas, elipticas, brevemente pecioladas, coridceas a

cartaceas con el borde dentado. Inflorescencia: cimas paucifloras axilares o racimos pequefios.
Flores pequefas, perfectas, rojizas o verdosas. Sépalos 4, libres o soldados en la base,
persistente en el fruto (Fig. 4, imagen tomada de: http://aggie-

horticulture.tamu.edu/ornamentals/natives/shrubs/castelere4601). Pétalos 4, libres, imbricados,

mas largos que los sépalos. Flores estaminadas con 8 estambres desiguales, insertos en la
base de un disco 8-lobado, filamentos pilosos, engrosados o no hacia la base, apéndice
estipular. Pistilodio ausente o rudimentario. Flores pistiladas con 8 estaminodios, 4 carpelar,
unidos por los estilos, con estigmas libres y divergentes, con carpelos uniloculares y
uniovulados. Disco hipégino carnoso, 8-lobulado. Estilo corto, con estigma 4-fido, a menudo de
I6bulos circinados. Fruto esquizocarpico de mericarpios drupaceos, sobre un ginéforo poco
engrosado. Grano de polen mediano, con la membrana del colpo lisa y exina del tipo reticulado
(Xifreda y Seo, 2006).

Género con la presencia de dos especies en Argentina (Fabris, 1965; Pirani, 1987):

Castela coccinea Griseb., (Abh. Konigl. Ges. Wiss. Gottingen 19:107. 1874); y Castela
tweedii Planch. (London J. Bot. 5:569. 1846).

I Descripcion del género Picramnia Sw. non. cons.

/-‘" . S Swartz, Prodr.: 2, 27. 1788: Del griego picros= amargo, Yy
thamnos= arbusto Nom. Cons.

Arbustos a subarbustos de porte medio, en general dioicos.
Hojas alternas, pari o imparipinadas, con foliolos alternos a
opuestos, generalmente asimétricos. Inflorescencia:

pseudoespigas o racimos simples o reunidos en paniculas, con

Figura 5: Rama fructifera de 3 L . . N
Picramnia pentandra bracteas diminutas, terminales o axilares. Flores pequefias,
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verduscas a amarillentas o purpureas, imperfectas. Sépalos 3 a 5 imbricados, parcialmente
unidos, persistentes en el fruto. Pétalos 3 a 5 de prefloracion imbricada, lineares u oboval-
espatulados, valvares; rara vez ausentes. Estambres 3 a 5, oposipétalos, insertos en la base
de un disco 3 a 5 lobados en las flores pistiladas. Ovario dialicarpelar con 2 a 3 carpelos, 2 a 3
locular, con un disco basal 3 a 5 lobulado, estilo corto, con 2 o 3 estigmas bilobado,
persistentes en el fruto, con 2 6vulos subapicales en cada léculo; ovario reducido a un pistilodio
pequefio en la flor estaminada. Fruto: baya 1-2 locular, de color vistoso, generalmente con 1 o
2 semillas (Fig. 5, imagen tomada de:
http://collections.mnh.si.edu/media/?i=10361045&w=1000). Semillas sin endosperma. Granos

de polen pequeiios, colpos con membrana granulada y exina delgada, con la exina de tipo
estriada (Xifreda y Seo, 2006).

En Argentina viven 2 especies nativas (Pirani, 1987): Picramnia parvifolia Engl., (en
Martius, Fl. Bras. 12(2): 242, pl. 49. 1874) y Picramnia sellowii Planch., (London J. Bot. 5:
578. 1846).

Descripcion del género Picrasma Blume.

Blume, Bijdr. Fl. Ned. Ind.: 247, 1825; etimol.: del griego
“picrasmos”, alude al sabor amargo de la madera.

Arboles o arbustos de corteza con principios amargos.

Figura - Inflorescencia de | Hoias alternas, imparipinadas, con foliolos opuestos, de

Picrasma quassioides borde entero o dentado. Inflorescencias cimas

compuestas redondeadas, axilares, sin bracteas. Flores pequefas, verduscas, imperfectas
(Fig. 6, imagen tomada de:
http://images.mobot.org/tropicosthumbnails/Tropicosimages2/100264000/). Sépalos 4-5,

imbricados. Pétalos 4-5, mas grandes que los sépalos, valvares. Flores estaminadas con 4-5
estambres alternipétalos, insertos en la base de un disco 4-5 lobulado, filamentos pilosos.
Flores pistiladas con 4-5 estaminodios cortos; carpelos 2-5 sobre ginéforo anular, unidos por
los estilos, con estigmas libres, con un 6vulo basal en cada carpelo. Fruto drupa con 1-5
carpidios. Grano de polen mediano, membrana del colpo lisa y exina reticulada.

En la Argentina se encuentra una especie. (Pirani, 1987; Xifreda y Seo, 2006):
Picrasma crenata (Vell.) Engl., Engl. u. Prantl, (Nat. Pflanzenfam. 3 (4): 222. 1896).
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Descripcion del género Simaba Aubl.

Aublet, Hist. Pl. Guiane 1:400, t. 1775; etimol.: nombre
dado a estas plantas en Guyana.
Arboles, arbustos o subarbustos; con principios

amargos en todos los drganos. Hojas alternas,

Figura 7: Rama con inflorescencias
de Simaba cedron pinaticompuestas, generalmente imparipinadas, rara

vez unifolioladas, foliolos opuestos a subopuestos o alternos. Inflorescencias en racimos o
paniculas terminales, generalmente largas (Fig.7, imagen tomada de:

http://images.mobot.org/tropicosthumbnails/Tropicosimages2/294/MOA-03971). Flores

perfectas, generalmente vistosas. Sépalos 4 0 5 parcialmente unidos. Pétalos 4 o 5, libres, mas
grandes que los sépalos, oblongos, valvares. Estambres diplostémonos, generalmente de dos
tamafios; filamentos provistos de una parte de la base de un apéndice piloso. Gineceo sobre un
ginoforo visible, 4 o 5 carpelos uniloculares, unidos por los estilos; un 6vulo axial, péndulo,
estigma capitado o lobado. Fruto drupa. Exina del grano de polen reticulada y homogénea.

En Argentina se ha citado una especie en base a una unica coleccion (Xifreda y Seo,
2006): Simaba glabra Engl., en Martius, Fl.Bras. 12 (2): 217, t.43. 1874.

Con respecto a Simaba glabra, Sleumer (1953) dice que “este género, segun Molfino,
consta de una Unica especie en Misiones que fue recogida una sola vez por Molfino mismo, y
de la cual no he visto el material” y afirma que la especie no fue encontrada nuevamente en

Misiones.

ANTECEDENTES DE LA FAMILIA SIMAROUBACEAE.

Desde el punto de vista de la morfoanatomia de la familia son escasos los trabajos que
aportan datos sobre los caracteres macroscépicos y aun menor, de los caracteres
microscopicos de especies nativas argentinas de esta familia. Las obras clasicas de anatomia
(Solereder, 1908 y Metcalfe y Chalk, 1972), informan caracteres anatomicos generales de las
hojas, cortezas y maderas, comprendiendo la mayoria de los géneros de la familia. Basado en
Engler (1931), Webber (1936) analizO0 de forma sistematica el lefio de 58 especies
representantes de la familia, describiendo caracteres macroscopicos y sobre todo
microscopicos del lefio de especies del género Picramnia, Alvaradoa, Picrasma y Castela,
especies todas pertenecientes a climas tropicales y subtropicales. Asimismo, se incluye en
dicha publicacion una clave de maderas para identificar las diferentes subfamilias que
integraban el grupo Simarubées, descripto inicialmente por Jadim (1901). Relativamente pocas
maderas de Argentina han sido ilustradas micrograficamente, a pesar de las ventajas evidentes
que ello representa para su reconocimiento. O’Donell (1937) realiza un estudio comparativo de

la anatomia del lefio de tres especies nativas argentinas: A. subovata (A. amorphoide), P. palo
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amargo (P. crenata) y C. coccinea y considera que, a pesar de las diferencias climaticas con
las regiones tropicales, se registran algunos caracteres anatomicos de indole general que
concuerdan con los citados por Webber (1936) al analizar el lefio de dichas especies
pertenecientes a climas tropicales y subtropicales. Respecto a caracteres microscopicos de
cortezas, solo se circunscriben a la especie A. altisssima, en base a las descripciones de Muller
(1908). Por otra parte, Di Sapio y col., (1997) analizaron caracteres anatomicos de cortezas y
leflos de A. altisssima, Quassia amara y C. tweedii a fin de contribuir al conocimiento y
delimitacion de las citadas especies. Con el propésito de facilitar la identificacion rapida de
maderas duras, Wheeler y col., (1986, 1989) generaron una base de datos con caracteres
microscépicos de las mismas, incluyendo el género Picramnia, Alvaradoa y Ailanthus. En lo
concerniente a hoja, Jadin (1901), Solereder (1908) y Metcalfe y Chalk (1972), describen
caracteristicas de los tricomas, nectarios extraflorales, canales secretores, entre otros, en
diferentes géneros de Simaroubaceae. Existen numerosos trabajos que se ocupan del estudio
anatomico y fisiolégico de los nectarios florales y extraflorares, glandulas y tricomas
glandulares de A. altissima (Bory y Maczulajtys, 1978; Clair-Maczulajtys y Boris, 1983, 1985;
Kowarik y Sdumel, 2007; Shi y col., 2011). Fernando y Quinn (1992) y Xifreda y Sanso (1998)
estudiaron la anatomia del pericarpio y la morfologia polinica de distintas especies
representantes de la familia como aportes taxondémicos y sistematicos que contribuyeron a la
re-circunscripcién de la familia. Por altimo, Arambarri y col. (2008) describen la anatomia foliar
de arboles y arbustos de la provincia Biogeografica Paranaense donde se encuentra P.
crenata, de la region de las Yungas describieron las hojas de A. subovata (Arambarri y col.
2009), y de la region Chaquefia semiérida destacaron los caracteres xeromérficos de hojas de
C. coccinea (Arambarri y col., 2011).

La carencia de estudios estructurales en relacion al habitat de estas especies hizo
necesario la ampliacion de las investigaciones morfo-anatomicas de los 6rganos vegetativos en
relacion a diferentes condiciones ambientales, basandonos en el concepto de que el fenotipo
es una expresion de la interrelacion entre genotipo y ambiente (Schlichting y Smith, 2002).
Muchos caracteres morfoldgicos estan claramente relacionados con las condiciones
ambientales. Las variaciones morfoanatomicas en respuesta al ambiente se expresan mejor en
la hoja, por lo que el espectro de variacién de la anatomia foliar provee una indicacion de la
plasticidad ecoldgica de cada especie (Roth, 1984). Con respecto a la corteza, a pesar de la
riqueza de caracteristicas y peculiaridades que nos ofrece su anatomia, rara vez se la utiliza
para consideraciones taxondmicas. Varios autores sefialan la importancia de sistematizar su
estudio tanto a nivel macro como microscopico, definiendo los elementos Utiles para el
reconocimiento de las especies (Garlant y col., 2002). El espesor de la corteza es un caracter
propio de la especie y estd altamente influenciado por los factores ambientales. EI nUmero de
peridermis acumuladas en el ritidoma es indicativo de algunas condiciones del medio; cuando

el vegetal requiere de una mayor proteccion ante condiciones extremas, se acumulan mayor
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namero de capas protectoras de sUber, hasta un limite caracteristico para cada especie (Roth,
1981; Trockenbrodt, 1994).

En los dltimos afios ha habido un aumento del interés por el estudio de la anatomia
ecoldgica de la madera con el fin de entender posibles mecanismos evolutivos del xilema
(Bailey y Tupper, 1918), y tendencias filogenéticas (Carlquist, 1975, 1980). Se han obtenidos
resultados prometedores mediante la comparacion de la incidencia de varias caracteristicas
anatémicas de la madera en floras lefiosas, o diferentes tipos de vegetacion desarrolladas en
diferentes medios ecolbgicos, a través del andlisis de los patrones de variacion dentro de
géneros o familias con una gran amplitud ecolégica (Weber 1936; Carlquist, 1975, 1977; Baas,
1976, 1982). Segun Bass y col. (1983), en todos estos estudios se ha supuesto tacitamente
gue la mayor parte de las variaciones de las tendencias ecoldgicas observadas se fijan
genéticamente, y que las mismas son el resultado de la seleccion. Por otro lado, la plasticidad
fenotipica es un gran componente de las caracteristicas anatomicas de la madera, y puede
contribuir a las tendencias ecoldgicas observadas. Por tales motivos, se han realizado
diferentes estudios anatémicos estructurales de maderas priorizando el analisis del efecto de
algunos pardmetros ecolégicos como humedad, temperatura, estacionalidad, altitud vy
distribucion geografica sobre caracteres anatoémicos cuantitativos como diametro de poros,
frecuencia de vasos, grado de agrupamiento de los vasos, longitud de elementos vasculares y
tamafio de punteaduras intervasculares. También se ha hecho énfasis en la presencia de
engrosamientos y tipos de placas de perforacion, asi como de un sistema de conduccién
subsidiario representado por elementos traqueales imperforados (Lindorf, 1994). Las
tendencias ecolégicas han sido interpretadas como el resultado de adaptaciones funcionales a
factores ambientales y al considerar el transporte de agua como una de las principales
funciones del xilema (Zhang y col., 1992), es l6gico esperar que los estudios ecoanatémicos
estén orientados hacia aspectos relacionados con los elementos de conduccion. Los estudios
ecoanatémicos han buscado conocer cémo varian algunos elementos xilematicos ante cambios
en las condiciones del medio donde crece la planta (Baas, 1976; Baas y col., 1983; Baas y
Carlquist 1985; Carlquist y Hoekman 1985; Zhang y col., 1992; Villagra y Roig, 1997; Moglia y
Lépez, 2001). Lindorf (1994, 1997) y Ledn (2001), entre otros, tomaron como elemento béasico
de andlisis los indices de vulnerabilidad y mesomorfia propuestos por Carlquist (1977), con los
cuales se busca determinar el grado de seguridad o eficiencia que presentan los elementos de

conduccién que se desarrollan en un medio determinado.

No existen hasta el momento trabajos que abarquen en forma integral el conocimiento
sobre los caracteres ecoanatémicos de los 6rganos vegetativos, (hoja, peciolo, tallo, lefio,
corteza) de ninguna de las especies propuestas para el estudio de la presente tesis. Se
especula aportar nuevos datos anatdbmicos que avalen los nuevos reordenamientos

taxondmicos propuestos para esta familia por Cronquist (1944;), Fernando y Quinn, (1992,
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1995), y en relacion al dltimo sistema de clasificacion APGIII (Haston y col., 2009).Las hojas, y
principalmente las cortezas y maderas, de las especies de la flora de Argentina han sido poco
estudiadas desde el punto de vista micrografico,por tal motivo, el estudio exo y
endomorfologico brindaré aportes para la futura elaboracion de farmacopeas herbarias locales
que brindardn un conocimiento avalado en forma cientifica de las especies utilizadas en
medicina popular y que facilitaran el control de calidad de las mismas, teniendo en cuenta que
el analisis micrografico de las especies biol6gicamente activas, es requisito indispensable en
las Farmacopeas Herbarias.

USOS MEDICINALES DE LA FAMILIA.

La familia Simaroubaceae fue la fuente de medicinas antimalaricas del nuevo mundo,
Quassia amara, su mas conocida representante, fue descubierta en 1730 en Surinan por un
esclavo llamado Kwasi quien trataba casos de fiebre intermitentes con decocciones de la
corteza de estas plantas. En reconocimiento a este descubrimiento y a su descubridor, Linneo
le dio a dicha planta el nombre cientifico Q. amara (que significa quassia amarga). De hecho,
Q. amara es una de las especies amazodnicas con mayor reputaciéon antimalarica, tanto en
tratamientos preventivos como de curacion (Vigneron y col., 2005). En América central y el
norte de Suramérica, la madera y la corteza de Q. amara se consumen en forma de ténico
amargo digestivo, contra la diarrea y para contrarrestar las fiebres malaricas (Ocampo y
Maffioli, 1987; Martinez, 1992, Ocampo, 1995). El lefio y corteza de Q. amara han sido
utilizados ademas, como ténico estomacal, como emético, para el tratamiento de fiebres,
antihelmintico (Barbetti y col., 1987) e insecticida (Lewis y Lewis, 1977; Ninci, 1991).

Desde entonces, las Simaroubaceae en general, han sido utilizadas tradicionalmente

para el tratamiento de amebiasis, disenteria, parasitos intestinales, para combatir fiebres
intermitentes (Chan y col., 1986; Dou y col., 1996b; Cabral y col., 1993; Bertani y col., 2007) y

como insecticidas (Curcino-Vieira y Braz-Filho, 2006); asi, especies del género Ailanthus son
utilizadas en la medicina popular China para el tratamiento de resfrios y enfermedades
gastricas (De Feo y col., 2003) y especies del género Brucea contra disenteria, malaria y
cancer (Kimy col., 2003). En México, especies del género Castela son utilizadas popularmente
para el tratamiento de enfermedades del higado, para aliviar dolores estomacales y como
antiespasmadicas (Kubo y col.,, 1992). En la medicina tradicional Africana se utilizan
decocciones de especies de Hannoa para tratar fiebres y trastornos gastrointestinales
(Vanhaelen-Fastre y col., 1986); en Brasil, especies del género Picrasma son utilizadas

tradicionalmente contra la Diabetes mellitus, disturbios géastricos e hipertension (Novello y col.,
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2003), mientras que en Asia e Indonesia se utilizan como febrifugas y como sustituto de la
quinina (Koike y Ohmoto, 1990)

Las propiedades medicinales asociadas a estas plantas han sido atribuidas a la
presencia de ciertos compuestos amargos denominados colectivamente “cuasinoides”. Los
primeros estudios realizados sobre la actividad antimalarica de extractos de Simaroubaceae
datan de 1947 (Spencer y col., 1947). Sin embrago, fue a partir del descubrimiento en los afios
setenta de la potente actividad antileucémica de la bruceantina, cuasinoide de 20 carbonos,
gue los estudios relacionados con las actividades biolégicas de especies pertenecientes a la
Familia Simaroubaceae han aumentado enormemente; asi se ha reportado: actividad
antileucémica (Kupchan y col., 1975; Fukamiya y col., 1992; Okano y col., 1985; Yoshimura y
col., 1985), antitumoral (Geran y col., 1972; Tamura y col., 2003), citotoxicidad contra diversos
carcinomas humanos (Fukamiya y col, 1992), antimalarica (Dou y col., 1996b; Chan y col.,
1989; Muhammad y col., 2004), anti alimentaria (Polonsky y col., 1989; Daido y col., 1995) e
insecticida (Kubo y col., 1992), herbicida y herbi-estatica (Heisey, 1990; Heisey y Heisey, 2003;
Jiwajinda y col., 2001) antiparasitaria y nematicida (Watanabe y col., 2000; Jiwajinda y col.,
2002).

FITOQUIMICA DE LA FAMILIA SIMAROUBACEAE.

Cuasinoides

Quimicamente, las Simaroubaceae estdn caracterizadas por la produccién de
compuestos amargos denominados colectivamente cuasinoides. Los cuasinoides son
triterpenos degradados o lactonas altamente oxigenadas, con uno O mas centros
estereogénicos. Sus precursores biosintéticos son similares a los de los limonoides, son
biosintetizados a través de la via biogenética de los triterpenoides, a partir de triterpenos
tetraciclicos (Polonsky, 1973; Curcino-Vieira y Braz-Filho, 2006). Estos principios amargos son
exclusivos de esta familia y por lo tanto constituyen marcadores taxonémicos excepcionales
(Clark, 1937; Dreyer, 1983; Bhatnagar y col., 1987; Siméo, y col., 1991). Se han aislado e
identificado, hasta el momento, mas de 200 cuasinoides diferentes (Polonsky y col., 1985;
Siméo,y col., 1991; Guo y col., 2005).

Presentan 5 tipos de esqueletos bésicos (Fig. 8):

a- Esqueleto de 18 &tomos de carbono (C18) denominado esqueleto

lauricolactano (Fig.9).

b- Esqueleto de 19 &atomos de carbono (C19) denominado esqueleto
cedrolidano (Fig.10 y 13).
C- Esqueleto de 20 &tomos de carbono (C20) denominado esqueleto

quasolidano. (Fig.11y 12)
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d- Esqueleto de 22 carbonos (C22) denominado esqueleto picrolemnaniano
e- Esqueleto de 25 atomos de carbono (C25) denominado esqueleto
simarolidano.
o 0
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Figura 8: Esqueletos carbonados basicos de los cuasinoides.

Los de mayor ocurrencia son los de 20 atomos de carbono. Los cuasinoides de C20
poseen una funcion &-lactona, los de C19 y C18 una y-lactona, y &-lactona y y-lactona en los
restantes (Fig.8), con grupos hidroxilos, hidroxilos esterificados, grupos carbonilos, metoxilos y
carboximetoxilos.

Se han aislado quasinoides O-glicosilados de especies de Brucea y Picrasma (Curcino-
Vieira y Braz-Filho, 2006).

Figura 9: Cuasinoides de C18, A: Samaderina, aislado de Samadera indica; B:

Eurycomalactona, aislado de Eurycoma longifolia.

OH
HO, -
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Figura 10: Cuasinoides de C19. A: (19): Shinjulactona y B: Ailantinol, aislados de A. altissima,;

C: Poliandrol, aislado de C. poliandra.
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Figura 11: Cuasinoides de C20, A: Castelanina, B: Chaparrina; aislados de C. tortuosa.
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Figura 13: Cuasinoides de C19, tipo cuasina. A: B-dihidronor neocuasina, B: 16-B-O-

metilneocuasina y C: 16-B-3-0-etilneocuasina, aislados de P. crenata.

Alcaloides

Realmente no existe una definicién sencilla del término alcaloide puesto que no existe

una delimitacion clara entre alcaloides y aminas complejas de origen natural. Los alcaloides

tipicos derivan de plantas, contienen uno o mas atomos de nitrégeno, generalmente formando

parte de un anillo heterociclico, son de naturaleza basica y se encuentran normalmente en

estado de sales. Biogenéticamente derivan de aminoacidos y generalmente poseen algun tipo

de accion fisiologica sobre el hombre y los animales. Hasta el momento se han aislado e

identificados unos 10.000 alcaloides de fuentes naturales.

De distintas especies de la familia Simaroubaceae se han aislado e identificado

alcaloides del tipo inddlicos. Se encontraron de dos tipos, ambos derivados del triptéfano: las

cantinonas y los 3-carbonilicos (Fig. 14).
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Figura 14: Alcaloides indélicos de Simaroubaceae. A: Cantin-6-ona, R=H; B: 1-metoxicantin-6-

ona, R=OCHps; C: Metil 4-metoxy-B-carbolina-1-carboxilato.

Dentro del primer grupo, de la cantinona (3-metilcantin-2,6-diona), se encuentra
reportado el aislamiento de al menos 5 alcaloides de Q. amara (Barbetti y col. 1993, Barbetti y
col., 1987, Barbetti y col., 1990, Njar y col., 1993) de A. altissima (Varga y col., 1980), de
Leitneria floridana (Readel y col., 2003) y de Eurycoma harmadiana (Kanchanapoom y col.,
2001) (Fig. 15).

El segundo grupo consta de derivados de la B -carbolina: 1-vinil-4,8-dimetoxi-3-
carbolina, 1-metoxicarbonil- B -carbolina y N-metoxi- 1-vinil- B —carbolina, entre otros, fueron
aislados de Q. amara (Barbetti y col. 1987, Furlan y col.1994) P. crenata (Sanchez y Comin,
1971) Eurycoma harmadiana (Kanchanapoom y col., 2001) y A. altissima (Varga y col., 1980)

(Fig. 16).
Va —\ «
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Figural5: Alcaloides del tipo cantinona; A: 3-metilcantin-2,6-diona; B: 5-hidroxi-3-metil-4-

metoxicantin-2,6-diona.

Figura 16: Alcaloides del tipo B-carbdnilicos. A: N-metoxi-1-vinil-B-carbolina; B: 1-vinil-4,8-

dimetoxi- B-carbolina; C: 1-metoxi- $-carbolina.
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Compuestos polifendlicos

Los compuestos polifenélicos probablemente constituyan el mayor grupo de metabolitos
secundarios de plantas. Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y forman
parte de la mayoria de los compuestos que poseen estructuras arbmaticas, que van desde
estructuras simples con un anillo aromatico hasta sustancias poliméricas muy complejas como
los taninos y lignanos. Generalmente, el origen biosintético de estos compuestos involucra la
via del acido shikimico, aunque algunos fenoles pueden poseer anillos aromaticos derivados de
la condensacion del acetato. Los compuestos fendlicos de interés farmacéutico incluyen:
compuestos fendlicos simples, taninos, cumarinas, antraquinonas, flavonas y glicésidos
flavonoides, antocianidinas y lignanos. A continuacion, solo se describiran los compuestos
fendlicos que han sido aislados o reportados para especies de la Familia Simaroubaceae:

cumarinas y flavonoides.
Cumarinas

Las cumarinas son benzo 2-pironas o lactonas de los &cidos orto- hidroxi-cinamicos, sus
estructuras son muy variables, se conocen mas de 800 en los vegetales superiores (Bruneton y
Barton, 1991). De ellas, las mas sencillas, se encuentran ampliamente distribuidas en todo el
reino vegetal. Aparte de algunos casos raros, como la cumarina, todas las cumarinas
conocidas se encuentran sustituidas en el C; por un hidroxilo. Esta sustituciéon en el anillo

bencénico por hidroxilos, puede ser doble (C¢ y C;) o incluso triple (Cg, C;y Cg).

A N a-pirona
Anillo
bencénico i (@) O
HO 0] 0 HO 0~ X0 H (0] (0]
B C D

Figura 17: A: Estructura basica de las cumarinas: 1,2-benzopirona; Cumarinas simples: B:
R1=R3= H, R2= OH: Umbeliferona; C: R1=R2=0H, R3=H: Esculetina; D: R1=0CH3;, R2=0H,
R3=H: Escopoletina.

Se las clasifica en dos grandes grupos: Cumarinas simples, que derivan de los acidos
cinamicos, y pueden encontrarse en forma de glicosidos (Fig. 17); y Furano-cumarinas, que

poseen un ciclo suplementario que implica la alquilacion del nacleo aromatico en Cg (Fig.18).
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Figura 18: Estructura basica de Furano-cumarinas.

Una propiedad interesante de las cumarinas es su fluorescencia bajo luz ultravioleta.
Aungue dicha fluorescencia no constituye una caracteristica Unica o distintiva de este grupo de
compuestos quimicos, puede ser considerada de valor diagnéstico cuando se la utiliza
correctamente (Soine, 1964). La mayoria de las cumarinas fluorecen de color azul bajo luz UV.
Hay que diferenciar las cumarinas de las cromonas simples, éstas presentan fuertes
absorciones entre 240 y 250 nm, mientras que las cumarinas simples absorben a 274 y 311 nm
debido a los anillos bencénicos y a pirona respectivamente y presentan variaciones segun sus
sustituyentes. Las sustituciones oxigenadas en C-7 causan un efecto batocromico en la banda
de la a pirona (Murray y col., 1982).

Jacobs y col. (2007) y Kanchanapoom y col. (2001) reportaron el aislamiento de
escopoletina en Castela macrophylla y Eurycoma harmadiana respectivamente. El primer
“cumaroil-cuasinoide” aislado de fuentes naturales, el 11-O-trans-p-cumaroilamarolido (Fig.19)

fue aislado de una Simaroubaceae (Dou y col., 1996a).

Figura 19: Cumaroil cuasinoide: 11-O-trans-p-cumaroilamarolido

Flavonoides

Los flavonoides, metabolitos secundarios fendlicos de las plantas por excelencia, son en
su mayoria los pigmentos responsables de la coloracion de las flores y de algunos frutos. Se
encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal, generalmente en forma soluble como
heterdsidos. Se acumulan en vacuolas de distintos tejidos vegetales donde cumplen funciones
regulatorias y protectoras. Actian como comunicadores planta-ambiente al ser reconocidos por
polinizadores debido a su color y olor (Harborne y Williams, 2000). Poseen la formula quimica
bésica Cs-C3-Cs, ¥y un nicleo bésico: el 2-fenil cromano (Fig. 20A). De acuerdo al grado de
oxigenacion del C-3, se los clasifica como flavonas (Fig. 20B), flavonoles (Fig. 20C),

isoflavonas (Fig. 20D), flavanonas (Fig. 20E) y dihidroxiflavonoles (Fig. 20F). La presencia de
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dobles enlaces conjugados en su molécula hace que emitan fluorescencia brillante cuando son
excitados por la luz UV. Los espectros UV de la mayoria de los flavonoides consisten de dos
maximos de absorcién, uno que aparece en el rango de los 240-285 nm (Banda Il) y otro en el
rango entre los 300 y 400 nm (Banda I). En general se considera que, la absorcion de la banda
Il corresponde a la absorcion del sistema benzoilo del anillo A, y la banda | al sistema cinamoilo
del anillo B (Fig. 20A) (Harborne y Mabry, 1982). Las flavonas absorben entre los 304 y 350 nm
mientras que los flavonoles lo hacen entre los 352 y 385 nm., por lo tanto, la posicion del pico
de absorcion correspondiente a la banda | provee una idea de qué tipo de flavonoide se trata.
Mas aun, las flavonas y flavonoles altamente oxigenados tienden a absorber a mayores
longitudes de onda que aquellas con pocos sustituyentes oxigeno. Por otro lado, la banda Il se
ve significativamente afectada por los cambios en el patron de oxigenacion del anillo A, y sufre
corrimientos que van desde los 250 nm para la flavona, a los 252 nm en la 7-hidroxiflavona y
hasta los 282 nm en la trihidroxiflavonas. La metilacion o glicosilacion del nucleo flavonoide en
posicion 3-, 5 y 4’ resulta en corrimientos hipsocromicos, principalmente de la banda |
(Harborne y col., 1975).

Figura 20: A: Estructura basica de los flavonoides, nucleo 2-fenil-cromano; Estructuras basicas

de: B: Flavonas; C: Flavonoles; D: Isoflavonas; E: Flavanonas; F: Dihidroxiflavanonas.

Debido a su capacidad de inhibir enzimas especificas, estimular hormonas y
neurotransmisores y secuestrar especies reactivas del oxigeno (Havsteen, 2002) exhiben una
amplia gama de efectos biologicos, entre las que se incluyen acciones antibacterianas,
antivirales, antiinflamatorias y vasodilatadoras (Wenzel y col., 2000; Kim y col., 2004). Los
flavonoides han demostrado ser eficientes secuestradores de ERO, por ejemplo, del anion
superoéxido, del radical hidroxilo o peroxilo. También pueden actuar como secuestradores de
oxigeno singlete (Harbone y Williams, 2000). Se ha probado la capacidad como agentes

hepatoprotectores de varios flavonoides (Middleton y Kandaswarmi, 1994) asi como también su
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accion contra la disenteria, como antidiarreicos y contra diversas enfermedades

gastrointestinales de origen infeccioso (Galvez y col., 1993).

EVALUACION DE LAS ACTIVIDADES BIOLOGICAS

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

A pesar de que las plantas medicinales son raramente utilizadas como antioxidantes en
la medicina tradicional, sus propiedades terapéuticas podrian deberse, en parte, a la presencia
de compuestos secuestradores de radicales libres.

El oxigeno es un elemento esencial para los organismos aerébicos, es el aceptor
terminal de electrones durante la respiracion celular, la cual es la principal fuente de energia en
estos organismos. Sin embargo, en determinadas condiciones puede resultar téxico (Martinez-
Cayuela, 1995). El oxigeno puede ser parcialmente reducido durante el metabolismo normal o
en respuestas inflamatorias generando moléculas reactivas denominadas Especies Reactivas
del Oxigeno (ERO). La produccidn de las mismas también puede darse como consecuencia de
la exposicion (enddgena o exdgena) a una gran variedad de quimicos.

Estas ERO pueden contener un numero impar de electrones como los radicales libres:
superéxido (O,¢), hidroxilo (HO-), hidroperéxido (HO,*) y otros. Las Especies Reactivas del
Nitrdgeno como el éxido nitrico (NO-) y peroxinitrito (ONOO-) también tienen niumero impar de
electrones. En contraste, algunas ERO pueden contener un nimero par de electrones como el
peroxido de hidrégeno (H,O,) e hidroperoxido lipidico (ROOH) (Halliwell, 1997; Prior y col.,
2000). Las ERO son electrofilicas y atacaran centros nucleofilicos en las células causando: la
oxidacion de acidos grasos (lipoperoxidacion), una reaccién autocatalitica que lleva al deterioro
de las membranas celulares y cuyos productos finales (aldehidos, cetonas, etano, pentano,
entre otros) contribuyen al efecto téxico producido; la oxidacion de proteinas y lo mas
importante, dafio al ADN (Halliwell, 1997; Desmarchelier y col., 1999).

Afortunadamente las células poseen sistemas de defensa para neutralizar la toxicidad
de las ERO. Estos pueden ser antioxidantes enddgenos o enzimaticos que incluyen las
enzimas superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GP) y glutation
reductasa (GR), asi como antioxidantes de alto peso molecular, como albimina vy ferritina, y de
bajo peso molecular, como glutation (GSH) y &cido Urico. Los antioxidantes exdgenos ingresan
al organismo a través de los alimentos, como por ejemplo las vitaminas E y C y el 3-caroteno.
Algunos metales como selenio, cobre, zinc y magnesio (en ocasiones forman parte de las
enzimas antioxidantes) también son fundamentales en esta proteccion celular (Desmarchelier y
col., 1999; Issa y col., 2006)

El estrés oxidativo se produce cuando existe un desbalance entre la velocidad de

generacién y detoxificacion de ERO, que lleva a una sobreproduccién de éstas.
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En los Ultimos afios se ha acumulado evidencia que sugiere la existencia de una
relacién entre el estrés oxidativo y el origen de numerosas enfermedades. Por ejemplo las
células fagociticas del sistema inmune producen grandes cantidades de radicales libres como
parte del mecanismo que les permite destruir los agentes extrafios. Si bien esto constituye una
defensa contra la infeccion, hay enfermedades (como la artritis reumatoidea) que se producen
por exceso de activacion fagocitaria y el consecuente dafio a los tejidos (Desmarchelier y col.,
1999).

Ademas el estrés oxidativo puede causar envejecimiento y ciertas enfermedades
degenerativas humanas incluyendo, cancer (Halliwell, 2007), enfermedades cardiovasculares
(Virgili 'y col,, 2001; Johnson, 2001), esclerosis mdultiple, enfermedad de Parkinson,
enfermedades del sistema inmune y demencia senil (Thériault y col., 2006). Asimismo se
presume que puede estar relacionado con el desarrollo de Diabetes Mellitus, hipertension,
enfermedades inflamatorias, lesiones neoplasicas, leucemia (Cieslik y col., 2006) y diversas
enfermedades del tracto gastrointestinal (Desmarchelier y col., 1999). Los radicales libres del
oxigeno estan involucrados en la patogénesis de lesiones isquémicas en la mucosa del
intestino, por lo tanto los compuestos antioxidantes juegan un rol preponderante en el
tratamiento de las lesiones intestinales generadas por isquemias (Sasaki y Joh, 2007). Con
estos antecedentes, la busqueda de compuestos antioxidantes naturales de origen vegetal, o
de extractos vegetales con actividad antioxidante se ha convertido en una alternativa
interesante para numerosos equipos de investigacion (Moure y col., 2000).

Existen distintos métodos para determinar la capacidad depuradora de radicales libres
de un compuesto o de un extracto (Hayashi y col., 1988, Roback y Gryglewski, 1988), entre
ellos la reaccion con el radical 2,2-difenil-1picrilhidracilo (DPPH) es una de las mas utilizadas
(Shimada y col., 1992; Brand-Williams y col., 1995; Molyneux, 2004). El radical DPPH es
ampliamente utilizado para testear la habilidad de los compuestos para actuar como
depuradores de radicales libres o dadores de hidrogeno, y por tanto, para evaluar la capacidad
antioxidante de sistemas biol6gicos complejos. El método del DPPH puede ser utilizado con
muestras liquidas y soélidas y no es especifico para un tipo de compuesto antioxidante en
particular, sino que se aplica para conocer la capacidad depuradora total de un determinado
sistema. (Prakash y col., 2001). EI mencionado radical es depurado por antioxidantes por
donacioén de un hidrogeno para formar la forma reducida estable de la molécula. Los radicales

antioxidantes formados son estabilizados por la formacién de productos no-radicales (Fig.21).
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Figura 21: Reduccion del radical DPPH.

El radical DPPH es de color violeta y presenta un maximo de absorcién a 515 nm (€s5150m
= 1,09 x 10*M*cm™). La absorbancia a 515 nm disminuye a medida que el color vira al amarillo

debido a la aparicion de la forma reducida, en presencia de un secuestrador de radicales libres.

ACTIVIDAD TRIPANOCIDA

Existe probada evidencia de la actividad antimalarica por parte de extractos y/o
compuestos aislados de distintas especies de Simaroubaceae (Dou y col., 1996a; Chan y col.,
1989; Muhammad y col., 2004); Bourdy y col., (2004) demostraron que los extractos de hojas
de C. coccinea tenian una fuerte actividad contra Plasmodium falciparum, el agente causante
de la malaria. Si bien la malaria posee baja incidencia en
nuestro pais, esta zona es endémica para el Mal de
Chagas, otra enfermedad de origen parasitario causada por
el Tripanosoma cruzi.

El Mal de Chagas o tripanosomiasis americana fue

FiAehLca” VIErf descubierta por el Dr. Carlos Chagas (1909), quien identificd

por primera vez al parasito causante de la enfermedad: Tripanosoma cruzi, y a su vector:

Triatoma infestans (Fig. 22, imagen tomada de: http://chagas.crilar-conicet.gob.ar).

A nivel mundial, se calcula que existen unos 10 millones de personas infectadas,
principalmente en América Latina. Mas de 25 millones de personas estan a riesgo de adquirir la
enfermedad. Se calcula que en 2008 esta enfermedad maté a mas de 10.000 personas.
Inicialmente, la enfermedad de Chagas estaba confinada a la Region de las Ameéricas,
principalmente en América Latina, pero en la actualidad se ha propagado a otros continentes
(OMS, http://iwww.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/es/., 2012). La enfermedad de Chagas

tiene dos fases claramente diferenciadas: inicialmente la fase aguda, dura unos dos meses
después de contraerse la infeccion; durante esta fase aguda circulan por el torrente sanguineo
una gran cantidad de paréasitos. En la mayoria de los casos no hay sintomas o éstos son leves.
En menos del 50% de las personas picadas por un triatomineo (vinchuca), un signo inicial
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caracteristico puede ser una lesion cutanea o una hinchazén amoratada de un parpado.
Durante la fase crénica, los parasitos permanecen ocultos principalmente en el musculo
cardiaco y digestivo. Hasta un 30% de los pacientes sufren trastornos cardiacos y hasta un
10% presentan alteraciones digestivas (tipicamente, agrandamiento del eséfago o del colon),
neuroldégicas o mixtas. Con el paso de los afos, la infeccion puede causar muerte subita o

insuficiencia cardiaca por la destruccion progresiva del muasculo cardiaco (OMS,

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/es/., 2012).

El parasito T. cruzi se transmite principalmente por las heces infectadas de T. infestans
gue se alimenta de sangre. Por lo general, éstos viven en las grietas y huecos de las casas mal
construidas en las zonas rurales y suburbanas. Normalmente permanecen ocultos durante el
dia y por la noche entran en actividad alimentandose de sangre humana. En general, pican en
una zona expuesta de la piel, como la cara, y defecan cerca de la picadura. Los parasitos
penetran en el organismo cuando la persona picada se frota instintivamente y empuja las heces

hacia la picadura, los 0jos, la boca o alguna lesién cutanea abierta.
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Figura 23: T. cruzi. A: Forma sanguinea infectiva: tripomastigotes; B: Forma replicativa en el

insecto: epimastigotes. Imagenes tomadas de: http://www.cdc.gov/dpdx/

T. cruzi es un parasito intracelular perteneciente, al igual que Plasmodium falciparum, al
orden de los Kinetoplastidos (por contener una organela llamada kinetoplasto que contienen
ADN mitocondrial empaquetado). El parasito posee diferentes estadios morfolégicos asociados
a distintas etapas de su ciclo de vida (Fig. 23). La forma infectiva se denomina tripomastigote
(Fig. 22A), es una forma flagelada que circula por el torrente sanguineo del hospedador y
penetran en sus células donde se transforma en amastigote. El amastigote carece de flagelo y
se divide por fisién binaria en las células de los tejidos infectados. Después de la divisién se
transforman nuevamente en tripomastigotes, se lisa la célula y estos son liberados al torrente
sanguineo pudiendo de esta forma infectar otros tejidos (Fig. 24). Dentro del intestino del T.
infestans, la forma replicativa del parasito es el epimastigote (Fig. 22B), esta es una forma

flagelada que se divide en el intestino medio del parasito y luego se transforma en la forma
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infectiva: tripomastigote. Cuando el insecto se alimenta de la sangre del hospedador excreta

esta forma infectiva que ingresa al organismo a través de la herida.

En el triatomino En el hombre

Plcadura del triatoming

Los tripomastigotos metaciclicos
({pasode los tripomastigotos e pe 4

metaciclicos en las heces del animal) penertan en las diferantes celulas
alrededor de la plcadura. En su Interlor

@—, ; se transfroman en amastigotos

Tripoma stigotos metaciclicos E @

en el Intestin

©
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tripomastigotos
pueden Infectar
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amastigotos Intracelulares
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A— Dlagnostice posible 9

Figura 24: Ciclo de vida de T. cruzi. Imagen tomada de: http://www.cdc.gov/dpdx/

La terapia actual para la enfermedad se basa en dos drogas: el Benznidazol y el
Nifurtimox, los cuales han probado ser muy efectivos durante la etapa aguda de la enfermedad.
Sin embargo, su efectividad durante la etapa crénica es controvertida. Ademas, se han
reportado graves efectos secundarios en aproximadamente el 50% de los pacientes tratados
(Castro y col., 2006). Por tales motivos, existe una necesidad de desarrollo de nuevas drogas,

mas seguras Yy eficientes, asi como también de nuevas politicas de control epidemiolégico.
ACTIVIDAD INSECTICIDA.

Existen numerosos trabajos reportando la actividad insecticida y anti alimentaria de
extractos de especies pertenecientes a la Familia Simaroubaceae (Polonsky y col., 1989;
Okano y col., 2000; Rodriguez y col., 2011). El potencial insecticida de Q. amara, conocida
vulgarmente como palo amargo, fue demostrado en 1884, en Inglaterra, en el control de afidos
y lepidépteros. Posteriormente sus extractos han sido ensayados como eficaces contra mas de
50 plagas diferentes de acaros, coledpteros, hemipteros, himendpteros, lepidopteros vy
thisanépteros (Leskinen y col., 1984; Mancebo y col., 2000, Alcalde y Del Pozo, 2007).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, durante el transcurso de este trabajo de tesis se
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evalud la capacidad insecticida de los extractos de Castela tweedii sobre Ceratitis capitata
Wied., llamada comunmente “mosca del Mediterraneo” o “mosca de los frutos” (Fig. 25A), plaga
de distribucion mundial que, en nuestro pais, es una de las mas importantes del cultivo de
frutales. Con un ciclo de vida corto, de facil manipuleo y alta fecundidad, es adecuada para el
ensayo biolégico (Bado y col., 2004). Argentina ocupa el octavo lugar en el mundo en
produccion de frutas citricas frescas y es el primer exportador mundial de limén
(http://lwww.federcitrus.org/noticias/upload/informes/Act%20Citricola%2014.pdf). El problema
productivo es muy importante dado que estas moscas afectan al fruto terminado y una sola

picadura produce la pérdida de la fruta (http://www.asa.org.ar/educacion.asp). Se conocen mas

de 200 especies de frutas y hortalizas hospedadoras de la mosca de la fruta en todo el mundo,
siendo las mas relevantes las especies del género Citrus, los frutales de carozo como Prunus
persica (durazno), Prunus armeniaca (damasco) y Prunus domestica (ciruela) y horticolas como
Lycopersicum esculetum (tomate) y Solanum melongena (berenjena)

(http://www.cosave.org/pagina/listado-de-las-principales-plagas-reglamentadas-para-la-region-

del-cosave). Las pérdidas en la produccién de frutas son del 15 al 20% en citricos y superiores
al 20% en frutales de carozo (Mareggiani y Pelicano, 2008). Los dafios en los frutos son
producidos por la insercion del oviscapo de la hembra durante la oviposicién, que produce un
pequefio orificio en la superficie del fruto, dejando expuesto a éste a la entrada de
microorganismos patégenos que comienzan con su accion de descomposicién originando
manchas de decoloracién en los frutos (Fig. 25B). Ademas, la larva se alimenta de la pulpa del
fruto favoreciendo los procesos de oxidacion y maduracion prematura, originando la pudricién y

la caida temprana del mismo, hecho que lo hace no comercializable.

® Agriculture Westem Australia

Figura 25: A: Adulto de C. capitata W, imagen tomada de http://www.ica.gov.co/getattachment/;
B: Dafio provocado en la fruta por C. capitata. Imagen tomada de
http://www3.syngenta.com/country/es/sp/cultivos/citricos/plagas

C. capitata posee metamorfosis completa y atraviesa los siguientes estados de
desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto. El ciclo de vida (a una temperatura de 23°C) tiene una
duracion de 25 dias, desde la oviposicibn hasta la emergencia del imago, abarcando el
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desarrollo embrionario 2 dias, la etapa larval 11 dias y la etapa dentro del pupario 13 dias
(Rabossi y col., 1991) (Fig. 26). La hembra deposita aprox. 5 a 10 huevos en cada postura que
realiza en la fruta. Cuando las larvas alcanzan el desarrollo completo, salen de la fruta,
encorvandose y saltando hasta 40 cm de distancia, se entierran a poca profundidad
inmovilizandose para formar el pupario; luego de transcurridos de 6 a 13 dias el pupario se
abre y emerge el adulto. Cuando los adultos alcanzan 2 o 3 dias de edad, ocurre el
apareamiento y se re inicia el ciclo (Fig. 26) (Clemente, 2007).

g ‘Q;¥ .

™ apareamiento '

) “ -

Figura 26: Ciclo de vida de C. capitata W, imagen tomada de:

http://www.probodelt.com/es/bibliografia-plagas/ciclo-biologico-ceratitis.html

En nuestro pais, el INTA (http://www.inta.gov.ar/ manualdecitricultura.html) recomienda

el uso de cebos téxicos, formados por un insecticida (mercaptotion) y una sustancia atrayente,
para el control quimico de las moscas. Otros insecticidas utilizados son el dicloro difenil
tricloroetano (DDT) y dieldrin, los cuales, ademas de poseer efectos nocivos sobre el ser
humano y el medio ambiente en general, favorecen el desarrollo de resistencia en las plagas.
En la actualidad, se encuentra en vigencia el Programa Nacional de Control y Erradicacién de

la Mosca de los frutos (http://www.senasa.gov.ar/contenido.php?to=n&in=843&i0=2637), cuyo
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objetivo es implementar estrategias de control para disminuir y erradicar la plaga y asi, mejorar
la insercién y competitividad de los productos frutihorticolas nacionales.

Debido a la importancia de esta plaga por los dafios que ocasiona en los montes
frutales de nuestro pais, se plantea la necesidad de contribuir al desarrollo de un insecticida
biodegradable y de bajo impacto toxicolégico, que proteja la salud del hombre y su héabitat. En
contraposicion a los efectos nocivos provocados por los plaguicidas de sintesis quimica, los
bioplaguicidas formulados con principios activos de origen vegetal son biodegradables y
pueden ser utilizados poco tiempo antes de la cosecha puesto que no dejan residuos téxicos
en los alimentos, se demora el desarrollo de resistencia en los insectos, no causan fitotoxicidad
y no suelen afectar a especies no blanco (Piazza y Barbado, 2005; Céspedes y Alarcén, 2011).

Con los antecedentes hasta aqui planteados y teniendo en cuenta los escasos trabajos
realizados en especies nativas de Argentina, considerando las potencialidades como recurso
de compuestos bioactivos y la necesidad de conocer y conservar nuestra biodiversidad, es que
nos propusimos realizar una investigacion interdisciplinaria que nos permita conocer desde los
caracteres morfoanatémicos hasta las potenciales actividades de los diferentes extractos de las
especies nativas de la Familia Simaroubaceae. Por tal motivo, se plantearon los objetivos

descriptos a continuacion.
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OBJETIVO GENERAL.

El objetivo general, planteado al inicio del presente trabajo de tesis, fue contribuir al
conocimiento de la flora de la Argentina a través de un estudio interdisciplinario, de las
especies nativas de la Familia Simaroubaceae, con el fin de conocer las potencialidades de las

mismas como recurso de compuestos bioactivos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

o Realizar un relevamiento y recoleccibn de las especies nativas de la Familia
Simaroubaceae que habitan en las distintas regiones biogeogréficas de Argentina.

o Indagar sobre el estado actual del uso vernaculo de las especies nativas de la Familia
Simaroubaceae.

o Estudiar en forma comparada la morfoanatomia de las hojas, maderas y cortezas de las
especies nativas de la flora de la Argentina.

o Aplicar el conocimiento de los caracteres morfoanatdmicos en la caracterizacion de las
distintas especies como drogas crudas.

o Correlacionar los caracteres morfoanatébmicos obtenidos con los factores

medioambientales y habitat donde desarrollan las especies.

o Evaluar la actividad antioxidante los extractos de hojas, cortezas y lefios de las especies
en estudio.
o Analizar la actividad antiparasitaria de los extractos de hojas, cortezas y lefios de las

especies en estudio, frente a Tripanosoma cruzi.

o Proponer una o mas de las especies estudiadas para que en funcion de su potencial
medicinal y de sus caracteristicas morfoanatdmicas puedan ser recomendadas para continuar
su estudio y desarrollo.

o Evaluar la actividad tripanocida e insecticida de la o las especies promisorias
seleccionadas.

o Realizar la caracterizacién fitoquimica del o de los extractos de la o las especies que

presenten actividad biolégica promisoria.

31



Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS.

1-Material Vegetal.

En el presente trabajo se emplearon materiales frescos recolectados en diferentes
campafas de coleccion, que se detallan a continuacion para cada especie. El material fresco
coleccionado fue fotografiado; del mismo se confeccionaron ejemplares de herbario, los cuales
se encuentran depositados en el herbario de la Universidad Nacional de Rosario (UNR) y en el
herbario del Area Biologia Vegetal del Departamento de Ciencias. Bioldgicas de la Facultad de
Ciencias. Bioquimicas y Farmacéuticas, UNR.

Se consulté material de referencia pertenecientes a los siguientes herbarios nacionales,
ordenados alfabéticamente segun la sigla tomada del Index Herbariorum (Holmgren vy
col,.1990): Herbario “Gaspar Xuarez” Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires
(BAA), Herbario Museo de Farmacobotanica “Juan A. Dominguez,” Facultad de Farmacia y
Bioguimica, Universidad de Buenos Aires (BAF), Herbario Instituto de Botanica del Nordeste,
Facultad de Cs. Agrarias, Universidad Nacional del Nordeste (CTES), Herbario Museo de
Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Salta (MCNS),
Herbario Facultad de Agronomia y Veterinaria, Universidad Nacional de Litoral (SF), Herbario
del Instituto de Botanica Darwinion (Sl) y Herbario Botanico y Ecologia, Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad Nacional de Rosario (UNR).

Ailanthus altissima (Mill.) Swingle.

Material de herbario consultado:

ARGENTINA. Prov. Buenos Aires: Loc. La Plata, “bosque”, 30/X1/48, Fabris 221 (Sl);
Loc. Azul, 6/XII/70, Burkart y Malgura 28181 (Sl). Prov. Tucuman: Dpto. Burrayaco. Loc. Cerro
del Campo, 3/8/29, Venturi 9303 (SI).

Material recolectado:

Las hojas y ramas de A. altissima fueron recolectadas en el parque Alem en la Cuidad
de Rosario, provincia de Santa Fe.

ARGENTINA. Prov. Santa Fe: Dpto. Rosario, Loc. Rosario, parque Alem, 29-V-08.
Gattuso, 1940 (UNR); Dpto. Rosario, Loc. Rosario, parque Alem, 9-XlII-08, Gattuso 1946
(Herbario de la Catedra). Dpto. Rosario, Loc. Rosario, parque Alem 18-1V-2009, Gattuso 2014
(UNR).

Alvaradoa subovata Cronquist

Material de herbario consultado:

ARGENTINA. Prov. Jujuy: Dpto. Valle Grande, R Jordan. 28-XII-1977, Kiesling y
Ulibarry 1634 (SI); Dpto. Santa Barbara, Abra de los Morteros. 26-1-1975, Zuloaga y Deginiani

278 (Sl). Prov. Salta: Dpto. Orén, ruta Prov.18 a 3-4Km. del Puente Internacional Argentina-
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Bolivia. 22° 43’S 64°43'W, 1-V-2003, Morrone y col. 4536 (Sl); Dpto. La Vifia, 2-11-1951,
Hunziker 1226 (SI).

Material recolectado:

La recoleccion de A. subovata se realizdé en dos campafas: la primera en la provincia de
Tucuman en el afio 2007, y la segunda en la provincia de Salta en el afio 2010 (Figura 27A-C).

ARGENTINA. Prov. Tucuman, Dpto. Burruyacu, 7-VII-2007, Ponesa 2030 (UNR). Prov.
de Salta, Dpto. Chicoana, Quebrada de Escoipe (25° 09’ 38,7” S- 65°37’ 0” O); (25° 06’ 35,8”S-
65°36’ 2,4” O) 14-XI11-2010, Campagna y Quiroga s/n° (UNR). Parque Nac. Los Laureles, (25°
06’ 17,9”S- 65° 35’ 44,9” O) 14-XII-2010, Campagna, M.N. y Quiroga M. s/n° (UNR).

Castela coccinea Griseb.

Material de herbario consultado:

ARGENTINA. Prov. Jujuy: Dpto. San Pedro, Cerritos de San Pedro a 700m, -X-1930,
Venturi 19546 (Sl). Prov. Salta: Dpto. Oran, Rio Piedras, 13-X1-1911, Rodriguez 76 (SI). Prov.
Chaco: Dpto. 1 de Mayo, Colonia Benitez, 30-1X-1971, Martinez et al 9479 (BAA); Dpto.
Resistencia, A 5Km. al S de Resistencia, 24-1X-1986, Pire 7707 (UNR). Prov. Santiago del
Estero: Dpto. Robles, Ventura, 11-1-2008, Oakley 66 (UNR). Prov. Santa Fe: Dpto. Vera, Las
Gamas, 12-1-1989, Pire 2641 (UNR); Dpto. 9 de Julio, Al O de Sta. Margarita, 25-1X-1981,
Lewis 3255 (UNR); Ruta 35 El Cuadrado, 25-1X-1981, Pire 3262 (UNR); Dpto. San Javier, Ruta
11 arroyo El Toba, 14-X11-1982, Pire 1177 (UNR).

Material recolectado:

Las hojas y ramas de C. coccinea fueron recolectadas en la provincia del Chaco y en el
norte de la Provincia de Santa Fe.

Prov. Del Chaco. Dpto. Chacabuco, Charata, 24-1-2008, Oakley y Festa 73 (UNR). Prov.
Santa Fe. Dpto. Gral. Obligado, préximo a Berna, 17-XI1-2004, Pensiero 6943 (SF). Berna, (29°
16’ 58,8” S- 59° 50’ 41,2” O), 25-1-11, Oakley s/n°. ruta Nac. 11 proximo a Berna (29° 16’ 58,6”
S-59° 50’ 42,6” O), 15-1lI-11, Pensiero 8610 (SF).

Castela twedii Planch.

Material de herbario consultado:

ARGENTINA. Prov. Misiones: Dpto. Iguazu, Loc. El Dorado, 1-11X-1951, Montes 15413
(MO); Santa Ana, Rodriguez 514 s/f (Sl); Dpto. Candelaria, Loreto, 31-11X-44, Montes 249 (SI).
Prov. Chaco: Dpto. 1 de Mayo, arroyo Iné ruta nacional 11, 15-11X-67, Krapovickas 13027 (Sl);
Prov. Entre Rios: Dpto. La Paz, Paso Yunque, rio Guayquirard, 7-XI-73, Burkart et al 29950.
(SI); Dpto. Uruguay, Loc. Concepcion del Uruguay, arroyo La China, 25-IX-61, Burkart 22616
(SI); Dpto. Uruguay, Loc. Concepcion del Uruguay, arroyo El Curro, 19-X-49, Burkart 91534
(SI); Dpto. Villaguay, Loc. Villaguay, 13-X-62, Chiarelli s/n® 91534 (BAB); Parana, 16-11-80,
Jozami y Mufi6z 584 (SI); Parana, Paracao, 31-X-62, Burkart 23705 (SI). Prov. Santa Fe: Dpto
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San Lorenzo, Monte Historico, 27-IX-76, Lewis 1430 (UNR); Dpto San Jer6nimo, Loc. Pto
Gaboto, 26-VIII-82, Ferndndez Jorge 6164 (UNR); Dpto Rosario, Arroyo Frias, 14-1X-86,
Fernandez Jorge 7651(UNR);

Material recolectado:

Las hojas y ramas de C. tweedii fueron obtenidas en distintas campafias: La primera en
el afio 2007 en la provincia de Corrientes, las siguientes en la Provincia de Santa Fe, en la
localidad de Puerto Gaboto en los afos 2010 y 2011 (Figura 27D-F)

ARGENTINA. Prov. Corrientes: Dpto. Curuzt Cuatid, ruta Prov. 23, 2km al sur de
Perugerria, 24-XI-07, Oakley, Giacoboni y De Felipe 055 (UNR). Prov. De Santa Fe, Dpto San
Jerénimo, Loc. Pto Gaboto, Monte Histérico, 09-V-10, Gattuso 2016. (Herbario de La céatedra).
Pto. Gaboto, Monte Histdérico, 03-X-10, Gattuso s/n°.

Picramnia parvifolia Engl.

Material de herbario consultado:

ARGENTINA. Prov. Misiones: Dpto. San Pedro, Arroyo San Pedro, 1-X1-1958, Gamerro
y Toursarkissian 69 (Sl). Prov. Corrientes: Dpto. Santo Tomé, Santo Tomé, 7-XI1-1997, Mulgura
et al. 1589 (SI).

Material recolectado:

La primer campafia se realiz6 en la provincia de Corrientes, en la localidad de Santo
Tome, segun datos obtenidos de ejemplares de herbario, sin embargo no pudo hallarse ningun
ejemplar de esta especie en dicha campafia (Figura 27G-I). La siguiente camparfa fue en la
localidad de El Dorado en la provincia de Misiones.

ARGENTINA. Prov. Misiones: Dpto. El Dorado, El Dorado (26° 23’ 43" S — 54°38’ 28” O,
233 m.s.n.m) 28-X-11, Keller s/n°® (UNR). Dpto. Gral. Manuel Belgrano, Bernardo de Irigoyen
(26°18’ 30,9” S- 53°39’ 53,8" O, 699 m.s.n.m) 06-X-2011, Capiera, Keller 9394 (CTES)

Picramnia sellowii Planch.

Material de herbario consultado:

ARGENTINA. Prov. Formosa: s/f. Jorgensen 3260 (Sl). Prov. Misiones: Dpto. Gral.
Belgrano, Bernardo de Irigoyen 2 Km al S de B. de Irigoyen sobre naciente del rio Pepiri
Guazu, (26°16°S 53°38'W), 15-X-1996, Morrone et AL. 1426, (Sl); Dpto. San Ignacio, Pefibn
del Teyucaré, (27°16" S 55°35'W), 20-1X-2000, Mdlgura et al. 2157 (Sl); Dpto. Posadas,
Posadas, 17-1-1930, Rodriguez 27 (Sl). Prov. Corrientes: Dpto. Loreto, Timbd Paso, 5-V-45,
Huidobor 2179 (SI).

Material recolectado:

Las hojas y ramas de P. sellowii fueron recolectadas en dos campafias: la primera en la

provincia de Misiones en el afio 2009 y la Ultima en la provincia de Corrientes en el afio 2011.
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ARGENTINA: Prov. Chaco: Dpto. Bermejo, arroyo Zapiran y ruta 11, (26° 51’ 51,8” S-
58° 45 46,7 O), 23-XI-2007, Oakley et al. 53 (UNR). Prov. Corrientes: Dpto Ituzangd, rio
aguapey y ruta 38 (27° 49’ 27,8” S- 56° 15’ 32,6” O), 29-1-11, Oakley s/n°. Prov. Misiones, Dpto.
Candelaria, Sta. Ana. 10-XI11-09, Holman s/n°.

Picrasma crenata (Vell.) Engl., Engl. u. Prantl.

Material de herbario consultado:

ARGENTINA: Prov. Misiones: Dpto Guarani, (26° 54’ 00” S 54° 18’ 00” O), 03-XI-99,
Tressens et al. 6473 (SlI). Dpto. Guarani, s/fecha, Keller 3812 (CTES), Dpto Iguazl, 21-11X-10,
Rodriguez -1, 27 (SI).

Material recolectado:

Las hojas y ramas de P. crenata fueron recolectadas en la provincia de Misiones,
ademas se obtuvo corteza gentileza del establecimiento Platario S.A que posee cultivos con
fines comerciales de la especie.

ARGENTINA. Prov. Misiones: Dto guarani. Loc. San Vicente. De cultivo Holman s/n®;
cultivo Establecimiento Platario S.A. 02-1-10; Dpto Gral. Manuel Belgrano, Loc. Colonia
Integracion, 15-X-09, Holman; Dpto Gral. Manuel Belgrano, Loc. Colonia Integracion, 20-XII-
2009, Holman, B. s/n°
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Figura 27: A-C: Campafia de recoleccion de A. subovata; A: Rama con frutos; B: Sitio de
recoleccion Parque Nacional los Laureles, Prov. de Salta; C: Sitio de recoleccion quebrada de Escoipe,
Prov. de Salta; D-F: Campafia de recoleccion de C. tweedii; D: Poblacion natural; E: Ejemplar joven con
flores; sitio de recoleccibn Monte Histérico, Prov. de Santa Fe; G-lI: Campafia de recoleccion de P.
parvifolia; G: Sitio de recoleccién arroyo San Pedro, Prov. de Misiones; H-I: Dpto. Santo Tome, Prov. de
Corrientes.

2-Metodoldgia para el estudio morfoanatémico

2.1-Técnicas para la observacién con MO.

Tanto en el estudio de las hojas, cortezas y lefios, las observaciones microscépicas se
efectuaron con: microscopio 6ptico Olympus CH30-LB system equipado con ocular
micromeétrico y tubo de dibujo BH2-DA, con microscopio 6ptico Nikon Alphaphot YS equipado
con tubo de dibujo, con microscopio Optico Zeiss Axiolab y con microscopio estereoscoépico
Nikon Type 104.
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La distribucion de los cristales de oxalato de calcio fue analizada utilizando Microscopio
Carl Zeiss Axiolab con luz polarizada.

Las ilustraciones son originales y fueron realizadas con microscopio Optico (MO)
Olympus CH30-LB system equipado con ocular micrométrico y tubo de dibujo BH2-DA. Para
los esquemas se siguio la simbologia de Metcalfe y Chalk (1950).

Las fotomicrografias al microscopio 6ptico se obtuvieron con PM 10 ADS Olympus
Automatic Photomicrographic System y microscopio Optico Zeiss Axiolab, con equipo
fotogréafico MC 80 y Scopephoto ® 3.0.

2.1.1-Hojas:

Se utilizé material herborizado y fresco. El material fresco fue fijado en FAA (alcohol
etilico 70°, 4cido acético glacial, formaldehido y agua 50:5:30:15). El material herborizado fue
hidratado por hervor con agua adicionada de unas gotas de reactivo tensioactivo.

Para el estudio de las hojas, las laminas y peciolos, se realizaron cortes transversales
en la parte media de los mismos, a mano libre, con micrétomo de mano, micrétomo tipo Minot,

y ultramicrétomo, previa inclusién en parafina o resina (Gattuso y Gattuso, 2002).
Técnica de corte a mano libre:

Se utilizé6 como soporte del material a cortar médula de hinojo. Los cortes se realizaron
con hoja de afeitar, o con cuchilla cuando se utilizé6 el microtomo de mano. Los cortes se
recogieron en vidrio de reloj con agua destilada y se seleccionaron los mas delgados bajo lupa.
Los cortes seleccionados se clarificaron con hipoclorito de sodio al 50%, y se colorearon con
safranina acuosa al 1% (D’ Ambrogio, 1986), o con Safranina Fast-Green (Gattuso y Gattuso,
2002) (Tabla 5).

Los cortes coloreados con safranina acuosa fueron montados con gelatina glicerina, los
cortes coloreados con Safranina Fast-Green y deshidratados fueron montados con Balsamo de

Canada.

Técnica de inclusion en parafina:

Se parte de material previamente fijado en FAA, el cual es lavado para eliminar el
exceso de fijador. A continuacion, se deshidratdé en una serie de soluciones de etanol y
posteriormente se infiltré en soluciones de etanol/xilol y xilol, previo a la inclusion en parafina
como se describe en la tabla 2. Con el material infiltrado en parafina, y en caliente, se
confecciona un blogue de parafina adherido a un taco de madera para facilitar los cortes
(D’Ambrogio, 1986). Los cortes se realizaron en secciones de 12 pum de espesor con micrétomo
tipo Minot, luego se desparafinaron (Tabla 3), colorearon y montaron con Balsamo de Canada.
La coloraciébn empleada fue Safranina-Fast Green (Tabla 4) (Strittmatter, 1979) o Violeta de
cresilo (Tabla 5) (Strittmater, 1980, D’ Ambrogio, 1986).
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Solucion Tiempo de incubacion
Etanol 70° 2h
c Etanol 80° 12-24h
o
§ Etanol 90° 12-24h
©
o Etanol 96° 24h
B
A Etanol 100° 12h
Etanol 100° 12h
Etanol 100°-Xilol
3h
3:1
c Etanol 100°-Xilol
:g 3h
& 1:1
QO
= Etanol 100°-Xilol
< 3h
O 1:3
Xilol 1 noche
Xilol 2h
Xilol-parafina
c 6h
© 3:1
&
= 0O Xilol-parafina
s 5 6h
= © 1:3
Parafina 1 noche
Parafina 2h

Tabla 2: Protocolo para el procesamiento de muestras para su inclusion en parafina y corte.

Solucién | Tiempo de incubacion
o Xilol 1 30-60 min.
E Xilol 2 30 min.
g Etanol 100° 10 min.
§ Etanol 96° 10 min.
° Etanol 90° 10 min.

Tabla 3: Procesamiento de secciones incluidas en parafina, previo al proceso de tincion.
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Tiempo de incubacion y coloracion para Tiempo de incubaciéon y
material no incluido clarificado coloracién para material
Solucién Hojas Cortezas Lefos incluido
Etanol 70° Imin. Imin. 1 min. -
Safranina ) ] ) )
15-20 min. 20-30 min. 20-30 min. 120 min. a 12 hs
(saturada etanol 80°)
Etanol 96° lavado lavado lavado 1-2 min.
Fast green Pasaje Pasaje Pasaje 1 mi
min.
(Saturado etanol 100°) rapido rapido rapido
Etanol 100° lavado lavado lavado lavado
Etanol 100° 5 min. 5 min. 5 min. 5 min.
) 5 min. o 5 min. o . )
Xilol i i 5 min. o mas 5 min. o mas
mas mas

Tabla 4: Protocolo de coloracién con Safranina—Fast Green.

y Tiempo de incubacion Tiempo de incubacion
Solucion S ) o )
para material diafanizado | para material incluido
Etanol 80° - 10 min.
Etanol 70° 2-3 min. 10 min.
Etanol 50° 2-3 min. 10 min.
Violeta de cresilo ] .
1 min. 15 min.
0,5%
Etanol 50° - 2-3 min.
Etanol 70° 2-3 min 5 min.
Etanol 80° 2-3 min 5 min.
Etanol 90° 2-3 min 5 min.
Etanol 100° 2-3 min 5 min.
Etanol 100° 2-3 min 5 min.
Xilol 2-3 min 5 min. 0 mas

Tabla 5: Protocolo de coloracién con Violeta de Cresilo

Técnica de inclusion en resina:

El material se fij6 en F.AA., se lavd con agua destilada y se continu6 con una
deshidratacion en acetona de concentracidn ascendente, finalmente el material se infiltré e
incluyé en resinas Spurr segun Tabla 6 (Union Carbide International Co.). Se obtuvieron
secciones finas de 1um de espesor, con un ultramicrotomo provisto con cuchilla de diamante.
Los cortes finos se colorearon con azul de metileno al 1 % y fucsina &cida al 1% (D"Ambrogio,
1986).
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- Solucién Tiempo de incubacion
ko)
'g Acetona 30° 30-60 min.
£ Acetona 50° 15 min.
é Acetona 70° 15 min
e Acetona 90° 15 min
Acetona pura 30 min.
Acetona 30° 30-60 min.
Acetona : Oxido de propileno .
S 30 min.
'S 1:1
g -
= Oxido de propileno 30 min., 4°C
[
- Oxido de propileno: Resina )
12h, T. ambiente
11
Resina 1-2h,60°C

Tabla 6: Protocolo para el procesamiento de muestras para su inclusién en resina y corte.

Para el andlisis de las epidermis, venacién y micrografia cuantitativa, las laminas
foliares se diafanizaron segun la técnica de Strittmatter (1973) levemente modificada (Tabla 7).
Al material asi obtenido se lo coloreé con Safranina al 1% en agua y se montaron con gelatina
glicerina; o con Violeta de Cresilo (Strittmater, 1980) y montados con Balsamo de Canada
(Tabla 5).

Se determinaron los siguientes pardmetros cuantitativos: indice de estomas (Salisbury,
1927), estomas por milimetro cuadrado (Timmerman, 1927), indice de empalizada (Zorning y
Weiss, 1925), longitud y densidad de pelos simples; para todas estas medidas se trabajo con
objetivo de 40x con un ocular de 10x, y se calcularon las medias aritméticas (x) con su
correspondiente desvio estandar sobre 10 campos.

Para la descripcién de la arquitectura foliar se utilizé la terminologia de Hickey (1973) y

para los pelos Uphof y col., (1962).

Solucién Tiempo de incubacion

Etanol 96° 10 min. a ebullicién

Etanol-hidréxido de sodio 5% ) o
5-10 min. a ebullicion

1.1

Agua destilada Lavados de 2-3 min.
Hipoclorito de sodio 50% 20 min.

Agua destilada Lavados de 2-3 min.

Hidrato de cloral 10-15 min. minimo
Safranina acuosa 1% 5 min.

Tabla 7: Protocolo para la técnica de diafanizado.
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2.1.2-Cortezas.

Las muestras se fijaron en una mezcla de glicerina, alcohol etilico 96°, agua (1:1:1) y se
ablandaron posteriormente sumergiéndolas en una solucién de etanol 70°- agua (1:1) durante 1
a 3 dias.

Se realizaron cortes transversales de 10-15 um de espesor, con micr6tomo de
deslizamiento y ultramicr6tomo. Las secciones se tifieron con Safranina-Fast Green
(Strittmater, 1979) o Violeta de cresilo (Strittmater, 1980) y se montaron con Béalsamo de
Canada (Tabla 4y 5).

Las cortezas se maceraron aplicando la técnica de Boodle (1916) como se indica en la
Tabla 8 y las preparaciones histoldégicas se montaron de forma semipermanente usando
gelatina glicerina. Se realizaron determinaciones cuantitativas de las dimensiones de los
diferentes tipos celulares observados (longitud y latitud) utilizando microscopio 6ptico Olympus
CH30-LB system equipado con ocular micrométrico y tubo de dibujo BH2-DA. Para todas las
determinaciones se calcularon las medias aritméticas (X) con su correspondiente desvio
estandar sobre 10 campos. La descripcion macro y microscOpica de las cortezas se realizé
utilizando la terminologia de Junikka (1994) y Trockenbrodt (1990).

2.1.3-Lefios.

Las muestras se fijaron en una mezcla de glicerina, alcohol etilico 96°, agua (1:1:1) y
se ablandaron posteriormente sumergiéndolas en una solucién de etanol 70°- agua (1:1)
durante 1 a 3 dias.

Se realizaron cortes transversales y longitudinales (radiales y tangenciales) de 10-15
um de espesor, con micrétomo de deslizamiento. Todas las secciones se tifieron con
Safranina-Fast Green (Strittmater, 1979) y se montaron con Balsamo de Canada (Tabla 4). Los
leflos se maceraron aplicando la técnica de Boodle (1916) (Tabla 8) y las preparaciones
histolégicas se montaron de forma semipermanente usando gelatina glicerina. Se realizaron
determinaciones cuantitativas de las dimensiones de los diferentes tipos celulares observados
(longitud vy latitud), como asi también la densidad de vasos por milimetro cuadrado (Wheeler y
col., 1989) utilizando microscopio Optico Olympus CH30-LB system equipado con ocular
micrométrico y tubo de dibujo BH2-DA. Para todas las determinaciones se calcularon las
medias aritméticas (x) con su correspondiente desvio estdndar sobre 10 campos. Para la

descripcion de los elementos del lefio se us6 IAWA Committee (Wheeler y col., 1989).

Solucion Tiempo de incubacién y coloracion
Hidréxido de potasio 10% 5-10 min. a ebullicién
Agua destilada Lavados de 1-2 min.
Acido crémico 25% 30 min.
Agua destilada Lavados 2-3 min.
Safranina acuosa al 1% Agitacion vigorosa

Tabla 8: Protocolo para la técnica de maceracion.
41



Materiales y Métodos

Se calcularon los indices de vulnerabilidad (IV) y mesomorfia (IM) propuestos por
Carlquist (1977), Las férmulas utilizadas para cada uno de estos indices fueron las
siguientes:
IV = Didmetro de vasos/vasos por mm?

IM = IV x Longitud de los vasos

El IV expresa el grado de vulnerabilidad a sufrir cavitaciones por parte del xilema
(Carlquist, 1977), es decir, nos da una idea de la seguridad en la conduccién del mismo (Moglia
y Gimenez, 1998). Valores mayores a uno indican vulnerabilidad frente a estrés hidrico. El IM
expresa el grado de mesomorfia o xeromorfia que presenta una planta (Carlquist, 1977).
Valores mayores a 200 indican que el xilema tiene caracter mesofitico, y valores menores a
200 coinciden con plantas cuyos xilemas son considerados xerofiticos (Montafio-Arias y col.,
2013).

2.2-Técnica para la observacién con MEB.

Para la observacion con MEB de las epidermis adaxial y abaxial de las hojas se
seleccionaron porciones del tercio medio de las laminas que comprenden el nervio medio o el
borde. También, se seleccionaron secciones transversales y longitudinales de los lefios.

El material fresco se fijé durante 3 hs en una solucion de glutaraldehido al 4 % en buffer
fosfato 0,1 M pH = 7,2 (monosaodico-disédico) (O’ Brien y Mc Cully, 1981; D’ Ambrogio, 1986).
Posteriormente se lavé el material con buffer lavador (buffer fosfato 0,1 M, pH = 7,2; sacarosa
0,2 M). A continuacion se realiz6 la deshidratacién por pasajes sucesivos de 1-4 h del material
en soluciones descriptas en la tabla 9. Las muestras se adhirieron con una cinta doble faz a un
porta-muestras metalico y se colocaron en un desecador con Si gel durante una noche. Las
muestras asi tratadas fueron metalizadas usando un bafio de oro-paladio y empleando un
evaporador marca Vecco que operé a 1500 V, 70 mmHg en atmdésfera de Argén durante 10
min. La pelicula metalica fue de 20 nm de espesor (O Brien y Mc Cully, 1981). Las
observaciones se realizaron en el Instituto de Fisica de Rosario (IFIR), utilizando un
microscopio electronico de barrido (MEB) Leitz AMR 1000, equipado con un detector de rayos
X dispersivo de silicio/litio acoplado a un analizador y computador EDAX.

Los cristales presentes en las muestras fueron analizados por difraccion de rayos X,
MEB-EDAX (Ipohorski y Marrapodi, 1981).
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Solucion
EtOH 96 %:H,0:t-BuOH (5:4:1; 5:3:2; 5:1,5:3,5)

EtOH 96 %:t-BUOH (5:5)

EtOH 100 %:t-BuOH (2,5:7,5)

DESHIDRATACION

t-BuOH 100%

Tabla 9: Protocolo para la deshidratacién de muestras para su observacion en MEB.

2.3- Pruebas histoquimicas.

Se efectuaron diversas pruebas histoquimicas para detectar contenidos celulares y
componentes de la pared celular. Se realizaron cortes transversales de material fresco y se
utilizaron los siguientes reactivos (D’Ambrogio, 1986; Gattuso y Gattuso, 2002; Upton y col.,
2011):

o Sudan IV para la deteccion de lipidos y aceites esenciales.

° Solucién acuosa de sulfato férrico al 10% P/V para la deteccién de
taninos.

° Violeta de cresilo para la deteccion de mucilagos.

Para la deteccion de cristales de oxalato de calcio se utilizé luz polarizada y difraccion
de rayos X, MEB-EDAX (Ipohorski y Marrapodi, 1981).

3-Metodologia para la Evaluacion de las Actividades Biologicas.

3.1-Obtencion de los extractos:

Las hojas, cortezas y lefios de Alvaradoa subovata (As), Picramnia sellowii (Ps),
Picramnia parvifolia (Pp), Castela coccinea (Cc), Castela tweedii (Ct), Ailanthus altissima (Aa) y
Picrasma crenata (Pc) secas y molidas fueron extraidas con diclorometano (DCM) a
temperatura ambiente (3 veces x 24h). Los respectivos extractos se filtraron y concentraron a
presion reducida en evaporador rotatorio RII-Buchii, obteniéndose los respectivos extractos
secos (tabla 10). Cantidades similares (se expresan en la Tabla 11) de hojas, cortezas y lefios
de Alvaradoa subovata (As), Picramnia sellowii (Ps), Picramnia parvifolia (Pp), Castela
coccinea (Cc), Castela tweedii (Ct), Ailanthus altissima (Aa) y Picrasma crenata (Pc) secas y
molidas fueron extraidas por maceracién con etanol (ETOH) a temperatura ambiente (3 veces
X 24 horas). Los respectivos extractos se filtraron y concentraron a presion reducida,

obteniéndose los respectivos extractos secos.
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Especie Extracto Peso material
P DCM de partida
Hoja DCM
(Aa HDC|\/|) 5'09
Ailanthus altissima Corteza DCM 6.8
(Aa) (Aa Cpcw) =9
Madera DCM 58
(Aa MDCM) ©9
Hoja DCM
(AS HDC|\/|) 5'09
Alvaradoa subovata Corteza DCM 38
(As) (As Cpcm) =9
Madera DCM 50
(AS MDCM) Y9
Hoja DCM
(CC HDC|\/|) 20’09
Castela coccinea Corteza DCM 400
(Cc) (Cc Cocwm) o
Madera DCM
4
(CC MDCM) O'Og
Hoja DCM
(Ct Hocw) 239
Castela tweedii Corteza DCM 86
(Cv) (Ct Coewm) 9
Madera DCM 8.9
(Ct Mpcm) ~9
Hoja DCM
(Pp Hocwm) 6.59
Picramnia parvifolia Corteza DCM 37
(Pp) (Pp_Cocw) i
Madera DCM 6.0
(Pp Mocwm) 9
Hoja DCM
(PS HDCM) 5109
Picramnia sellowii Corteza DCM 6.1
(Ps) (Ps Cpew) -9
Madera DCM 51
(PS MDC|\/|) -9
Hoja DCM
(PC HDCM) 5109
Picrasma crenata Corteza DCM 14.2
(Pc) (Pc Coow) <9
Madera DCM
12
(PC MDC|\/|) '89

Tabla 10: Obtencién de extractos diclorometanicos
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Especie Extractos Peso material
P Etanodlicos de partida
Hoja EtOH
0
(Aa Heton) 5.09
Ailanthus altissima Corteza EtOH 6.0
(Aa) (Aa Ceton) -9
Madera EtOH
(Aa Meton) 439
Hoja EtOH
0
(As Hewon) 5.09
Alvaradoa subovata Corteza EtOH 3,89
(Aa) (As Ceton) '
Madera EtOH
(As Meton) 9.09
Hoja EtOH
10,0
(Cc Heton) 0.09
Castela coccinea Corteza EtOH 10,0g
(CC) (CC CEtOH) '
Madera EtOH
(Cc Meton) 15,09
Hoja EtOH
(Ct Heton) 8.39
Castela tweedii Corteza EtOH 6.5¢
(Cv) (Ct Ckton) '
Madera EtOH 70
(Ct Meton) 29
Hoja EtOH
7,0
(Pp Heton) 9
Picramnia parvifolia Corteza EtOH 3,09
(Pp) (Pp Ceton) ’
Madera EtOH 51
(Pp MEton) -9
Hoja EtOH
51
(Ps Heton) -9
Picramnia sellowii Corteza EtOH 3,79
(PS) (PS CE10H) '
Madera EtOH 6.1
(Ps MEeton) -9
Hoja EtOH
4.8
(Pc Heton) °9
Picrasma crenata Corteza EtOH 11,0g
(PC) (PC CE10H) '
Madera EtOH
(Pc MEton) 10,09

Tabla 11: Obtencién de extractos etandlicos:

Los respectivos extractos se re-suspendieron en dimetilsulfoxido (DMSO) para realizar

los ensayos de actividad tripanocida y en etanol para los ensayos de actividad antioxidante.

3.2-Ensayos de la actividad antioxidante: Analisis de la capacidad

depuradora de radicales libres

3.2.1-Andlisis cuantitativo.
Para la determinacién de la actividad antioxidante de los extractos diclorometanicos y
etandlicos se utilizé el reactivo 2,2-difenilpicrilhidrazilo (DPPH) (PM= 394.33) (Sigma Aldrich

Chemicals Company, EEUU) preparado en solucién alcohdlica con etanol calidad pro-andlisis.

45



Materiales y Métodos

El experimento se realizé de acuerdo al método de Blois (Blois, 1958) levemente modificado
(Molyneux, 2004; Argolo y col., 2004). Una alicuota de cada extracto (20uL) se diluye en etanol
(con concentraciones de los extractos que van desde 0.01 a 0.2 mg/mL) y se agrega una
solucién etandlica 90mM del radical DPPH, llevando a un volumen final de 1mL. Para el
extracto etandlico de corteza de A. subovata se utilizaron concentraciones menores de extracto
debido a su elevada actividad (alicuotas de 2 a 5uL para igual volumen final). Se midi6 la
disminucion de la absorbancia a 515 nm, cada 1minuto, hasta los 20min., ya que durante este
tiempo el radical es estable. Los valores de absorbancia se obtuvieron en un espectrofotometro
BioChrom DC1, con cubetas plasticas de 1,5 mL y paso Optico de 0,5 cm. Se utilizé acido
ascorbico como control positivo (0,05 mg/mL) y la solucibn de DPPH sélo con etanol como
control negativo.

Se calcul6 el porcentaje de depuracion, segun la siguiente ecuacion:

% Depuracion= (Abs. control negativo — Abs. muestra) / Abs. control negativo x 100

Se obtuvo también la Concentracién Inhibitoria del 50 % (Cls) de las muestras, definida
como la cantidad de antioxidante necesaria para disminuir en un 50 % la concentracién inicial
(135 uM) del radical DPPH. El valor de Clso fue determinado mediante extrapolacién de una
regresion lineal de la gréfica de porcentaje de depuracién del radical DPPH en funcion de la
concentracion de extracto. Para la realizacion de los graficos se utilizo el programa Sigma Plot
10.0°,

3.2.2-Andlisis cualitativo.

Se realizd por cromatografia en capa delgada (CCD): se sembré una alicuota de 10 pl
de cada uno de los extractos evaluados (2 mg/mL), sobre una placa de CCD (Silica gel 60 Fs4;
Merck Labs., Alemania). Las placas fueron reveladas con una solucion etandlica de DPPH 0,4
mM (Argolo y col., 2004). Las fases mdviles utilizadas para eluir los extractos fueron las
siguientes:

o Hexano: Acetato de etilo: Acido formico (75:25:1)

e  Acetato de etilo: Metanol: Agua (100: 13,5:10)

e Acetato de etilo: Acido férmico: Acido acético: Agua (100: 11:11:26)
e  Cloroformo: Acido acético glacial: Metanol: Agua (60:32:12:8)

e  Cloroformo: Metanol (95:5)

e  Cloroformo: Metanol (90:10)

e  Cloruro de metileno: Metanol (90:10)

Los compuestos con capacidad antioxidante fueron revelados sobre un fondo puarpura
como bandas amarillas cuya intensidad depende de la cantidad y del tipo de antioxidante
presente en la muestra. Para caracterizar la naturaleza quimica de los compuestos
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antioxidantes se realizaron duplicados de las placas analizadas con DPPH que fueron
visualizadas con luz visible, luz UV de 254 nm y 365nm y los siguientes reactivos reveladores
(Wagner & Bladt, 2001):

o Reactivo de Productos Naturales - Polietilenglicol (RPN-PEG): solucion
de 2-aminoetil difenilborinato all % en metanol y polietilenglicol al 5 %.

o Anisaldehido sulfarico (AS): 0,5 mL de anisaldehido mezclado con 10 mL
de acido acético glacial, seguido del agregado de 85 mL de metanol y 5 mL de acido
sulfurico concentrado.

. Reactivo de Bortranger (KOH): hidréxido de potasio etandlico 10%,

° Solucién cloruro férrico al 10% P/V en agua.

3.3-Ensayo de la Actividad Tripanocida.

Epimastigotes de cepa CL Brener fueron cultivados en medio LIT suplementado con 10
% de suero fetal bovino (SFB) a 28 + 0,5° C en placas de 24 pocillos (Camargo, 1964). Cultivos
de 3-4 x 10° paréasitos/mL fueron incubados con cantidades crecientes de cada extracto.

El crecimiento parasitario fue monitoreado por conteo en una camara de Neubauer. El
porcentaje de inhibicion fue calculado como la proporcion entre el crecimiento parasitario en
presencia y ausencia de cada extracto utilizado, después de 72 horas de incubacién. El valor
de Clso fue calculado a partir de la grafica de porcentaje de inhibicibn en funcién de la
concentracion de extracto.

Cada experimento fue realizado por triplicado. Se utilizd la droga tripanocida
Benznidazol como control positivo. La concentracion ensayada fue de 100ug/mL y los extractos
fueron re suspendidos en DMSO.

Este ensayo fue realizado en de la Catedra de Parasitologia, en la Facultad de Ciencias
Bioguimicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacional de Rosario. en colaboracién con la

Dra. Isabel Nocito.

4-Metodologia para la Evaluacion de la Actividad Biol6gica de Castela tweedii.

267g de hojas, 216g de corteza y 402g de lefio seco y molido de C. tweedii fueron
extraidos por maceracion con diclorometano (3 veces consecutivas). Los respectivos extractos
se filtraron, se reunieron y concentraron a presion reducida. Se obtuvieron: 7,04g de extracto
seco de hoja DCM (CtHpcm), 3,469 de extracto seco de corteza DCM (CtCpcy) Y 2.879g de
extracto seco de lefio DCM (CtMpcy). Los marcos de la extraccién con diclorometano, fueron
secados a temperatura ambiente para eliminar restos de DCM, se extrajeron con metanol
(MeOH) (3 veces consecutivas). Los respectivos extractos se filtraron, se reunieron, se
concentraron a presion reducida y se liofilizaron. Se obtuvieron: 47,4g de extracto liofilizado de
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hojas MeOH (CtHyeon), 12,59 de extracto liofilizado de corteza MeOH (CtCyeon) ¥ 17,29 de

extracto liofilizado de lefio MeOH (CtMyeon)-

4.1-Ensayos de Actividad Tripanocida.

Los extractos diclorometanicos y metandlicos de hoja, corteza y lefio de C. tweedii
fueron re suspendidos en DMSO. Los ensayos fueron realizados en colaboracion con la Dra.
Isabel Nocito siguiendo la misma metodologia descripta en el punto 3.3 de este capitulo.

4.2-Ensayos de Actividad Insecticida.

El insecto utilizado fue Ceratitis capitata W (Diptera: Tephritidae). Se empleb material de
cria en el laboratorio. Los adultos se criaron en jaulas de acrilico transparente de 40 x 30 x 30
cm en condiciones controladas de temperatura (25+ 1°C), humedad relativa (60 + 5%) vy
fotoperiodo (14:10 h) y se alimentaron con levadura de cerveza en polvo y azlcar en una
proporcion de 1:3 (Fig. 28A y C). Se emplearon frutas artificiales para la oviposicién de las
hembras (Fig.26B) y se les proveyd agua en recipientes de vidrio con esponjas embebidas
(Greene y col., 1976).

La cria de larvas se realiz6 a partir de la recoleccién de huevos de la fruta artificial,
preparando con ellos una suspension con agua destilada estéril para su remocion y posterior
acopio. Finalmente se los ubicé en bandejas plasticas con dieta artificial a 25 + 1 °C y 60 %
HR, para que ocurriera la eclosién. Las larvas neonatas se colectaron bajo la lupa con pincel de
pelo de marta N° 000, para la realizacion de bioensayos.

La dieta artificial de larvas estuvo compuesta por: zanahorias trituradas o ralladas,
harina de maiz, azdcar refinada comdn (sacarosa), levadura de cerveza (marca Virgen,
CALSA, Argentina), benzoato de sodio, nipagin y acido clorhidrico (Teran, 1977).

Luego de la limpieza mensual de jaulas, se renovoé la cria a partir de cajas de vidrio con
puparios en el interior de las jaulas.

4.2.1-Bioensayos.

La evaluacion de los extractos de C. tweedii se realiz6 mediante la exposicion de larvas
al alimento tratado y por exposicion de moscas en cajas con papel de filtro impregnado con los
extractos.

En los bioensayos realizados en esta tesis se empled, como parametro de efecto letal,
la mortalidad donde el valor observado se corrige por mortalidad del control a través de la

férmula de Abbott, obteniendo la mortalidad corregida:

Mc(%): Mort. Tratado (%)- Mort. Control (%) X 100
100-Mort. Control (%)
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Como parametro de efecto subletal se empled la demora en el desarrollo estimando el
tiempo de pupariacién medio (TPs). Este indica el tiempo (expresado en dias) que tarda en
alcanzar el estado pupal el 50% de los individuos de la poblacion para un tratamiento dado.

Figura 28: Cria de C. capitata: A: Cria de adultos; B: Fruta artificial con moscas
oviponiendo; C: Adultos con su alimento; D: Unidad muestral: Frasco pequefio con dieta
impregnada dentro de un recipiente de mayor tamafio. En la parte central del circulo se
observan dos puparios de C. capitata en la arena.

4.2.2-Ensayo de exposicion a alimento tratado (EAT):

Se realizé la impregnacion de la dieta con distintas soluciones alcohdlicas de los
extractos a ensayar. Se utilizd un control consistente en dieta impregnada Unicamente con
etanol. Luego de evaporar 48 horas el solvente, se incorporaron diez larvas neonatas por
repeticion manteniéndolas en camara de criaa 25+ 1 °Cy 60 + 5 % HR y oscuridad (Bado y
col., 2004).

La unidad muestral estuvo representada por un recipiente de plastico de 60 ml con 10 g
de dieta artificial impregnada con 1 ml de una soluciéon alcohodlica del producto a evaluar
(Fig.28D). El recipiente plastico, a su vez fue colocado dentro de otro recipiente de plastico
cilindrico de 10 cm de altura y 8.5 de diametro, conteniendo arena esterilizada como sustrato
para la pupariacion. Los recipientes se dispusieron aleatoriamente en la camara de cria. Las
observaciones se realizaron a diario durante los 25 dias de ensayo. Se contabilizaron la

cantidad de puparios emergidos y posteriormente adultos, con el fin de evaluar la mortalidad en
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cada etapa de su ciclo biolégico, las demoras en el desarrollo, tiempo de pupariacion (TPsp) y la

presencia de alteraciones morfologicas.

4.2.3-Ensayo de exposicion en papel de filtro impregnado (EPFI):

Se impregno papel de filtro Whatman N° 1 ubicado en el fondo de recipientes plasticos
transparentes (10 cm de altura por 8,5 cm de didmetro), con un mililitro de cada extracto re-
suspendido en etanol 96°, para una concentracion de 500ppm. Cada tratamiento se realiz6é por
cuadriplicado. Luego de una hora de evaporado el solvente, se incorporaron diez adultos recién
emergidos manteniéndolos en cdmara de cria a 25 + 1 °C y 60 =+ 5 % HR, registrando la
mortalidad cada hora, durante las primeras 5 horas; la Ultima observacion se realizé a las 24 hs
(Park y col., 2003). Los recipientes fueron distribuidos de forma aleatoria, utilizandose como

control papel impregnado en etanol.

4.2.4-Andlisis Estadistico.

Se evaluaron efectos letales como mortalidad pupal, calculada como el porcentaje de
larvas neonatas que llegaron a formar puparios en los tratamientos con respecto al control.
Estos se analizaron mediante un analisis estadistico de la varianza ANOVA vy el test de Tuckey
(p<0,05) (Norman y Steiner, 1996). Los efectos subletales, como el tiempo de pupariacion
medio (TPsg), se evaluaron por el método Probit (Finney, 1971).

Los ensayos se realizaron en el laboratorio de la Catedra de Zoologia Agricola en la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires, en colaboracion con la Ing. Agr.
Dra. Sandra Clemente.

5-Caracterizacion Fitoquimica de los extractos bioactivos de Castela tweedii.

5.1-Cromatografia en capa delgada (CCD).

Las CCD fueron realizadas empleando como fase estacionaria (FE) cromatofolios de
silica gel 60 (Silica gel 60 Fs4; Merck Labs., Alemania) o cromatofolios de celulosa Polygram
Cel 300 UV 254.

Las fases méviles (FM) empleadas cuando se uso silica gel como fase estacionaria
fueron las siguientes:

o Acetato de etilo: Acido formico: Acido acético: Agua (10:1,1:1,1:2,6)
. Acetato de etilo: Metanol: Agua (77:15:8)

. Acetato de etilo: Metanol (95:5)

. Benceno: Acetato de etilo (70:30)
. Cloroformo: Metanol (95:5)

. Cloroformo: Metanol (90:10)
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. Cloroformo: Dietilamina (90:10)

. Cloroformo: Acido acético: Etanol: Agua (60:32:12:8)

° Diclorometano: Metanol (95:5)

. Diclorometano: Metanol (90:10)

. Formiato de etilo: Tolueno: Acido férmico: Metanol (20:20:10:10)
° Hexano: Acetato de etilo: Acido férmico (75:25:1)

. Hexano: Acetato de etilo (90:10)

. Hexano: Acetato de etilo (50:50)

. Tolueno: Eter (70:30)
. Tolueno: Eter (50:50)
. Tolueno: Eter (50:50), (Saturado en &cido acético 10% V/V)

° Tolueno: Acetato de etilo: Dieteilamina (70:20:10)
. Tolueno: Acetato de etilo (70:30)
. Tolueno: Acetato de etilo (90:10)

Las FM empleadas cuando se us6 celulosa como FE fueron las siguientes:

. Acido acético 6% V/V

. Acido acético 15% VIV

. Acido acético 40% V/V
Se utilizaron los siguientes patrones de referencia comerciales:

. Cumarinas: Escopoletina (Sigma®), umbeliferona (Sigma®), esculetina
(Sigma®), esculina (Sigma®) al 0,1% P/V en metanol.

° Flavonoides: Genkwanina (Extrasynthese®), luteolina (Extrasynthese®),
apigenina (Extrasynthese®) 0,05% P/V en metanol, rutina (Sigma®), quercitrina
(Sigma®), quercetina (Sigma®), isoquercitrina (Sigma®), hiperésido (Sigma®),

kaemfretina (Sigma®), kaenferol (Sigma®), quercetina metil éter (Sigma®) 0,05% P/V en

metanol.
. Cuasina (Extrasynthese®) 0,1% P/V en metanol.
. Alcaloides: Quinina (Extrasynthese®), quinidina (Extrasynthese®),

yohimbina (Extrasynthese®) 0,05% P/V en metanol.

. Acido clorogénico (Sigma®), acido caféico (Carl Roth®) al 0,1% P/V en
metanol.

. Acido galico (Extrasynthese®) 0,05% P/V en metanol

. B-sitoesterol (Sigma®), acido oleandlico (Sigma®), acido ursolico (Sigma®)

al 0,1% P/V en cloruro de metileno.
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Una vez realizadas las corridas cromatogréficas las placas fueron observadas a luz
visible, bajo luz UV de 254nm y 365nm y reveladas con los siguientes reactivos
reveladores:

o Reactivo de Productos Naturales - Polietilenglicol (RPN-PEG): solucion
de 2-aminoetil difenilborinato all % en metanol y polietilenglicol al 5 %.

o Anisaldehido sulfarico (AS): 0,5 mL de anisaldehido mezclado con 10 mL
de acido acético glacial, seguido del agregado de 85 mL de metanol y 5 mL de acido

sulfurrico concentrado.

. Reactivo de Bortranger (KOH): hidroxido de potasio etanélico 10 % P/V
° Tricloruro férrico (FeCls) al 10% P/V en agua.
° Reactivo de Dragendorff: solucion stock: (a) 0,85 g de nitrato basico de

bismuto en 10 mL de &acido acético glacial y 40 mL de agua. (b) 8 g de ioduro de potasio
en 30 mL de agua. Se mezclan 1 mL de la solucion stock con 2 mL de &cido acético
glacial y 10 mL de agua.

5.2-Cromatografia en columna (CC).

700 mg de extracto de madera diclorometanico de C. tweedii fue fraccionado por
cromatografia en columna a presién hidrostéatica. El extracto seco se re-disolvid en 2 mL de
tolueno y se sembr6 en una columna de vidrio de 45 cm de altura por 3 cm de diametro. Se
utilizé como FE silica gel 60, 70-230 Mesh ASTM (Machery-Nagel®). Se eluyé con un gradiente
escalonado de polaridad creciente de los siguientes solventes: Tolueno, éter, metanol, agua.
Se recogieron fracciones de 50 ml que se fueron concentrando y re-disolviendo en metanol.
Las fracciones obtenidas (60 fracciones) fueron evaluadas mediante CCD utilizando las FM
descriptas en el punto 5.1.de este capitulo. Aquellas fracciones que presentaron perfiles
cromatogréficos similares fueron reunidas, dando 15 fracciones enumeradas: fraccion 1, 2, 3,
4/5, 6/11, 12/13, 14, 15/16, 17/19, 20/25, 26/29, 30/33, 34/48, 49/60 y 61/62. Se continud con el

analisis de estas fracciones por CCD frente a distintos patrones de referencia comerciales.

5.3-Cromatografia en fase Gaseosa (CG)

La fraccion 20/25 obtenida por CC fue analizada mediante cromatografia en fase
gaseosa (CG) en un cromatégrafo de gases marca Varian modelo 3400CX. Se utiliz6 una
columna de 5% fenil-95% dimetilpolisiloxano (DB5, J&W Scientific) de 30 m x 0.25 mm de
diametro y 0.25u de espesor de FE; con detector FID a 300°C. Temperatura de inyeccion
300°C, temperatura inicial de la columna: 200°C, tiempo inicial 1 minuto, aumentando
15°C/min. hasta los 290°C, tiempo final 23 min. Relacion de Split: 1:90. Gas portador: N, a una
velocidad de 1 mil/min. La identificacion ser realizé por comparacion del tiempo de retencion

entre el testigo de B-sitosterol y las diferentes fracciones analizadas.
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5.4-Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE).

Las cromatografias se realizaron en un equipo Varian 9012 con un detector UV — visible
Varian 9050 y un detector con arreglo de fotodiodos Varian Polycrom 9065. La deteccion UV se
realizé a 325 nm y 254 nm. Se utiliz6 una columna C18 Luna 5 pm (250 nm x 4.6 nm di). Se
emplearon dos sistemas de solventes:

Sistema I: FM binaria compuesta por los solventes A: H,O-AcOH (98:2) y B: MeOH-
AcOH (98:2). Gradiente: 15% B a 40% B, 30 min; 40% B a 75% B, 10min; 75% B a 85% B,
5min. El volumen de inyeccién fue de 20 pl y el flujo de 1.2 mL/ min.

Sistema II: FM compuesta por los solventes A: H,O-TFA (99,5:0,5) y B: acetonitrilo
100%. Gradiente: 10%B a 20%B, 10min; 20% B a 22% B, 5 min; 22% B a 25% B, 15 min; 25%
B a 30% B, 5 min; 30% B a 30% B, 20min. El volumen de inyeccidn fue de 20 pl y el flujo de 1.2
mL/ min.

Para la preparacién de las FM se emplearon solventes Sintorgan® grado HPLC. Las
soluciones de los extractos y fracciones se inyectaron a través de filtros Millipore SJHVO 13NS,
13 nm de diametro. Los extractos se sembraron en una concentracion de 5mg/mL y los
patrones de referencia comerciales a 0,dmg/mL en metanol. Los patrones de referencia
comerciales fueron:

o Flavonoides y acidos fenilcarboxilicos: Rutina, isoquercitrina, luteolina,

acido clorogénico, apigenina, genkwanina, acido caféico, acido vainillico, hiperésido y

quercetina.
o Cumarinas: Esculetina, esculina, escopoletina y umbeliferona.
o Taninos: Acido gélico, galicina, catequina, acido elagico,

epigalocatequina, epigalocatequin galato y epicatequin galato.
. Alcaloides: Harmano, norharmano.
. Cuasinoides: Cuasina, isocuasina y neocuasina.
Se inyectaron en primer lugar los testigos de referencia comerciales
correspondientes seguidos inmediatamente por los extractos, bajo las mismas

condiciones cromatograficas.

5.5-Extraccién Liquido-liquido.

5 g del extracto metandlico de hojas fueron re-suspendidos en 150mL de agua
destilada, el extracto obtenido se particion6 en un extractor liquido-liquido tipo Kutscher
Steudel, usando acetato de etilo como solvente de extraccion. Se obtuvieron dos
fracciones: fraccion hoja MeOH/AcoEt (Hacoer) Y una fraccion acuosa residual (Hacyosa)-
Ambas fracciones fueron analizados por CCD y CLAE acoplada a detector UV/DAD con
arreglo de fotoiodos, utilizando las mismas condiciones cromatogréaficas detalladas en el

punto 5.3 de este capitulo.
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" Ailanthus altissima (Mill.)
a Swingle.

Ailanthus altissima (Mill.) Swingle, J.Wash. Acad.Sci.6 (14):495.1916.

Toxicodendron altissima Mill.,, Gard. Dict. (ed.8)10.1768; Rhussenensis Ellis, en
Houttuyn., Natnur. Hist. 1l (2): 212. 1774; Ailanthus glandulosa Desf., Men. Acad. Sci. (Paris)
1786:265, tab.8.1788; Ailanthus procera Salisb., Prodr.:171. 1796; Pongelion glandulosum
(Dest.) Pierre., Fl. Forest. Cochinch. 4, pl. 294, 1893; Ailanthus cacodendron (Ehrh.) Schinz et
Tell., Men. Soc. Sci. Nat. Cherbourg. 38:679.1912; Pongelion cacodendron (Ehrh) Farwell., Am.
Midl. Nat. 12:67. 1930; Ailanthus (Buc’hoz) Barkley, Ann. Mo. Bot. Gard. 24:264.1937.

Arbol de gran porte, hasta 8 m de altura, a menudo dioico, de corteza grisacea y
brillante (Fig. 30A, F). Hojas caducas, imparipinadas, de hasta 80 cm de longitud; foliolos 10-
25, ovado-lanceolados, de 4-15 x 5 cm, provistos de glandulas a menudo 1-3 lobadas a cada
lado, hacia la base del foliolo, de borde entero, apice acuminado, truncado o redondeado (Fig.
30B;Fig. 33A, B). Flores poco conspicuas, verdosas, 5-meras, agrupadas en panojas
terminales conspicuas; con androceo diplostémono. Samara oblonga de 3-5 x 0,5-1,5 cm, con

parte seminifera central a ala hialina de color castafio (Fig. 30C) (Xifreda y Seo, 2006).

NOMBRES VULGARES: “Ailanto”, “Arbol del Cielo” o “Arbol de los Dioses”.

DISTRIBUCION Y HABITAT.

Especie introducida, originaria de China, cultivada como ornamental en calles vy
parques, en Buenos Aires, La Plata y Tucuman; crece en ambientes antropicamente
modificados, escapado de cultivos en grietas de veredas, entre los 0 y 500 m sobre el nivel del
mar (Fig. 29), (Xifreda y Seo, 2006).

USO VERNACULO.

La corteza se utiliza como antiespasmaddica y antiparasitaria en animales. En China la
corteza se utiliza para el tratamiento de resfrios (De Feo y col., 2003), la disenteria y otros
problemas intestinales, la tintura de la corteza de raiz contra palpitaciones cardiacas, asma y
epilepsia (Moussalli, 1939; Hu, 1979). En Europa su uso es ornamental (Grieve, 1996). Las
hojas se usan como astringentes en lociones para la seborrea (Howard y col., 2004). Ademas,

es utilizada con fines agrondmicos para controlar distintas pestes en agricultura (Heisey, 1990).
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Figura 29: Distribucion geografica de Ailanthus altissima (Mill.)
Single. Sitios de coleccion; ‘ Citas de herbarios y
bibliograficas.
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CARACTERES EXOMORFOLOGICOS.

HOJAS.

Hojas caducas, compuestas imparipinnadas, de hasta 80 cm de longitud; foliolos 10 a
25, ovado-lanceolados, de 4 a 15 x 5 cm, provistos de glandulas a menudo 1 a 3 lobadas a
cada lado, hacia la base de la hoja, de borde entero, apice acuminado, truncado o redondeado
(Fig. 30B; Fig. 33A, B).

CORTEZA.

La superficie externa de la corteza de ramas jévenes es de color castafio rojizo con
abundantes y pequefias lenticelas color amarillo palido (Fig. 30F). En ramas laterales
desarrolladas el color se torna pardo grisaceo con lenticelas transversales prominentes en la
superficie. Posee fractura entera, olor caracteristico y sabor ligeramente amargo.

LENO.

En seccidn transversal el lefio es de color blangquecino, algo brillante (Fig. 30E), con
anillos de crecimiento medianamente visibles, delimitados por una franja pardusca. La
porosidad es anular. Existe escasa diferenciacién entre albura y duramen, siendo éste Ultimo

de color castarfo.
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Figura 30: Exomorfologia de Ailanthus altissima (Mill.) Single. A: Ejemplar adulto; B:
Envés del foliolo, ubicacion de las glandulas; C: Detalle de frutos; D: Ramas con
infructescencias; E: Lefio; F: Detalle de la corteza.
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CARACTERES ENDOMORFOLOGICOS.

HOJA.

Lamina del foliolo en vista superficial.

Arquitectura foliolar: la venacion es camptédroma broquidédroma. Posee de 4 a 5
6rdenes de venas, las secundarias son pinnadas, mientras que las de orden superior son
reticuladas. Las venas marginales forman ojales cerrados con terminaciones vasculares libres.
Las areolas son cuadrangulares y pentagonales dispuestas al azar, coexistiendo terminaciones
vasculares simples y ramificadas, rectas y curvas. La red vascular es de densidad intermedia
(Fig. 31A; Fig. 33C).

Epidermis adaxial: con cuticula gruesa y estriada, las células son poligonales de
paredes anticlinales rectas. No se observan estomas (Fig. 31B; Fig. 33D). Presenta tricomas
simples uni y pluricelulares, y glandulares de pie y cabeza pluricelular (Fig. 32H; Fig. 33 F, G).

Epidermis abaxial: con cuticula gruesa y estriada (Fig. 31F, H), las células son
poligonales con paredes anticlinales rectas, de menor tamafio que las de la epidermis adaxial.
Se observan estomas del tipo anomocitico al mismo nivel que las restantes células epidérmicas
(Fig. 31 C, F, G, H; Fig. 33E). Se destacan glandulas pluricelulares, rodeadas de gran cantidad
de drusas de oxalato de calcio, en cada diente de la base foliolar (Fig. 31 D, E).Presenta el

mismo tipo de tricomas simples y glandulares que la epidermis adaxial (Fig. 31 G; Fig. 33F, G).

Lamina del foliolo en corte transversal

Epidermis adaxial: uniestratificada de células grandes. Cuticula gruesa y estriada (Fig.
32B). El foliolo es hipoestomatico. El mesdéfilo es de estructura dorsiventral con una hilera de
paréngquima en empalizada (Fig. 32 B; Fig. 33H, K). Se observan drusas de oxalato de calcio
en el parénquima esponjoso rodeando el nervio medio. En posicidon subepidérmica, este se
halla reforzado por colénquima del tipo laminar. El nervio medio esta constituido por 5-7 haces
vasculares colaterales abiertos dispuestos en forma circular y acompafiados por una vaina
conspicua de fibras blandas (Fig. 32 A; Fig. 33 H). Los haces de los nervios menores se hallan
rodeados de una vaina parenquimatica (Fig. 33 K).

La glandula pluricelular en corte transversal, se encuentra rodeada por una epidermis
unicelular y se pueden diferenciar distintos tipos de parénquima (Fig. 32 E; Fig. 33l, J): el
parénquima secretor, de células con citoplasma denso (Fig. 32F), y rodeando a este un
parénquima de transicion de células elongadas (Fig. 33J). Se observa la presencia de un
poroen la epidermis abaxial (Fig. 32G).

Epidermis abaxial: uniestratificada con cuticula gruesa y estriada (Fig. 32B).
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PECIOLULO.

En seccién transversal es de contorno plano convexo con dos expansiones laterales
(Fig. 33L). La epidermis es uniestratificada, con cuticula gruesa y pelos simples uni y
pluricelulares. En posicion subepidérmica se observan 3 a 4 hileras de colénquima laminar. El
sistema vascular esta constituido por 15 a 18 haces vasculares colaterales abiertos dispuestos
en forma circular, cada haz presenta un casquete de fibras blandas. Se observan gran cantidad
de drusas de oxalato de calcio en el parénquima y la médula (Fig.33 L).

Los caracteres cuantitativos de valor diagndéstico para las hojas se expresan en la Tabla
12.
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Figura 31 : Fotomicrografia de foliolo de Ailanthus altissima (Mill.) Single. Vista
superficial. A: Arquitectura foliolar; B: Epidermis adaxial; C: Epidermis abaxial; D:
Diente en la base foliolar; E: Detalle de la glandula; F-H: MEB, epidermis abaxial; F:
Detalle de un estoma; cu: Cuticula estriada; dr: Drusas; e: Estoma; gl: Glandula.
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Figura 32 : Fotomicrografia de foliolo de Ailanthus altissima (Mill.) Single.
A-H: Seccion transversal. A: Nervio medio; B: Semilimbo; C: Borde del
semilimbo; D: Pelo simple pluricelular; E: Glandula nectarifera en el diente en la
base foliolar; F: Detalle de lo indicado en E, tejido secretor; G: Detalle de lo
marcado en E, poro; H: Pelo glandular. co: Colénquima; cu: Cuticula; epi:
Epidermis; po: Poro; xi: Xilema.
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Figura 33: Micrografia de foliolo de Ailanthus altissima (Mill.) Single. A: Morfologia
foliar; B-C: Arquitectura foliolar: B: Aspecto general; C: Venacion del borde y areolas;
D. E y G: Epidermis en vista superficial, D: adaxial; E: abaxial; F: Tricoma glandular; G:
Tricoma simple pluricelular; H-L: Seccion transversal, H: Nervio medio; I: Glandula en
la base foliolar; J: Detalle de lo indicado en I; K: Detalle de lo indicado en H; L: Peciolo.
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CORTEZA

Corteza externa

Presenta una peridermis constituida por 5-7 capas de suber dispuestas de manera
estratificada y discontinua, cada capa de suber se encuentra formada por 15-30 hileras de
células suberosas de dimensiones variables y sin tejido floemético intermedio (Fig. 34A, B, C).
Las células del suber son de forma poligonal cuadrangular y rectangular en seccion transversal,
con engrosamiento mediano y heterogéneo en sus paredes celulares, siendo las basales mas
aplanadas y con mayor depdésito de suberina, lo que permite diferenciar las capas entre si. En
superficie, las células suberosas se observan poligonales. La felodermis es Unica y

pluriestratificada.

Corteza interna

En el parénquima floematico se observan numerosos grupos heterogéneos de
dimensiones variables de esclerénquima compuesto, que se extienden hasta el floema
funcional (Fig.34A). Este se encuentra formado por fibras, braquiesclereidas y
macroesclereidas (Fig. 34A, D), estas Ultimas con abundantes cristales poliédricos de oxalato
de calcio (Fig. 34E, F, G).

El floema funcional se halla interrumpido por radios 1-5-7 seriados; se observan
cavidades secretoras aisladas y dispersas. El parénquima radial se halla constituido por células
parenquimaticas procumbentes y erectas, de paredes poco engrosadas y con escasos
espacios intercelulares. Posee escasas fibras floematicas. El parénquima axial contiene drusas
de oxalato de calcio.

Los caracteres cuantitativos de valor diagndstico de los elementos celulares de la

corteza se expresan en la Tabla 12.

LENO

La porosidad es anular uniforme. El crecimiento es anular (Fig. 35A, I). Los vasos son
de contorno circular, con placa de perforacion simple y puntuaciones intervasculares areoladas
alternas con apertura de la puntuacion inclusa (Fig. 35A, E-H). Se observan vasos solitarios de
gran tamafo y medianos, y mdultiples de 2 a 4 de distribucion radial y oblicua en el lefio
temprano. En el lefio tardio los vasos son pequefios, geminados, racemiformes y mdultiples
cortos de 2 a 6, de distribucion radial y oblicua (Fig. 35A, I).

Las fibras xilares, traqueidas vasicéntricas y fibrotraqueidas presentan paredes laterales
medianamente engrosadas; se hallan reunidas en grupos inter-radiales y se aplanan
tangencialmente, al final del anillo de crecimiento, en el lefio tardio. Las fibras xilares libriformes
son fusiformes, de disposicion no estratificada con puntuaciones simples.

El parénquima xilematico axial es paratraqueal vasicéntrico, levemente aliforme,

conformado por 5 a 8 células por banda de parénquima.
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Los radios secundarios son heterocelulares no estratificados, uniseriados y mas
comunes 4 a 10 seriados; con 1 a 4 células erectas en los margenes de los mismos. Las
células radiales no dejan espacios intercelulares y poseen las paredes medianamente
engrosadas con puntuaciones simples (Fig. 35B, C).

Se observan aisladas cavidades secretoras (Fig. 35D).

Los caracteres cuantitativos de valor diagndstico de los elementos celulares del lefio se
expresan en la Tabla 12.
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Figura 34: Fotomicrografia de la corteza de Ailanthus altissima (Mill.) Single. A-D:
Seccion transversal; A: Vista panoramica; B: Representacion esquematica; C: Corteza
externa; D: Detalle de la zona indicada en A; E-G: Material macerado: E: Macro y
braquiesclereidas; F: Macroesclereida; G: Braquiesclereidas con cristales de oxalato de
calcio incluidos. b: Braquiesclereidas; es: Esclerénquima; fi: Fibras: fl: Floema.
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Figura 35: Fotomicrografia del lefio de Ailanthus altissima (Mill.) Single. A: Seccion
transversal; B: Seccion longitudinal radial, radio heterocelular; C: Seccion longitudinal
tangencial; D: Seccidn transversal, cavidades secretoras; E-G: Material macerado, miembros
del vaso; H-l: MEB; H: Puntuaciones intervasculares areoladas alternas; I: Seccion
transversal. ¢s: Cavidades secretoras esquizolisigenas; r: Radios pluriseriados
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indice de estomas 18,1+ 3,0
« Estomas x mm? 227,7 + 46,5
=) indice de empalizada 8,1+1,7
= Tricomas simples x mm? 63,7 + 15,9
Longitud de tricomas simples (um) 277,2 £ 57,2
Latitud células de suber 10,0£0.1
en transcorte
Longitud células de suber 40,0+1,3
en transcorte
Dlametro,celulas de. 20,040.2
sUber
Diametro 40,0+6,6
« braquiesclereidas (31-53)
N Cortas 56,3 + 6,6
Q . (48%) (40-64)
4: Long. Macroesclereidas Largas 868+ 104
8 (52%) (70-140)
Cortas 422,2+94,4
. . (47%) (328-568)
Long. Fibroesclereidas Largas 7228+ 80,1
(53%) (600-860)
Cortas 1234,2 £ 137,2
. (60%) (980-1400)
Long. Fibras no septadas Largas 18057 + 148.1
(40%) (1560- 2060)
Longitud elementos 288,7 £ 40,4
del vaso (224-360)
Primavera 1494+ 23,6
Diametro elementos del vaso (96-184)
Verano 213£6.2
(14-36)
Cortas 812,5+62,3
0 -
% Longitud fibras no septadas S?gg)s 11(Zg%ff$é,9
- (20%) (1000-1400)
Latitud de fibras 16,1+0,1
Vaso X mm? 25,5+9,2
Unicelulares 5+2
Altura de los radios Pluricelulares | Cortos 11 +4
Largos 27 +5
indice de vulnerabilidad 5,8
indice de mesomorfia 1674

Tabla 12: Caracteres cuantitativos de hoja, corteza y lefio de Ailanthus altissima (Mill.) Single. Los
resultados se expresan como: porcentaje presente en la muestra, valor promedio y su correspondiente
desvio estandar, y valores minimos y maximos obtenidos.
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ANALISIS HISTOQUIMICO.

Se observo la presencia de mucilagos en idioblastos del parénquima esponjoso, en
cortes transversales de foliolo tefiidos con violeta de cresilo (Fig. 36F). La tincién con Sudan IV
permitié diferenciar una cuticula estriada sobre ambas epidermis y aceites esenciales en los
tricomas glandulares (Fig. 36B-D). La observacion bajo luz polarizada permitié detectar gran
cantidad de drusas de oxalato de calcio rodeando las glandulas en cada uno de los dientes de

la base foliolar, asi como también en el parénquima esponjoso de los foliolos (Fig. 36A).
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Figura 36: Analisis Histoquimico Ailanthus altissima (Mill.) Single. A:
Vista superficial de la glandula en la base foliolar; B-F: Seccion transversal
del foliolo; B: Pelo glandular, tincion con Sudan IV; C y D: Nervio medio,
tincion con Sudan IV; D: Detalle de cuticula estriada; E: Seccion
transversal del semilimbo, tincion con Sudan IV y solucion de FeCl; al
10%; F: Tincion con Violeta de cresilo. co: Colénquima; cu: Cuticula, cr:
Cristales de oxalato de calcio; gl: Glandula; p: Parénquima esponjoso; pe:
Parénquima en empalizada; mu: Mucilagos; x: Xilema
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Alvaradoa subovata Cronquist. (Brittonia 5 (2):134, 1944).

Alvaradoa amorphoides var. puberulenta Monach. Lillioa 8:407. 1942. Alvaradoa
subovata var. puberulenta (Monach.) Cronquist, Brittonia 5:134. 1944; Alvaradoa puberulenta
(Monach.) Sleumer, Lilloa 26: 170-171. 1953; Alvaradoa amorphoides auct. Non Liebm.,
Griseb., Symb. fl. Argent.: 77. 1879.

Arboles pequefios o arbustos, muy vistosos por su floracion roja y amarilla, de 3 a 6 m
de altura, con tallo delgado (Fig. 38A, D). Hojas compuestas, alternas, imparipinadas, con 16-
24 foliolos oblongos, de 2-4 x 0,4-1 cm, de borde entero, alternos (Fig. 38B; Fig. 40A, B).
Flores estaminadas en racimos péndulos multifloros, terminales o axilares; con 5 sépalos,
ovado-elipticos, de 2 x 9,5 mm, soldados en el tercio inferior, exteriormente pubescentes,
pétalos 5, filiformes, de 2-2,5 mm de largo, glabros, estambres 5, de 4 mm de largo, exertos;
filamentos pilosos en la parte inferior, con anteras bitecas. Disco pentalobulado. Flores
pistiladas en racimos péndulos, densifloros, axilares o terminales; con 5 sépalos similares a las
flores estaminadas, sin pétalos, ovario inserto sobre un pequefio disco, estilos 3, recurvados.
Céapsula eliptico-lanceolada, uniseminada, amarillenta, de 15x5 mm (Fig. 38B). Semilla
alargada de cerca de 6 x2 mm, oscura. Granos de polen prolatos ovales, trilobados en vista
polar, tricolporoidados, foso aperturados, ectexina tectada, tectum de superficie equinada, con
espinulas y perforaciones (Xifreda y Seo, 2006).

NOMBRES VULGARES: “Pichi-blanco”, Sacha ruda” o “Chuquisaca”.

DISTRIBUCION Y HABITAT.

Crece en el piso inferior de la selva tropical Tucumano-Boliviana, en la Provincia
Biogeografica de la Yunga (Salta, Jujuy y Tucuman), entre los 1000 y 1600 m sobre el nivel del
mar (Xifreda y Seo, 2006), frecuentemente en laderas humedas y barrancas abruptas. (Fig.
37). El clima es calido y himedo, con lluvias principalmente estivales. La precipitacion anual
varia entre 900 a 2500 mm y la temperatura media anual entre 14° y 26°. Se producen heladas

en todo el territorio y en zonas mas elevadas nevadas (Cabrera, 1971).
USO VERNACULO:

El lefio se utiliza como ténico estomacal, y la corteza como antipruriginosa
(Toursarkissian, 1980)
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CARACTERES EXOMORFOLOGICOS.

HOJAS.
Las hojas son compuestas, pecioladas, alternas, imparipinnadas con 16-24 foliolos, de
2-4 cm. de longitud x 0,4-1 cm. latitud, oblongos, alternos, de borde entero, apice retuso y base
aguda (Fig. 38 B, D; Fig. 40A, B).

CORTEZA.
La superficie externa de la corteza del tallo es de color castafio grisaceo, con
rugosidades y escasas grietas longitudinales. Posee escaso espesor de suber y en ramas
jovenes se destacan numerosas lenticelas. La superficie interna es lisa, de color castafio claro;

presenta fractura entera, sabor amargo y olor caracteristico (Fig. 38E).

LENO.
El lefio es de color amarillo palido, poco brillante, con una leve disminucién en color en
la zona de la albura. En seccion transversal se observan anillos de crecimiento secundario muy

poco diferenciables (Fig. 38F).
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Figura 38: Exomorfologia de Alvaradoa subovata Cronquist. A: Ejemplar
adulto, B: Infructesencia, C: Ramas con infructesencias, D: Ejemplar joven en su
habitat, E: Detalle de la corteza, F: Detalle del lefio.
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CARACTERES ENDOMORFOLOGICOS.

HOJA.

Lamina del foliolo en vista superficial

Arquitectura Foliolar: la venacion es camptédroma, broquidédroma (Fig. 39A; Fig. 40B).
Poseen de 4 a 5 6rdenes de venas, las secundarias son pinnadas, mientras que las de orden
superior son reticuladas. Las venas marginales forman ojales cerrados con terminaciones
vasculares libres (Fig. 40 B, C). Las areolas son poligonales dispuestas al azar, coexistiendo
terminaciones vasculares simples y ramificadas y rectas o curvas. La red vascular es de
densidad intermedia.

Epidermis adaxial: se observan papilas de forma esférica en gran parte de las células,
las células son poligonales de paredes rectas y ligeramente mas grandes que las de la
epidermis abaxial, elongadas sobre los nervios. No se observan estomas. Presenta tricomas
simples, unicelulares, de paredes delgadas, que se ubican con mayor densidad sobre las
nervaduras (Fig. 40D).

Epidermis abaxial: las células son poligonales de paredes rectas y elongadas sobre el
nervio medio. Se observan estomas hundidos del tipo anomocitico y tricomas similares a los

descriptos para la epidermis adaxial (Fig. 39B, C, G; Fig. 40 E).

Lamina del foliolo en corte transversal

Epidermis adaxial: uniestratificada. Se observan pailas de gran tamafio cubiertas de una
cuticula lisa al igual que las células epidérmicas. (Fig. 39E)

El foliolo es hipoestomatico. EI mesofilo es de estructura dorsiventral con 1 hilera de
parénquima en empalizada (Fig.39D, F; Fig. 40F).Se observan drusas y escasos estiloides de
oxalato de calcio en el parénquima esponjoso (Fig. 43B). En posicion subepidérmica la vena
media se halla reforzada por colénquima de tipo laminar del lado adaxial y abaxial. El nervio
medio esta constituido por 5 a 9 haces vasculares colaterales abiertos dispuestos en arco y
acompafiados por una vaina conspicua de fibras (Fig. 39D; Fig. 40F). Los haces de nervios
menores se hallan rodeados de una vaina parenquimética (Fig. 40G).

Epidermis abaxial: uniestratificada y papilosa (Fig.39E).

PECIOLULO
En seccién transversal es de contorno circular. La epidermis es uniestratificada, con
cuticula delgada y tricomas unicelulares, similares a los descriptos para las hojas. En posicion
subepidérmica se localiza colénquima laminar que se extiende hasta el nervio medio. El
sistema vascular esta constituido por 7 a 9 haces vasculares colaterales abiertos dispuestos
en forma de arco, cada haz presenta un casquete de fibras blandas. (Fig. 40H).

Los caracteres cuantitativos de las hojas se expresan en la Tabla 13.
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G

Figura 39: Fotomicrografia de hoja de Alvaradoa subovata Cronquist. A-C:
Vista superficial, A: Arquitectura foliolar; B y C: Epidermis abaxial; D-E: Lamina
en corte transversal; D: Nervio medio; E: Mesofilo; F: Borde del semilimbo; G:
MEB, epidermis abaxial. e: Estoma; epi: Epidermis adaxial; p: Parénquima: pa:
Papila; pe: Parenquima en empalizada; tr: tricoma simple; xi: Xilema.
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Figura 40: Micrografia de hoja de Alvaradoa subovata Cronquist . A: Morfologia foliar;
B-C: Arquitectura foliolar; B: Aspecto general, C: Venacion del borde y areolas; D-E:
Epidermis en vista supeificial; D: adaxial, E: abaxial; F-H: Seccion transversal; F: Nervio
medio; G: Detalle de lo indicado en F; H: Peciolo.
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CORTEZA

Corteza externa

El ritidoma se halla constituido por una sola peridermis exfoliante que consta de 8-12
hileras de células de suber de dimensiones variables (Fig. 41A). Las células del suber, en
seccion transversal, son generalmente rectangulares, aplanadas de paredes homogéneas de
engrosamiento mediano. En vista superficial son de forma poligonal. La felodermis es
pluriestratificada con células de paredes delgadas. Se observa una amplia regién de floema no
funcional y parénquima (Fig. 41A y B).

Corteza interna

En el limite con el floema funcional se observan numerosos grupos heterogéneos de
fibras, macroesclereidas y braquiesclereidas de diferentes dimensiones (Fig. 41A, B, C-G). El
parénquima floematico es abundante con grupos aislados de esclereidas y muy escasos
cristales poliédricos y drusas de oxalato de calcio.

El floema funcional se encuentra atravesado por radios 1 a 3 seriados (Fig. 41B). El
sistema radial estd constituido por células parenquimaticas procumbentes de paredes sin
engrosar, que dejan escasos espacios intercelulares y que contienen drusas y estiloides de
oxalato de calcio. El parénquima axial posee células alargadas longitudinalmente de morfologia
variada, con abundante cantidad de estiloides de oxalato de calcio (Fig. 41H, I).

Los caracteres cuantitativos de valor diagnéstico de los elementos celulares de la

corteza se expresan en la Tabla 13.

LENO

La porosidad es difusa, no uniforme. El crecimiento es anular, los anillos estdn poco
demarcados por una banda inconspicua de fibras de paredes poco engrosadas, comprimidas
tangencialmente, de 2 a 3 células de espesor (Fig. 42A, D, J). Los vasos son de contorno
circular, siendo escasos los elipticos, con placa de perforacién simple y puntuaciones
intervasculares alternas (Fig. 42E-1). Se disponen algunos solitarios y otros multiples con
distribucion radial en el duramen y radial y oblicua en la albura (Fig. 42A, D, J). Las traqueidas
vasicéntricas y fibrotraqueidas son de paredes medianamente engrosadas. Hay fibras septadas
Yy no septadas, con puntuaciones simples a rebordeadas y paredes medianamente engrosadas.

El parénquima axial es muy escaso y difuso, con al menos dos células por banda de
parénquima. El sistema radial estad constituido por radios 1 a 3 seriados, no estratificados y
heterocelulares con 2 a 4 hileras de células erectas en los margenes y procumbentes en el
cuerpo radial. Las células son de paredes medianamente engrosadas, con puntuaciones
simples y no dejan espacios intercelulares entre si (Fig. 42B, C).

Los caracteres cuantitativos de valor diagndstico de los elementos celulares del lefio se

expresan en la Tabla 13.
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Figura 41 : Fotomicrografia de la corteza de Alvaradoa subovata Cronquist.
A-B: Seccion transversal; B: Representacion esquematica; C-G: Material
macerado; C y E: Macroesclereidas; D: Braquiesclereidas; F: Braqui y
macroesclereidas G: Braquiesclereidas con proyecciones; H: Seccion
longitudinal; I: MEB, seccion longitudinal. ce: Corteza externa; ci: Corteza interna;
es: Estiloides; esc: Esclerénquima; s: Suber.
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Figura 42: Fotomicrografia del lefio de Alvaradoa subovata Cronquist. A: Seccion
transversal; B: Seccion longitudinal tangencial; C: Seccion longitudinal radial; D: Detalle
de lo indicado en A: E-H: Material macerado, miembros del vaso; I-J: MEB; I: Seccion
longitudinal; J: Seccion transversal. a: Apéndice; ac: Anillo de crecimiento delimitado por
banda de fibras; ce: Células erectas; cp: Células procumbentes; es: Estiloides; fi: Banda
inconpiscua de fibras; ru: Radio uniseriado; v: Vaso; vo: Vasos de distribucion oblicua.
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indice de estomas 9+1
S Estomas x mm* 143,3 27,1
S Indice de empalizada 6,6 £1,0
s Tricomas simples x mm? 111,4 + 27,1
Longitud de tricomas simples (um) 153,6 + 26,6 um
Latitud células de suber 10.4+16
en transcorte
Longitud células de suber 22 8+3.1
en transcorte
Dlametro,celulas de. 25 8+4.2
suber
Diametro 19,6+2,1
S braquiesclereidas (16-24)
N Cortas 544+112
- . (59%) (40-72)
é Long. Macroesclereidas Largas 11521152
() (41%) (90-150)
Cortas 594,0 + 99,8
: : (62%) (440-688)
Long. Fibroesclereidas Largas 8093832
(38%) (720-980)
Cortas 978,7+77,1
: (55%) (800-1100)
Long. Fibras no septadas Largas 13292+ 1185
(45%) (1200-1500)
Longitud elementos 292.8 + 75,7 (208-408)
del vaso
. 65,6 + 9,3
Diametro elementos del vaso (52-80)
, , 665,0 + 80
Longitud fibras septadas (600-816)
. . 699,6 + 87,4
o Longitud fibras no septadas (560-832)
z§ Latitud de fibras 22,4+3,4
~ Vaso x mm? 30,2+7,0
Unicelulares 8+1
Altur los radi .
tura de los radios Pluricelulares 23+3
indice de vulnerabilidad 2,2
indice de mesomorfia 644

Tabla 13: Caracteres cuantitativos de hoja, corteza y lefio de Alvaradoa subovata Cronquist; los
resultados se expresan como: porcentaje presente en la muestra, valor promedio y su correspondiente
desvio estandar, y valores minimos y maximos obtenidos.
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ANALISIS HISTOQUIMICO.

Mediante la tincién con el reactivo de Sudan IV pudo observarse la presencia de una
capa de cutina sobre ambas epidermis, recubriendo las papilas (Fig. 43A, C). Mediante la
técnica de analisis de rayos X con microsonda de electrones se estudiaron las papilas
observadas en la epidermis de los foliolos (Fig. 44). La técnica permite detectar aquellos
elementos cuyo numero atémico esté comprendido entre 11 (sodio) y 92 (uranio) (Ipohorski y
Marrapodi, 1985; Van Steveninck y Van Steveninck, 1991).

Figura 43: Analisis histoquimico de Alvaradoa subovata Cronquist.
A-C: Seccion transversal de hoja; A: Tincion con solucion de FeCl; al
10%; B: Observacion de cristales de oxalato de calcio bajo luz
polarizada; C: Tincion con Sudan IV; epi: Epidermis adaxial; cr: Cristal
romboédrico, cu: Cuticula; dr: Drusa; pa: Papila; pe: Parénquima en
empalizada conteniendo taninos.
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Albaradoa abha
25pm o mmm—{eem  Figura. 44: Microscopia electrénica de barrido de la
g epidermis abaxial de A. subovata.l, 2 y 3: zonas donde
se realiz6 el andlisis elemental por EDAX.

Full scale counts: 1386 Albaradoa aba _pt1 Andlisis elemental:

Filter Fit Chi-squared value: 1.915
Correction Method: Proza (Phi-Rho-Z)
Acc.Voltage: 10.0 kV Take Off Angle: 18.4 deg

1500 —

10004 Cke Element Element Norm. Atom % Compnd
Line Wt% Wt% Formula

CK 72,58 72.58 80.40 C

500 OK 20.05 20.05 16.67 (0]

0 e Na Ka Na K 1.93 1.93 1.12 Na

CakK 5.44 5.44 1.81 Ca

0
0.0 05 10 15 20 25 30
keVf

Figura. 45: Espectro EDAX realizado sobre el punto 1 (papila 1). C: Carbono; O: Oxigeno; Na:

Sodio.
Analisis elemental:
Full scale counts: 3608 Albaradoa aha _pt3 Filter Fit  Chi-squared value: 2.380
Correction Method: Proza (Phi-Rho-2)
CHa Acc.Voltage: 10.0 kV Take Off Angle: 18.4 deg
3000 Element Element Norm. Atom % Compnd
Line Wt.% Wit.% Formula
2000 CK 76.20 76.20 82.22 C
oK 19.07 19.07 15.45 (0]
1000 ok Na K 3.32 3.32 1.87 Na
7 * Na Ka CakK 1.42 1.42 0.46 Ca
0 . . . . . : Total 100.00 100.00 100.00
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0

keV

Figura. 46: Espectro EDAX realizado sobre el punto 2 (papila 2). C: carbono; O: oxigeno; Na:

sodio.
Full scale counts: 1112 Albaradoa aba _pt2
12004 ¢ ge ) )
1000 Figura. 47: Espectro EDAX realizado sobre
800 el punto 3 (epidermis). C: carbono; O:
600 - oxigeno; Na: sodio.
400+
0 Ka

200 Na K

o T T T T T T

0.0 0.5 1.0 15 20 25 30

keV
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El analisis por difraccion de rayos X detect6 cantidades significativas de elementos tales
como carbono, oxigeno, sodio y calcio. Se observé un pico de intensidad entre los 2 'y 2,5 KeV,
pero no pudo correlacionarse con ningun elemento conocido. Tampoco hubo diferencia en la
composicion elemental de la papila (Fig. 45, 46) con la obtenida para un punto arbitrario en la
epidermis (Fig.47)

La tincion de los cortes transversales de foliolos con una solucién acuosa de cloruro
férrico al 10% permitid6 detectar taninos en las células del parénquima en empalizada y en
menor medida en el parénquima esponjoso (Fig. 43A, C).

La observacion bajo luz polarizada de los foliolos permitié detectar gran cantidad de
drusas y cristales poliédricos de oxalato de calcio de gran tamafio en el parénquima (Fig. 43B).
La observacién de los cortes longitudinales de corteza y lefio bajo luz polarizada permitié
observar cristales poliédricos y estiloides.

Los estiloides de la corteza también fueron analizados mediante la técnica de analisis
de rayos X con microsonda de electronespara conocer su naturaleza elemental (Fig. 48, 49):

Albaradoa 3(1)
S50 pm

Figura 48: Microscopia electrénica de barrido de
la corteza de A. subovata. Estiloide. Zona donde
se realiz6 el andlisis elemental por EDAX.

Accelerating Voltage: 20.0 kV. Magnification: 500

U_ZIS

Full scale counts: 79 Albaradoa 3(1) point{0) .
Anélisis elemental:

80 Ca Ka

Filter Fit Chi-squared value: 1.688
Correction Method: Cliff-Lorimer (MBTS) w/ Absorbance
Acc.Voltage: 20.0 kV Take Off Angle: 18.1 deg

Element Element Norm. Atom %  Compnd
Line Wt.% Wt.% Formula
CK 38.61 38.61 65.71 Cc
OK 3.88 3.88 4.96 (o]
Cak 57.51 57.51 29.34 Ca
Total 100.00 100.00 100.00

Figura. 49: Espectro EDAX realizado sobre el estiloide. C: carbono; O: oxigeno; Ca: calcio.

Se detectaron cantidades significativas de calcio, y en menor medida, carbono y
oxigeno (Fig. 49). La forma mas frecuente que tienen las plantas de neutralizar el calcio es bajo

la forma de una sal de oxalato: CaC,0,.
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Castela coccinea Griseb.

Castela coccinea Griseb., Abh. Konigl. Ges. Wiss. Gottingen 19:107. 1874.

Ximenia Americana var. purbens Griseb. Symb. Fl. Argent. 149.1879;

Arbusto dioico de 1-3 m de altura de corteza cinéreo-blancuzca y agrietada
irregularmente, con espinas muy gruesas Yy rigidas, de 2-8 x 2-4 mm (Fig. 49A). Hojas 1,5-3 x
0,5-1 cm, con peciolo de 2-3 mm de longitud, fasciculadas o sub-solitarias, en las axilas de las
espinas; coriaceas, enteras, lobuladas o dentadas en la mitad apical (Fig. 49B, C; Fig.52A, B).
Flores estaminadas rojizas a amarillentas, agrupadas en racimos axilares de 1-1,5 cm, con
bracteas pequefias triangulares rojas y pubérulas (Fig. 49B). Sépalos triangulares, sub-
carnosos, pubérulos por fuera de 1mm de longitud. Pétalos rojizos-amarillentos, ovales,
obtusos, elipticos, membranaceos, 3,5 - 4,5 x 2 mm. Estambres mas pequefios que los pétalos,
con filamentos subulados, dilatados hacia la base y pilosos, con anteras extrorsas, de 2-2,5
mm de longitud. Disco glabro. Pistilodio rudimentario, glabro. Flores pistiladas sobre un disco
lobulado, gineceo 4-5 carpelar, con los estilos unidos. Fruto drupa de color rojizo a violaceo,
ovoide de 6-6,5 x 0,6 cm (Fig. 49 C) (Bernardello y col., 1990)

NOMBRE VULGAR: “Espada”, “Granadillo”, “Meloncillo”, “Mistol del zorro”, “Mistol del
chivo”, “Molle colorado”, “Sacha melén” y “Sacha meloncillo”

DISTRIBUCION Y HABITAT.

Habita en la Provincia Biogeograficas de las Yungas (Jujuy, Salta, Catamarca y
Tucuman) en la Provincia Biogeografica Chaquefia de llanura (Formosa, Chaco, este de Salta,
Jujuy, Tucuman, Catamarca y La Rioja, todo Santiago del Estero, norte de San Luis, Cérdoba y
Santa Fe, y noroeste de Corrientes) y en la Provincia Biogeografica del monte (Salta, centro de
Catamarca y La Rioja, por el centro y este de San Juan y Mendoza, centro y este de Neuquén,
oeste de La Pampa, centro y este de Rio Negro , hasta el nordeste de Chubut), entre los O
al000 m sobre el nivel del mar (Fig. 50). Se extiende al sur de Bolivia y noroeste de Paraguay
(Xifreda y Seo, 2006). El clima es tipicamente continental, variando de célido y humedo con
precipitaciones anuales desde los 500 a 2500mm en las yungas, pasando por célido con
precipitaciones estivales que oscilan entre los 500 y 1200 mm anuales en la provincia
chaquefia, a calido y seco con precipitaciones entre 80 y 250mm anuales en la provincia del
monte (Cabrera, 1971).

USO VERNACULO.
La corteza, hojas y raiz se utilizan en contra de la disenteria, diarreas y fiebres
intermitentes; también se reconoce como ténico gastrico (Xifreda y Seo, 2006). El cocimiento

de la corteza es utilizado para tratar afecciones de las vias urinarias (Carrizo y col., 2005).
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Figura 50: Distribucion geografica de Castela coccinea Griseb. A: Provincias
Biogeograficas Argentinas donde habita Castela coccinea Griseb. ; B:  Sitios de
coleccion; A Citas de herbarios y bibliograficas.
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CARACTERES EXOMORFOLOGICOS

HOJAS

Simples, cortamente pecioladas, alternas, de 1,5-3 cm. de long. X 0,5-1 cm. lat.,
oblongas, pinnatinerviadas, de margen liso, apice redondeado y base cuneada (Fig. 51B; Fig.
54A, B).

CORTEZA

La superficie externa de la corteza del tallo y ramas laterales desarrolladas, es de color
pardo grisaceo a pardo amarillento, muy rugosa y con ligeras estrias longitudinales y
transversales cortas; posee lenticelas prominentes (Fig. 51D). La superficie interna, es de color

pardo amarillento, suavemente estriada en forma longitudinal. Presenta fractura fibrosa.

LENO
El lefio es de color castafio amarillento, brillante (Fig.51E). No existe diferenciacion
entre duramen y albura. En seccion transversal se observan anillos de crecimiento, delimitados

por una franja pardusca. La porosidad es difusa, con tendencia a semicircular.
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Figura 51 : Exomorfologia de Castela coccinea Griseb. A: Aspecto general
de un individuo adulto; B: Rama con flores; €: Rama con frutos; D: Detalle de
la corteza; E: Lefio.
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CARACTERES ENDOMORFOLOGICOS.

HOJAS

Lamina en vista superficial

Arquitectura foliar: la venacion es camptdédroma, broquidédroma (Fig. 52A; Fig. 54C).
Poseen de 4 a 5 6rdenes de venas, las secundarias son pinnadas, mientras que las de orden
superior son reticuladas. Las venas marginales forman ojales cerrados con terminaciones
vasculares libres. Las areolas son poligonales dispuestas al azar, coexistiendo terminaciones
vasculares simples y ramificadas y rectas o curvas. La red vascular es de densidad intermedia
reforzada.

Epidermis adaxial: Cuticula gruesa y lisa. Células poligonales de paredes anticlinales
gruesas y rectas, ligeramente mas grandes que las de la epidermis abaxial, elongadas sobre
los nervios. No se observan estomas. Presenta tricomas simples, unicelulares, de paredes
delgadas con amplio lumen celular, de distintos tamafios que se ubican con mayor densidad
sobre las nervaduras (Fig. 52B, D; Fig. 54E).

Epidermis abaxial: Cuticula lisa. Células poligonales de paredes anticlinales rectas y
elongadas sobre el nervio medio. Se observan estomas del tipo anomocitico con reborde
cuticular y al mismo nivel que las restantes células epidérmicas. Se observan tricomas simples

similares a los descriptos para la epidermis adaxial (Fig. 52C, E, F; Fig. 54D).

Lamina en corte transversal.

Epidermis adaxial: uniestratificada, con cuticula gruesa; por debajo se observa una
hipodermis muy desarrollada y pluriestratificda por sectores. Sus células contienen mucilagos
y, en la capa mas cercana al parénquima en empalizada, se observan idioblastos con drusas
de oxalato de calcio de gran tamafio. (Fig. 53B y F; Fig. 54F y G).

La hoja es hipoestomatica. El mesdfilo es de estructura isolateral, con 2-3 hileras de
parénquima en empalizada, mas cortas las del lado abaxial (Fig. 53B, D; Fig. 54F, G). Se
observan abundantes drusas de gran tamafio y cristales solitarios de oxalato de calcio (Fig.
57C).La vena media se halla reforzada por colénquima de tipo laminar del lado adaxial y
abaxial de la hoja. El nervio medio esta constituido por 5 a 9 haces vasculares colaterales
abiertos dispuestos en forma de arco y acompafiados por una vaina conspicua de fibras
(Fig.53A; Fig. 54F). Los haces de nervios menores se hallan rodeados de una vaina
parenquimatica (Fig. 53F).

Epidermis abaxial: uniestratificada, se observa la presencia de una hipodermis de

células de menor tamafio que las observadas en la cara adaxial (Fig. 53C).
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Figura 52: Fotomicrografia de hoja de Castela coccinea Griseb. Vista supefficial. A-D:
Microscopia optica; A: Arquitectura foliar; B: Epidermis adaxial; C: Epidermis abaxial; D:
Detalle de tricomas en epidermis adaxial; E y F: MEB, epidermis abaxial. e: estoma; ts:
Tricoma simple.
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Figura 53: Fotomicrografia de hoja de Castela coccinea Griseb. A-F: Seccion
transversal; A: Nervio medio; B: Semilimbo; C: Semilimbo, epidermis abaxial; D:
Borde del semilimbo; E: Nervio menor; F: Semilimbo, epidermis adaxial e
hipodermis. cu: Cuticula; e: Estoma; epi: Epidermis; h: Hipodermis;

pe: Parénquima en empalizada; x: Xilema.
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Figura 54: Micrografia de hoja de Castela coccinea Griseb. A: Rama con hojas y
espinas; B-C: Morfologia y arquitectura foliar; B: Aspecto general; C: Venacion del
borde y areolas; D-E: Epidermis en vista supefficial; D: abaxial; E: adaxial, F-H:
Seccion transversal; F: Nervio medio; G: Detalle de lo indicado en F; H: Peciolo.
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PECIOLO.

En seccidn transversal es de contorno plano convexo. La epidermis es uniestratificada,
con cuticula gruesa, y tricomas unicelulares, similares a los descriptos para las hojas. En
posicion subepidérmica se localizan 2-3 hileras de colénquima laminar. El parénquima
fundamental contiene numerosos idioblastos con drusas de oxalato de calcio. El nervio medio
esta constituido por numerosos haces vasculares colaterales abiertos dispuestos en circulo y
reforzados por conspicuas fibras (Fig. 54H).

Los caracteres cuantitativos de valor diagndstico de la hoja se expresan en la Tabla 14.

CORTEZA
Corteza externa
El ritidoma se halla constituido por 5 a 7 peridermis, de disposicibn escamosa 0
imbricada, formadas por 12 a 15 hileras de células de suber que alternan con floema no
funcional (Fig. 55A, B). Las células del suber, en seccion transversal, son cuadrangulares con
paredes de engrosamiento homogéneo; en vista superficial son de forma poligonal. La

felodermis es pluriestratificada con células de paredes delgadas.

Corteza interna

En el limite con el floema se observa un anillo discontinuo de macro y
braquiesclereidas, algunas de las cuales llevan incluidos cristales romboédricos de oxalato de
calcio (Fig. 55A, B).

Las fibras floematicas se disponen aisladas o agrupadas en bandas tangenciales
estratificadas y poseen un notable engrosamiento de su pared celular (Fig. 55A). Numerosas
braquiesclereidas, macroesclereidas y fibroesclereidas pueden observarse aisladas, agrupadas
entre si 0 asociadas a las fibras (Fig. 55C, D).

El floema funcionales atravesado por radios 1 a 5 seriados que se ensanchan en la
region distal (Fig. 55B y E).

El parénquima axial estd constituido por células alargadas longitudinalmente, de
diferentes tamafios. El parénquima radial se halla constituido por células parenquimaticas
procumbentes de paredes sin engrosar que dejan escasos espacios intercelulares entre si y
poseen cristales poliédricos y drusas de oxalato de calcio (Fig. 55E, F).

Los caracteres cuantitativos de valor diagnoéstico de los elementos celulares de la

corteza se expresan en la Tabla 14.
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Figura 55 : Fotomicrografia de la corteza de Castela coccinea
Griseb. A-B: Seccion ftransversal; A: Vista panoramica; B:
Representacion esquematica; C-D: Material macerado, C:
Macroesclereidas; D: Braquiesclereidas; E: Corteza interna; F: MEB,
drusas; cri: Cristales de oxalato de calcio; f: Floema; fi: Fibras; r:
Radio; s: Suber.
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LENO

La porosidad es difusa a semicircular, no uniforme. El crecimiento es semi-anular a
anular; los anillos estan delimitados por fibras y fibrotraqueidas reunidas en grupos interradiales
(Fig. 56 A, D, 1). Los vasos son de contorno circular con placa de perforacion simple horizontal
a oblicua. Las puntuaciones intervasculares son areoladas con disposicién alterna, con areola
circular y abertura de la puntuacion inclusa (Fig. 56E-G, J). Se disponen de manera radial,
multiples cortos de 3 a 5 elementos, racemiformes, geminados y algunos solitarios; en los
anillos mas anchos suelen distribuirse de manera oblicua (Fig. 56A, I).

Posee traqueidas, fibras xilares y fibrotraqueidas reunidas en grupos interradiales al
final del anillo de crecimiento, en el lefio tardio, con un fuerte engrosamiento de sus paredes
laterales (Fig. 56D).Las traqueidas son vasicéntricas. Las fibras libriformes son fusiformes, de
disposicién no estratificada, con puntuaciones simples y paredes fuertemente engrosadas.

El parénquima axial es paratraqueal vasicéntrico generalmente aliforme formado por 3 a
4 células por banda de parénquima. El sistema radial estd compuesto por radios uni a
pluriseriados (5-7 seriados), homogéneos, formados por células procumbentes con abundantes
cristales poliédricos y drusas de oxalato de calcio (Fig. 56B, C, H).

Los caracteres cuantitativos de valor diagndstico de los elementos celulares del lefio se
expresan en la Tabla 14.
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Figura 56: Fotomicrografia del lefio de Castela coccinea Griseb. A: Seccion
transversal; B: Seccion longitudinal tangencial; C: Seccion longitudinal radial; D:
Seccion transversal, detalle de lo indicado en A; E-G: Material macerado,
miembros del vaso; H-J: MEB; H: Seccion longitudinal, cristales poliédricos; I:
Seccion transversal; J: Seccion longitudinal radial; cri: Cristales; fi: Fibras; r:
Radio.
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indice de estomas 14,0+ 1,7
Estomas x mm* 461,7 + 50,3
S indice de empalizada 11,4%20
=) Tricomassimples x mm? 95,5+ 26,0
= 90,60+3,27
Longitud de tricomas simples (um) a
137,60+20,80
Latitud células de suber 25.0+1.5
en transcorte
Longitud células de suber 25,0415
en transcorte
Dlametro,celulas de. 40.0£2.2
Suber
< Diametro 30,0+2,6
E} braquiesclereidas (24-39)
v Cortas 39,0+8,1
. 24-50)
o (67%) (
S Long. Macroesclereidas Largas 90275
(33%) (80-100)
. . 525,8 + 69,2
Long. Fibroesclereidas (440-640)
Cortas 774,8 £ 98,6
: (75%) (528-960)
Long. Fibras no septadas Largas 117451726
(25%) (1000-1480)
Longitud elementos 186,4 + 28,9
del vaso (150-296)
. 53,5+ 18,8
Diametro elementos del vaso (32-80)
. : 719,88 + 117,4
Longitud fibras no septadas (562-980)
© Latitud de fibras 11,6+1,78
‘5 Vaso x mm? 209,7 + 30,9
] Unicelulares 1615
Altur los radi .
tura de los radios Pluricelulares 25+7
indice de vulnerabilidad 0,25
indice de mesomorfia 47,5

Tabla 14: Caracteres cuantitativos de hoja, corteza y lefio de Castela coccinea Griseb.; los
resultados se expresan como: porcentaje presente en la muestra, valor promedio y su correspondiente
desvio estandar, y valores minimos y méaximos obtenidos.
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Figura 57: Analisis histoquimico de Castela coccinea Griseb. A-C: Hoja
en seccion transversal; A: Hipodermis, tincion con violeta de cresilo; B:
Semilimbo, tincion con solucion de FeCl; al 10%; C: Semilimbo, observacion
con luz polarizada; D-E: Corteza en seccion transversal; D: Tincion con
solucion de FeCl; al 10%; C: Corteza interna, observacion con luz polarizada.
ce: Corteza externa; cri: Cristales de oxalato de calcio; cu: Cuticula; h:
Hipodermis; mu: Mucilagos; pe: Parénquima en empalizada; t: Taninos
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ANALISIS HISTOQUIMICO

La tincion de los cortes transversales de las hojas con violeta de cresilo permitié
detectar gran cantidad de mucilagos, que se tifien de color azul-violaceo, en las células de la
hipodermis (Fig. 59A). Los cortes transversales de hojas y corteza también fueron tratados con
solucion acuosa de cloruro férrico, observandose depdsitos de taninos (compuestos
polifendlicos en general) en el parénquima en empalizada de las hojas (Fig. 59 B) y en el
paréngquima en la corteza externa (Fig. 59D)

La observaciéon de las secciones transversales de hoja y corteza bajo luz polarizada
permitié la observacion de drusas de oxalato de calcio en el mesdfilo de las hojas y en los
radios corticales. (Fig. 59C, E). Mediante la técnica de analisis de rayos X con microsonda de
electrones se analizaron los cristales presentes en la corteza (Fig. 57, 58), obteniéndose los

siguientes resultados:

Figurab8: Microscopia electrénica de barrido de la
corteza de C. coccinea. 1: Zona donde se realiz6 el
analisis elemental por EDAX. Accelerating Voltage:
20.0 kV. Magnification: 500

Full scale counts: 3672 Castella _pt1 Anélisis elemental:
Filter Fit Chi-squared value: 2.028
40004 Correction Method: Proza (Phi-Rho-2Z)
Ca Ko Acc.Voltage: 20.0 kV Take Off Angle: 18.1 deg
3000 7 Element Element Norm. Atom % Compnd
Line Wt.% Wt.% Formula
2000 4 CK 20.23 20.23 35.45 C
OK 28.65 28.65 37.70 (¢}
1000 | CakK 51.12 51.12 26.85 Ca
C Ka
0 Ka
0 [t T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

keV
Figura 59: Espectro EDAX realizado sobre el punto 1 (drusa). C: carbono; O: oxigeno; Ca:
calcio.

El analisis por difraccion de rayos X detecté cantidades significativas de calcio, y en
menor medida, carbono y oxigeno (Fig. 58), confirmando que los cristales presentes en la

corteza de C. coccinea serian de oxalato de calcio, CaC,0.,.
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Castela tweedii Planch.

Castela tweedii Planchon London J. Bot. 5:569. 1846.

Castela tweedii var. macrophylla Chodat et Hassl., Bull. Herb. Boiss. 2 sér. Ill: 800.
1903; Castela tweedii var. dentata Engl., Nat. Pflanzenfam. 3 (4):219. 1896, ed. 2; 19a: 385.
1931.

Arbusto de 1 a 3 metros de altura con corteza cinérea y longitudinalmente estriada, con
espinas axilares rigidas y lisas de unos 0,4 a3 cm de longitud (Fig. 60A, C). Hojas 3-5 x 1-2,5
cm, cartdceas a sub-coridceas, cortamente pecioladas, de 2-2,5 cm de longitud, en las axilas
de las espinas, glabrescentes, oblongo a elipticos de borde entero a dentado en la mitad apical
(Fig. 60B; Fig. 63A, B). Flores verdosas a rosadas, sépalos 4, triangulares, sub-carnosos,
pubérulos por fuera; pétalos 4, de 2-3,5 mm de longitud, ovales, obtusos. Estambres 8 con
anteras de 1-1,5 mm de largo con filamentos engrosados hacia la base, cubiertos de pelos
largos y con anteras de 1,5 mm; en las flores pistiladas reducidos y con anteras estériles.
Gineceo sobre un disco glabro, 4 carpelos glabros unidos ligeramente por los estilos, con 4
estigmas largos divergentes; pistilodio rudimentario piloso, a veces ausente. Drupa rojiza,
ovoide, de cerca de 1 cm de diametro, semilla envuelta por el endocarpio coriaceo. (Xifreda y
Seo, 2006)

NOMBRES VULGARES: “Granadillo”, “Meloncillo” o “Molle sigle”.

DISTRIBUCION Y HABITAT.

Crece en la Argentina en las Provincias biogeograficas: Paranaense (Misiones y el
extremo nordeste de Corrientes, en selvas marginales que se extienden hacia el sur formando
angostas galerias a lo largo de los rios Parana y Uruguay), del Espinal (centro de Corrientes y
norte de Entre Rios, centro de Santa Fe y de Cordoba, gran parte de San Luis, centro de La
Pampa hasta el sur de Buenos Aires), del Monte (Salta, centro de Catamarca y La Rioja, por el
centro y este de San Juan y Mendoza, centro y este de Neuquén, oeste de La Pampa, centro y
este de Rio Negro , hasta el nordeste de Chubut), y Pampeana (sur de Entre Rios, Santa Fe y
Cérdoba, casi toda Buenos Aires y el este de La Pampa); entre los 0 y 500 m sobre el nivel del
mar (Fig. 59). Se extiende al sur de Brasil, centro occidental de Paraguay y Uruguay (Cabrera,
1971; Xifreda y Seo, 2006).

El clima varia entre calido y himedo en la provincia Paranaense a seco y fresco en la
porcion oeste de la provincia del Espinal. Las precipitaciones disminuyen de norte a sur y de

este a oeste, desde 1100 a 600mm anuales (Cabrera, 1971).
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USO VERNACULO.

En la medicina popular Argentina la infusion de las hojas de C. tweedii es utilizada
contra “dolores de vientre,” diarreas sanguinolentas y otros desordenes gastrointestinales. Sus
frutos para lavados de llagas bucales. (Martinez Crovetto, 1981). Existen referencias historicas
al uso medicinal de esta especie (Dominguez, 1939): Bonpland en 1850, recomienda al Gral.
Urquiza, el uso de la corteza, hojas y raiz de la granadilla contra la disenteria, diarreas y fiebres

intermitentes. También la reconoce como ténico gastrico.
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Figura 60: Distribucion geografica de Castela tweedii Planch. A: Provincias

Biogeograficas Argentinas donde habita Castela tweedii. B:  Sitios de coleccion;

A Citas de herbarios y bibliograficas.
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CARACTERES EXOMORFOLOGICOS.

HOJAS.
Hojas simples 3 a5 x 1 a 2,5 cm, cartaceas a subcoridceas, cortamente pecioladas, en
las axilas de las espinas, glabrescentes, oblongo a elipticos de borde entero a dentado en la
mitad apical (Fig. 61B; Fig. 64A, B).

CORTEZA
La superficie externa de la corteza del tallo es de color pardo amarillento, ligeramente
rugosa, con finas estrias longitudinales y abundantes lenticelas (Fig. 61D). La superficie interna
es lisa y de color amarillo claro. Posee fractura fibrosa, olor levemente astringente y sabor

amargo.

LENO
El lefio en transcorte es de color amarillo claro, brillante, con anillos de crecimiento
apenas visibles, delimitados por una franja levemente pardusca (Fig. 61E). La porosidad es

difusa, con tendencia a semicircular. No existe diferencia entre duramen y albura.
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Figura 61: Exomorfologia de Castela tweedii Planch. A : Aspecto general de
un individuo adulto; B: Rama con hojas y espinas; C: Rama con flores; D: Detalle
de la corteza; E: Leno.
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CARACTERES ENDOMORFOLOGICOS.

HOJA

Lamina en vista superficial.

Arquitectura foliar: la venacion es camptodroma, broquidédroma. Posee de 4 a 5
6rdenes de venas, las secundarias son pinadas, mientras que las de orden superior son
reticuladas. Las venas marginales forman ojales cerrados con terminaciones vasculares libres.
Las areolas son poligonales dispuestas al azar, coexistiendo terminaciones vasculares simples
y ramificadas, rectas y curvas. La red vascular es de densidad intermedia reforzada (Fig. 62A,
Fig. 64B, C).

Epidermis adaxial: Cuticula gruesa y lisa. Células poligonales de paredes anticlinales
rectas, elongadas sobre los nervios. No se observan estomas. Presenta tricomas simples
unicelulares de paredes engrosadas, que se ubican con mayor densidad sobre las nervaduras
(Fig. 62B; Fig. 64D).

Epidermis abaxial: cuticula gruesa y lisa. Células poligonales de menor tamafio que las
de la epidermis adaxial, con paredes anticlinales levemente sinuosas. Presenta estomas del
tipo anomocitico y tricomas simples de iguales caracteristicas que los de la epidermis adaxial
(Fig. 62C-F; Fig. 63E).

Lamina en corte transversal.

Epidermis adaxial: uniestratificada con cuticula gruesa y lisa. Por debajo se observa una
hipodermis muy desarrollada y pluriestratificada por sectores. Sus células contienen mucilagos
y, en la capa mas cercana al parénquima en empalizada, se observan idioblastos con drusas
de oxalato de calcio. (Fig. 63B, D, E).

La hoja es hipoestomatica. EI mesdfilo es de estructura dorsiventral, con una a dos
hileras de parénquima en empalizada (Fig. 63B, C, E; Fig. 64F, G). El parénquima esponjoso
es laxo y contiene drusas y cristales solitarios de oxalato de calcio (Fig.63B; Fig. 68C). En
posicion subepidérmica, reforzando el haz central se observa colénquima del tipo laminar. El
nervio medio esta formado por 8 a 10 haces vasculares colaterales abiertos dispuestos en
forma de arco y reforzados por una vaina conspicua de fibras blandas (Fig. 63A; Fig. 64F). Los
haces de nervios menores se hallan rodeados de una vaina parenquimatica (Fig. 63E; Fig.
63G).

Epidermis abaxial: uniestratificada, presencia de una hipodermis con células de menor
tamafio que las observadas en la cara adaxial; con cuticula gruesa y lisa (Fig. 63F). Se observa

un parénquima en empalizada de células cortas sectorizado.
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Figura 62: Fotomicrografia de Castela tweedii Planch. Hoja en vista
superficial. A: Arquitectura foliar; B: Epidermis adaxial; C-D: Epidermis abaxial;
E-F: MEB, E: Epidermis abaxial; F: Estoma. dr: Drusa; ts: Tricoma simple.
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Figura 63: Fotomicrografia de hoja de Castela tweedii Planch. A-F:
Seccion transversal. A: Nervio medio; B: Semilimbo; C: Borde del semilimbo;
D: Semilimbo, detalle de epidermis adaxial e hipodermis; E: Semilimbo, nervio
secundario; F: Detalle de epidermis abaxial e hipodermis. cu: Cuticula; epi:
Epidermis; fi: Fibras; fl: Floema; h: Hipodermis; pe: Parénquima en
empalizada; vp: Vaina parenquimatica; x: Xilema.
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Figura 64: Fotomicrografia de hoja de Castela tweedii Planch. A: Rama con
hojas y espinas; B-C: Morfologia y arquitectura foliar; B: Aspecto general; C:
Venacion del borde y areolas; D-E: Epidermis en vista superficial; D: adaxial; E:
abaxial; F-H: Seccion transversal; F: Nervio medio; G: Detalle de lo indicado en
F; H: Peciolo.
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PECIOLO.

En seccidn transversal es de contorno plano convexo. La epidermis es uniestratificada,
con cuticula gruesa y pelos simples similares a los descriptos para la ldmina. En posicion
subepidérmica se encuentran 2 a 3 hileras de colénquima laminar. El nervio medio esta
constituido por numerosos haces vasculares abiertos dispuestos en circulo y reforzados por
una vaina de fibras blandas (Fig. 63H).

Los caracteres cuantitativos de valor diagndéstico de las hojas se expresan en la Tabla
15.

CORTEZA

Corteza externa.

El ritidoma se halla constituido por 1 a 2 peridermis dispuestas de forma escamosa o
imbricada que constan de 15 a 30 hileras de células de suber de dimensiones variables (Fig.
65A, B). Las células del suber, en seccion transversal, son poligonales rectangulares de
paredes con engrosamiento moderado y heterogéneo, con gran parte de las células con
engrosamientos en U (Fig. 65F); en vista superficial son de forma poligonal. La felodermis es
uni a biestratificada con escasos cristales poliédricos y drusas de oxalato de calcio. Se observa

una region de floema no funcional y parénquima.

Corteza interna

En el limite del floema funcional se observan numerosos grupos heterogéneos de
esclerénquima compuesto, formado por fibras, macroesclereidas y braquiesclereidas, estas
dltimas con cristales poliédricos de oxalato de calcio incluidos e incrustados en la pared celular
(Fig. 65A, C-E). Las fibras floeméaticas, de paredes engrosadas y poco lignificadas, se disponen
aisladas o agrupadas en bandas tangenciales subestratificadas. Numerosas braquiesclereidas
y macroesclereidas pueden observarse aisladas, agrupadas entre si 0o asociadas a las fibras
(Fig. 65Ay C-E).

El floema funcional se halla atravesado por radios 1 a 3 seriados que se ensanchan en
la region distal (Fig. 65A); conteniendo abundantes drusas y escasos cristales poliédricos de
oxalato de calcio (Fig. 68E). El parénquima radial es homogéneo, se halla constituido por
células procumbentes de paredes poco engrosadas, con escasos espacios intercelulares y
abundantes drusas de oxalato de calcio. El parénquima axial consta de células alargadas
longitudinalmente con morfologia variada, contienen abundantes drusas y escasos cristales
poliédricos de oxalato de calcio.

Los caracteres cuantitativos de valor diagndstico de los elementos celulares de la

corteza se expresan en la Tabla 15.
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LENO

La porosidad es difusa con tendencia a semicircular. El crecimiento es semianular a
anular (Fig. 66A, J). Los anillos estan delimitados por fibras y fibrotraqueidas reunidas en
grupos interradiales. Los vasos son de contorno circular con placa de perforacion simple, de
paredes laterales rectas, a veces con apéndices (Fig. 66E-H). Las puntuaciones
intervasculares son areoladas con disposicion alterna y abertura de la puntuacién inclusa
(Fig.66K). Se disponen en su mayoria con distribucion radial, racemiformes, mdaltiples cortos de
3 a 5 elementos, geminados y escasos solitarios de distribucion oblicua (Fig. 66A, J).

Las traquiedas Y fibrotraquiedas son vasicéntricas. Las fibras libriformes poseen fuerte
engrosamiento de sus paredes laterales yse encuentran reunidas en grupos inter-radiales con
disposicién estratificada (Fig. 66D).

El paréngquima axial es paratraqueal vasicéntrico, generalmente confluente, formado por
3 a 4 células por banda de parénquima. El sistema radial es homogéneo, comprende radios uni
a pluriseriados constituidos por células procumbentes (Fig. 66B, C, I).

Los caracteres cuantitativos de valor diagndstico de los elementos celulares del lefio se

expresan en la Tabla 15.
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Figura 65: Fotomicrografia de la corteza de Castela tweedii Planch.
A-B y F: Seccion transversal; A: Vista general; B: Representacion
esquematica; C-E: Material macerado; C: Braquiesclereidas con cristales
incluidos; D: Macroescleréida; E: Braquiescleréidas; F: Corteza externa;
es: Esclerenquima; fe: Felodermis, fi: Fibras; s: Suber.
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Figura 66: Fotomicrografia del lefio de Castela tweedii Planch. A: Seccion
transversal; B: Seccion longitudinal tangencial; C: Seccion longitudinal radial; D:
Detalle de lo indicado en A; E-H: Material macerado, miembros del vaso; I-K: MEB; I:
Seccion longitudinal radial, radio homocelular; J: Seccion transversal; K: Seccion
longitudinal, vasos. fi: Fibras; r: Radio.
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indice de estomas 11.5+1.9
< Estomas x mm? 3535+ 71.1
- p— z . p
o Indice de empalizada 9.3+1.3
= Tricomas simples x mm? 478+ 1
Longitud de tricomas simples (um) 116.8 + 25.7
Latitud células de suber 1644
en transcorte B
Longitud células de suber 30.0£6.8
en transcorte
- Dlametrsuct:)eelrulas de. 12,9427
5 Diametro 22,4+4,1
- braquiesclereidas (14-30)
= - 31,4+2,8
= Long. Macroesclereidas 8.38
&) (28-38)
_ . 458,0 £ 63,5
Long. Fibroesclereidas (352-560)
Cortas 1125,4 + 296,7
- 48%) (880-1280)
Long. Fibras n (
ong. Fibras no septadas Largas 1657,4 + 223,3
(52%) (1400-2000)
- 203,8+32,4
Longltc;ﬁ \e/;esrgentos (152-256)
B 21,8+5,6
Diametro elementos del vaso (18-32)
Cortas 594,1 + 150,9
. . (45%) (336-784)
- Longitud fibras no septadas Largas 900 1% 1378
Q (55%) (800-1400)
] Latitud de fibras 9,8+1,6
Vaso x mm® 2734+ 446
Unicelulares 542
Altura de los radios . Cortos 11 + 4
Pluricelulares Largos 27 £ 5
Indice de vulnerabilidad 0.08
Indice de mesomorfia 16,3

Tabla 15: Caracteres cuantitativos de hoja, corteza y lefio de Castela tweedii Planch.; los
resultados se expresan como porcentaje presente en la muestra, valor promedio y su
correspondiente desvio estandar, y valores minimos y maximos obtenidos.
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ANALISIS HISTOQUIMICO

La tincion de los cortes transversales de hojas y corteza con solucién acuosa de cloruro

férrico permiti6 detectar taninos en el parénquima en empalizada de las hojas y en el

paréngquima de la corteza externa (Fig. 68A, D).

Se constato la presencia de mucilagos en las células hipodérmicas (Fig. 66B) al tefiir los

cortes transversales de hojas con violeta de cresilo (Fig. 68B).

La observaciéon de los cortes bajo luz polarizada permitié la deteccion de drusas de

oxalato de calcio en el mesdfilo de las hojas y en el parénquima cortical y radial en la corteza

(Fig. 68C, D). El anélisis elemental por difraccién de rayos X de los cristales presentes en la

corteza detect6 cantidades significativas de calcio, y en menor medida, carbono y oxigeno,

confirmando que los cristales serian de oxalato de calcio: CaC,0, (Fig. 67).

Andlisis elemental:

Filter Fit Chi-squared value: 2.763

Correction Method: Cliff-Lorimer (MBTS) w/ Absorbance
Acc.Voltage: 20.0 kV Take Off Angle: 18.1 deg

Element Element Norm. Atom % Compnd

Line Wt.% Wt.% Formula
CK 25.89 25.89 52.63 C
OK 2.41 2.41 3.69 (@)

CaK 71.70 71.70 43.68 Ca

Full scale counts: 2837 Castella _pt2
3000 Ca Ka
2500
2000 —
1500 -
1000 |
500 CHKe .
0 _"“/1\-9/'(}5\5 T T > Kl::.I T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5

C: carbono; O: oxigeno; Ca: calcio.

keV

Figura 67: Espectro EDAX realizado sobre los cristales en la corteza de C. tweedii.
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Figura 68: Analisis Histoquimico de Castela tweedii Planch. A-C: Hoja en seccion
transversal; A: Tincion con solucion de FeCl; al 10%, semilimbo; B: Tincion con violeta
de cresilo, hipodermis; C: Observacion con luz polarizada; D-E: Corteza en seccion
transversal; D: Tincion con solucion de FeCl; al 10%, corteza externa; E: Observacion
con luz polarizada. ce: Corteza externa; cri: Cristales de oxalato de calcio; cu: Cuticula;
h: Hipodermis; mu: Mucilagos; pe: Parénquima en empalizada; t: Taninos.
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Picramnia parvifolia Engl.

Picramnia parvifolia Engl., en Martius, Fl. Bras. 12(2): 242, pl. 49. 1874

Picramnia regnelli auct. non. Engl., Sleumer Lillioa 26:16. 1953.

Arbustos a subarbustos de 1,5 a 4 metros de altura. Corteza cinérea, rugosa, con
muchas lenticelas de color claro. Hojas imparipinadas, 10-22 cm long., con peciolo de 1-4 mm,
con 7-15 foliolos de 2-10 x 0,8-2cm, alternos a subopuestos, membranaceos, oblongo-elipticos
a oblonga-lanceolada; con peciolos de 1-2mm de long. (Fig. 70A-C). Inflorescencia en
paniculas terminales de 7-15cm; laxamente ramificadas, colgantes, con el eje cortamente
piloso; bracteas linear lanceoladas de cerca de 1mm, densamente pilosas. Flores sésiles a
cortamente pediceladas, rojizas, trimeras, las estaminadas de cerca de 1,5mm de largo, las
pistiladas de cerca de 4mm. Sépalos oval-obtusos, con pelos en la region central de la cara
externa. Pétalos largamente oboval-espatulados a obcordados, rojizos. Estambres 3, tan largos
como los pétalos. Disco profundamente 3-lobado. Ovario glovoide, densamente tomentoso, 2-

locular; estigmas 2, divergentes. Fruto baya (Fig. 70B, C).

NOMBRES VULGARES: No conocidos en Argentina. En Brasil se la conoce

popularmente como “palo amargo” o “cedrillo”

DISTRIBUCION Y HABITAT.

Se encuentra en la provincia biogeografica Paranaense (Misiones y el extremo nordeste
de Corrientes, con selvas marginales que se extienden hacia el sur formando angostas galerias
a lo largo de los rios Parana y Uruguay) entre los 0 a 500 m.s.m (Fig. 67); se extiende a la
parte meridional de América tropical, en Brasil desde Minas Gerais hasta Rio Grande do Sul y
en Paraguay meridional (Xifreda y Seo, 2006).

El clima es calido y humedo, con precipitaciones durante todo el afio, que varian entre
los 1500 y 2012 mm anuales. La temperatura media anual varia entre los 20° y 21°C, siendo
los inviernos suaves y los veranos no excesivamente calidos debido a las frecuentes lluvias
(Cabrera, 1971).

USO VERNACULO.

No se registra en la bibliografia consultada ningin uso medicinal para esta especie en
nuestro pais; sin embargo por comunicaciones orales, se sabe que se la comercializa
indistintamente con las otras especies aqui analizadas. La infusiébn de sus hojas es
ampliamente utilizada en la medina herbaria brasilefia para el tratamiento de trastornos

gastrointestinales, como ténico y febrifugo (Popinigis y col., 1980).
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Figura 69: Distribucion geografica de Picramnia parvifolia Engl. A:
Provincias Biogeograficas Argentinas donde habita Picramnia parvifolia,
B: Sitios de coleccion; A\ Citas de Herbarios y Bibliograficas.
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CARACTERES EXOMORFOLOGICOS.

HOJA.
Las Hojas son compuestas, imparipinnadas pecioladas, con 7-15 foliolos peciolados, de
2-10 cm. de long. por 0,8-2 cm. lat., alternos a subopuestos, membranaceos, oblongo-eliptico a
oblongo lanceolados, margen poco revoluto, apice subacuminado 0 mas raramente obtuso,

base aguda y asimétrica, a veces oval obtusa (Fig. 70A-C; Fig. 73A, B).

CORTEZA.
De color gris pardusco. Posee abundantes lenticelas con importante reborde (Fig. 70D).

Posee fractura entera, olor caracteristico y sabor amargo.

LENO.
El lefio es de color amarillo pardusco (Fig. 70E). No se diferencian albura y duramen. En
seccion transversal los poros no son visibles y los anillos de crecimiento son apenas
perceptibles.
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Figura 70: Exomorfologia de Picramnia parvifolia Engl. A: Hojas; B-C: Rama
con frutos; D: Detalle de la corteza; E: Lefio.
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CARACTERES ENDOMORFOLOGICOS.

HOJA

Lamina del foliolo en vista superficial

Arquitectura foliolar: la venacion es camptédroma, broquidédroma (Fig. 73B). Poseen de
4 a 5 ordenes de venas, las secundarias son pinnadas, mientras que las de orden superior son
reticuladas. Las venas marginales forman ojales cerrados (Fig. 71A; Fig. 73 B, C). Las areolas
son poligonales dispuestas al azar, coexistiendo terminaciones vasculares simples y
ramificadas y rectas o curvas. La red vascular es de densidad intermedia.

Epidermis adaxial: cuticula medianamente gruesa y lisa. Células poligonales de paredes
anticlinales sinuosas, mas grandes que las de la epidermis abaxial y elongadas sobre los
nervios. No se observan estomas. Presenta tricomas simples, unicelulares, de paredes
gruesas, que se ubican con mayor densidad sobre las nervaduras y bordes de los foliolos (Fig.
71C; Fig. 73D, F).

Epidermis abaxial: cuticula lisa. Células poligonales de paredes anticlinales levemente
sinuosas, y elongadas sobre el nervio medio. Estomas del tipo anomocitico al mismo nivel que
las restantes células epidérmicas. Se observan tricomas simples, similares a los de la
epidermis adaxial, y glandulas secretoras pluricelulares dispersas en el limbo foliolar (Fig. 71B,
D, E, F, G; Fig. 73D, E, G).

Lamina del foliolo en corte transversal.

Epidermis adaxial: uniestratificada con cuticula lisa y gruesa (Fig. 72B, C, D).

La hoja es hipoestomatica. El mesdfilo es de estructura dorsiventral, con 1 hilera de
parénquima en empalizada de células largas (Fig. 72B, C, D; Fig. 73H, I). El parénquima
esponjoso es laxo y posee cristales poliédricos y drusas (Fig. 72B; Fig. 76A). En posicion
subepidérrmica la vena media se halla reforzada por colénquima de tipo laminar del lado
adaxial y abaxial (Fig. 72A; Fig. 73H). El nervio medio esta constituido por 9 a 12 haces
vasculares colaterales abiertos dispuestos en forma de arco, acompafiados por una vaina
conspicua de fibras (Fig.72A; Fig. 73H). Los haces de nervios menores se hallan rodeados de
una vaina parenquimatica(Fig. 72B; Fig. 73l)

Epidermis abaxial: uniestratificada, con cuticula gruesa y lisa (Fig. 72F). Se observa la
presencia de glandulas pluricelulares de secrecion sobre el lado abaxial del foliolo, abarcando

parénquima y epidermis (Fig. 72C).
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Figura 71: Fotomicrografia de hoja de Picramnia parvifolia Engl. A-G: Epidermis
en vista superficial; A: Arquitectura foliolar; B: Epidermis abaxial; C: Epidermis
adaxial; D y E: Epidermis abaxial; F-G: MEB, epidermis abaxial. e: Estomas; gl:
Glandula pluricelular; ts: Tricoma simple unicelular.
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Figura 72: Fotomicrografia de hoja de Picramnia parvifolia Engl. A-F:
Seccion transversal; A: Nervio medio; B y C: Semilimbo; D: Borde del
semilimbo; E: Semilimbo cara adaxial; F: Semilimbo, cara abaxial; cu:
Cuticula; d: Drusas; e: Estomas; epi: Epidermis; fi: Fibras; fl: Floema; gl:
Glandula pluricelular; ns: Nervio secundario; p: Parénquima esponjoso
laxo; pe: Parénquima en empalizada; vp: Vaina parenquimatica; xi:
Xilema.
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Figura 73: Micrografia de hoja de Picramnia patrvifolia Engl. A: Morfologia foliar; B-C:
Arquitectura foliolar; B: Aspecto general; C: Venacion del borde y areolas; D-G: Epidermis
en vista superficial; D: Tricoma simple; E: Glandula pluricelular; F-G: Epidermis en vista
superficial; F: adaxial; G: abaxial; H-J: Seccion transversal; H: Nervio medio; I: Detalle de lo
indicado en H; J: Peciolo.

122




P. parvifolia | Resultados

PECIOLULO.

En seccidn transversal es de contorno circular a oval. La epidermis es uniestratificada,
con cuticula delgada, y tricomas unicelulares, similares a los descriptos para los foliolos. En
posicion subepidérmica se localizan 3-4 hileras de colénquima laminar. El parénquima
fundamental contiene numerosos idioblastos con drusas y cristales poliédricos de oxalato de
calcio. El sistema vascular del nervio medio adopta forma de arco abierto reforzado con una
vaina de fibras (Fig. 73J).

Los caracteres cuantitativos de valor diagnéstico para las hojas se expresan en la
Tabla 16

CORTEZA.

Corteza externa

Constituida por una sola peridermis exfoliante con 8 a 12 capas de células de suber de
dimensiones variables. Células del suber de forma poligonal rectangular en seccion transversal,
con engrosamiento leve y heterogéneo en sus paredes. Capas de células de suber con
paredes con engrosamiento mediano y heterogéneo alternan con capas de células sin
engrosamiento; las basales con engrosamientos en forma de “U” o lignificadas (Fig. 74A, B). En
superficie, las células suberosas se observan poligonales isodiamétricas, si dejar espacios
intercelulares. Felodermis pluriestratificada. Se observa floema no funcional y parénquima con
abundantes cristales poliédricos, drusas de oxalato de calcio y aisladas esclereidas (Fig. 74A,
B).

Corteza interna

En el limite del floema funcional se observan grupos heterogéneos de diferentes
dimensiones de esclerénquima compuesto formado por fibras septadas, macroesclereidas,
braquiesclereidas y fibroesclereidas (Fig. 74A, C-H). Las fibras floeméticas son de paredes
medianamente engrosadas y generalmente septadas (Fig. 74H). Se observan
braquiesclereidas de paredes engrosadas con cristales poliédricos incluidos (Fig. 74F y G).

El floema funcional se halla surcado por radios 1-2-seriados. El parénquima radial esta
constituido por células parenquiméaticas procumbentes y erectas, de paredes con
engrosamiento mediano, sin espacios intercelulares y abundantes campos de puntuaciones.
Contienen aislados cristales poliédricos de oxalato de calcio. El parénquima axial posee
abundantes cristales y microcristales de oxalato de calcio.

Los caracteres cuantitativos de valor diagndstico de los elementos celulares de la
corteza se expresan en la Tabla 16.
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LENO

El lefio es de crecimiento semi-anular con porosidad difusa uniforme (Fig. 75A, I). Los
vasos son de contorno circular a oval, con placa perforada simple oblicua con apéndices
conspicuos y puntuaciones intervasculares areoladas alternas con apertura de la puntuacion
inclusa (Fig. 75D-G, K). Se disponen en forma radial en su mayoria, geminados, racemiformes,
y multiples cortos de 2 a 6, y multiples largos de 6 al2 (Fig. 75A, ).

Las fibras xilares, traqueidas vasicéntricas y fibrotraqueidas interradiales presentan
paredes laterales medianamente engrosadas. Se observan fibras xilares fusiformes, septadas y
no, de disposicién no estratificada, con puntuaciones simples oblicuas (Fig. 75H).

El parénquima xilematico axial es casi nulo con tendencia a metatraqueal en seccion
transversal. El sistema radial esta constituido por radios 1 a 3 seriados, no estratificados y
heterocelulares, con 1 a 5 células procumbentes en el cuerpo del radio y 2 a 4 o mas de 4,
células erectas en los margenes de los mismos (Fig. 75B, C). Las células radiales son de
paredes medianamente engrosadas, con puntuaciones simples y no dejan  espacios
intercelulares.

Los caracteres cuantitativos de valor diagnéstico de los elementos celulares del lefio se
expresan en la Tabla 16.
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Figura 74: Fotomicrografia de corteza de Picramnia parvifolia
Engl. A-C: Seccion transversal; A: Vista panoramica; B:
Representacion esquematica; C: Detalle de lo indicado en A; D-H:
Material macerado; D: Macroesclereida; E: Braquiesclereida con
proyecciones; F: Macroesclereida y Braquiesclereidas con cristales
poliedricos incluidos; G: Braquiesclereidas; H: Fibra septada. ci:
Corteza interna; es: Esclerénquima compuesto; s: Suber
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Figura 75: Fotomicrografia de lefio de Picramnia parvifolia Engl.
A: Seccion transversal; B: Seccion longitudinal radial; C: Seccion
longitudinal tangencial; D-H: Material macerado: D-G: Miembros del
vaso; H: Fibra; I-K: MEB:; I: Seccion transversal; J: Seccion
longitudinal tangencial; K: Seccion longitudinal, vaso anillado. ce:
Células erectas; cp: Células procumbentes; rp: Radio pluriseriado;
ru: Radio uniseriado; v: Vaso
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indice de estomas 12+2
< Estomas x mm? 283 + 57
o Indice de empalizada 6,4+1,0
= Tricomassimples x mm? 7+4
Longitud de tricomas simples (um) 231,2+18,3
Latitud células de suber 1045
en transcorte
Longitud células de suber 406 +4.7
en transcorte
Dlametro,celulas de. 35.244.5
suber
Diametro 30,5+7,3
S braquiesclereidas (20-40)
8 Long. Macroesclereidas 8%5%_11223)’6
St
. . 342,9+177,9
8 Long. Fibroesclereidas (180-608)
Cortas 824,8 + 109,7
Long. Fibras no septadas 0 (608-900)
(37%) Largas 1410,0 +292,0
0 (1200-1820)
833,3 £118,9
Long. Fibras septadas Cortas (648-980)
(63%) 1241,5 + 210,1
largas (1000-1600)
Longitud elementos 375,1+94,3
del vaso (240-512)
: 2 254+5,6
Diametro elementos del vaso (12-34)
Longitud fibras no septadas 604,1 + 59,7
(67%) (504-792)
(=) Long. Fibras septadas 598,6 + 124,4
15 (33%) (440-800)
] Latitud de fibras 16,9+2,5
Vaso x mm* 244 +57
Unicelulares 102
Altur los radi .
tura de los radios Pluricelulares 2518
indice de vulnerabilidad 1,04
indice de mesomorfia 390,5

Tabla 16: caracteres cuantitativos de hoja, corteza y lefio de Picramnia parvifolia Engl.; los
resultados se expresan como: porcentaje presente en la muestra, valor promedio y su correspondiente
desvio estandar, y valores minimos y maximos obtenidos.
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ANALISIS HISTOQUIMICO

La tincion de los cortes transversales de los foliolos con el reactivo de Sudan IV permitié
la observacién de una gruesa cuticula, constituida por cutina, sobre la epidermis adaxial, y una
mas delgada sobre la epidermis abaxial (Fig. 76B) de los mismos. Se detectaron idioblastos
conteniendo mucilagos en el parénquima esponjoso de los foliolos al tefiir los cortes
transversales con violeta de cresilo (Fig. 76C) y taninos en el paréngquima en empalizada
cuando se trato las muestras con solucion acuosa de cloruro férrico (Fig. 76D).

La observacién de las secciones transversales de los foliolos bajo luz polarizada
permitié la deteccion de drusas y cristales poliédricos en el parénquima esponjoso de los
foliolos (Fig. 76A).
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Figura 76: Analisis histoquimico de Picramnia parvifolia Engl. A-D: Hoja en
seccion transversal; A: Parénquima esponjoso, observacion de cristales de
oxalato de calcio con luz polarizada; B: Semilimbo, tincion con Sudan IV; C:
Nervio medio, tincion con violeta de cresilo; D: Nervio medio, tincion con solucion
de FeCI3 al 10%; cu: Cuticula; d: Drusas de oxalato de calcio; mu: Idioblastos
mucilaginosos; pe: Parénquima en empalizada conteniendo taninos.
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Picramnia sellowii Planch.

Picramnia sellowii Planchon, London J. Bot. 5: 578. 1846.

Picramnia sellowii fo. Glabrescens Chodat & Hassl. Bull. Herb. Boissier, sér.2, 3:800.
1903; Picramnia sellowii fo. hirsuta. Chodat & Hassl. Bull. Herb. Boissier, sér.2, 3:800. 1903;
Picramnia sellowii fo. Intermedia Chodat y Hassl. Bull. Herb. Boissier, sér.2, 3:800. 1903;
Picramnia sellowii var. latifolia Engl. Fl. Bras. 12(2):232. 1874; Picramnia sellowii subsp.
spruceana (Engl.) Pirani. Bol. Bot. Univ. Sao Paulo 12: 132. 1990.

Arbustos a subarbustos de 1-4 m de altura. Corteza rugosa, cinérea o acastafiada y con
muchas lenticelas de color mas claro. Hojas imparipinadas, inequilateras, 10-18 cm long., con
peciolo de 1-2 cm, de 9-15 foliolos de 4-8 x 1-3 cm, alternos a sub-opuestos, membranaceos a
cartaceos, oval-lanceolados, de apice agudo con margen revoluto, pubérulo, cortamente
peciolulado (Fig. 78A, B). Flores en racimos o paniculas de racimos colgantes, con eje fulvo-
tomentoso; bracteas lineal-lanceoladas de 1-2 mm, densamente pilosas. Flores sub-sésiles,
amarillentas, 5-meras. Sépalos ovales, pilosos. Pétalos lineares. Estambres 5, filiformes. Disco
5-lobado. Estaminodios 5, menores o iguales a los pétalos, lineares. Ovario ovoide sub-glabro,
2 léculos; estilo corto, estigmas 2, poco divergentes o erectos. Fruto: baya ovoide-oblonga, a
veces globosa, rojiza, 1x 0,5-0,7 cm, &pice obtuso, apiculado, coronado por los 2 estigmas
persistentes recurvados, con pedicelo piloso de 8-10 mm (Fig. 78A) (Xifreda y Seo, 2006).

NOMBRES VULGARES: “Cedrillo”, “Cedrillo-na” y “Tariri”

DISTRIBUCION Y HABITAT

Se encuentra en la provincia biogeografica Chaquefia (Formosa, Chaco, este de Salta,
Jujuy, Tucuman, Catamarca y La Rioja, todo Santiago del Estero, norte de San Luis, Cérdoba y
Santa Fe, y noroeste de Corrientes) y en la provincia biogeogréafica Paranaense (Misiones y el
extremo nordeste de Corrientes, con selvas marginales que se extienden hacia el sur formando
angostas galerias a lo largo de los rios Parand y Uruguay) entre los 0- 500 m sobre el nivel del
mar (Fig. 77). Se extiende a Bolivia, sur de Brasil, Uruguay y Paraguay (Xifreda y Seo, 2006).

El clima es calido y himedo en la provincia Paranaense a calido y moderadamente seco
en la P. Chaquefa, con precipitaciones que varian entre 500 y 1200 mm hasta 2012 mm

anuales en la P. Paranaense (Cabrera, 1971).

USO VERNACULO.
Se utiliza como alterante (Toursarkissian, 1980). En Paraguay las hojas son utilizadas

como compresas para curar heridas (Pohle y Reinhardt, 2004).
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Figura 77: Distribucion geografica de Picramnia sellowii Planch.
A: Sitios de coleccion; A Citas de herbarios y bibliograficas. B:
Provincias Biogeograficas Argentinas donde habita Picramnia sellowi.
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CARACTERES EXOMORFOLOGICOS.

HOJAS.

Las hojas son compuestas, imparipinnadas y pecioladas, con 9-15 foliolos alternos a
subopuestos, de 4-8 cm. de long. x 1-3 cm. lat., membranaceos a cartaceos, oval-lanceolados,
margen poco revoluto, apice obtuso, base asimétrica obtusa o raramente aguda (Fig. 78A y B;
Fig. 80Ay B).

CORTEZA
De color gris pardusco con estrias longitudinales y transversales poco profundas que
delimitan pequefias placas. Posee abundantes lenticelas con importante reborde (Fig. 78C).

Fractura entera, sabor amargo y olor caracteristico.

LENO
El lefio es de color amarillo pardusco (Fig. 78D), no se diferencian albura y duramen.
En seccién transversal los poros no son visibles y los anillos de crecimiento son apenas
perceptibles.
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Figura 78: Exomorfologia de Picramnia sellowii Planch. A-B: Rama con
infructescencia; C: Detalle de corteza; E: Detalle del lefio
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CARACTERES ENDOMORFOLOGICOS.

HOJA

Lamina del foliolo en vista superficial

Arquitectura Foliolar: la venacion es camptdédroma, broquidédroma (Fig.79A; Fig. 80B,
C). Poseen de 4 a 5 6rdenes de venas, las secundarias son pinnadas, mientras que las de
orden superior son reticuladas. Las venas marginales forman ojales cerrados con
terminaciones vasculares libres (Fig. 79A; Fig. 80B, C). Las areolas son poligonales dispuestas
al azar, coexistiendo terminaciones vasculares simples y ramificadas y rectas o curvas. La red
vascular es de densidad intermedia.

Epidermis adaxial: cuticula delgada y lisa. Células poligonales de paredes anticlinales
ligeramente sinuosas y ligeramente mas grandes que las de la epidermis abaxial, elongadas
sobre los nervios. No se observan estomas. Presenta tricomas simples, unicelulares, de
paredes delgadas, que se ubican con mayor densidad sobre las nervaduras, y glandulares con
pie uniseriado de longitud variable y cabeza pluricelular (Fig. 80D, F).

Epidermis abaxial: cuticula delgada y lisa. Células poligonales de paredes anticlinales
levemente sinuosas y elongadas sobre el nervio medio, con estomas del tipo anomociticos al
mismo nivel que las restantes células epidérmicas. Se observan tricomas simples y glandulares

similares a los de la epidermis adaxial (Fig. 79B, C, G; Fig. 80E).

Lamina del foliolo en corte transversal.

Epidermis adaxial: uniestratificada (Fig. 79E).

La hoja es hipoestomatica. El mesofilo es de estructura dorsiventral, con 1-2 hileras de
parénquima en empalizada (Fig. 79E, F; Fig. 80G, H). Se observan abundantes drusas de
oxalato de calcio en el parénquima (Fig. 83B). En posicién subepidérmica la vena media se
halla reforzada por colénquima de tipo laminar del lado adaxial y abaxial. El nervio medio esta
constituido por 5 a 7 haces vasculares colaterales abiertos dispuestos en forma de arco,
acompafados por una vaina conspicua de fibras (Fig.79D; Fig.80G). Los haces de nervios
menores se hallan rodeados de una vaina parenquimatica (Fig. 80H).

Epidermis abaxial: uniestratificada.
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Figura 79: Fotomicrografia de hoja de Picramnia sellowii Planch. A-C: Vista
superficial; A: Arquitectura foliolar; B y C: Epidermis abaxial; D-F: Seccion
transversal; D: Nervio medio; E: Semilimbo; F: Borde del semilimbo; G: MEB,
epidermis abaxial. dr: Drusas; e: Estomas; fi: Fibras; fl: Floema; p: Parénquima
esponjoso; pe: Parénquima en empalizada; tg: Tricoma glandular; ts: Tricoma
simple; xi: Xilema.
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Figura 80: Micrografia de hoja de Picramnia sellowii Planch. A: Morfologia foliar;
B-C: Arquitectura foliolar; B: Aspecto general; C: Venacion del borde y areolas; D-F:
Epidermis en vista supelficial; D: adaxial; E: abaxial; F: Tricoma glandular; G-l:
Seccion transversal; G: Nervio medio; H: Detalle de lo indicado en G; I: Peciolo.
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PECIOLULO.

En seccion transversal es de contorno plano convexo. La epidermis es uniestratificada,
con cuticula delgada y tricomas unicelulares, similares a los descriptos para las hojas. En
posicion subepidérmica se localizan 2-4 hileras de colénquima laminar. El parénquima
fundamental contiene numerosos idioblastos con drusas de oxalato de calcio. El sistema
vascular del nervio medio adopta forma de arco abierto reforzado con una vaina de fibras
blandas (Fig. 80I).

Los caracteres cuantitativos de valor diagnostico para las hojas se expresan en la
Tabla 17.

CORTEZA

Corteza externa

Ritidoma constituido por una peridermis exfoliante formada por 15-30 hileras de células
de suber de dimensiones variables (Fig. 81A, B). Las células del suber en seccién transversal
son rectangulares, con paredes de engrosamiento mediano y heterogéneo y, las basales con
engrosamiento en forma de “U” o lignificadas (Fig. 81C). En vista superficial son de forma
poligonal. La felodermis es pluriestratificada. Se observa floema funcional y parénquima escaso
con células que contienen drusas Yy cristales poliédricos de oxalato de calcio, y esclereidas
aisladas.

Corteza interna

En el limite con el floema funcional se observan grupos heterogéneos, de diferentes
dimensiones, de fibras, macroesclereidas, braquiesclereidas y fibroesclereidas, algunas
incluyen cristales poliédricos de oxalato de calcio (Fig. 81A, D). Las fibras floematicas son de
paredes medianamente engrosadas y generalmente septadas. Las macroesclereidas y
braquiesclereidas poseen paredes engrosadas, algunas con cristales poliédricos de oxalato de
calcio incluidos (Fig. 81E-H).

El floema funcionales atravesado por radios 1-3-seriados que se ensanchan en la
region distal, algunas células de los radios se esclerosan (Fig. 81A).

El parénquima axial contiene aislados cristales poliédricos de oxalato de calcio de
diferentes tamafos.

Los caracteres cuantitativos de valor diagnostico de los elementos celulares de la
corteza se expresan en la Tabla 17.

137



P. sellowii | Resultados

LENO

La porosidad es difusa no uniforme. El crecimiento es semi-anular (Fig. 82A, H). Los
vasos son de contorno circular, algunos elipticos, con placa de perforacidon simple y
puntuaciones intervasculares areoladas alternas (Fig. 82D-G). Se disponen con distribucion
radial, la mayoria son multiples de 4 a 10 elementos y escasos solitarios.

Parénquima axial casi nulo o apenas metatraqueal, con dos células por banda de
parénquima. El sistema radial es heterogéneo, estd compuesto por radios uniseriadosy 2 o 3
seriados, no estratificados. Los radios uniseriados son homocelulares de células erectas
cuadrangulares y los 2-3 seriados heterocelulares con 1 a 5 células procumbentes en el cuerpo
del radioy 2 a 4 0 més de 4, células erectas en los margenes de los mismos (Fig. 82B, C). Las
células poseen paredes medianamente engrosadas, puntuaciones simples y no dejan espacios
intercelulares entre si.

Las traqueidas vasicéntricas y fibrotraqueidas son de paredes medianamente
engrosadas. Fibras xilares septadas y no, con puntuaciones simples y paredes medianamente
engrosadas.

Los caracteres cuantitativos de valor diagnéstico de los elementos celulares del lefio se

expresan en la Tabla 17.
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Figura 81: Fotomicrografia de corteza de Picramnia sellowii Planch. A-D:
Seccion transversal; A: Vista panoramica; B: Representacion esquematica; C:
Corteza externa, suber; D: Detalle de lo indicado en A; E- H: Material macerado;
E: Macroesclereidas; F: Braquiesclereidas; G: Fibroesclereida; H:
Macroesclereida. ce: Corteza externa; ci: Corteza interna; es: Esclerénquima; s:
Suber.
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Figura 82: Fotomicrografia del lefio de Picramnia sellowii Planch. A: Seccion
transversal; B: Seccion longitudinal tangencial; C: Seccion longitudinal radial; D-F:
Material macerado, miembros del vaso; G-H: MEB; G: Seccion longitudinal,
puntuaciones intervasculares areoladas alternas. H: Seccion transversal; ce: Células
erectas; cp: Células procumbentes; ru: Radios uniseriados
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indice de estomas 11,0+ 1,3
Estomas x mm? 261,1 + 63,4
8 indice de empalizada 4,0+0,6
=) Tricomassimples x mm? 105 + 20
en 543,4+ 57,6
Longitud de tricomas simples (um) a
203,2+ 21,7
Latitud células de suber 10,028
en transcorte
Longitud células de suber 30,345.3
en transcorte
Dlametro,celulas de. 27 4449
suber
S Diametro 2846
3 braquiesclereidas (22-40)
. 101,4+31,1
G ) )
5 Long. Macroesclereidas (62-146)
(&} . . 302+50
Long. Fibroesclereidas (240-400)
Long. Fibras no septadas 822,0 +127,7
(57%) (640-1040)
Long. Fibras septadas 849,8 + 119,7
(43%) (640-1040)
: 506,4+54,0
Longitud elementos (432-616)
del vaso
2 57,7+ 14,7
Didametro elementos del vaso (30-84)
Longitud fibras no septadas 822,0 +127,7
(57%) (640-1040)
Long. Fibras septadas 849,8 + 119,7
‘5 (43%) (640-1040)
— Latitud de fibras 24,845
Vaso x mm? 418+75
_ Unicelulares 12+3
Altura de los radios Pluricelulares 29+7
indice de vulnerabilidad 1,4
indice de mesomorfia 699

Tabla 17: Caracteres cuantitativos de hoja, corteza y lefio de Picramnia sellowii Planch.; los
resultados se expresan como: porcentaje presente en la muestra, valor promedio y su correspondiente
desvio estandar, y valores minimos y maximos obtenidos.
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ANALISIS HISTOQUIMICO.

Se constaté la presencia de mucilagos en el parénquima esponjoso de los foliolos, al
tefiir los cortes con violeta de cresilo (Fig. 83A).La seccion transversal de los foliolos al ser
tratados con reactivo de Sudan IV, mostré la cuticula de ambas epidermis coloreada de
rojo/rosado, por lo que se infiere su naturaleza lipidica (cutina), (Fig. 83C). La observacién de
los cortes de hoja y corteza bajo luz polarizada permitié detectar drusas de oxalato de calcio en
el mesdfilo de los foliolos y en el parénquima cortical y parénquima de radio de la corteza (Fig.
83B).
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Figura 83: Analisis histoquimico de Picramnia sellowii Planch. A-C: Hoja
en seccion transversal; A: Nervio medio, tincion con violeta de cresilo; B:
Semilimbo, observacion con luz polarizada; C: Nervio medio, tincion con
Sudan IV. co: Colénquima; cu: Cuticula; dr: Drusas; fi: Fibras; fl: Floema;
mu: Mucilagos; pe: Parénquima en empalizada; xi: Xilema.
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Picrasma crenata (Vell.) Engl.

Picrasma crenata (Vell.) Engl.,, Engl. u. Prantl, Nat. Pflanzenfam. 3 (4): 222.
1896.Aescherion crenata Vell., Fl, flum. 1:58. 1829; Icon. Tab. 152. 1831; Picrasma vellozii
Planch., Planch., London J. Bot. 5: 574. 1846, Picraena vellozii (Planch.) Engl., en Martius, Fl.
Bras. 12 (2): 227. 1874; Picrasma palo-amargo Speg., Physis 3:173. 1917; Picraena palo-
amargo (Speg.) Speg., Physis 7:93. 1923; Picramnia crenata (Vell.) Hassl., Ind. Dendr. Arg.
1:59. 1935.

Arboles a subarbustos de 2 a 6 m de altura de corteza castafia, rugosa, con abundantes
lenticelas. Hojas con peciolos de 2-9 cm, con 9-19 foliolos, de 4-10 cm, con peciolulos de 1-5
mm, opuestos, alternos, membranaceos, oval-elipticos con el margen ligeramente crenado o
aserrado (Fig. 85A, B). Inflorescencias axilares, corimbosas, de 7-12 cm, eje longitudinalmente
estriado y esparcidamente pubescente. Flores verduscas, con 4-5 sépalos libres, oblongos, de
1 mm de longitud, 4-5 pétalos oblongos con un apice agudo de 3-4 mm de longitud. Flores
estaminadas con 4-5 estambres alternipétalos, con filamentos subulados, insertos en la base
de un gin6foro 4-5 lobulado, con 4-5 pistilodios rudimentarios. Flores pistiladas con 4-5
estaminodios cortos; carpelos 2-5 sobre un ginéforo anular, unidos por los estilos, con estigmas
libres y divergentes, con un évulo basal en cada carpelo. Drupa con 1-2 (3) carpidios situados
en el ginéforo desarrollado, engrosado y ennegrecido, carpidios ovoides, acastafiados y

rugosos cuando secos (Pirani, 1987; Xifreda y Seo, 2006).

NOMBRES VULGARES: “Palo amargo” o “Quina brava”.

En Brasil se la conoce como “Quassia de Brasil” o “Quassia amarga”

DISTRIBUCION Y HABITAT.

Se encuentra en la Provincia Biogeografica Paranaense Misiones y el extremo nordeste
de Corrientes, con selvas marginales que se extienden hacia el sur formando angostas galerias
a lo largo de los rios Parana y Uruguay), entre los 0 y 500m sobre el nivel del mar (Fig. 84). Se
extiende por América tropical, en Bolivia, Brasil y Paraguay (Xifreda y Seo, 2006).

El clima es calido y humedo, con precipitaciones durante todo el afio, que varian entre
los 1500 y 2012 mm anuales. La temperatura media anual varia entre los 20° y 21°C, siendo
los inviernos suaves y los veranos no excesivamente calidos debido a las frecuentes lluvias
(Cabrera, 1971).
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USO VERNACULO.

El lefio se utiliza como antiperiddico, tonico, antisifilitico e insecticida (Toursarkissian,
1980).

En argentina, el lefio es utilizado contra trastornos gastrointestinales y para el control de
la pediculosis. (Rodriguez y col., 2008). El tallo es utilizado como amargo en la preparacion de
bebidas alcohdlicas y aperitivos, como insecticida y en tinturas, como sustituto de Quassia
amara y/o Picrasma excelsa, para el tratamiento de la pediculosis (Roldan y col., 2007).

En Brasil es utilizada para tratar la Diabetes mellitus, perturbaciones gastricas e

hipertensién (Oliveira y col., 2005)
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Figura 84: Distribucion geografica de Picrasma crenata (Vell.) Engl.
Sitios de coleccion; 4 Citas de herbarios y bibliograficas. B:
Provincias Biogeograficas Argentinas donde habita Picrasma crenata.
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CARACTERES EXOMORFOLOGICOS.

HOJAS
Hojas con peciolo de 2 a 9 cm, con 9 a 19 foliolos, de 4 a 10 cm, opuestos, alternos,
membranaceos, oval-eliptico con el margen ligeramente crenado o aserrado (Fig. 85A, B; Fig.
87A, B).

CORTEZA
La superficie externa de la corteza de ramas jovenes es de color pardo grisdceo con
finas estrias longitudinales. En ramas laterales, con crecimiento secundario y afiosas, el
ritidoma se halla muy desarrollado, poco desprendible, lo que origina una superficie irregular
formada por placas rectangulares de tamafios diversos, de color castafio oscuro y escaso
deposito de liquenes (Fig. 85C). La superficie interna es de color pardo amarillento, con leves
estrias longitudinales. Presenta fractura fibrosa, es inodora y de sabor amargo.

LENO
En seccion transversal el lefio es de color blanco amarillento o amarillo, con anillos de
crecimiento visibles a la lupa, delimitados por la formacién de bandas tangenciales mas claras,
correspondientes al parénquima xilematico y frecuentemente mencionados como “falsos”
anillos anuales (Fig. 85D). La porosidad es anular en tallos afiosos y difusa con tendencia
semicircular en tallos jévenes. No se observa diferencia entre duramen y albura; el tejido

medular es escaso.
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»

Figura 85: Exomorfologia de Picrasma crenata (Vell.) Engl. A: Hojas; B:
detalle de la hoja; C: Detalle de la corteza; D: Lefio.
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CARACTERES ENDOMORFOLOGICOS

HOJAS

Lamina en vista superficial.

Arquitectura foliolar: la venacion es camptdédroma, broquidédroma. Posee de 4 a 5
6rdenes de venas, las secundarias son pinadas, mientras que las de orden superior son
reticuladas. Las venas marginales forman ojales cerrados con terminaciones vasculares libres.
Las areolas son poligonales dispuestas al azar, coexistiendo terminaciones vasculares simples
y ramificadas, rectas y curvas. La red vascular es de densidad intermedia (Fig. 86A; Fig. 87B,
C)

Epidermis adaxial: células poligonales de paredes anticlinales de contorno levemente
sinuoso. No se observan estomas. Presenta escasos tricomas simples unicelulares que se
ubican con mayor densidad sobre las nervaduras y bordes de la ldmina (Fig. 86H; Fig. 87D, F).

Epidermis abaxial: cuticula delgada levemente estriada. Células de contorno mas
sinuoso y menor tamafio que las de la epidermis adaxial. Se observan estomas del tipo
anomocito al mismo nivel que las restantes células epidérmicas, y tricomas simples con

caracteristicas similares a los de la epidermis adaxial (Fig. 86B, C, G, I; Fig. 87E).

Lamina en corte transversal.

Epidermis adaxial: uniestratificada, de células rectangulares, por sectores se observa
una segunda capa de células de mayor tamafo, constituyendo una epidermis biestratificada
discontinua (Fig. 86F).

La hoja es hipoestomatica. EI meséfilo es de estructura dorsiventral, con una hilera de
parénquima en empalizada de células cortas. El parénquima esponjoso posee células
laxamente dispuestas originando amplios espacios intercelulares (Fig. 86F; Fig. 87G, I). Se
observan a través de todo el mesofilo numerosos Idioblastos cristaliferos conteniendo drusas y
cristales poliédricos de oxalato de calcio. En posicién subepidérmica la vena media se halla
reforzada por colénquima laminar. El nervio medio esté constituido por 14-15 haces vasculares
colaterales abiertos dispuestos circularmente y rodeados por una prominente vaina de fibras
(Fig. 86D; Fig. 87G). En la regiéon parenquimatica central se observa una cavidad secretora
esquizolisigena y drusas de oxalato de calcio en el parénquima floematico (Fig. 86D, E).

Epidermis adaxial: uniestratificada y biestratificada por secciones.
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Figura 86: Fotomicrografia de hoja de Picrasma crenata (Vell.) Engl. A-C:
Vista superficial; A: Arquitectura foliolar; B y C: Epidermis abaxial; D-F: Seccion
transversal; D: Nervio medio; E: Detalle de la zona marcada en D; F: Semilimho;
G-I: MEB; G: Epidermis abaxial; H: Epidermis adaxial con cuticula ornamentada;
I: Detalle de un estoma y cuticula ornamentada. c¢s: Cavidad secretora
esquizolisigena; epi: Epidermis; f: Fibras; p: Parénquima esponjoso; pe:
Paréenquima en empalizada; xi: Xilema
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Figura 87: Micrografia de hoja de Picrasma crenata (Vell.) Engl. A: Morfologia
foliar; B-C: Arquitectura foliolar; B: Aspecto general; C: Venacion del borde y
areolas; D-F: Epidermis en vista superficial; D: adaxial; E: abaxial; F: Tricoma
simple; G-J: Seccion transversal; G: Nervio medio; H: Detalle de lo indicado en G;
I: Detalle del semilimbo; J: Peciolo.
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PECIOLULO.

En seccion transversal es de contorno circular. La epidermis es uniestratificada con
cuticula delgada. En posicion subepidermica se observan 2 a 4 hileras de colénquima laminar.
El nervio medio estd constituido por numerosos haces vasculares abiertos dispuestos en
circulo y rodeados por una vaina de fibras. En el parénquima medular existe una cavidad
secretora esquizolisigena y numerosos cristales de oxalato de calcio (Fig. 87J).

Los caracteres cuantitativos de valor diagnostico para las hojas se expresan en la Tabla
18.

CORTEZA
Corteza externa
El ritidoma se halla constituido por 5 a 7 peridermis de disposicion escamosa 0
imbricada, cada una formada por 15 a 40 hileras de células suberosas (Fig. 88A y B). Las
células del suber en seccién transversal son cuadrangulares a rectangulares con paredes
homogéneas, poco engrosadas. En vista superficial son poligonales. La felodermis es

pluriestratificada. Entre las distintas peridermis se observa floema no funcional.

Corteza interna

El floema funcional se halla interrumpido por numerosos radios 1 a 7 seriados, muy
sinuosos y torsionados (Fig. 88A, D).El parénquima radial esta constituido por células de
distintos tamafos, con paredes sin engrosamiento que dejan espacios intercelulares y poseen
gran cantidad de cristales poliédricos de oxalato de calcio (Fig. 88F; Fig. 90D). El parénquima
axial, contiene drusas de oxalato de calcio dispuestas en series de parénquima septado.

Las fibras floematicas son escasas, sin orientacion determinada o apenas estratificadas
(Fig. 88C).

Los caracteres cuantitativos de valor diagnéstico de los elementos celulares de la

corteza se expresan en la Tabla 18.

LENO

La porosidad es anular difusa, no uniforme. El crecimiento es semi-anular a anular (Fig.
89 A). Los vasos son de contorno circular con placa de perforacion simple, apenas inclinada,
con apéndices inconspicuos y puntuaciones intervasculares areoladas alternas con apertura de
la puntuacion inclusa (Fig. 89E-H, K). En el lefio temprano los vasos, se disponen con
distribucion radial en su mayoria, solitarios, geminados, racemiformes y multiples cortos de 2 a
6 y escasos con distribucion oblicua. En el lefio tardio predominan los vasos solitarios o
geminados de menor diametro (fig. 891, J). Se observan aisladas cavidades secretoras (Fig.
89D).
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Las fibras xilares, traqueidas vasicéntricas y fibrotraqueidas interradiales presentan
paredes laterales, medianamente engrosadas. Las fibras xilares del tejido mecénico son
fusiformes, con puntuaciones simples y de disposicion no estratificada.

El parénquima axial, se observa en seccion transversal como metatraqueal originando
bandas tangenciales estratificadas interrumpidas, con 2 a 4 células por banda de parénquima;
0 bien, como paratraqueal confluente, formado por células subrectangulares de paredes de
grosor mediano. Contienen cristales poliédricos de oxalato de calcio.

El sistema radial es heterogéneo, estd compuesto por radios 1 a 5 seriados, con
células que contienen abundantes cristales de oxalato de calcio de morfologia diversa, siendo
mas abundantes en células procumbentes (Fig. 89B, C; Fig. 89E).

Los caracteres cuantitativos de valor diagndstico de los elementos celulares del lefio se

expresan en la Tabla 18.
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Figura 88: Fotomicrografia de la corteza de Picrasma crenata (Vell.)
Engl. A-D: Seccion transversal; A: Vista panoramica; B: Representacion
esquematica; C: Material macerado, fibras; D y E: Corteza interna ; ce:
Corteza externa; ci: Corteza interna; cs: Cavidad secretora , f: Floema; r:
Radio; s: Suber.
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Figura 89: Fotomicrografia del lefio de Picrasma crenata (Vell.) Engl. A:
Seccion transversal; B: Seccion longitudinal tangencial; C: Seccion longitudinal
radial; D: Seccion transversal, cavidad secretora esquizolisigena; E-H: Material
macerado, miembros del vaso; I-K: MEB; I-J: Seccion transversal; K: Seccion
longitudinal, vasos. cs: Cavidad secretora esquizolisigena; v: Vaso.
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Indice de estomas 13.2+2.3
3 Estomas x mm? 270,7 £ 37,5
- p— z . p
=) Indice de empalizada 6,4 0.8
= Tricomassimples x mm? 478+59
Longitud de tricomas simples (um) 250,8 + 59,6
Latitud células de suber 15.6+5.3
en transcorte
Longitud células de suber 34.6+7.8
en transcorte
Dlametro,celulas de. 3248
(o] stber
N Diametro
Q . . No posee
4: braquiesclereidas
8 Long. Macroesclereidas No posee
Long. Fibroesclereidas No posee
Cortas 853,0 + 56,3
; 48%) (800-980)
Long. Fibras n (
ong. Fibras no septadas Largas 1123,0 £ 94,8
(52%) (1000-1280)
Longitud elementos 280,4+17,1
del vaso (248-304)
B Primavera Q%é%_il 12)'7
Diametro elementos del vaso 318+74
Verano o Aoy
(18-42)
Longitud fibras no septadas 894,3 + 80,2
=) (728-1040)
= : :
(<D} Latitud de fibras 18,5+3,6
- Vaso x mm? 351+ 10,3
Unicelulares 742
Altura de los radios .
Pluricelulares 20+7
indice de vulnerabilidad 2,6
indice de mesomorfia 737

Tabla 18: Caracteres cuantitativos de hoja, corteza y lefio de Picrasma crenata (Vell.) Engl.; los
resultados se expresan como: porcentaje presente en la muestra, valor promedio y su correspondiente
desvio estandar, y valores minimos y maximos obtenidos.
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ANALISIS HISTOQUIMICO.

Se comprobd la presencia de mucilagos en las células del parénquima en empalizada y
en las epidérmicas de los foliolos (Fig. 90C).En los cortes transversales de foliolos tefiidos con
Sudan IV se observé la presencia de grasas y/o aceites en las cavidades esquizolisigenas
presentes en el nervio medio del foliolo y del peciolo (Fig. 90A). También, se comprobé la
presencia de una cuticula de cutina sobre ambas epidermis (Fig. 90B).

La observacion de los cortes bajo luz polarizada, permitié detectar la presencia de
cristales poliédricos y drusas de gran tamafio en el mesofilo de las hojas, en los radios
corticales (Fig. 88D) y en el parénquima radial del lefio. (Fig. 90E).
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Figura 90: Analisis Histoquimico de Picrasma crenata (Vell.) Engl. A-C: Foliolo
en seccion transversal; A y B: Tincion con Sudan IV; A: Nervio medio; B: Semilimbo;
C: Semilimbo, tincion con violeta de cresilo; D-E: Observacion con luz polarizada; D:
Corteza en seccion transversal; E: Lefio en seccion longitudinal. cri: Cristales de
oxalato de calcio; cu: Cuticula; cs: Cavidad secretora esquizolisigena conteniendo
grasas y/o aceites; epi: Epidermis; fi: Fibras; mu: Mucilagos; p: Parénquima
esponjoso; pa: Parénquima axial; r: Radio: xi: Xilema
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RESULTADOS.
1-Rendimiento de los extractos.
Especie Extracto Peso material Peso extracto Rendimiento
DCM de partida seco

G | o | om | e

Ailanthlziez‘a)ltissima C(()X:Zé\DICDth 6,89 0,199 2,9%

'?/i’iaHDDfﬁf >9 0.4% o
Alvaradc(J:Ssiubovata C?ngcangM 3,8¢ 0,05g 1,35%
Castel?cccc;ccinea Cc()&tgz&zg'\/l 40g 0,659 1,5%
MﬁgfﬁD[c);:)M 40g 0,59 1,25%

Casteéecl:tt;Needii Cczg?aCDMC)ZM 8,61g 1,199 1,4%
Picramnia(gs)rvifolia C?SSZSIDBSM 3,79 0,07g 1,9%
i R IR T

Picram?;as)sellowii chggzégz\gl\/' 6,1g 0,07g 1,3%
P [ w [ om [ om

Picrasrzlsc)crenata chll;tgzcr.:':lDICDISM 14,29 0,06g 0,4%

Tabla 19: Rendimiento de los extractos diclorometanicos.
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Extractos Peso material Peso extracto
Especie . Rendimiento
Etanolicos de partida seco
l?:iaHEEEOOH? 59 0,479 9,5%
Allanthléiga)ltlssma C(EKEZSEEISH 60 0,38 6.4%
M(a/gae ﬁiﬁ " 4,39 0,08g 1,9%
l?:iaHIEEESH? 59 1,409 28%
AIvarad(()z as)ubovata C(zggzce:lEii())H 3.8 053 1%
M(a/fﬁ ﬁi}s " 99 0,229 2,4%
?giaHEEttoo:)' 10g 0,659 6,5%
CasteI?CcC(;ccmea Cc()gingitSH 10g 0,33 3.3%
M?cdf ESS " 159 0,369 2,4%
?g{aHifg.;' 839 0,569 6,7%
Castezré tt;/veedn Cczrct:(tezéaEEL())H 6.5 0,239 3.5%
M?(cjf lr\?EE,t:)) " 9 0,199 2,7%
l?sg)aHEEEoOHF)' 9 1,80g 25%
Plcramn(lgpp;arwfolla C(Zggngit:))H 3g 0.20g 6.7%
M?SS 353 " 51g 0,40g 7,8%
?SiaHEEESHI; 519 1,079 21,1%
Picram(r:las)sellowii C(er:fgzcz:aEtl(E;C))H 3.7g 0.47g 12.7%
M?Sf IﬁEit:)) " 6.19 0,199 3,2%
l?lgiaHEEESHI; 4,89 0,779 16%
PlcrasTscc):renata C(er:fgzcz:aEtl(E;C))H 11g 0.15¢ L%
M?Sf :\EAiElEot:)) " 109 0,079 0,7%

Tabla 20: Rendimiento de los extractos etandlicos.
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2-Actividad Antioxidante: Analisis de la Capacidad Depuradora de
Radicales libres.

2.1-Analisis cuantitativo.

La capacidad depuradora de radicales libres es un atributo importante de los
compuestos antioxidantes y puede ser medida, entre otros, por el ensayo del radical libre
DPPH. Este radical, es secuestrado por los compuestos antioxidantes presentes en los
extractos mediante la donacion de hidrogeno para dar la forma reducida de la molécula de
DPPH que es estable. Los radicales antioxidantes formados son estabilizados mediante la
formacion de productos no-radicales. El radical DPPH es de color violeta en su forma oxidada,
y vira al amarillo por la aparicién de la forma reducida. Esa variacion de color fue evaluada por
mediciones de absorbancia a 515 nm. Se evalué la capacidad depuradora de radicales libres
de los extractos diclorometanicos y etandlicos de hoja, corteza y madera de las siete especies
en estudio. Se determind, para cada extracto, el porcentaje de depuraciéon de DPPH (%
depuracion DPPH) y la concentracion inhibitoria del 50% (Clso) que es la cantidad de
antioxidante necesaria para disminuir a la mitad la concentracion inicial del radical DPPH.

Cuanto mas bajo es este valor, mayor es el poder depurador del extracto.

Andlisis de la capacidad depuradora de radicales libres de los extractos
de A. altissima.

Todos los extractos mostraron actividad depuradora de manera dosis dependiente (Fig.
91). Los extractos de corteza mostraron una mayor capacidad depuradora del radical DPPH, la
misma se produjo en el siguiente orden: Cortezagoy > Cortezapcy >> Maderagoy > Maderapeym

>Hojagon > Hojapew, a los 20 minutos de ensayo.

100

® Hoja DCM

® Corteza DCM

° Madera DCM
Hoja ETOH

® Corteza ETOH

® Madera ETOH

4cido ascorbico

90

70 4

60

50 A

% depuracion DPPH

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Concentracién de los extractos (mg/mL)
Figura 91: Actividad depuradora de radicales libres de los extractos de A. altissima. Porcentaje
de depuracion del radical DPPH en funcion de distintas concentraciones de extractos a los 20

min. de ensayo.
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Se observé que todos los extractos alcanzaron el estado estacionario a partir de los
10min. de ensayo, a excepcion de Maderapcy (Fig 92), que no lo alcanz6 dentro de los 20 min.
de ensayo. El extracto Cortezapcy reacciona de forma rapida con el radical DPPH alcanzando
un 74% de inhibicion del radical en los primeros minutos de ensayo, con Cls= 0,0482mg/mL
(Fig. 92 y 93). El extracto Cortezagton reacciona de forma mas lenta pero alcanza un mayor
porcentaje de inhibicion que el primero (85%) y un Clse= 0,0571mg/mL.

100

90 -

80 A

[
70 A

60 -

Hoja DCM
Corteza DCM
Madera DCM
Hoja ETOH

® Corteza ETOH
® madera ETOH

50 -
L
40

L
30 4

% depuracion DPPH

T T T T

0 5 10 15 20 25

Tiempo (min)
Figura 92: Comportamiento cinético de los extractos de A. altissima. Porcentaje de depuracion en
funcion del tiempo para una concentracion de los extractos de 0,2mg/mL.
El extracto Maderapcy supera el 57% de inhibicion y posee un Cls,= 0,146 mg/mL a los
20 min. de ensayo, seguido por el extracto Madera gtoq que llega a un 50% de inhibicion de

radical DPPH y un Clg= 0,20mg/mL (Fig. 92 y 93). Los extractos de hoja no alcanzan el 50%
de inhibicion del radical.

% depuracién DPPH

il °
20 Ao/o/ ® corteza DCM

° ® Madera ETOH
10 4 ® Corteza ETOH
Madera DCM
0 T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Concentracion (mg/mL)

Figura 93: Porcentaje de depuracion de DPPH en funcion de la concentracion de los extractos

A. altissima a los 20min. de ensayo. Extrapolacién lineal para el calculo de la Clsq.
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Analisis de la capacidad depuradora de radicales libres de los extractos
de A. subovata.
Todos los extractos mostraron actividad depuradora de manera dosis dependiente (Fig.
94). Los extractos etandlicos mostraron una mayor capacidad depuradora del radical DPPH
gue los diclorometénicos, y la misma se produjo en el siguiente orden: Cortezag,on >>> Hojagon

>> Maderagon > Cortezapcy > Maderapcy > Hojapcw, a 1os 20 min. de ensayo.

100

90

80 r—.ﬁ'

70

. /
50

40 e

30 /.
20

% depuracion DPPH

. e . ® HOJADCM
104 ® CORTEZADCM
. MADERA DCM
0 ' ' ' ' HOJA ETOH
® MADERA ETOH
0.00 0.05 0.10 015 0.20 AC. ASCORBICO
Concentracion de los extractos (mg/mL) ® CORTEZAETOH

Figura 94: Actividad depuradora de radicales libres de los extractos de A. subovata.

Porcentaje de depuracién del radical DPPH en funcion de distintas concentraciones de
extractos a los 20 min. de ensayo.

Se observé que todos los extractos alcanzaron el estado estacionario a los 10 min de

comenzado el ensayo, a excepcion de Maderag,oy que no lo alcanzo dentro de los 20 min. de
ensayo (Fig. 95).

100

90 4

80 4

70 4

60

50

40 4

30 4

% depuracion DPPH

20 4

10 4 -
Hoja DCM
0 ® Corteza DCM
Madera DCM
k T T T T Hoja ETOH
0 5 10 15 20| ® Corteza ETOH (0,025mg/mL)
. ) ® Madera ETOH
Tiempo (min) Ac. Ascérbico (0,0045mg/mL)

Figura 95: Comportamiento cinético de los extractos de A. subovata. Porcentaje de
depuracion en funcion del tiempo para una concentracion de los extractos de 0,2mg/mL.

El extracto Cortezagroy alcanzé el 83% de depuraciéon de DPPH a los 5 min. de ensayo,

siendo el extracto mas activo. Para el calculo de la Clsy, se midi6 la capacidad depuradora a
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concentraciones mas bajas que para el resto de los extractos. El valor de Clso para el extracto
Cortezagron fue de 3,62 pg/mL, notablemente menor al determinado para los demas extractos y
del mismo orden de magnitud que el control positivo (Fig. 96A). Para Hojag,on Y Maderag,on l0s
valores de Clso fueron 48,2 y 140,5 pg/mL respectivamente y para el control positivo se calcul6
un Clsp = 2,9 pg/mL (Fig. 96B). Las magnitudes de este parametro para los demas extractos
evaluados, no fueron determinadas debido a que los mismos no lograron el 50 % de
depuracion a pesar de haberse alcanzado el estado “equilibrio” en el ensayo, por lo que se
considera que dichos extractos tienen baja actividad depuradora del radical libre DPPH.

100

90 4 ® HojaETOH
Madera ETOH

80

70 4

60 1

50

% depuracion DPPH
% depuracion DPPH

40 A o

30 A

20 4

10 : . :
* ' ' ' ' 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
4 6 8 10 - : - - -

Conc. (ug/mL) Conc. (mg/mL)

Figura 96: Actividad depuradora de los extractos de A. subovata frente al radical
DPPH a los 20 min. de ensayo. Extrapolacién lineal para el célculo de la concentracién
Inhibitoria. A: Porcentaje de depuracién del extracto Cortezagton @ los 20 min. de
ensayo; B: Porcentaje de depuracién de los extractos Hojagtony Y Maderagron a los 20
min. de ensayo.

Analisis de la capacidad depuradora de radicales libres de los extractos
de C. coccinea.
Todos los extractos mostraron actividad depuradora de manera dosis dependiente (Fig.
97). Los extractos etandlicos mostraron una mayor capacidad depuradora del radical DPPH
gue los diclorometanicos, y la misma se produjo en el siguiente orden: Hojagon > Maderagon

>> Cortezagoy >> Cortezapcy > Maderapcy > Hojapcy, para una concentracion final de extracto
de 0,2 mg/mL y a los 20 min. de ensayo.
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% depuracion DPPH
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Concentracion de los extractos (mg/mL)

Figura 97: Actividad depuradora de radicales libres de los extractos de C. coccinea.
Porcentaje de depuracién del radical DPPH en funcion de distintas concentraciones de
extractos a los 20 min. de ensayo.

Se observd que todos los extractos alcanzaron el estado estacionario a partir de los 5
min. de ensayo, excepto Maderagron, €Ste extracto reaccion6 de forma mas lenta y no alcanzé
el equilibrio dentro de los 20 min. que dura el ensayo, sin embargo, fue mas activo frente al

radical que el extracto Cortezagron Y que los extractos diclorometanicos (Fig. 98).
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Figura 98: Comportamiento cinético de los extractos de C. coccinea. Porcentaje de
depuracion en funcion del tiempo para una concentracion de los extractos de 0,2mg/mL.

El extracto Hojagron fue el mas activo frente al radical DPPH, alcanzando un 90% de
depuracion a los 5 min. de ensayo, con un Cls,= 0,025 mg/mL, seguido por Maderagron €ON un
Clso= 0,094mg/mL y un 85% de depuracién a los 15 min. de ensayo (Fig. 98 y 99). Las
magnitudes de este pardmetro para los demas extractos evaluados, no fueron determinadas

debido a que los mismos no alcanzaron el 50 % de depuracion en el tiempo de ensayo.
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Figura 99: Porcentaje de depuracion de DPPH en funcion de la concentracion de los

extractos C. coccinea a los 20min. de ensayo. Extrapolacion lineal para el calculo de la
C|50.

Analisis de la capacidad depuradora de radicales libres de los extractos
de C. tweedii.

Todos los extractos mostraron actividad depuradora de manera dosis dependiente (Fig.
100). El extracto de Hgron, mostrd la mayor capacidad depuradora del radical DPPH, y la
misma se produjo en el siguiente orden: Hojagon >>Hojapcy > Maderagoy >Cortezagioy >>

Cortezapcy > Maderapcy, para una concentracion final de extracto de 0,2 mg/mL y a los 20 min.
de ensayo.
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Figura 100: Actividad depuradora de radicales libres de los extractos de C. tweedii.
Porcentaje de depuracién del radical DPPH en funcion de distintas concentraciones de

extractos a los 20 min. de ensayo.

Se observé que todos los extractos alcanzaron el estado estacionario a partir de los 5

min. de ensayo, excepto Hojagron (Fig. 101). Este extracto reaccioné de forma mas lenta y

alcanz6 el equilibrio a los 20 min. de reaccién, sin embargo, fue el extracto mas activo frente al
radical DPPH, alcanzando un 90% de depuracion con un Clse= 0,0631 mg/mL (Fig. 101y 102).
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Figura 101: Comportamiento cinético de los extractos de C. tweedii. Porcentaje de
depuracion en funcion del tiempo para una concentracion de los extractos de 0,2mg/mL.

El extracto Hojapcy supera el 50 % de depuracion a los 20 min. de ensayo y alcanza
una Clse= 0,173 mg/mL, seguido por el extracto Maderagroq con un Cls,= 0,188 mg/mL (Fig.
102). Las magnitudes de este parametro para los demas extractos evaluados, no fueron

determinadas debido a que los mismos no alcanzaron el 50 % de depuracion en el tiempo de
ensayo.
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Figura 102: Porcentaje de depuracion de DPPH en funcion de la concentracion de los

extractos C. tweedii a los 20min. de ensayo. Extrapolacion lineal para el célculo de la Cls.

Analisis de la capacidad depuradora de radicales libres de los extractos
de P. parvifolia.
Todos los extractos mostraron actividad depuradora de manera dosis dependiente (Fig.
103). La capacidad depuradora de los extractos se produjo en el siguiente orden: Hoja eron

>Corteza gton > Hoja pew > Madera gron >> Corteza pcy™> Madera pey, para una concentracion
final de extracto de 0,2 mg/mL y a los 20 min. de ensayo.
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Figura 103: Actividad depuradora de radicales libres de los extractos de P. parvifolia.
Porcentaje de depuracién del radical DPPH en funcién de distintas concentraciones de
extractos a los 20 min. de ensayo.

Se observé que todos los extractos alcanzaron el estado estacionario a los 10 min, de
ensayo, excepto Maderagron, que no lo alcanza dentro de los 20 min. (Fig. 104). Los extractos
mas activos fueron los de hoja y corteza etandlicos. El extracto Hojagron alcanza el 85 % de
depuracion en los primeros 3 min. de ensayo y luego permanece en estado estacionario,
mientras que el extracto Cortezagroy alcanza el mismo valor a los 5 min de ensayo y llega
hasta casi el 90 % de depuracion dentro de los 10 min. de ensayo. Los valores de Cls, para
estos dos extractos fueron de 0,031 mg/mL para el de hoja y 0,0482 mg/mL para la corteza.
(Fig.105). El extracto Hojapcm posee un Clsp= 0,075 mg/mL, superior al obtenido para
Maderagron, que fue de 0,13 mg/mL (Fig. 105). Las magnitudes de este parametro para los
demas extractos evaluados, no fueron determinadas debido a que los mismos no alcanzaron el
50 % de depuracion en el tiempo de ensayo.
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Figura 104: Comportamiento cinético de los extractos de P. parvifolia. Porcentaje de
depuracion en funcion del tiempo para una concentracion de los extractos de 0,2mg/mL.
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Figura 105: Porcentaje de depuracion de DPPH en funcion de la concentracion de los

extractos P. parvifolia a los 20min. de ensayo. Extrapolacion lineal para el calculo de la
Clso.

Anélisis de la capacidad depuradora de radicales libres de los extractos de
P. sellowil.

Todos los extractos mostraron actividad depuradora de manera dosis dependiente
(Fig.106). La capacidad depuradora de los extractos se produjo en el siguiente orden: Corteza
eton > Hoja groq >> > Madera pcy >Madera gron > Hoja pey >Corteza pew, para una
concentracion final de extracto de 0,2 mg/mL y a los 20 min. de ensayo.

Los extractos con mayor actividad no alcanzan el estado estacionario dentro de los 20
min. de ensayo, es decir, reaccionan de forma lenta con el radical DPPH. ElI mas activo,
Cortezagton, alcanza el 90% de depuracién de DPPH dentro de los primeros 10 min. de
reaccion, con un Clsp= 0,038 mg/mL; el siguiente, Hojagton, posee un Clse= 0,061 mg/mL y
alcanza el 90 % de depuracion del radical a los 20 min. de ensayo (Fig. 107 y 108).
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Figura 106: Actividad depuradora de radicales libres de los extractos de P. sellowii.

Porcentaje de depuracién del radical DPPH en funcién de distintas concentraciones de
extractos a los 20 min. de ensayo.
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Figura 107: Comportamiento cinético de los extractos de P. sellowii. Porcentaje de
depuracion en funcion del tiempo para una concentracion de los extractos de 0,2mg/mL.

Las magnitudes de este pardmetro para los demas extractos evaluados, no fueron

determinadas debido a que los mismos no alcanzaron el 50 % de depuracion en el tiempo de
ensayo (Fig.107).
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Figura 108: Porcentaje de depuracion de DPPH en funcion de la concentracién de los

extractos P. sellowii a los 20min. de ensayo. Extrapolacion lineal para el célculo de la Cls.

Anélisis de la capacidad depuradora de radicales libres de los extractos de
P. crenata.

Los extractos de P. crenata no mostraron actividad depuradora del radical DPPH
significativa (Fig. 109). Solo el extracto Hojagron Supera el 50 % de depuracion del radical
DPPH a los 20 min. de ensayo. La capacidad depuradora de los extractos se produjo en el
siguiente orden: Hoja gron >>>> Maderagoy > Cortezagoy > Hojapcw > Maderapcy >

Cortezapcy para una concentracion final de extracto de 0,2 mg/mL y a los 20 min. de ensayo.
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Figura 109: Actividad depuradora de radicales libres de los extractos de P. crenata.

Porcentaje de depuracién del radical DPPH en funcién de distintas concentraciones de
extractos a los 20 min. de ensayo.

Los extractos Cortezapcy, Maderapcy ¥ Cortezagron alcanzan el estado estacionario a
partir de los 10 min. de reaccién pero no superan el 30% de depuracién, los extractos Hojapcm Y
Maderagton l0 hacen a partir de los 15 min. de ensayo sin alacanzar el 50% de depuracion del

radical DPPH (Fig. 110); solo el extracto Hojagton, Supera un 63 % de depuracion del radical
con un Clsp= 0,161mg/mL (Fig. 110y 111).
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Figura 110: Comportamiento cinético de los extractos de P. crenata. Porcentaje de
depuracion en funcion del tiempo para una concentracién de los extractos de 0,2mg/mL.
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Figura 111: Porcentaje de depuracién de DPPH en funcién de la concentracion de los

extractos P. crenata a los 20min. de ensayo. Extrapolacion lineal para el calculo de la Clsq.

Discusion Breve de los Resultados.
Los resultados de los porcentajes de depuracion del radical DPPH y las Clso de todos los

extractos se expresan en forma comparativa en las tablas 21 y 22 respectivamente:

%

depuracion Hojapcy | Hojagton | Cortezapey | Cortezagron | Maderapcy | Maderagron

de DPPH
A. altissima 18% 75% 56% 50%

A. subovata 17% 44% 24%
C. coccinea 13% 30% 17%

C. tweedii 54% 28% 7%
P. parvifolia 75% 26% 16%

P. sellowii 33% 21% 45% 35%

P. crenata 32% 10% 13%

Tabla 21: Porcentajes de inhibicion del radical DPPH de los extractos a los 20 min. de ensayo
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CI 50
Hojapcu | Hojagton | Cortezapcy | Cortezagron | Maderapcy | Maderagron
(mg/mL)
A. altissima - - 0,0482 0,057 0,146 0,200
A. subovata - 0,0482 - 0,0036 - 0,140
C. coccinea - 0,025 - - - 0,094
C. tweedii 0,173 0,0631 - - - 0,188
P. parvifolia 0,075 0,031 - 0,048 - 0,134
P. sellowii - 0,061 - 0,038 - -
P. crenata - 0,161 - - - -
Acido ascérbico 0,0029

Tabla 22: Concentracién inhibitoria del 50 % de la concentracién inicial de DPPH a los 20 min. de

ensayo.

Los extractos etandlicos fueron mas activos frente al radical DPPH que los respectivos
diclorometanicos. En general, los extractos diclorometanicos no superaron el 50% de inhibicion
del radical, salvo los extractos de corteza y hoja de A. altissima: El extracto diclorometanico de
hoja alcanzo el 75 % de inhibicion del radical al igual que el extracto diclorometanico de
corteza, sin embargo los correspondientes extractos etanolicos alcanzaron un porcentaje de
inhibicion mayor, es decir, el extracto Hpcw alcanzé un 75% de inhibicion y el extracto Heron
alcanzé en 84 %, lo mismo sucede con la corteza, Cpcy presento un 75% y Ceron Un 85%, esto
podria deberse a la presencia de un tipo de compuesto presente en ambos extractos aunque
en mayor concentracion en los etandlicos.

Para C. coccinea, C. tweedii y P. crenata, los extractos etandlicos de hoja fueron mas
activos que los de corteza y madera, mientras que, para A. subovata, P. parvifolia y P. sellowii
los extractos etanolicos mas activos fueron los de corteza, seguidos por los de hoja y por ultimo
los de madera. El extracto mas activo fue el etandlico de corteza de A. subovata, con una
Clg=0,0036mg/mL, valor mucho mas bajo que el de los restantes extractos activos y del mismo
orden de magnitud que el control positivo utilizado: el acido ascérbico, reconocido compuesto
antioxidante. Sin embargo, este extracto alcanza el 84% de depuracion dentro de los 20 min.
de ensayo, mientras que el extracto etandlico de Hoja de C. coccinea, cuyo Cls, €s mayor al de
A. subovata (Clsp= 0,025mg/mL), supera el 93% de depuracion de DPPH y es el extracto que

alcanza el mayor porcentaje de depuracion dentro de los 20 min. de ensayo.

173




Actividad bioldgica | Resultados

2.2-Analisis cualitativo.

Los extractos que superaron el 50% de depuracion del radical DPPH dentro del tiempo
gue dur6 el ensayo, que es el tiempo durante el cual el radical DPPH permanece estable,
fueron evaluados de forma cualitativa para caracterizar los compuestos responsables de la
actividad antioxidante de cada extracto.

Para la evaluacion cualitativa de los extractos con actividad depuradora de radicales
libres se utilizo CCD, utlizando una solucion etantlica de DPPH como revelador. Los
compuestos con capacidad antioxidante revelan como bandas amarillas sobre un fondo
purpura, dependiendo su intensidad de la cantidad y naturaleza del compuesto antioxidante
(Argolo, 2004).

Analisis cualitativo de la capacidad depuradora de radicales libres de los
extractos activos de A. altissima.

Los extractos evaluados reaccionaron de forma rapida e intensa con el radical DPPH,
casi con la misma intensidad que los controles positivos (patrones de referencia comerciales
rutina y acido clorogénico). En la primer fase movil utilizada (FM: diclorometano/metanaol,
Fig.112A) se observaron mayor cantidad e intensidad de bandas correspondientes a
compuestos antioxidantes en los extractos de Cgon Y Cpoem que en los de Mgon ¥ Mpewm
coincidiendo con los resultados obtenidos en el ensayo cuantitativo, donde los extractos de
corteza fueron mas activos que los de madera y hojas. La banda con actividad depuradora del
radical DPPH mas intensa de Rf=0,54, presente en los extractos Cgon Y Coem, presentéd
coloraciéon azul al revelar la placa con RPN, pudiendo ser, por sus caracteristicas de revelado
(Warner y Bladt, 2001), un acido fenilcarboxilico o cumarina (Fig.112B y C). La banda de
Rf=0,8 de menor intensidad al revelar con DPPH, presente en los cuatro extractos, presento las

mismas caracteristicas de revelado.
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Figura 112: Andlisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de A. altissima. FE: silica gel, FM: diclorometano/metanol (95:0,5). Reveladores: A: Solucion
etandlica de DPPH; B: Observacion bajo luz UV 365nm; C: RPN, observacion bajo luz UV 365nm.
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Se cromatografiaron los extractos Cgion Y Coem (FM: diclorometano/metanol, Fig.113),
junto con los patrones de referencia comerciales de acido clorogénico, rutina y escopoletina. Se
observaron al menos tres bandas con actividad depuradora del radical DPPH en cada uno de
los extractos. Una de las bandas, de Rf= 0,8 (Fig. 113), presente en ambos extractos, coincidié
en Rf y coloracion con el patron de referencia comercial de escopoletina. Sin embargo, la
escopoletina no presenta capacidad depuradora de DPPH significativa (Fig. 113A). Existe un
compuesto con el mismo Rf e iguales caracteristicas de revelado que la escopoletina, que es el

responsable de la mayor parte de la actividad antioxidante del extracto (Fig.113B y C).
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Figura 113: Analisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de A. altissima. FM: diclorometano/metanol (9:1). Reveladores: A, solucion etandlica de
DPPH; B, observacion bajo luz UV 365nm; C, RPN, observacién bajo luz UV 365nm. AC: &cido
clorogénico; R: rutina; Esc: escopoletina.

Analisis cualitativo de la capacidad depuradora de radicales libres de los
extractos activos de A. subovata.

Se evalud cualitativamente la capacidad depuradora de los extractos etanélicos de hoja,
corteza y madera de A. subovata, que fueron los que presentaron mayor porcentaje de
inhibicion del radical DPPH. Los extractos analizados reaccionaron de manera rapida e intensa
con el radical libre DPPH, pudiéndose visualizar bandas con actividad antioxidante en los tres
extractos evaluados. Las bandas con actividad depuradora de DPPH de Rf: 0.74 y 0.5 por sus
caracteristicas de revelado, coloracion rojiza con luz visible y amarilla bajo luz UV de 365nm al
revelar la placa con Reactivo de Boérntrager (Wagner y Bladt, 2001), corresponderian a
antraquinonas (Fig. 114B y C). Las bandas de Rf= 0,46 y 0,37 presentes en los tres extractos,
podrian corresponderse con flavonoides puesto que presentaron coloracion amarilla/naranja al
revelar la placa con RPN. En el extracto Cgop, la mayor parte de los compuestos con
capacidad antioxidante permanecieron en el punto de siembra, sugiriendo una naturaleza mas
polar de los mismos. Dichos compuestos revelaron positivamente, al rociar la placa con una
solucion de FeCl; al 10 %, sugiriendo una naturaleza polifendlica de los mismos,
probablemente taninos (Fig. 114D).
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En un nuevo sistema cromatografico (Fig. 115), los compuestos con capacidad
antioxidante en el extracto Cgoy NO revelaron con RPN, y se observaron dos bandas que
adquirieron coloracion rojiza al revelar la placa con Rvo. de Bdrntrager (Fig. 115B). En el
extracto de Hojagron las bandas con actividad depuradora se correspondieron, por sus
caracteristicas de revelado, con flavonoides y &cidos fenilcarboxilicos (Fig.115D). Con el fin de
caracterizar los flavonoides presentes en el extracto Hojagon, Se realizé una CCD en la que se
sembro dicho extracto y cinco patrones de referencia comerciales de flavonoides (Fig. 116). Se
observaron tres bandas en el extracto Hojagon al revelar con DPPH (Fig. 116A): la de mayor
intensidad (Rf= 0,37) coincidi6 en Rf y caracteristicas de tincidon con el patréon de referencia
comercial de rutina. Ademas, se observaron otras bandas caracteristicas de flavonoides en
este extracto. Por otra parte, se distinguieron en el extracto Hojagoy COmMpuestos que
presentaron fluorescencia amarilla bajo luz UV a 365nm (Fig. 116B) y que al UV a 254 nm,
extinguen la fluorescencia, pudiendo tratarse de antraquinonas, como ya se observd en la
anterior fase movil utilizada (Fig. 114).

El extracto Cgron Se cromatografié en una fase mévil de mayor polaridad junto con los
patrones de referencia comercial de rutina, acido clorogénico, acido galico, escopoletina y
emodina (Fig. 117). Se observé una gran cantidad de bandas con actividad depuradora del
radical DPPH (Fig. 117B). Una de las bandas, de Rf= 0,40, coincidié en Rf y coloracién con el
patron de referencia rutina (Fig. 117D). Las bandas de Rf=0,85y 0,75, y las de mayor polaridad
de Rf= 0,21 y 0,07, revelaron con solucion de FeCl; al 10 % (Fig. 117C), por lo tanto,
podriamos decir que se trata de compuestos de naturaleza polifendlica, en particular taninos. El
extracto Ceron junto con los patrones de referencia comercial de rutina y &cido clorogénico fue
sembrado en un nuevo sistema (Fig. 118) donde se observd nuevamente la presencia de una
banda muy tenue que coincidié en Rf y coloracion con el patrén de referencia de rutina (Fig.
118D), siendo este flavonoide uno de los compuestos responsables de la actividad antioxidante
del extracto.
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Figura 114: Andlisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de A. subovata. FE: silica gel. FM: acetato de etilo/metanol/agua (100:13,5:10); A:
revelado con solucién etandlica de DPPH; B: revelado con Rvo. Bortranger, observacién con luz
visible; C: revelado con Rvo de Bortranger observacion bajo luz de 365nm; D: revelado con

solucion FeCl; 10%. AG: acido galico.
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Figura 115:; Andlisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de A. subovata. FE: Silica gel. FM: Acetato de etilo/acido acético/acido férmico/agua
(100:11:11:26). A: Revelado con solucién etandlica de DPPH; B: Revelado con rvo. de

Borntrager; C: Observacién bajo luz UV 365nm; D: Revelado con RPN bajo luz UV365nm:
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Figura 116: Andlisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de A. subovata.FM: Cloroformo/acido acético/metanol/agua (60:32:12:8); Reveladores:
A: Soluciéon etandlica de DPPH; B: RPN bajo luz UV 365nm; L: Luteolina; G/Q: Genkwanina,

quercetina; A/R: Apigenina, rutina.
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Figura 117: Andlisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de A. subovata. FM: Acetato de etilo/ 4c. acético/ac. férmico/ agua (100:11:11:26);
Reveladores: A: Observacion bajo luz UV365nm; B: Solucién etanélica de DPPH; C: Solucién
FeCl; 10%; D: RPN. R: Rutina; AC: Acido clorogénico; ESC: Escopoletina; E: Emodina.
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Figura 118: Analisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de A. subovata. FE: Celulosa; FM: Acido acético 15%. Reveladores: A: Solucion FeCl,
10%; B: Solucidén etandlica de DPPH; C: Observacion bajo luz UV 365nm; D: RPN. R: Rutina;

AC: Acido clorogénico.

Analisis cualitativo de la capacidad depuradora de radicales libres de los
extractos activos de C. coccinea.

Se evaluaron los extractos etandlicos de hoja, corteza y madera de C. coccinea. Todos
los extractos reaccionaron de forma rapida e intensa con el radical libre DPPH, casi con la
misma intensidad que los controles positivos (patrones de referencia comercial de rutina, acido
clorogénico y &acido galico).

En la primer fase movil utilizada (cloroformo/ac. acético/metanol/agua, Fig.119), se
observd mayor cantidad e intensidad de bandas con actividad depuradora del radical DPPH en
el extracto Heon que en el Mgon (Fig. 119B), coincidiendo con los resultados obtenidos en el
ensayo cuantitativo. En el extracto Hgon las bandas con actividad antioxidante se
corresponderieron con acidos fenilcarboxilicos, puesto que revelaron de color azul al rociar la
placa con RPN (Fig.119D), y con compuestos polifendlicos, debido a que revelaron con
solucion de FeCl; (Fig.119A). En el extracto Mgy las bandas con actividad antioxidante se
correspondieron, por sus caracteristicas de revelado, con acidos fenilcarboxilicos. Al
cromatografiar los extractos en una fase moévil de mayor polaridad (FM: acetato de
etilo/etanol/agua, Fig.120) se observo nuevamente, mayor cantidad e intensidad de bandas en
el extracto Heon que en los Meon Y Ceon, las mismas, por sus caracteristicas de revelado, se
correspondieron con acidos fenilcarboxilicos y flavonoides en el extracto de hoja, y con acidos
fenilcarboxilicos en los de corteza y madera (Fig.120B).

Por dltimo, se cromatografiaron los extractos junto con patrones de referencia
comerciales de rutina, isoquercitrina y acido clorogénico en la fase mévil: acetato de etilo/ac.
acético/ac. formico/agua (Fig.121). Se observo, en el extracto Hgon Una banda que coincide en
Rf (Rf= 0,46) y color con el patron de referencia comercial de rutina y otra, de Rf=0,54,
coincidié en Rf y color con patron de referencia de acido clorogénico (Fig.121B y C). Estos
compuestos serian responsables de parte de la capacidad depuradora de radicales libres del

extracto.
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Figura 119: Analisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de C. coccinea. FE: Siiica gel. FM: Cloroformo/ac. acético/metanol/agua (60:32:12:8).
Reveladores: A: Solucion FeCl; al 10%; B: Solucion etandlica de DPPH; C: observacién bajo luz
UV 365nm; D: RPN, observacion bajo luz UV 365nm; R: Rutina; C: Acido clorogénico; E:
Escopoletina; AG: Acido gélico.
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Figura 120: Andlisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de C. coccinea. FE: Silica gel. FM: Acetato de etilo/etanol/agua (7,5:1,5:0,8).
Reveladores: A: Solucidon etandlica de DPPH; B: RPN, observacion bajo luz UV 365nm.
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Figura 121: Analisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de C. coccinea. FE: Silica gel. FM: Acetato de etilo/ac. acético/ac. férmico/agua
(100:11:11: 26). Reveladores: A: observacion bajo luz UV 365nm; B: Solucion etandlica de
DPPH; C: Solucién FeCl; al 10%; D: RPN, observacion bajo luz UV 365nm; R: Rutina; C: Acido
clorogénico; 1Q: Isoquercitrina; AG: Acido galico.
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Analisis cualitativo de la capacidad depuradora de radicales libres de los
extractos activos de C. tweedii.

Se evaluaron los extractos Hgwon, Hoem Y Mewon, que fueron los mas activos inhibiendo al
radical DPPH en los ensayos cuantitativos. Los extractos evaluados reaccionaron de forma
rapida e intensa con el radical DPPH, casi con la misma intensidad que los controles positivos
(patrones de referencia comerciales de rutina y &cido clorogénico).

La elucion de los extractos en la primer fase movil (FM: diclorometano/metanol, (Fig.
122) reveld la presencia de bandas correspondientes a compuestos con actividad antioxidante
de distintas polaridades en cada uno de los extractos (Fig.122C). En el extracto Hgon, l0S
compuestos con actividad depuradora permanecen en el punto de siembra, siendo estos de
mayor polaridad que los presentes en el extracto Hpcn Y Meon. Las bandas de coloracion rojiza
presentes en Hpcw V¥ Hewon S€ corresponden, por sus caracteristicas de revelado, con las
clorofilas y poseen muy leve capacidad depuradora de DPPH (Fig.122A y B). En el extracto
Mewon Y €n Hojapcy, Se observo una banda con igual Rf y coloracion que el patron de referencia
comercial de escopoletina (Fig. 122A y B).

La elucion del extracto Hgon, €n una fase movil de mayor polaridad: AcoEt/Ac.
Acético/Ac. Formico/H,O (Fig.123), reveld la presencia de 4 bandas con actividad depuradora
del radical DPPH (Fig.123 B). Dichas bandas, por sus caracteristicas de revelado, se
correspondieron a compuestos de naturaleza polifendlica, pudiendo ser estos flavonoides y
acidos fenilcarboxilicos. Entre ellos se observo la presencia de una banda que coincidié en Rf
(Rf=0,43) y coloracion con el patrén de referencia comercial de rutina, y otra banda con Rf=
0,62 y coloracion azul/verdosa que coincidié con el patron de referencia comercial de acido
clorogénico (Fig.123A).

En la siguiente fase movil (FM: Cloroformo/Ac. Acético/ metanol/ H,0, Fig.124) se
observaron 5 bandas que revelaron con DPPH (Fig.124B). Las bandas con Rf: 0,31, 0,16 y 0,1
revelaron con FeCls, pudiendo ser estas compuestos de naturaleza polifenolica, principalmente
taninos y acidos fenilcarboxilicos (Fig.124C). Las bandas con actividad antioxidante de Rf=
0,38 y mayores revelan con RPN y corresponderian a flavonoides y é&cidos fendlicos. Se
observo nuevamente una banda, de Rf= 0,43, que coincidioé en Rf y coloracién con el patron de
referencia comercial de rutina, y otra de Rf= 0.38 que coincidié en Rf y coloracion con el patréon
de referencia comercial de &cido clorogénico (Fig.124A).

En la tercer fase movil utilizada (FM: acido acético al 15%, Fig. 125) las bandas con
actividad antioxidante, por sus caracteristicas de revelado, también se correspondieron con
flavonoides y acidos fenilcarboxilicos (Fig.125A, B). Se verifica en este sistema, la presencia de
una banda de Rf= 0,52 y color naranja al revelar con RPN, que coincide en Rf y coloracion con
el patron de referencia comercial de rutina, y la banda de Rf= 0,72 y color azul/verdoso

coincidente en Rf y coloracién con el patrén de referencia comercial de acido clorogénico. De
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esta forma se confirma, la presencia de rutina y 4cido clorogénico en el extracto etandlico de
hoja de C. tweedii
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Figura 122: Analisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de C. tweedii. FE: Silica gel. FM: Diclorometano/metanol (9:1). Reveladores: A:
Observacion bajo luz UV 365nm; B: RPN, observacion bajo luz UV 365nm; C: Solucién etandlica
de DPPH; D: Anisaldehido sulftrico. E: Escopoletina
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Figura 123: Analisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de C. tweedii. FE: Silica gel. FM: Acetato de etilo/ac. acético/ac. férmico/agua
(100:11:11:26). Reveladores: A: RPN, observacion bajo luz UV 365nm; B: soluciéon etanélica de
DPPH. Ru: Rutina; AC: Acido clorogénico.
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Figura 124: Analisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de C. tweedii. FE: Silica gel. FM: Cloroformo/ac. acético/metanol/agua (60:32:12:8).
Reveladores: A: RPN, observacion bajo luz UV 365nm; B: Solucién etandlica de DPPH; C:

Solucion de FeCl; al 10%. Ru: Rutina; AC: Acido clorogénico.
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Figura 125: Andlisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de C. tweedii. FE: Celulosa. FM: Acido acético 15%. Reveladores: A: RPN,
observacion bajo luz UV 365nm; B: Solucion etandlica de DPPH. Ru: Rutina; AC: Acido

clorogénico.

Analisis cualitativo de la capacidad depuradora de radicales libres de los
extractos activos de P. parvifolia.

Se evaluaron los extractos de Hgwon, Hocm, Ceion Y Mewon, que fueron los mas activos en
el ensayo cuantitativo. Todos los extractos reaccionaron de forma rapida e intensa con el
radical DPPH, con la misma intensidad que los controles positivos (patrones de referencia
comercial de rutina, acido clorogénico y acido galico). En el primer sistema cromatografico
utilizado (FM: diclorometano/metanol, Fig.126) los compuestos con actividad antioxidante
permanecieron en el punto de siembra en los extractos etandlicos (Fig.126A). Las bandas
adquirieron coloracion azul/verdosa bajo luz UV de 365nm e incrementaron su fluorescencia al
revelar la placa con el RPN, por lo tanto, podria tratarse de flavonoides y/o &cidos
fenilcarboxilicos (Fig.126B y C). En los extractos de Hgon Y Hpew S€ observaron ademas,
bandas con actividad antioxidante de baja intensidad que se desplazaron con el frente de
corrida, estas adquirieron coloracién rojiza bajo luz UV de 365nm e incrementaron su
fluorescencia al revelar con RNP, correspondiéndose a las clorofilas caracteristicas de las
hojas.

En la siguiente fase movil utilizada (Fig. 127), se observé una banda con actividad
antioxidante de Rf=0,16 presente en los dos extractos (Fig.127A), que coincidi6 en Rf y
coloraciéon con el patron de referencia comercial de acido clorogénico; este compuesto seria
responsable, en parte, de la actividad depuradora del radical DPPH en estos extractos. El resto
de las bandas con actividad antioxidante presentes en el extracto Heon S€ correspondieron con
compuestos fenilcarboxilicos por su coloracion azul/ celeste con RPN (Fig.127C y D).

Finalmente, se corrieron los extractos Heon Y Crion, junto con los patrones de referencia
comercial de &cido clorogénico y rutina en una nueva fase movil (FM: acetato de etilo/ac.
aceético/ac. formico/agua, Fig.128). Se observo nuevamente una banda de Rf=0,46 y coloracion
azul/celeste, presente en ambos extractos, que coincidié en Rf y coloracion con el patron de
referencia comercial de &cido clorogénico (Fig.128B, C y D), confirmando que este acido
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fenilcarboxilico es uno de los compuestos responsables parciales de la actividad antioxidante
en estos extractos. Se observaron bandas de mayor intensidad en el extracto Hgon que en el
de corteza, estas bandas revelaron azul/celeste al rociar la placa con RPN (Fig.128C y D),

pudiendo ser estos acidos fenilcarboxilicos.
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Figura 126: Analisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de P. parvifolia. FE: Silica gel. FM: Diclorometano/metanol (9:1) Reveladores: A: Solucion

etanodlica de DPPH; B: Observacion bajo luz UV 365nm; C: RPN. R: Rutina.
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Figura 127: Andlisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de P. parvifolia. FE: Silica gel. FM: Acetato de etilo/metanol/agua (10:13,5:10).
Reveladores: A: Soluciéon etandlica de DPPH; B: Solucién de FeCl; al 10%; C: Rvo. de
Borntrager, observacion bajo luz UV 365nm; D: RPN. R: Rutina; AC: Acido clorogénico; AG:

Acido galico.
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Figura 128: Analisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de P. parvifolia. FE: Silica gel. FM: Acetato de etilo/ac. acético/ac. férmico/agua
(100:11:11:26). Reveladores: A: Solucion de FeCl; 10%; B: Solucién etandlica de DPPH; C:

Observacion bajo luz UV 365nm; D: RPN. R: Rutina; AC: Acido clorogénico.
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Analisis cualitativo de la capacidad depuradora de radicales libres de los
extractos activos de P. sellowii.

Se evaluaron los extractos Heon Y Crion, que fueron los mas activos en el ensayo
cuantitativo. Los dos extractos reaccionaron de forma rapida e intensa con el radical DPPH,
casi con la misma intensidad que los controles positivos (patrones de referencia comerciales de
rutina, &cido clorogénico, luteolina y acido gélico). En la primer fase movil utilizada (FM: acetato
de etilo/ac. acético/ac. férmico/agua Fig.129) se observaron bandas de distinta polaridad e
intensidad en el extracto Hgon Y €n el de Ceon (Fig.129B). En ambos extractos se observé la
presencia de una banda de Rf= 0,43 que coincidi6 en Rf y coloracion con el patrén de
referencia comercial de acido clorogénico (Fig.129B y E). En el extracto Hgon, la banda de
Rf=0,55 que adquierié coloracién amarilla/naranja al revelar la placa con RPN (Fig.129E)
coincide en Rf y coloracion con el patron de referencia comercial de isoquercitrina; ambos
compuestos, la isoquercitrina y el &cido clorogénico, presentan actividad antioxidante. Las
restantes bandas con capacidad depuradora del radical DPPH presentaron caracteristicas de
revelado caracteristicas de flavonoides y acidos fenilcarboxilicos (Wagner y Bladt, 2001). En el
extracto Cgion, las bandas con actividad antioxidante de mayor polaridad, se correspondieron
con antraguinonas, puesto que adquirieron coloracion rojiza al revelar la placa con Rvo. de
Borntrager (Fig. 129C y D), y con &cidos fenilcarboxilicos, que revelan de color azul/celeste al
rociar la placa con RPN (Fig.129E). En la siguiente fase movil (FM: cloroformo/ac.
acético/metanol/ agua, Fig.130), se observd también mayor cantidad e intensidad de bandas
correspondientes a compuestos antioxidantes en el extracto de hojas que en el de corteza. En
el extracto Cgion, l0s bandas con actividad depuradora de radicales libres se correspondieron
con &cidos fenilcarboxilicos (bandas de coloracion azul/celeste con RPN); y en el extracto
Hewon, S€ correspondieron con flavonoides y acidos fenilcarboxilicos (Fig.130A y C). En ambos
extractos se observé una banda de Rf=0,32 que coincidio con el patron de referencia comercial
de acido clorogénico. Tanto el acido clorogénico como la isoquercitrina serian, en parte,

responsables de la actividad antioxidante de estos extractos.
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Figura 129: Andlisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los extractos
de P. sellowii. FE: Silica gel. FM: Acetato de etilo/ac. acético/ac. férmico/agua (100:11:11:26).
Reveladores: A: Solucion de FeCl; 10%; B: Solucion etanolica de DPPH; C: Rvo. de Bdrntrager,
observacion bajo luz visible; D: Rvo. de Bdérntrager, observacion bajo luz UV 365nm; E: RPN. R/AC:

Rutina, acido clorogénico e isoquercitrina. P/AG: Fision y acido galico; L: Luteolina
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RIAC Heow  Ceon

Figura 130: Andlisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de P. sellowii. FE: Silica gel. FM: Cloroformo/ac. acético/metanol/agua (60:32:12:8).
Reveladores: A: Solucién etandlica de DPPH; B: Observacion bajo luz UV 365nm; C: RPN.

R:/AC: Rutina y &cido clorogénico;

Analisis cualitativo de la capacidad depuradora de radicales libres de los
extractos activos de P. crenata.

Se evalud cualitativamente el extracto Hgon, que fue el Unico extracto que mostro
poseer una leve capacidad de depuracion de radicales libres en el ensayo cuantitativo. Se
observaron escasas bandas de baja intensidad con actividad antioxidante coincidiendo con los
resultados obtenidos en el ensayo cuantitativo. Se cromatografio el extracto (FM: acetato de
etilo/acido acético/acido férmico/agua, Fig.131), junto con los patrones de referencia
comerciales de rutina, acido clorogénico e isoquercitrina. Se observaron al menos tres bandas
con actividad antioxidante (Fig.131C): una banda de Rf= 0,60 que coincidié en Rf y coloracion
con el patron de referencia comercial de isoquercitrina, otra de Rf= 0,50 que coincidi6 en Rf y
coloracién con el patrén de referencia comercial de acido clorogénico y la tercer banda de Rf=
0,42 que coincidié en Rf y coloraciéon con patrén de referencia comercial de la rutina (Fig.131A
y B). Estos compuestos se encontrarian en muy baja concentracion en el extracto, y serian los

responsables en parte de la débil actividad antioxidante del extracto.
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Figura 131: Analisis cualitativo por CCD de la capacidad depuradora del radical DPPH de los
extractos de P. crenata. FE: Silica gel. FM: Acetato de etilo/ac. acético/ac. férmico/agua (100:11:11:26).
Reveladores: A: RPN, observacion bajo luz UV 365nm; B: Observacién bajo luz UV 365nm; C: Solucién
etandlica de DPPH; D: Solucion de FeCl; al 10%. R: Rutina; AC: Acido clorogénico; 1Q: Isoquercitrina.
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Discusion Breve de los Resultados.

La cantidad e intensidad de las bandas correspondientes a compuestos con actividad
depuradora del radical DPPH en cada extracto coinciden con los resultados obtenidos en el
ensayo cuantitativo y en general se corresponden con compuestos de naturaleza polifendlica,
principalmente taninos, acidos fenilcarboxilicos y flavonoides en todas las especies.

Para A. altissima, los extractos méas activos fueron los de corteza diclorometano y
corteza etandlico, donde las bandas con capacidad depuradora de DPPH se correspondieron
con &cidos fenilcarboxilicos, y/o flavonoides.

Para A. subovata la actividad del extracto etandlico de hoja fue atribuida a flavonoides,
entre ellos se comprobd la presencia de rutina al observar coincidencia en Rf y caracteristicas
de tincién entre una de las bandas presente en el extracto y la del patrén de referencia
comercial de rutina en tres sistemas cromatograficos diferentes. En el extracto etandlico de
corteza los compuestos con actividad antioxidante fueron caracterizados como polifenoles:
taninos y flavonoides, entre estos Ultimos se detectd rutina.

Para C. coccinea la actividad depuradora de radicales libres fue atribuida a acidos
fenilcarboxilicos, taninos y flavonoides en el extracto etandlico de hojas, y s6lo a &cidos
fenilcarboxilicos en el etandlico de madera. Entre los flavonoides se observd la posible
presencia de rutina y acido clorogénico.

En los extractos de hoja de C. tweedii las bandas con actividad antioxidante se
correspondieron, al igual que para C. coccinea, con compuestos polifendlicos, principalmente
taninos, acidos fenilcarboxilicos y flavonoides, observandose la presencia de acido clorogénico
y rutina. En el extracto etandlico de madera la actividad se relacion6 con &cidos
fenilcarboxilicos.

Para P. parvifolia la actividad de los extractos etandlicos de hoja y corteza se atribuy6 a
acidos fenilcarboxilicos y flavonoides, con la posible presencia de acido clorogénico en ambos
extractos.

En P. sellowii los compuestos responsables de la actividad del extracto etandlico de
corteza fueron &cidos fenilcarboxilicos, entre ellos &cido clorogénico, y en menor medida las
antraquinonas. En el extracto etandlico de hojas, la actividad se correlacion6 con acidos
fenilcarboxilicos y flavonoides, entre ellos se observé la posible presencia de acido clorogénico
e isoquercitrina.

En P. crenata, en concordancia con la baja actividad registrada en los ensayos
cuantitativos, las bandas con actividad antioxidante fueron pocas y de baja intensidad, y
también se correspondieron con &cidos fenilcarboxilicos y flavonoides, entre los cuales se

observo la posible presencia de acido clorogénico y rutina.
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3- Actividad tripanocida

Existe probada evidencia de la actividad antiparasitaria, contra Plasmodium falciparum,
agente causal de la malaria, de extractos de C. coccinea (Bourdy y col., 2004). Si bien la
malaria posee baja incidencia en nuestro pais, esta zona es endémica para el Mal de Chagas,
otra enfermedad de origen parasitario causada por el Tripanosoma cruzi, por tal motivo se
decidid evaluar la actividad antiparasitaria de los extractos de las especies en estudio en esta
tesis comenzando por dicha especie y frente a epimastigotes de T. cruzi. Los parasitos fueron
incubados con concentraciones decrecientes de cada extracto en DMSO (1% de concentracion
final). Los resultados de inhibicion del crecimiento del parasito y las concentraciones inhibitorias
de cada extracto se expresan en la tabla 23; las concentraciones inhibitorias se obtuvieron
graficando el porcentaje de inhibiciébn en funciéon de la concentracién de cada extracto. La

droga Benznidazol fue utilizada como control positivo y mostr6 una Clse= 10ug/mL.

Concentracion de los extractos I
Extractos (ug/mL) 50
(ng/mL)
250 100 60 30 15
Hojapcw 70,00+£3,90 | 70,00+3,78 | 51,00+2,54 | 31,00+1,89 0 67,06
HojaEtOH 78,00+4,56 69,00+3,40 50,00+2,15 28,00+1,14 0 63,81
Cortezapcy 68,00+2,85 51,00+2,14 0 0 0 168,80
Cortezagon 48,00+£1,95 | 25,00+1,74 0 0 0 220,35
Maderapcm 72,00+3,88 | 60,00+2,26 | 43,00+2,03 | 37,00+1,96 0 60,41
Maderagion 70,00+2,95 62,00+2,87 50,00+2,33 29,00+1,76 0 81,15

Tabla 23: Actividad tripanocida de los extractos de C. coccinea. Los resultados se expresan
como porcentaje de inhibiciéon del crecimiento del parasito (valor promedio y desvio estandar) y
Concentracion Inhibitoria del 50%.

Todos los extractos mostraron actividad a la mayor concentracion ensayada (250
pug/mL), siendo mas activos los extractos de Hojagon Yy Maderapcy seguidos por los de Hojapcwu
y Maderagon. El extracto de Maderapcy, alcanzé altos porcentajes de inhibicion aun a
concentraciones bajas: 37% de inhibicién a 30 pg/mL, con una Cls, de 60,4 pg/ml, mismo orden
de magnitud que la registrada para el control positivo, Benznidazol.

En virtud de los buenos resultados obtenidos con los extractos de C. coccinea, y de los
antecedentes sobre la actividad antiparasitaria reportada para distintas especies de esta
Familia, se decidié continuar con la evaluacion de la actividad tripanocida de los extractos de
hoja, corteza y madera de las Simaroubaceas nativas. Se opté por ensayar una unica
concentracion intermedia (Sulsen y col., 2007), a la cual todos los extractos de C. coccinea

presentaron actividad (100 ug/mL), y se evaluaron solo los extractos diclorometanicos, puesto
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que estos resultaron levemente mas activos que los etandlicos y presentan cierto grado de
fraccionamiento en relacion con los extractos etandlicos totales. En la tabla 24, se expresan los
porcentajes de inhibicion del crecimiento del parésito de los extractos diclorometénicos de las
especies estudiadas.

Extractos DCM % Inhibicion del crecimiento
A.subovata Hoja 50+2,88
A.subovata Corteza 25+1,73
A.subovata Madera 804,61 O
P. parvifolia Hoja 35+1,86
P. parvifolia Corteza 14+0,76
P. parvifolia Madera 28+1,89
P. sellowii Hoja 35+2,04
P. sellowii Corteza 62+2,89
P. sellowii Madera 4622,32
C. coccinea Hoja C7043,78 O
C. coccinea Corteza 50+2,14
C. coccinea Madera 60+2,26
C. tweedii Hoja 61+2,64
C. tweedii Corteza 69+2,78
C. tweedii Madera (78,00+4,07 D
P. crenata Hoja 12,00+1,09
P. crenata Corteza m
P. crenata Madera 99,1+0,65
A. altissima Hoja 15?()11/,23
A. altissima Corteza 15,00+2,05
A. altissima Madera 17,00+2,14
Benznidazol 100+

Tabla 24: Actividad tripanocida de los extractos diclorometanicos de Simaroubaceae nativas.
Concentracion de los extractos: 100ug/mL. Los resultados se expresan como porcentaje de

inhibicién del crecimiento del parasito (Valor promedio y desvio estandar)

Los extractos mas activos fueron los de corteza y madera de P. crenata, que
provocaron el 97 y 99% de inhibicion del crecimiento del parasito respectivamente El extracto
de madera de A. subovata también presentd muy alta actividad tripanocida, alcanzando el 80%
de inhibicion. Los extractos de madera y hoja de C. tweedii y C. coccinea presentaron también

actividad significativa, alcanzando el 78 y 70 % de inhibicién respectivamente.
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En general, los extractos de las especies pertenecientes a la subfamilia Simarouboideae
fueron més activos que los correspondientes a las especies de Picramniaceae. Los primeros, a
excepcion de A. altissima, superaron siempre el 50 % de inhibiciébn del crecimiento de los
parasitos (Fig.132). Para las Picramniaceae solo los extractos de madera de A. subovata y hoja
de P. sellowii superaron el 50% de inhibicion (Fig. 133).

Simaroubaceae
100

H Hoja

H Corteza

= Madera

% inhibicion del crecimiento

C.coccinea C.tweedii P.crenata A.altissima  Benz.

Figura 132: Actividad tripanocida de los extractos diclorometanicos de las especies nativas
de la subfamilia Simarouboideae. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de epimastigotes

de T. cruzi para cada extracto a concentracion de: 100ug/mL, Benznidazol: control positiva.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Picramniaceae

H Hoja

M Corteza

= Madera

% inhibicion del crecimiento

P. sellowii P.parvifolia A.subovata benz

Figura 133: Actividad tripanocida de los extractos diclorometdnicos de las especies de
Picramniaceae nativas. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de epimastigotes de T. cruzi

para cada extracto a concentracion de: 100ug/mL, Benznidazol: control positivo.
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Evaluacién de la actividad bioldgica de los extractos de Castela tweedii.

Castela tweedii constituye una especie nativa de la provincia de Santa Fe, que habita
en nuestra selva paranaense y de la cual no existen trabajos de investigacion y/o publicaciones
cientificas que evallen la potencial actividad biol6gica de sus extractos, como asi tampoco
sobre los constituyentes quimicos de los mismos. Durante el transcurso de esta tesis, se
observd que los extractos de C. tweedii poseen actividad antioxidante y tripanocida, por tales
motivos se decidié continuar trabajando con los mismos en la busqueda de actividad biolégica
que se encuentre relacionada con los usos tradicionales que presentan otras especies de la

familia y la futura caracterizacion fitoquimica de los extractos que resulten activos.

1.-Rendimiento de los extractos de C. tweedii.

Se lograron mejores rendimientos a los obtenidos anteriormente (punto 1 de
Resultados) realizando un nuevo procedimiento de extraccién sucesivo (punto 4 de la seccion
Materiales y Métodos), mediante el cual, ademas del mayor rendimiento, hubo mejor
aprovechamiento del material vegetal. Los nuevos rendimientos se expresan en la Tabla 25.

Extracto Peso material de | Peso extracto seco Rendimiento
100ug/mL partida (g) (g)

Hoja DCM 267 7,04 2,6%
Corteza DCM 216 3,46 1,6%
Madera DCM 402 2,87 0,72%

Hoja MeOH 267 47,4 17,8%

Corteza MeOH 216 12,5 5,8%
Madera MeOH 402 17,2 4,3%

Tabla 25: Rendimiento de los extractos de C. tweedii.

2-Actividad tripanocida de los extractos de C. tweedii.

Se completé el analisis de la actividad tripanocida de C. tweedii con la evaluacién de la
actividad de los extractos metandlicos frente a epimastigotes de Tripanosoma cruzi; siguiendo
la misma metodologia de trabajo que la utilizada para los extractos diclorometanicos. Los
resultados se expresan en forma comparativa con los obtenidos para los extractos

diclorometénicos en la Tabla 26.
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Extractos % Inhibicion del
(100pg/mlL) | crecimiento
Hoja DCM 61,00+2,64
Hoja MeOH
Corteza DCM 69,00+2,78
Corteza MeOH 53,00+2,25
Madera DCM
Madera MeOH 31,00+£1,54

Tabla 26: Actividad tripanocida de los extractos de C. tweedii. Concentracién de los extractos:
100ug/mL. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion del crecimiento del parasito

(valor promedio y desvio estandar)

Todos los extractos presentaron actividad frente a T. cruzi a la concentracién ensayada.
Los extractos metandlicos resultaron menos activos que los respectivos diclorometanicos, salvo
el extracto metandlico de hoja que super6 el 70 % de inhibicion del crecimiento del parésito y
fue tan activo como el extracto diclorometanico de madera (75 y 78 % de inhibicion

respectivamente).
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3-Actividad insecticida de los extractos de C. tweedii.

Mediante diferentes metodologias de laboratorio se evalud la actividad insecticida de los
extractos diclorometéanicos y metandlicos de C. tweedii sobre Ceratitis capitata, plaga de gran
importancia para la produccion frutihorticola. Se utilizaron dos metodologias de ensayo en
laboratorio para probar la eficacia de los extractos evaluando distintas vias de ingreso de los
productos en el insecto: la via oral, asociada a un ingreso por contacto e inhalacion en los
ensayos por exposicion al alimento tratado (EAT) y la via inhalatoria en la metodologia por
exposicion en papel de filtro impregnado (EPFI).

3.1-Ensayos por exposicion a alimento tratado.

Esta metodologia consiste en exponer las larvas neonatas a la dieta impregnada con los
diferentes extractos, de esta forma se asegura que el producto ingrese al insecto por via oral,
por contacto e inhalacion por hallarse las larvas expuestas directamente al producto durante
todo su desarrollo. Se registraron efectos letales y subletales sobre las larvas expuestas a la
dieta impregnada con los extractos metandlicos y diclorometanicos de hoja, corteza y madera.

3.1.1-Efectos letales.

Los resultados de mortalidad pupal obtenidos se exponen en la Tabla 27:

Mortalidad pupal total en %
Concentracion
Frracto 5000 ppm 5mg/mL 200 ppm S0 ppm
0,5mg/mL 0,05mg/mL
Madera 33b 20a 17a
LE) Corteza 70c 60c 20a
. Hojas 100d 90d 45c¢
Madera 73bc 53ab 20ab
é Corteza 95¢ 90c 60bc
= Hojas 90c 83c 73bc
Controles Oa Oa Oa

Tabla 27: Porcentajes de mortalidad pupal total de C. capitata frente a los extractos
diclorometanicos y metandlicos de C. tweedii. Letras distintas indican diferencias significativas

entre concentraciones (p< 0.05).

El extracto metandlico de hojas fue el mas efectivo a todas las concentraciones
empleadas, inclusive mostr6 muy buena actividad a la concentracibn mas baja empleada
(0,05mg/mL). El extracto metanodlico de corteza obtuvo respuesta significativa a todas las

concentraciones ensayadas y el extracto metanolico de madera tuvo mortalidad significativa
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solo a la mayor concentracion empleada. Entre los extractos diclorometanicos, sélo el extracto
de hojas mostré6 mortalidad significativa en todas las concentraciones ensayadas. El extracto
diclorometanico de corteza presentd mortalidad significativa a 5mg/mL y 0,5mg/mL; y el
extracto diclorometédnico de madera solo leve actividad a 5mg/mL.

Se calculd la concentracion efectiva media (CEsy), que es la cantidad de extracto
necesario para matar el 50% de las larvas expuestas, de los extractos con mayor actividad, los
resultados se expresan en la Tabla 28.

CEso
Extracto
(ng/mlL)
Hoja DCM 62
Hoja MeOH 0,7
Corteza MeOH 19,2

Tabla 28: Concentracion efectiva media de los extractos activos de C. tweedii.

Se considera que los extractos ensayados tienen un efecto insecticida promisorio dado
que sus valores de CEs, son menores a 0,6mg/mL (Clemente, 2007), siendo muy efectivo el
tratamiento con el extracto metandlico de hojas.

3.1.2-Efectos subletales.

Durante la exposicion de las larvas por 25 dias a una dieta artificial impregnada con
cada extracto se fue registrando el progreso en cada etapa de la metamorfosis: formacion de
pupas y emergencia de adultos. Se obtuvo el tiempo de pupariaciéon media (TPsy) (Tabla 29), el

cual indica la existencia de demoras en el desarrollo.

Extractos TPso
(5mg/mL) (dias)
Hoja DCM 7.9 (7,5-8,2)

Corteza DCM -

Madera DCM -

Control 10,5 (9,8-11)
Hoja MeOH 11,5 (10-19)
Corteza MeOH 8,6 (8-9,6)
Madera MeOH 8,5 (8,2-8,9)
Control 6 (4-7)

Tabla 29: Tiempos de pupariacion medios de los extractos de C. tweedii.
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Los extractos metandlicos mostraron alteraciones en el ciclo vital con demoras en el
desarrollo de los insectos, siendo mayor en el tratamiento con el extracto metandlico de hojas,
ya que se obtuvo un alargamiento de la etapa larval del 92% respecto del control.

Los extractos diclorometanicos mostraron distintas variaciones en el ciclo vital: el
extracto dicloromatanico de hojas registré una reduccion del 20% del tiempo de pupariacion
medio en comparacion con el control, mientras que en el extracto diclorometanico de corteza
se evidencio una prolongacion del 40% en el ciclo respecto al control, aunque no se pudo
estimar el tiempo de pupariacion medio por la gran dispersion de los resultados obtenidos. En
el tratamiento con el extracto diclorometdnico de madera no se registraron demoras en el
desarrollo.

3.2-Ensayos por Inhalacion.

Esta metodologia consiste en exponer insectos adultos al producto a evaluar, el cual
ingresara al mismo a través de la via inhalatoria, dependiendo de la capacidad de volatilizacion
gque posean los compuestos presentes en los extractos. Se expusieron moscas adultas en
cajas de Petri a los extractos impregnados en papel de filtro a una concentracién fija de
0,5mg/mL y se realizaron observaciones cada hora durante las primeras 5 horas y luego a las

24hs. Los resultados de mortalidad obtenidos se expresan en la Tabla 30.

Mortalidad total (%)
Extracto
5 horas 24 horas
Hoja 15a 20a
LE, Corteza 27,5a 15a
o Madera 95b 62,5b
Hoja 32,5a 25b
§ Corteza 2,5a 7,5b
= Madera 3a 5a
Control Oa Oa

Tabla 30: Mortalidad total de adultos de C. capitata tratadas con los extractos diclorometanicos y
metandlicos de C. tweedii en ensayos por inhalacion EPFI, concentracion de los extractos:

0,5mg/mL. Letras distintas indican diferencias significativas entre concentraciones (p< 0.05).

Los extractos diclorometénicos fueron, en general, mas activos que los metandlicos. El
tratamiento con el extracto metandlico de hojas fue el Unico entre los extractos metanolicos,
que produjo una mortalidad significativa del 25%. La mortalidad hallada en los tratamientos con
los extractos metandlicos de corteza y madera no difirieron respecto del control.

A las 5 horas de tratamiento, se obtuvo un 95% de mortalidad con el extracto

diclorometanico de madera; tanto en este extracto como en el diclorometanico de corteza se
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observo un efecto de volteo, que se pone de manifiesto en algunos individuos aparentemente

muertos que se recuperan en las observaciones sucesivas (Figura 134).
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Figura 134: Mortalidad total de adultos de C. capitata tratadas con extractos de C. tweedii a
0,5mg/mL en ensayos por inhalacién EPFI.

El efecto de volteo causado por los extractos se hace mas evidente en el tratamiento
con el extracto diclorometanico de madera en el cual, ya a la hora de iniciado el tratamiento, se
observd una mortalidad del 85 %, que revierte a 62,5% a las 24 horas de observacion (Figura
135).
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Figura 135: Mortalidad total de adultos de C. capitata tratadas con el extracto diclorometanico
de madera de C. tweedii a 500ppm en ensayos por inhalacién EPFI.
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Discusion Breve de los Resultados

Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad biol6gica para los extractos de C.

tweedii se resumen en forma comparativa en la Tabla 31.

Actividad .. . ..
tri ' Actividad insecticida
Extracto rzparm_q a
% de inhibicion del EPE| EAT
crecimiento
gg’ﬁ 61% 15% 90%
Corteza o o 0
DCM 69% 27,5% 60%
Madera o o

DCM 78% 95% -
Hoja 0 0 0
MeOH 75% 32,5% 83%
Corteza o o o
MeOH 53% 2,5% 90%
Madera o o o
MeOH 31% 3% 53%

Tabla 31: Valores obtenidos en los ensayos de actividad bioldgica realizados con extractos de

C. tweedii; concentracion de los extractos: actividad tripanocida: 100ug/mL; actividad insecticida:

0,5mg/mL; EPFI a las 5 horas de ensayo.

Los extractos de C. tweedii demostraron poseer distintas actividades biolégicas,

algunos de ellos de importante efectividad, tal es el caso del extracto diclorometanico de

madera que provocé el 78% de inhibicién del crecimiento del parasito T. cruzi in vitro y un 95%

de mortalidad de moscas adultas de C. capitata en los ensayos por inhalacion (EPFI). El

siguiente extracto que mostré tener considerable actividad biolégica fue el metanélico de hojas,

que posee alto porcentaje de inhibicion de crecimiento de T. cruzi (75%) y elevada actividad

insecticida, provocando un 90% de mortalidad pupal en los ensayos de ingestién del alimento

tratado (EAT). Debido a que no existen trabajos cientificos publicados que reporten la

composicion quimica de extractos de C. tweedii surgid la necesidad de realizar una

caracterizacion fitoquimica de estos extractos activos.
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Caracterizacion fitoquimica de los extractos activos de Castela tweedii.

C. tweedii es una especie autoctona de la provincia de Santa Fe de la cual no existen,
hasta el momento, reportes publicados sobre sus propiedades biolégicas y de la composicion
quimica de sus extractos. Por tales motivos, se realizé una caracterizacion fitoquimica de los
extractos que presentaron actividad biolégica promisoria en los distintos ensayos realizados

(actividad antioxidante, tripanocida e insecticida).

1-Caracterizacion fitoquimica del extracto diclorometanico de madera.

El extracto diclorometanico de madera fue seleccionado para su caracterizacion
fitoquimica debido a que fue el que presentd mayor actividad insecticida en el ensayo de
exposicion en papel de filtro impregnado. En este ensayo se evalud el efecto inhalatorio de
dicho extracto sobre insectos adultos de Ceratitis capitata, el cual provocd un 95% de
mortalidad de los mismos a las 5 horas de ensayo. Ademas, en los ensayos de actividad
tripanocida este extracto fue uno de los mas activos, provocando un 78% de inhibicién del
crecimiento de epimastigotes de Tripanosoma cruzi.

El perfil cromatogréfico del extracto, obtenido por cromatografia en capa delgada (CCD),
mostré preponderancia de bandas de coloracion azul/violacea al revelar la placa con el reactivo
anisaldehido sulfarico (AS) (Fig. 136). Los triterpenos y derivados triterpénicos en general
poseen dichas caracteristicas de coloracion cuando se utiliza AS como revelador (Wagner y
Bladt, 2001). Algunas de estas bandas podrian corresponder a los cuasinoides, metabolitos de
naturaleza triterpénica caracteristicos de la familia Simaroubaceae (Okano y col., 2000).

5 3
A - B" C Figura 136: CCD del extracto diclorometanico de madera de C.
v tweedii. FE: Silica gel. A: FM: Tolueno/acetato de etilo (7:3); B: FM:
' Tolueno/éter (7:3); C: FM: Cloroformo/metanol (9:1). Revelador: AS.
—
N i
Ll
B
Mad.  Mad. Mad.
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Por tal motivo, se cromatografié el extracto frente a patrones de referencia comerciales
de cuasinoides, en este caso una mezcla de cuasina, neo e isocuasina, los dos ultimos en

menor proporcion. Como se observa en la figura 137, la banda correspondiente al patron de
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referencia comercial, cuasina, revela de color violdceo con AS, extingue la fluorescencia bajo
luz UV de 254nm y no presenta fluorescencia bajo luz UV de 365nm. En el extracto se
observan al menos dos bandas con estas mismas caracteristicas, aunque ninguna de ellas

correspondi6 a cuasina, iso 0 neocuasina (Fig. 137).

Figura 137: CCD del extracto diclorometanico de madera de
C. tweedii frente a patrones de referencia comercial de

cuasinoides. FE: Silica gel. FM: Cloroformo/metanol (9:1). A:
= Observacion bajo luz UV de 254nm; B: Placa revelada con

iSO >
neo

AS; C: Observacioén bajo luz UV de 365nm. cua: Mezcla de
patrones de referencia comercial, cuasina, isocuasina y

neocuasina.

cua | Mad. c;a M"ad. cua Mad.

DCM DCM DCM
Cuando se utiliza como revelador el reactivo de productos naturales (RPN) se observan
bandas de coloracion celeste bajo luz UV de 365nm, pudiendo tratarse de cumarinas y acidos

fenilcarboxilicos (Fig. 138).

Figura 138: CCD del extracto diclorometanico de madera de C.
tweedii. FE: Silica gel. A: FM: Tolueno/éter (7:3); B: FM:
Tolueno/acetato de etilo (7:3); C: FM: Diclorometano/metanol (9:1).

Revelador: RPN, observacion bajo luz UV de 365nm.

Mad. Mad. Mad.
DCM DCM  DCM

A continuacién, se cromatografiaron el extracto, frente a patrones comerciales de
cumarinas y el extracto co-sembrado junto con dichos patrones en tres sistemas diferentes
(Fig. 139). Se utilizaron como patrones de referencia comerciales escopoletina (Fig. 139) y
umbeliferona. Se identific6 cromatograficamente escopoletina en el extracto diclorometanico de

madera de C. tweedii al observar, en los tres sistemas cromatograficos utilizados, coincidencia

198



Caracterizacion Fitoquimica | Resultados

de relacion de frente (Rf) y coloracion entre la banda correspondiente al patréon de referencia
comercial escopoletina y una de las bandas presente en el extracto (Fig.139). No se detecto
umbeliferona.

L —

Mad. Mad+ Esc. Mad. Mad +
DCM Esc. DCM

Esc. Mad Mad+ Esc.
Esc. DCM  Esc.

Figura 139: CCD del extracto diclorometanico de madera de C. tweedii frente a escopoletina. A:
FE: Silica gel, FM: Tolueno/acetato de etilo (7:3), observacion bajo luz UV 365nm. B: FE:
Celulosa, FM: Acido acético 6%, revelado con RPN. C: FE: Silica gel, FM: Cloroformo/metanol
(9:1), observacion bajo luz UV 365nm. Mad DCM: Extracto diclorometanico de madera; Esc:

Patron de referencia comercial de escopoletina.

Finalmente, se realiz6 una CCD utilizando como revelador el reactivo de Dragendorff, a
fin de caracterizar la presencia de alcaloides en el extracto. Se observé la presencia de al
menos tres bandas que dieron reaccién positiva con este reactivo (Fig. 140A). Existen reportes
de la presencia de alcaloides del tipo B-carbonilico para especies de esta familia (Varga y col.,
1980; Readel y col.,, 2003; Rivero-Cruz y col.,, 2005). Este tipo de alcaloides revela
positivamente con Dragendorff, posee fluorescencia celeste bajo luz UV de 365nm y extingue
la fluorescencia bajo luz UV de 254nm (Wagner y Bladt, 2001). Estas caracteristicas fueron
observadas en las bandas de Rf 0.31 y 0.51. Las cumarinas pueden dar reaccién positiva con
Dragendorff, por lo tanto dichas bandas podrian deberse tanto a la presencia de alcaloides

como de cumarinas en el extracto.
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Figura 140: CCD del extracto diclorometanico de madera de C. tweedii. FE: Silica gel. FM:
Tolueno / éter (1:1). A: Revelado con reactivo de Dragendorff; B: Revelado con AS; C:

Observacion bajo luz UV de 365nm; D: Observacion bajo luz UV de 254nm.

Este extracto diclorometanico de madera activo se fracciond por cromatografia en
columna de silica gel a presion hidrostética; las condiciones cromatograficas se detallan en la
seccidn Materiales y Métodos. Se obtuvieron 60 fracciones que fueron evaluadas por CCD. Las
fracciones que presentaron perfiles cromatograficos similares fueron reunidas, dando 15
fracciones finales enumeradas: fraccion 1, 2, 3, 4/5, 6/11, 12/13, 14, 15/16, 17/19, 20/25, 26/29,
30/33, 34/48, 49/60 y 61/62.

En los perfiles cromatrogréficos por CCD, se observo la presencia de un compuesto
mayoritario en las fracciones 17/19 y 20/25. Al sembrar dichas fracciones frente a los patrones
de referencia comerciales &cido ursolico, acido oleandlico y [-sitosterol, se observo
coincidencia en Rf y coloracion violacea entre el patrén de referencia comercial 3-sitosterol y la
banda correspondiente al compuesto mayoritario en estas fracciones (Fig.141). Ambas
fracciones, 17/19 y 20/25, presentaron un precipitado de color blanco que fue separado por
centrifugacion. El precipitado y el sobrenadante de la fraccion 17/19, fueron cromatografiados
junto con el patrén de referencia comercial B-sitosterol, en tres sistemas cromatograficos
diferentes. Se determind la presencia de B-sitosterol al observarse coincidencia de Rf y
coloracion entre la banda correspondiente al patrén de referencia comercial y una de las

bandas presentes en el sobrenadante de la fraccion 17/19 en los tres sistemas (Fig. 142).
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2 3 Figura 141: CCD del extracto diclorometanico de madera y las
) & fracciones 17/19 y 20/25 junto con el patron de referencia comercial de 8
[ ce . @ 7 sitosterol. FE: Silica gel; FM: Diclorometano/metanol (9:1); revelado con
i . AS. B-sito: Patrén de referencia comercial de - sitosterol
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Figura 142: CCD de la fraccion 17/19 junto con patrones de referencia comerciales. FE: Silica
gel. A: FM: Diclorometano/metanol (9:1) revelado con AS. B: FM: Benceno/acetato de etilo (7:3),
revelado con AS. Ac olea: Patron de referencia comercial de &cido oleandico; Ac. Ursol.: Patron
de referencia comercial de Acido ursolico; B-sito: Patron de referencia comercial de 8 sitosterol;
17/19 sob.: Sobrenadante de fraccion 17/19; 17/19 pp: Precipitado de fraccion 17/19.

El precipitado y el sobrenadante de la fraccion 20/25 también fueron cromatografiados
junto con los patrones de referencia comerciales de acido ursdlico, acido oleandlico y [3-
sitosterol. Se identific6 cromatograficamente B-sitosterol en esta fraccion por coincidencia de Rf
y coloracion entre una de las bandas y el patron de referencia en tres sistemas cromatograficos
diferentes (Fig. 143).
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Figura 143: CCD fraccion 20/25 junto a patrones de referencia comerciales. FE: Silica gel. A:
FM: Diclorometano/metanol (9:1); B: FM: Benceno/acetato de etilo (7:3); C: FM: Hexano/éter etilico (1:1),
reveladas con AS. Ac. Ole.: Patron de referencia comercial de acido oleandlico; Ac. Urs.: Patrén de
referencia comercial de acido ursolico; B-Sito.: Patron de referencia comercial de B-sitosterol; 20/25 pp:

Precipitado de fraccion 20/25; 20/25 sob.: Sobrenadante de fraccién 20/25; cua: Patron de referencia

comercial de cuasina.

Se confirmé la presencia de B-sitosterol en el precipitado de la fraccion 20/25 por
cromatografia en fase gaseosa al coincidir el tr del pico mayoritario en el precipitado de la

fraccion (tr: 9,3 min.) y el pico correspondiente al patrén de referencia comercial (tr: 9,3 min.)

(Fig. 144 Ay B).
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Figura 144: Cromatogramas obtenidos por CG. A: Precipitado de la fraccién 20/25; B: Patron de

referencia comercial de B-sitosterol.

La fraccion 34/48 (Fig. 145) presentd, en el primer sistema cromatogréfico utilizado
(tolueno/éter (1:1)), tres bandas mayoritarias: una de Rf 0.30 y coloracion celeste bajo luz UV

que no revela con AS, otra de Rf 0.46 que revelé de color marron con AS y presento
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fluorescencia celeste bajo luz UV de 254 y de 365nm (Fig. 145), y una tercera banda de Rf:
0.56 que adquiri6 coloracion azul violacea al revelar con AS, extingui6 la fluorescencia bajo luz
UV de 254nm y no presentd fluorescencia bajo luz UV de 365nm. Por las caracteristicas de
revelado presentadas, la banda de Rf: 0.30 podria corresponder a una cumarina, y la de Rf:
0.56 a un triterpeno o cuasinoide.

0.56
0.46

0.30

' ]

34/48 34/48 34/48

Figura 145: CCD de la fracciéon 34/48. FE: Silica gel, FM: Tolueno/éter (1:1). A: Revelada con
AS; B: Observacion bajo luz UV de 254nm; C: Observacioén bajo luz UV de 365nm.

La fraccion 34/48 fue cromatografiada junto a los patrones de referencia comerciales
escopoletina y cuasina (Fig. 146). La banda de Rf: 0.31 coincidié en Rf y coloracion con el
patron de referencia comercial escopoletina. La banda de Rf: 0.51 por sus caracteristicas de

revelado, reaccion positiva con Rvo. de Dragendorff, y de fluorescencia podria corresponder a
un alcaloide.
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Figura 146: CCD de la fraccién 34/48 junto con patrones de referencia comerciales. FE: Silica
gel, FM: Tolueno/éter (1:1). A: Revelado con Reactivo de Dragendorff; B: Revelado con AS; C:
Observacion bajo luz UV de 365nm. Mad DCM: Extracto diclorometanico de madera; F34/48:
Fraccidon 34/48; cua: Patron de referencia comercial de cuasina; esc: Patrén de referencia

comercial de escopoletina.

Existen trabajos publicados que reportan la presencia de alcaloides del tipo PB-
carbonilico en especies de la familia Simaroubaceae. Por tal motivo se cromatografié la
fraccion 34/48 junto con un patrén de referencia comercial de este tipo de alcaloides: el
harmano. Se observé una banda de baja intensidad de fluorescencia que coincidié en Rf y
coloracién con el patrén de referencia comercial (Fig. 147), sin embargo, la presencia de esta

banda no pudo detectarse en un nuevo sistema cromatogréfico.

0.70

Har. 34/48

Figura 147: CCD de la fraccion 37/48 junto con el patron de referencia comercial harmano. FE:

Silica gel, FM: Diclorometano/metanol (9:1), observacién bajo luz UV de 365nm. Har: Patrén de

referencia comercial de harmano.
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Se identifico cromatograficamente escopoletina en esta fraccion por coincidencia de Rf y
coloracién entre la banda correspondiente al patrén de referencia comercial y una de las
bandas presentes en la fraccion, en tres sistemas cromatogréaficos diferentes (Fig. 148).

34/48 34/48 esc esc 3448 34148 esc. F34/48

+esc. +esc.

Figura 149: CCD de la fraccion 34/48 junto con el patron de referencia comercial escopoletina.
FE: Silica gel. A: FM: cloroformo/metanol (9:1), observaciéon bajo luz UV de 365 nm; B: FM:
Tolueno/eter (1:1) revelado con RPN; C: FM: Tolueno/acetato de etilo (1:1), revelado con RPN.
34/48: Fraccion 34/48; 34/48 +esc.. Co-cromatografia de la fraccion con escopoletina. Esc.:

Patrdén de referencia comercial de escopoletina.

También se detectd escopoletina, por coincidencia de Rf y coloracién en CCD, en la
fraccion siguiente 49/60.

Con el fin de corroborar la caracterizacion realizada en la fraccion 34/48 por CCD de las
bandas que corresponderian a cuasinoides (Fig. 145), cumarinas y/o alcaloides (Fig. 146), se
analizé dicha fraccién por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) acoplada con detector
UV con arreglo de fotoiodos (UV/DAD). La caracterizacion de dichos compuestos se realiz6 por
comparacion de sus tr y/o espectros UV con los de los patrones de referencia comercial
indicados en la seccion 5.3 del capitulo Materiales y Métodos. El perfil cromatografico de la
fraccion 34/48 es el presentado en la figura 149.

El pico (1) de tr de aproximadamente (aprox.) 17,5 min. (Fig. 149), correspondié a un
compuesto cuyo espectro UV es muy similar al del alcaloide harmano, con dos Ana: Uno a 240
y otro 290 nm, sugiriendo la presencia de un alcaloide con el mismo croméforo que el harmano:
el nucleo B-carbonilico (Sanchez y Comin, 1971) (Fig. 150).

El pico (2) de tr aprox. 23,2 min coincide en tr y espectro UV con el patron de referencia
comercial de escopoletina, confirmando la presencia de esta cumarina en la fraccion (Fig. 151).

Los picos (3) y (4), de tr aprox. 36,6 y 39,5 min. respectivamente, poseen espectros
similares, caracteristicos de cumarinas. Las cumarinas simples absorben alrededor de los 264
y 311 nm debido a los anillos bencénicos y a-pirona respectivamente y presentan variaciones

segun sus sustituyentes; por ejemplo, en las cumarinas que presentan sustituciones
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oxigenadas en C-7 la banda correspondiente a la a-pirona sufre un efecto batocromico, tal
como ocurre en estos picos (Soine, 1964; Murray y col., 1982; Lock de Ugaz, 1994) (Fig. 152).
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Figura 149: Perfil cromatogréfico de la fraccion 34/48 del extracto diclorometanico de madera de

C. tweedii obtenido por CLAE en el sistema cromatogréfico I.
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Figura 150: Espectro UV correspondiente al pico (1) de tr aprox. 17,5 min. superpuesto al

espectro UV del patron de referencia comercial de harmano.
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Figura 151: A: Espectro UV correspondiente al pico (2) tr aprox. 23,2 min. del extracto
diclorometanico de madera de C. tweedii. B: Espectro correspondiente al patrén de referencia

comercial escopoletina.
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Figura 152: Espectros UV correspondientes a los picos (3), tr aprox. 36,6 min. y (4), tr aprox.

39,5 min. de la fraccion 34/48 del extracto diclorometanico de madera de C. tweedii.

Discusion Breve: Caracterizacion fitoquimica del extracto diclorometanico de

madera.

Mediante la combinacién de distintas técnicas cromatograficas, cromatografia en
columna, CG, CCD y CLAE acoplada con detector UV/DAD, se separaron y caracterizaron los
compuestos presentes en el extracto diclorometanico de madera, que fue activo frente a
Ceratitis capitata y Tripanosoma cruzi.

Se identific6 cromatograficamente B-sitosterol mediante CCD por coincidencia de Rf y
coloracién con el patrén de referencia comercial en tres sistemas cromatograficos diferentes, y
por CG por coincidencia del tr con el del patron de referencia comercial. Este es el primer
informe de la presencia de 3-sitosterol en extractos de C. tweedii.

La presencia de la cumarina escopoletina fue confirmada por dos métodos: mediante
CCD por coincidencia de Rfy coloracion con el patron de referencia comercial en tres sistemas
cromatograficos diferentes, y mediante CLAE acoplada a espectroscopia UV al coincidir tr y
espectro UV con los del patron de referencia comercial. Este es el primer reporte de la
presencia de esta cumarina en extractos de C. tweedii.

Se caracterizaron otras cumarinas y alcaloides del tipo p-carbonilicos mediante CCD y
CLAE en el extracto, por similitud de las caracteristicas de revelado y de espectros UV con los

patrones de referencia comercial.
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2-Caracterizacion fitoquimica del extracto metandlico de hojas de C. tweedii

El extracto metandlico de hojas presenté actividad tripanocida, provocando un 75% de
inhibicién del crecimiento de los parasitos. Ademas, provoco el mayor porcentaje de mortalidad
de moscas adultas en los ensayos de ingestion de alimento tratado (83%). Por tales motivos se
realizé una caracterizacion de los compuestos presentes en el extracto.

En el analisis por CCD se utilizaron distintos sistemas cromatogréaficos y reveladores.
Bajo luz UV de 365nm se observaron bandas de coloracion celeste de Rf: 0.54 y 0.1 (Fig.
153B). Al revelar la placa con RPN (Fig. 153C) se observaron bandas de fluorescencia naranja,
de Rf: 0.46 y 0.73 y una banda de coloracion celeste verdosa de Rf: 0.59, dichas bandas
revelaron de color gris oscuro cuando se roci6 la placa con una solucion acuosa de cloruro
férrico, lo que nos estaria indicando la presencia de compuestos polifendlicos en el extracto
(Fig.153A). Al revelar la placa con AS se evidencio al menos una banda de coloracion violacea,
pudiendo tratarse de un derivado triterpénico (Fig. 153D).

Se identificO cromatograficamente rutina en el extracto metandlico de hoja al sembrar,
en tres sistemas diferentes, el extracto junto con el patron de referencia y al observarse en los
tres casos coincidencia en Rf y color entre el patrén y una de las bandas del extracto (Fig. 154).

No se detectd escopoletina ni umbeliferona en este extracto.

0.67 —
0.54
0.46—>
0.37—>
0.1
H H H H
MeOH MeOH MeOH MeOH

Figura 153: CCD del extracto metandlico de hojas de C. tweedii. FE: Silica gel.FM: Acetato de
etilo/acido acético/acido férmico/agua (10:1.1:1.1:2.6). A: Revelado con solucién de cloruro
férrico al 10%; B: Observacién bajo luz UV de 365nm; C: Revelado con RNP; D: Revelado con

AS.
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Figura 154: CCD del extracto metandlico de hojas de C. tweedii frente a los patrones de
referencia comercial rutina e isoquercitrina. A: FE: Celulosa, FM: Ac. acético 6%, revelado con
RPN. B: FE: Silica gel, FM: Acetato de etilo/ac. acético/ac. formico/agua (10:1,1:1,1:2,6),
revelado con RPN. C: FE: Silica gel, FM: Formiato de etilo/tolueno /ac. férmico/ agua (6:2:2:1),
revelado con RPN. R: Patron de referencia comercial de rutina; R+isop: Patron de referencia

comercial de rutina e isoquercitrina.

Por dltimo, se sembrd el extracto junto con patrones de referencial comercial de
cuasinoides: cuasina, iso y neocuasina. Al revelar la placa con AS se observaron bandas de
coloracion y fluorescencia caracteristicas de los cuasinoides, pero ninguna de ellas coincidio en

Rf con las de los patrones de referencia utilizados (Fig. 155).

Figura 155: CCD del extracto metandlico de hojas de C. tweedii con

patrones de referencia comerciales. FE: Silica gel. FM:

cua
Cloroformo/metanol (9:1). A: Revelado con AS. esc: Patrén de
referencia comercial de escopoletina. cua: Patrén de referencia
comercial de cuasina, iso y neocuasina.
esc Cua H
1 MeOH

Para continuar con la caracterizacion de los compuestos presentes en este extracto
activo se realizé un fraccionamiento liquido-liquido con acetato de etilo, obteniéndose dos
fracciones: fraccion metanolica-acetato de etilo (Hacort) Y fraccion metandlica-acuosa (Hacuoso)-

Ambas fracciones fueron analizadas por CLAE acoplada a un detector UV/DAD. La identidad
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de los compuestos se corrobor6 mediante el tiempo de retencion (tr) y el analisis de sus
espectros UV obtenidos con el detector UV/DAD; se utilizaron los patrones de referencia
comerciales y las condiciones cromatograficas indicadas en la seccion 5.4 de Materiales y
Métodos.

2.1-Andalisis por CLAE de la fraccion Hacokt.

El perfil cromatogréfico de la fraccion Hacorr Obtenido por CLAE con el sistema
cromatogréfico |, se presenta en la figura 156.

El pico (4) de tr aprox. 34,8 min. coincidi6 en tr y espectro UV con el patrén de
referencia comercial acido elagico (Fig.157). La presencia de &cido elagico fue confirmada en
un nuevo sistema cromatogréfico (Sistema Il de la seccién 5.4 de Materiales y Métodos) al
coincidir tr (19,7 min.) y espectro UV con el testigo de referencia comercial de acido elagico
(19,8 min.) (el cromatograma y espectro correspondiente al acido elagico se exponen como
informacién suplementaria en el capitulo IX).

Los picos (1) (2) y (3) de tr aprox. 15.7, 22.8 y 24.2 min respectivamente, fueron
caracterizados como taninos hidrolizables por semejanza de sus espectros UV con los de los
patrones de referencia comercial acido gélico y acido elagico (pico 3; Fig. 158).

El pico (5) de tr aprox. 36,5 min. corresponderia, por su espectro UV, a un flavonoide.
Los flavonoides en metanol presentan dos bandas de absorcién caracteristicas en la regién
comprendida entre 240 y 400 nm. El espectro UV correspondiente a este pico presentd dos
Amax: €l primero a 347 nm correspondiente a la banda | y el segundo a 262 nm correspondiente
a la banda Il (Fig. 159). La posicién de la Banda | permite distinguir a las flavonas de los
flavonoles; la banda | de las flavonas aparece en el rango entre 302 y 350 nm, mientras que la
de los flavonoles lo hace a longitudes de onda mayores (entre 352 y 385 nm) (Mabry y col.,
1970). El maximo de absorcién correspondiente a la banda | para el pico 5 aparecié a 347 nm,

indicando la posible presencia de una flavona.
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Figura 156: Perfil cromatografico obtenido por CLAE de la fraccion Hacor: del extracto metandlico
de hojas de C. tweedii.
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Figura 157: Espectro UV correspondiente al pico (4) de tr: 34.8 min. super-puesto al del patrén

de referencia comercial de &cido elagico (tr: 35,14 min.)
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Figura 158: Espectro UV correspondiente al pico (3) de tr: 24,17 min. de la fraccion Hacog; de C.

tweedii.
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Figura 159: A: Espectro UV correspondiente al pico (5) de tr: 36,56 min. de la fraccion Hacog; de

C. tweedii.

2.2-Analisis por CLAE de la fraccién Hacuoso.

El perfil cromatogréfico obtenido por CLAE para la fraccidbn Haceso del extracto
metandlico de hojas, obtenido en el sistema cromatografico |, se presenta en la figura 162.

Se identificaron cromatograficamente por coincidencia de sus tr y espectros UV con los
de los patrones de referencia comercial, los siguientes compuestos: el pico (1) de tr aprox. 4.1
min. corresponde al &cido galico (Fig. 161), el pico (4) de tr aprox. 13.5 min. corresponde al
acido clorogénico (Fig. 162), el pico (10) de tr aprox. 34.4 min. corresponde a la rutina (Fig.
163).
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La presencia de acido galico, acido clorogenico y rutina en esta fraccion fue confirmada
en un nuevo sistema cromatografico (sistema Il, seccién 5.4 de Materiales y Métodos) al
coincidir tr (acido galico tr: 5,3 min.; acido clorogenico tr: 11,1 min.; rutina tr: 19,1 min.) y
espectro UV con los de los respectivos patrones de referencia comercial. Los cromatogramas y
espectros se exponen como informacion adicional en el capitulo 1X)

El pico (3) de tr aprox. 7,9 min. corresponde a un compuesto con un espectro similar al
del &cido clorogénico, con dos Ana: Uno a 238 nm y otro a 324 nm, sugiriendo la presencia de
algun derivado cafeoil quinico (Fig. 164).

Los picos (2) de tr aprox. 7.3 min., (5) de tr aprox. 17.5 min., (6) de tr aprox. 23.4 min., y
(7) de aprox. 23.8 min., fueron caracterizados como taninos hidrolizables, por semejanza de
sus espectros UV con los de los patrones de referencia comercial.

Los picos (8) de tr aprox. 25.5 min. y (9) de tr aprox. 29.5 min. fueron caracterizados
como flavonoles debido a que los maximos de absorcidén correspondientes a la banda | debida
a la absorcion del anillo B aparecen a 354 y 355 nm respectivamente (Mabry y col.,1970) (Fig.
165).

Los picos (11) de tr aprox. 36,1 min. y (12) de tr aprox. 36,6 min. fueron caracterizados
como flavonas debido a que los maximos de absorcién correspondientes a la banda | debida a
la absorcion del anillo B aparecen a 349 y 347 nm respectivamente (Mabry y col.,1970) (Fig.
166).
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Figura 160: Perfil cromatografico de la fraccion Hacuoso del extracto metandlico de hojas de C.

tweedii.
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Figura 161: Espectro UV correspondiente al pico (1) de tr 4,09 min. junto con el del patron de

referencia comercial acido galico y el correspondiente a la co-cromatografia.
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Figura 162: Espectro UV correspondiente al pico (4) de tr 13.51 min. superpuesto al del patron
de referencia comercial acido clorogénico (tr 13.57 min.).
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Figura 163: Espectro UV correspondiente al pico (10) de tr 34.4 min. superpuesto al del patrén
de referencia comercial de rutina (tr: 34.52 min.).
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Figura 164: Espectro UV correspespondiente al pico (3) de tr 7,97 min. la fraccion Hacyosa.
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Figura 165: Espectros UV correspondientes a picos mayoritarios en la fraccion Hacuoso A:
Espectro correspondiente al pico (8) de tr 25.49 min.; B: Espectro UV correspondiente al pico (9) de tr

aprox. 29.5 min. superpuesto al del patrén de referencia comercial de rutina.
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Figura 166: Espectros UV correspondientes a picos mayoritarios en la fraccion Hgacuoso A:
Espectro UV correspondiente al pico (11) de tr aprox. 36.14 min.; B: Espectro UV correspondiente al
pico (12) de tr 36.71 min.
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Discusién Breve: Caracterizacion fitoquimica del extracto metandlico de
hojas.

Mediante la combinacion de distintas técnicas de andlisis: cromatografia en columna,
CCD, extraccion liquido-liquido y CLAE acoplada con detector UV/DAD, se caracterizaron los
compuestos presentes en el extracto metandlico de hojas de C. tweedii, que presento actividad
tripanocida e insecticida significativas. Asi, se caracterizaron taninos hidrolizables, derivados
cafeoil quinicos, flavonoles y flavonas mediante CCD, por las caracteristicas de revelado, y
mediante CLAE/UV DAD, por semejanza de sus espectros con los de patrones de referencia.

Tambien, se determiné la presencia de acido galico, &cido elagico, acido clorogénico y
rutina por CLAE/UV DAD al coincidir sus tr y espectros UV con los de los patrones de
referencia comercial en dos sistemas cromatograficos. Este es el primer trabajo reportando la

presencia de acido galico, 4cido elagico, acido clorogénico y rutina en extractos de C. tweedii.
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Estudio Morfoanatémico.

El estudio morfoanatémico de las hojas, cortezas y lefios realizado durante el presente
trabajo de tesis permitid encontrar caracteres anatomicos comunes y diferenciales para las
distintas especies en estudio. Dichos caracteres mostraron valor significativo en la sistemética
de la familia y en el control de calidad de las drogas vegetales. Ademas, muchos de los
caracteres endomorfolégicos obtenidos estan claramente relacionados con las condiciones
ambientales en las que se desarrollan las distintas especies. Las variaciones morfoanatémicas
en respuesta al ambiente se expresan mejor en la hoja, por lo que el espectro de variacion de
la anatomia foliar provee una indicacion de la plasticidad ecolégica de cada especie (Roth,
1984). De las especies estudiadas, A. altissima, A. subovata, P. sellowii, P. parvifolia y P.
crenata son arboles de bajo porte que habitan fundamentalmente en 3 provincias
fitogeograficas de Argentina: Provincia de las Yungas, Paranaense, y Chaquefia. Todos
poseen hojas compuestas, caducas y membranaceas, de dimensiones variables. Los foliolos
de A. subovata son los de menor tamafio, no superan los 4 cm de longitud y poseen una forma
oblonga caracteristica. Los foliolos de P. crenata poseen su borde ligeramente dentado o
aserrado, al igual que los de A. altissima aunque estos ultimos son distinguibles por las
glandulas presentes en cada uno de los dientes en la base foliolar observables a simple vista.
Los foliolos de P. sellowii y P. parvifolia, aunque poseen tamafios y forma muy similares,
pueden diferenciarse por la presencia de glandulas pluricelulares, que se observan como
puntos oscuros en el envés del foliolo de P. parvifolia. Solereder (1908) y Metcalfe y Chalk
(1972) se refieren a la presencia de glandulas hundidas a las que llaman nectarios
extraflorales, en algunas especies del género Picramnia y Alvaradoa. Por otro lado, C. coccinea
y C. tweedii son arbustos espinosos que habitan las Provincias Chaquefia, del Monte, del
Espinal y Paranaense. Estos, presentan hojas simples, perennes y coriaceas de dimensiones
reducidas. Las hojas de C. coccinea poseen borde entero, mientras que las hojas de C. tweedii
poseen su borde dentado en la mitad superior de la lamina. Esta diferencia es una
caracteristica de valor de diagnostico cuando se trata de diferenciar las dos especies por sus
hojas.

La arquitectura foliar, el tipo de estoma anomocitico y posicion al mismo nivel que las
restantes células epidérmicas, se conserva para todas las especies coincidiendo con lo
observado por Solereder (1908), con la salvedad de A. subovata que presenta estomas
hundidos. En la especie arbustiva C. coccinea encontramos que los estomas presentan un
anillo peristomatico (reborde cuticular rodeando el ostiolo) lo que constituye una adaptacion a
ambientes secos y con alta luminosidad. C. coccinea y C. tweedii mostraron la mayor densidad
estomatica (461,7 =+ 50 y 353,5 + 71 estomas/mm?® respectivamente), mientras que para las
especies que se desarrollan en ambientes mesofiticos, (en nuestro estudio: A. altissima, A.
subovata, P. sellowii, P. parvifolia y P. crenata) el indice estomatico es significativamente
menor. Esta diferencia de densidad estomética coincide con lo propuesto por Roth (1984,
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1990) quien considera que una adaptacion de las especies que crecen en ambientes con déficit
de agua es el incremento de la densidad estomatica y la consiguiente reduccién del tamafio de
los mismos. Todas las especies estudiadas poseen una epidermis uniestratificada. A. subovata
presenta una epidermis abaxial y adaxial papilosa. Solereder (1908) reporta la presencia de
papilas en la epidermis inferior de especies del género Alvaradoa, pero Arambarri y col. (2009),
al igual que lo observado en esta tesis, lo hacen en ambas epidermis y lo consideran como un
caracter de gran valor taxondmico. En P. sellowii, P. parvifolia, A. subovata y P. crenata la
epidermis adaxial en vista superficial presenta células poligonales con paredes anticlinales
sinuosas a ligeramente sinuosas como sucede en especies mesomorficas, mientras que en
Castela coccinea y C. tweedii, las paredes tienden a ser rectas y generalmente engrosadas.
Estas caracteristicas se observan en plantas que crecen en condiciones de aridez o en
ambientes con mayor exposicion a la radiacién solar como sucede también en A. altissima
(Stace, 1965). La cuticula engrosada particularmente en la superficie adaxial y en nuestro caso
adaxial y abaxial en C. coccinea y C. tweedii, también se ha asociado a las condiciones de
aridez en que se desarrollan éstas especies. Dicha cuticula tendria una accién mecanica para
evitar que los tejidos colapsen cuando el déficit hidrico es marcado (Roth, 1992). Asimismo, se
ha indicado que una cuticula gruesa y estriada, como sucede en A. altissima, arbol de gran
porte y copa muy alta, contribuye a proteger a los tejidos fotosintéticos de una alta radiacion
solar por un incremento de la reflectancia (Roth 1984).

Un carécter de gran valor taxondmico lo constituye la hipodermis desarrollada presente
en C. coccinea y C. tweedii. Arambarri y col. (2011), reportan también la presencia de una
hipodermis por debajo de ambas epidermis de C. coccinea y consideran que esta hipodermis
junto con la estructura isolateral del mesdfilo, corresponden a caracteres xeromorficos de
plantas cuyas hojas estan expuestas a una fuerte radiacion solar y a la accién deshidratante de
los vientos. Mas aun, en nuestro trabajo se ha detectado la presencia de mucilagos
(compuestos hidrofilicos que facilitan la retencion de agua en el cuerpo de la planta) en esta
hipodermis que resaltan el caracter xeromérfico de C. coccinea y de C. tweedii. El mesdfilo es
de estructura dorsiventral en la mayoria de las especies, en cambio, en C. tweedii y C.
coccinea este presenta varias capas de parénquima en empalizada que se acortan hacia el
lado abaxial, llegando a ser isobilateral en C. coccinea. La presencia de varias capas de
parénquima en empalizada es caracteristico de plantas de zonas semiaridas y expuestas a
mayor intensidad luminica (Metcalfe y Chalk, 1979). El tejido esclerénquimatico tiene gran
desarrollo y también es un caracter indicador de la estructura xeromorfica. Este tejido actia
como soporte al prevenir el colapso y el dafio de los tejidos causados por la desecacion, en
aguellas plantas expuestas a condiciones de aridez (Metcalfe y Chalk, 1979).

Con respecto a los tricomas y estructuras secretoras coincidimos con Metcalfe y Chalk
(1950) al observar la presencia de tricomas simples en todas las especies estudiadas, aunque

su morfologia y densidad varian para cada género. En el caso de C. coccinea y C. tweedii son
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los Unicos tricomas presentes. Estos, son tricomas con paredes delgadas y amplio lumen
celular, infiriendo que podrian cumplir una importante funcién en la economia del agua, como la
que realizan los tricomas de plantas de ambientes xéricos (Arambarri y col., 2011). P. crenata
presenta también solo tricomas simples. A. altissima posee, ademas de los tricomas simples
unicelulares, tricomas simples pluricelulares y glandulares de pie y cabeza pluricelular, en los
cuales pudimos observar un contenido de naturaleza lipidica evidenciado por su tincion
selectiva con el reactivo de Sudan IV. El contenido celular de los tricomas glandulares de A.
altissima fue estudiado por Clair-Maczulajtys y Bory (1985), quienes demostraron que
contenian lipidos, principalmente monogalactosil-diacilgliceroles, acido oléico, &cido palmitico y
linoléico en estado libre. P. parvifolia y P. sellowii presentan tricomas simples y glandulares con
pie uniseriado y cabeza pluricelular, P parvfolia ademas presenta glandulas pluricelulares
dispersas en la epidermis abaxial de los foliolos. Metcalfe y Chalk (1979) reportan la presencia
de “glandulas hundidas”, a las que llamaron nectarios extraflorales, en la superficie abaxial de
algunas especies de Alvaradoa y Picramnia. Se observaron también glandulas secretoras en la
base de los foliolos de A. altissima., estas glandulas ya habian sido descriptas previamente
(Metcalfe y Chalk, 1972) y fueron objeto de una extensa investigacion (Clair-Maczulajtys y Bory,
1983; Bory y Clair-Maczulajtys, 1990). Fueron caracterizadas como nectarios extraflorales
(Kowarik y Saumel, 2007) y se conoce que juegan un importante rol en la regulacién de la
actividad fotosintética de la planta mediante la eliminacién por excrecién de los hidratos de
carbono que se encuentran en exceso (Bory, y Clair-Maczulajtys, 1990).

Se observo la presencia de cavidades secretoras en la medula del nervio principal de
cada foliolo de P. crenata, que por tincion diferencial, se comprobd que contenian lipidos y/o
aceites. Arambarri y col., (2008) se refrieren a la presencia de conductos secretores medulares
en la vena media de las hojas de P. crenata, pero no infieren sobre su posible contenido.

En las especies estudiadas y en posiciones variables hemos localizado drusas, cristales
rombicos, y estiloides de oxalato de calcio. En relacion a la funcién de los cristales de oxalato
de calcio, Franceschi y Horner (1980) indican que se han atribuido varias funciones a los
mismos, tales como mecanismos de inmovilizacion de calcio en la planta a fin de regular las
funciones osmoéticas, mecanismos de defensa contra la herviboria o para el almacenamiento de
Ca que la planta es capaz de utilizar cuando hay déficit de ese elemento. Se ha comprobado
que la cantidad de cristales de oxalato de calcio puede ser proporcional a la cantidad de calcio
disponible en el medio y que los idioblastos cristaliferos pueden funcionar como reservorios
para la acumulacién del mismo en algunas plantas (Kostman y Franceschi, 2000).

En general, las hojas de A. altissima, A. subovata, P. sellowii, P. parvifolia y P. crenata,
presentan una compleja combinacion de caracteres mesomorficos-xeromorficos asociada a una
gran capacidad de adaptacion a los ambientes donde se desarrollan, mientras que las hojas de

C. coccinea y C. tweedii presentan caracteres foliares claramente xeromérficos.
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Se define a la corteza como todos los tejidos localizados por fuera del cambium vascular
e independientes de su estructura o composicion (Trockenbrodt, 1990). La compleja estructura
de la corteza refleja sus mdultiples funciones, que incluyen soporte estructural y defensa o limite
contra factores bidticos y abibticos que afectan al vegetal. A pesar de la riqueza de
caracteristicas y peculiaridades que nos ofrece la anatomia de la corteza, rara vez se la utiliza
para consideraciones taxondmicas. Varios autores sefialaron la importancia de sistematizar el
estudio tanto en el nivel macro como microscépico, abarcando distintas edades de un vegetal
para ver la variabilidad en los tejidos y definir los elementos Utiles para el reconocimiento de las
especies (Garlant y col., 2002).

La caracterizacion de las cortezas de Simarubaceae llevada a cabo en el presente
trabajo de tesis es la primera contribucién al respecto, ya que las mismas no habian sido
descriptas con anterioridad. Solereder (1908) y Metcalfe y Chalk (1972) s6lo circunscriben a la
especie A. altissima en base a las descripciones de Miller (1908). En general, para las
cortezas no se encontraron caracteres que sean comunes a todas las especies, coincidiendo
con lo planteado por Webber (1936) en su estudio sobre los lefios de 58 especies de la familia
Simaroubaceae, donde destaca el alto grado de polifilia y la falta de caracteres distintivos de la
familia. A. subovata, P. parvifolia y P. sellowii presentan ritidoma constituido por una Unica
peridermis exfoliante. De acuerdo con Fahn y Cutler (1992), la presencia de un ritidoma
delgado corresponde a &rboles que crecen en zonas tropicales, como sucede con las tres
especies mencionadas. P. crenata constituye una excepcion, porque a pesar de que su habitat
es la selva Paranaense, muestra un ritidoma constituido por 5 a 7 peridermis, esto podria
deberse a que, a pesar de que el espesor de la corteza es un caracter propio de cada especie,
esta altamente influenciado por los factores ambientales. EI nimero de peridermis acumuladas
en el ritidoma es indicativo de algunas condiciones del medio. Cuando el vegetal requiere de
una mayor proteccién ante condiciones extremas, se acumulan mayor numero de capas
protectoras de suber, hasta un limite caracteristico para cada especie (Roth, 1981). Entonces,
en el caso de P. crenata, se infiere que desarrolla éste caracter debido al ambiente de alta
radiacion en que habita. Por otro lado, coincidiendo con Roth (1981), se observa que C
.coccinea y C. tweedii, que se desarrollan en habitat xerofiticos, presentan de 2 a 7 peridermis
conspicuas que cumplen con funciones de proteccion ante las condiciones de aridez del medio,
temperatura y radiacion elevadas. Con referencia a los cambios cuantitativos durante el
desarrollo de la corteza, se destaca el aumento continuo de la corteza total con la edad, hasta
alcanzar un méaximo. (Roth, 1981; Trockenbrodt, 1994).

En general las células del suber, sufren un engrosamiento caracteristico en forma de “U”
en sus paredes a expensas de suberina y otras sustancias. El grado de engrosamiento
observado es variable: en A. altissima es mediano y heterogéneo; en P. crenata es delgado y
uniforme. En A. subovata, P.parvifolia y P. sellowii el engrosamiento es mediano y

heterogéneo, con las células basales lignificadas en forma de “U”. C. coccinea y C. tweedii
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presentan células del suber con engrosamientos medianos heterogéneos con la presencia de
algunas hileras de células con engrosamiento en “U” en C. tweedii. Douliot (1889), atribuye la
presencia de suber grueso en los tallos expuestos a una intensa iluminacion, en tanto Starr
(1912) lo relaciona con el xeromorfismo. La felodermis es pluriestratificada en todas las
especies estudiadas a excepcion de C. tweedii donde se observd una felodermis uni o
biestratificada. En la corteza externa el parénquima cortical presenta desarrollo variable
pudiendo llegar a estar ausente como en P. crenata, C. coccinea y C. tweedii. En todas las
especies estudiadas a excepcion de P. crenata se determind la presencia de grupos
heterogéneos de esclerénquima compuesto de dimensiones variables que se extienden hasta
el floema funcional. Este esclerénquima se halla constituido por macroesclereidas,
braquiesclereidas, y fibras que presentan longitud variable y paredes fuertemente engrosadas.
En P. crenata el Unico elemento esclerenquimatico presente lo constituyen las fibras. Del
analisis de ésta caracteristica surge que las especies que habitan la Provincia de la Yunga y la
Provincia Paranaense desarrollan una escasa esclerificacion de esa zona de la corteza. En el
caso de P. crenata la esclerificacion falta, y se suple por una corteza externa muy desarrollada
(Trockenbrodt, 1990). C. coccinea y C. tweedii, que habitan el Dominio Chaquefio, presentan
una corteza con un fuerte desarrollo de esclerénquima compuesto, dado por macroesclereidas
y braquiesclereidas plurilameladas. Algunas de las ellas llevan incluidos cristales rombicos de
oxalato de calcio. Asociadas o independientes a las esclereidas encontramos fibras con
paredes gruesas. Estas, en la corteza interna, se disponen en estratos o placas superpuestas
gue alternan con los elementos del floema funcional adoptando la disposicion de peldafios de
escalera, limitado lateralmente con los radios floeméaticos. Las células de parénquima de radio
contienen drusas y cristales poliédricos de oxalato de calcio. De ésta manera, se origina un
dibujo de cuadricula en la corteza interna de éstas especies. La fuerte esclerificacion de la
corteza de las especies de Castela se suma a otros caracteres xerofiticos que se correlacionan
con el habitat en el que se desarrollan y coincidimos con Roth (1981) quien reconoce que la
posicion de las fibras constituye un criterio de valor diagndstico.

El parénquima radial se organiza en radios floematicos de 1 a 7 seriados en A. altissima
y P. crenata, siendo los de P. crenata muy sinuosos y torsionados. En C. coccinea, C. tweedii y
P. sellowii los radios floematicos presentan una dilatacion distal en forma de embudo, que
produce un crecimiento por dilatacion de la corteza. Cuando los radios floematicos no
presentan dilatacion, como muestra A. altissima, A. subovata, P. parvifolia y P. crenata se
observa que las células del parénquima cortical sufren un alargamiento tangencial y posterior
divisién anticlinal como resultado de un crecimiento secundario (Esau, 1969, Roth, 1981).
Segun la especie los radios pueden ser homogéneos o heterogéneos, en las especies estudias
predominan los heterogéneos. La presencia de células procumbentes y erectas en los radios

floematicos constituye un caracter mas evolucionado (Kribs, 1935).
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Los cristales de oxalato de calcio presentes en las cortezas coinciden con los
observados en las hojas. La morfologia de los cristales asi como su distribuciéon espacial, se
conserva dentro de un taxon especifico y es un proceso genético fuertemente regulado
(Nakata, 2002). Asi, encontramos estiloides en el parénquima axial de A. subovata, drusas en
el parénquima axial de A. altissima, drusas y cristales poliédricos en el parénquima radial de C.
tweedii, C. coccinea y P. crenata y drusas y cristales poliédricos en el parénquima axial de P.
parvifolia y P. sellowii. El tamafio y cantidad de cristales puede ser regulado por la planta en
respuesta a cambios en la concentraciobn de calcio en ambiente donde crece el vegetal
(Nakata, 2003).

En el floema funcional los elementos cribosos se organizan en hileras radiales v,
dependiendo de la especie, en racimos radiales de mas de cuatro células, interrumpidos por
paréngquima axial; su abundancia depende de la especie. De contornos poligonales, placas
cribosas terminales ligeramente oblicuas y hasta horizontales, las areas cribosas aparecen en
todo el elemento criboso. A. altissima y P. crenata son las dos Unicas especies que presentan
cavidades esquizolisigenas de secrecion en el floema funcional, segiun Roth (1981) estos
conductos secretores habitualmente dejan de funcionar en la corteza externa.

De los caracteres obtenidos de la estructura anatdémica de los lefios de las especies
estudiadas, podemos afirmar que, al igual que corteza, existen escasas analogias entre ellas,
coincidiendo con Webber (1936). Esta falta de caracteres comunes permite, sin embargo,
lograr una adecuada diferenciacion de géneros y especies. Los Unicos caracteres comunes a
todas las especies, determinados en la presente investigacion, lo constituyen, la presencia de
vasos solitarios, geminados y mudltiples de distribucion radial, el contorno circular de los
mismos; la presencia de placa de perforacion simple y las puntuaciones intervasculares
areoladas alternas. Estos caracteres también fueron reportados por Webber (1936) y Metcalfe y
Chalk (1972). O’ Donnell (1937) en su estudio de los lefios de tres Simaroubaceae de
Argentina, A. subovata, C. coccinea y P. crenata, quien reporta la presencia de placas de
perforacion simple y puntuaciones areoladas alternas para la tres especies. Las punteaciones
intervasculares alternas son consideradas como el tipo de punteadura més evolucionado, en
comparacion con los escalariformes y opuestos, y las mas eficientes para la conduccion (Leon,
2005). Sumado a esto, la presencia de placas de perforacién simple y de vasos mdultiples de
distribucion radial en todas las especies estudiadas, optimizan la conduccién al favorecer el
movimiento de grandes cantidades de agua por unidad de tiempo y maximizar la seguridad del
sistema hidraulico al proporcionar vias alternativas para la conduccioén (Villagra y Roig, 1997).

El crecimiento del lefio es anular en A. altissima y A. subovata, pero la porosidad es
anular uniforme para la primera y difusa no uniforme para la Ultima, coincidiendo con lo
observado por Webber (1936) y O’'Donnell (1937) respectivamente. En C. coccinea, C. tweedii
y P. crenta el crecimiento es semianular con tendencia a anular, pero la porosidad es difusa

con tendencia semianular para el género Castela, y difusa con tendencia anular para Picrasma.
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Aqui coincidimos en parte con O’Donnell (1937) cuando expresa que la porosidad de P.
crenata es circular aparente y en C. coccinea es anular no muy notable. En P. sellowii y P.
parvifolia se observé un crecimiento semianular y porosidad difusa uniforme, al igual que lo
observado por Webber (1936) para otras especies del género Picramnia. Ellmore y Ewers
(1985), consideran ventajosa para la conduccion la presencia de poros dispuestos en anillos. El
significado funcional de la porosidad circular es que probablemente permite una conduccion
rapida en el lefio de primavera a través de los vasos grandes asegurdndose la continuidad de
la conduccion mediante vasos pequefios en el lefio de verano (Woodcock, 1989). La distincién
entre lefio de primavera y verano es evidente en los lefios de P. crenata y A. altissima, sus
poros, en el lefio de primavera, presentan diametros tangenciales entre 100 y 200 um, éste
hecho favorece el movimiento de grandes cantidades de agua por unidad de tiempo por vaso.
Se sugiere que A. altissima y P. crenata se han especializado para manejar mayores
volimenes de agua, en comparacion con las especies restantes, que presentan vasos mas
pequefios. Por otro lado, el resto de las especies estudiadas presentan vasos con diametros
menores, que oscilan entre 15y 40 um en P. parvifolia y C. tweedii, y entre 50 y 100 um en A.
subovata, P. sellowii y C. coccinea. Sin embargo, C. coccinea y C. tweedii presentan mayor
densidad de vasos (209 y 273 vasos por mm’ respectivamente), en comparacién con las
restantes especies, coincidiendo con Ledn (2005) y Lindorff (1994) quienes proponen que el
namero de poros por mm?es mayor en plantas que se desarrollan en condiciones de aridez o
salinidad que en plantas de ambientes tropicales o mesofiticos. C. coccinea y C. tweedii
presentan, ademas, elementos de vaso de longitud corta (150 a 296 um,), lo que también
corresponde a los ambientes secos en los que se desarrollan. Carlquist (1966), sostiene que la
longitud de los elementos vasculares disminuye con la aridez. Los elementos vasculares mas
cortos son mas fuertes a causa de la constriccion formada por cada pared que permiten resistir
grandes presiones y deformaciones relacionadas con las tensiones de las columnas de agua.
Otra posibilidad es que vasos cortos son capaces de reducir el embolismo en mayor grado que
los vasos largos. En contraste, especies como A. altissima, A. subovata, P. parvifolia, P. sellowi
y P. crenata que son representantes de ambientes mas humedos presentan elementos de
vasos largos (> 350 uym) quienes les otorgan una mayor eficacia conductora (Carlquist, 2001).

Se encontraron placas de perforacion simple en el lefio de todas las especies
analizadas. La conectividad que se da entre los elementos del vaso genera un aumento en la
conductividad hidraulica. Estos caracteres, asociados a la presencia de punteaduras
intervasculares areoladas alternas, ofrecen una mayor seguridad a los elementos de vaso, ya
gue éstas permiten el flujo de agua a los vasos adyacentes para prevenir embolismos en el
caso de vegetacion xerdfita, (Carlquist, 1980, 2001)

A. subovata, P. sellowii y P. parvifolia poseen fibras septadas y no septadas, y
fibrotarqueidas dispuestas en forma dispersa, no estratificada, coincidiendo con lo observado

por Webber (1936), quien considera, ademas, que las fibrotraqueidas constituyen el elemento
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predominante en los lefios de distintas especies de los géneros Alvaradoa y Picramnia. En A.
altissima se observan fibras y fibrotraqueidas dispuestas en grupos no estratificados, pero al
igual que en P. crenata estas poseen paredes delgadas. Segun Weeber (1936), las
fibrotraqueidas constituyen el elemento principal en los lefios de distintas especies de Ailanthus
y Picrasma. Carlquist (1988, 2001), considera que las fibras con paredes celulares pocos
engrosadas, como las encontradas en P. crenata y A. altissima, son propias de vegetales de
regiones humedas de climas templados. Por el contrario, el elemento predominante en los
lefios de las especies pertenecientes al género Castela, lo constituyen las fibras libriformes
siendo estas de paredes muy engrosadas. Esto es lo encontrado en C. tweedii y C. coccinea,
donde se observan gran cantidad de grupos inter-radiales de fibras libriformes de paredes
gruesas Y disposicion estratificada, éste es un caracter distintivo del lefio del género Castela
que lo diferencia de los restantes géneros de la familia (Weber 1936). La presencia de fibras de
paredes muy gruesas, altamente lignificadas, ademas, es patrimonio de la vegetacién de zonas
aridas (Carlquist 1988, 2001).

El parénquima axial es escaso en A. subovata, P. sellowii y P. parvifolia, aunque difuso
en A. subovata y con tendencia a metatraqueal en Picramnia. Un parénquima axial escaso es
congruente con la presencia de fibras septadas, observadas también en dichas especies, pues
estas fibras sustituyen al parénquima en su funcion de reserva (Carlquist, 1988). En A.
altissima, C. coccinea, C. tweedii y P. crenata el parénquima axial es paratraqueal, vasicéntrico
en A. altissima y Castela, y confluente en P. crenata. Webber (1936) considera que el
parénquima es vasicéntrico para la mayoria de las especies y que su abundancia es variable y
reporta que éste es escaso y difuso en Alvaradoa y Picramnia.

Coincidiendo con Weeber (1936), se observé que el parénquima de radio se encuentra
representado por radios lefiosos heterocelulares en todas las especies estudiadas a excepcion
de C. tweedii y C. coccinea donde encontramos radios homocelulares constituidos Unicamente
por células procumbentes. Los radios lefiosos de A. altissima son multiseriados en su mayoria
y presentan variados tamafos, desde 8 a 30 células de altura, caracteristica también
destacada por Jaccard (1921) y Weeber (1936). Los radios de P. crenata son claramente
distinguibles por la presencia de gran cantidad de cristales poliédricos principalmente en las
células procumbentes, coincidiendo con lo expresado por Oliveira y col., (2005).

Los indices de vulnerabilidad calculados tratan de expresar la seguridad de conduccién
ante la diferencia de condiciones ambientales en donde se pueda desarrollar un individuo.
Valores bajos indican una alta redundancia de los vasos o, en otras palabras, una menor
vulnerabilidad a sufrir embolismos. Valores menores de uno representan, por lo tanto, a
maderas xeromorficas y valores mayores a la unidad corresponden a maderas mesomarficas
(Carlquist, 1977). Esto fue lo observado en el presente estudio: Los lefios de C. coccinea y C.
tweedii presentaron valores de IV menores a uno, siendo estas especies las de mayor caracter

xerofitico de todas las estudiadas. Los valores para las restantes especies oscilaron entre 1,04
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(P. parvifolia.) y 5,88 (A. altissima), estos valores, menores a 10, indican eficiencia en la
conduccién combinada con cierto grado de seguridad (Ledn, 2005). Con relacion al indice de
mesomorfia, los valores obtenidos oscilaron entre un minimo de 390 (P. parvifolia.) y un
maximo de 1.699 (A. altissima), valores distintivos de lefios con caracteristicas mesofiticas
(Carlquist, 1977). Castela coccinea y C. tweedii, por otro lado, presentaron valores de 46,60 y
16,4 respectivamente. Valores de IM menores a 75 corresponden a lefios xerofiticos,
confirmando el caracter xerofitico de los lefios de C. tweedii y C. coccinea. Los valores de
indice de mesomorfia tienen un rango de variacion mucho mayor que el indice de
vulnerabilidad. Esto se debe a que en el calculo de los valores de mesomorfia se incluye la
longitud de los elementos vasculares, caracteristica que esta relacionada directamente con el
grado de especializacion, por lo que, especies que crecen en una misma area tendran distintas
tendencias en cuanto al indice de mesomorfia de acuerdo a su grado evolutivo. Por esta razon
se consideran mas confiables los valores correspondientes al indice de vulnerabilidad. Aunque
es un hecho aceptado que la longitud de los elementos vasculares tiene una influencia notable
sobre la eficiencia de la conduccion, la longitud total del vaso es mas importante que la de sus
elementos individuales y el indice de mesomorfia no toma en consideracion esta longitud total
de los vasos. Oever y col. (1981) indican que ademas del diametro y frecuencia de poros,
parametros como la longitud total de los vasos y la proporcion de tejido con actividad fisiologica
de conduccion pueden ejercer una notable influencia sobre la eficiencia del movimiento de
liquidos en el xilema. Segun Carlquist y Hoekman (1985) los principales indicadores de
mesomorfia son: nimero reducido de vasos por mm?, amplio diametro de poros, elementos
vasculares largos y ausencia tanto de traqueidas como de engrosamientos espiralados. Lindorf
(1994) sefiala que las especies con rasgos mesomorficos desarrollan una estructura conectada
con una alta eficiencia, pero una baja seguridad de conduccion, lo cual se manifiesta con vasos
0 poros de mayor tamafio y en menor numero por unidad de superficie. Estas caracteristicas
coinciden con lo observado en el presente estudio para A. altissima, A. subovata, P. parvifolia,
P. sellowi y P. crenata. Por el contrario, los lefios de C. tweedi y C. coccinea presentan
elementos de vasos angostos y de menor longitud, mayor frecuencia de poros, mayor
tendencia al agrupamiento de los mismos, y la presencia de fibras de paredes fuertemente
engrosadas como elemento predominante del xilema, todos caracteres propios de lefios
xerofiticos.

Desde el punto de vista morfoanatomico de las especies estudiadas coincidimos con
distintos autores (Webber, 1936; Cronquist, 1968; Fernando y col., 1995; Gadek y col., 1996)
en destacar el alto grado de polifilia presente en la familia. Los caracteres morfoanatomicos de
las hojas, cortezas y lefios de las especies nativas argentinas obtenidos durante el desarrollo
del presente trabajo de tesis aportan nuevas evidencias que respaldan la exclusiéon de los
géneros Picramnia y Alvaradoa de la Familia Simaroubaceae sensu Engler (Engler, 1931) v,

mas aun, fuera del orden Sapindales. Se acepta la creacién de un nuevo clado: Picramniaceae,
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gue incluye a los dos géneros mencionados (Fernando y col., 1995; Fernando y Quinn, 1995).
Destacamos, al igual que Webber (1936), que las especies del género Castela estudiadas en el
presente trabajo de tesis difieren ampliamente del resto de los géneros de la Familia debido a
la estructura mucho mas especializada o adaptada a ambientes aridos de sus lefios, cortezas y
hojas.

Actividad antioxidante.

El rol de las especies reactivas del oxigeno en distintas enfermedades y el potencial
efecto antioxidante protector de los productos naturales sobre dichos desordenes constituyen
uno de los tépicos de mayor interés e investigacion en los ultimos tiempos (Repetto y Llesuy,
2002). En numerosas ocasiones las propiedades terapéuticas de distintas plantas utilizadas en
la medicina popular se deben a la presencia de estos compuestos con capacidad depuradora
de especies reactivas del oxigeno (Desmarchelier y col., 1999; Cieslik y col., 2006; Halliwell,
2007; Johnson, 2001; Virgili y col., 2001). Por tales motivos se evalud la actividad antioxidante
de los extractos de las especies nativas de la familia Simaroubaceae frente al radical libre
DPPH. El reactivo DPPH, debido a su alta electrofilicidad, reacciona con los compuestos
fendlicos, de manera casi indiscriminada (Molineux, 2004) reflejando, por lo tanto, la capacidad
global de los antioxidantes presentes en el extracto para actuar como depuradores del
radicales libres, sin importar su composicion.

Todos los extractos etandlicos de corteza y hojas demostraron tener capacidad
depuradora de radicales libres significativa. Para A. subovata, P. sellowii y P. parvifolia fueron
levemente mas activos los extractos de corteza que los de hojas. El extracto mas activo fue el
etandlico de corteza de A. subovata, con una Cls,=0,0036mg/mL, valor mucho mas bajo que el
de los restantes extractos activos y del mismo orden de magnitud que el control positivo
utilizado: el acido ascérbico, reconocido compuesto antioxidante. El analisis cualitativo de este
extracto nos permitio caracterizar antraquinonas y polifenoles como los responsables de la
capacidad depuradora. Dentro de los polifenoles, por sus caracteristicas de tincién (Wagner y
Bladt, 2001), se pudo inferir la presencia de flavonoides y taninos. Se detectd
cromatograficamente acido clorogénico y rutina, ambos compuestos de reconocida actividad
antioxidante (La Casa y col., 2000). Por otro lado, los taninos se encuentran entre los
metabolitos secundarios de mayor polaridad y se sabe que entre sus propiedades se distingue
la capacidad antioxidante (Amarowicz y col., 2009; Gu y col., 2008).

Para las restantes especies: C. coccinea, C. tweedii y P. crenata, fueron mas activos los
extractos de hoja que los de corteza. El extracto que presentd mayor actividad fue el etandlico
de hoja de C. coccinea, con una CI=0.025 mg/mL. En general, las bandas correspondientes a
compuestos con actividad depuradora del radical DPPH se correspondieron también a
compuestos de naturaleza polifendlica, principalmente taninos, &cidos fenilcarboxilicos y

flavonoides en todas las especies. Para cada especie en particular estas bandas presentaron
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distintas intensidades y polaridades, lo que nos estaria indicando que los compuestos
responsables de la actividad antioxidante, en cada extracto, se encuentran en distintas
concentraciones y poseen distinta cantidad y tipo de sustituyentes en sus estructuras béasicas.
El analisis cualitativo de los extractos de hojas de C. coccinea y C. tweedii permitié caracterizar
la presencia de flavonoides y taninos en los mismos. Se observd, al igual que en los anteriores
extractos, la presencia de una banda con caracteristicas de tincion y Rf coincidentes con la
rutina y el &cido clorogénico (Wagner y Bladt, 2001). La presencia de compuestos polifenélicos
en las hojas de C. tweedi y C. coccinea fue también confirmada en los ensayos histoquimicos
realizados. En los mismos se observo la presencia de gran cantidad de polifenoles en el
parénquima en empalizada de las hojas. Los flavonoides y los compuestos fendlicos en
general, como &cidos fenilcarboxilicos, taninos, cumarinas y ligninas, son especialmente
comunes en hojas, flores, cortezas y lefios (Larson, 1988). Los polifenoles son importantes en
la planta para el normal desarrollo de la misma, en la defensa contra infecciones y dafios a los
tejidos vegetales y son los responsables de los colores encontrados en flores, frutos y hojas
(Kahkonen y col., 1999). Se les ha atribuido multiples efectos biol6gicos, incluyendo actividad
antimicrobiana, antiinflamatoria y antioxidante (Harborne y Williams, 2000). La actividad
antioxidante de los compuestos polifenélicos se debe a sus propiedades redox, las cuales les
permiten actuar como agentes reductores, dadores de hidrogeno y depuradores del oxigeno in
vivo e in vitro, ademas de la propiedad de quelar metales (Rice-Evans y col., 1995). Diversos
autores coinciden en afirmar que también contribuyen en la prevencion de lesiones gastricas
inducidas por diversos factores (Alarcon de la Lastra y col, 1993) y poseen actividad
gastrointestinal cito-protectora (Repetto y Llesuy, 2002). En particular la rutina, ademas de ser
un potente depurador de los radicales hidroxilo y superoxido (Bonbardelli y Marazzoni, 1993),
presenta un efecto gastro-protectivo relacionado con sus propiedades antioxidantes (La Casa
y col., 2000). Mas aun, La Casa y col. sugieren que este flavonoide deberia utilizarse en
tratamientos clinicos de desérdenes gastricos. Por otro lado, la acciéon farmacoldgica de los
taninos deriva de sus propiedades astringentes, por via interna ejercen un efecto antidiarreico y
antiséptico (Evans, 2002). El efecto medicinal atribuido a las infusiones de corteza y hojas de
distintas especies de Simaroubaceae podria deberse, en parte, a la presencia de los
polifenoles, especialmente taninos y flavonoides, y de su habilidad como depuradores de
radicales libres. Por otra parte, los mucilagos, también presentes en las hojas de C. tweedii y C.
coccinea, como se demostrd en las pruebas histoquimicas realizadas, poseen diversos usos
medicinales, y tanto los taninos como los mucilagos poseen efecto benéfico demostrado sobre

Ulceras, inflamaciones e irritaciones intestinales, diarreas y disenteria (Morton, 1990).

Actividad tripanocida

La busqueda de un tratamiento antiparasitario especifico para el mal de Chagas ha sido

sujeto de un intenso debate en los Ultimos afios, las quimioterapias utilizadas actualmente,
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basadas en el uso de Nifurtimox y Benznidazol, resultan insatisfactorias debido a la eficacia
limitada de las mismas durante la fase crénica de la enfermedad y de sus efectos secundarios
toxicos (Sulsen y col., 2007). Una de las estrategias mas utilizadas en los ultimos afios para la
deteccion de nuevos compuestos para el tratamiento de enfermedades parasitarias consiste en
la busqueda de nuevas drogas a partir de fuentes naturales (Coura y Castro, 2002). Los
criterios utilizados para la busqueda de especies vegetales con potenciales compuestos
bioactivos son: seleccionar las plantas por sus usos tradicionales, por pertenecer a familias
botanicas conocidas a partir de las cuales se han aislado compuestos activos o, a partir de
plantas que se sabe poseen metabolitos caracteristicos con actividad antiparasitaria probada
(Muschietti y col., 2013). En este sentido la familia Simaroubaceae cumple ampliamente los
mencionados criterios de busqueda: numerosas especies pertenecientes a la familia han sido
utilizadas tradicionalmente como antiparasitarias (Soto de Villatoro y col., 1974; Chan y col.,
1986; Trager y Polonsky,1980) y existen humerosos estudios in vitro e in vivo de la actividad
antimalarica de extractos y de principios activos aislados de distintas especies pertenecientes a
la familia (Spencer y col., 1947; Moretti y col., 1994; Francois y col.,1998). Mas aun, se ha
demostrado que cuasinoides aislados de distintas especies de Simaroubaceas poseen
actividad antimalarica contra cepas de Plasmodium falciparun resistentes a la cloroquina (O’
Neill y col.,, 1986; Ang y col.,, 1995). Por tales motivos se decidi6 evaluar la actividad
antiparasitaria de los extractos de las especies de Simarobaceas nativas frente un protozoo
endémico en nuestro pais: el Tripanosoma cruzi. Los extractos més activos fueron los de
corteza y madera de P. crenta (97 y 99% de inhibicion del crecimiento del parasito
respectivamente), madera de A. subovata (80%), madera de C. tweedi (78%) y hoja de C.
coccinea (70%). Los extractos que superan el 70% de inhibicion del crecimiento de los
epimastigotes de T. cruzi, se consideran activos y se sugiere gque, solo los compuestos o
extractos que produzcan un efecto tripanocida similar o mayor al del Benznidazol deberian ser
considerados para las siguientes etapas de evaluacion (Muschietti y col., 2013; Silsen y col.,
2007). Los extractos de corteza y madera de P. crenata produjeron inhibicion del crecimiento
cercano al provocado por el control (Benznidazol), sin embargo, esta alta actividad tripanocida
no fue inesperada puesto que la actividad biol6gica de esta especie se encuentran
ampliamente documentada, P. crenata es una especie conocida por su actividad antiparasitaria
en la medicina popular (Koike y Ohmoto, 1990) y existen numerosas publicaciones sobre su
actividad insecticida y antiparasitaria (Debenedetti y col., 2002; Roldan y col., 2007; Novello y
col., 2008; Rodriguez y col., 2008, 2011), por lo que se decidié no continuar con su estudio. En
cambio, con el extracto de madera de A. subovata, que presento un 80% de inhibicion del
crecimiento del parasito, se continu6 con un estudio mas detallado de la actividad, dicho
andlisis fue realizado como parte de un trabajo de Tesis de grado conducido por un equipo de
trabajo de la Catedra de Farmacoboténica. Se calcul6 la concentracién inhibitoria del extracto

A. subovata Maderapcy y fue de 63 pg/mL; el célculo del parametro ICs, Nnos permite denotar el
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grado de actividad que presenta una muestra: un valor bajo revela que el extracto evaluado
posee elevada actividad antiparasitaria. El fraccionamiento del extracto permitié detectar
antraquinonas, entre ellas pudo identificarse la emodina, y compuestos polifenolicos pero no de
cuasinoides (Martinez y col. 2013a) coincidiendo con la observacion de Jacobs (2003) y
Fernando y Quinn (1995). Considerando que antraquinonas aisladas de Picramnia antidesma
demostraron poseer actividad antimalarica y frente a otras especies de protozoos (Solis y col.,
1994; Hernandez-Medel y Pereda-Miranda, 2002; Camacho y col., 2003), podriamos afirmar
gue para los extractos de A. subovata probablemente exista una correlacion entre la actividad
del extracto y las antraquinonas presentes en el mismo.

Bourdy y col. (2004) demostraron que extractos de hojas de C. coccinea poseian una
fuerte actividad contra Plasmodium falciparum, agente causal de la malaria, por tal motivo se
evalu6é, en primera instancia, la actividad tripanocida de los extractos etandlicos vy
diclorometanicos de C. coccinea. Todos los extractos mostraron actividad a la concentracion
mas alta ensayada (250 ug/mL). Los extractos etandlico de hoja y diclorometanico de madera
presentaron actividad aun a concentraciones muy bajas (30 pg/mL). Los resultados
demostraron que los valores de Cls, de los extractos de corteza fueron los mas elevados (220 y
168 ug/mL para Cortezagon y Cortezapcy, respectivamente), resultando ser los menos efectivos
contra los epimastigotes de todos los extractos evaluados. Se observd que los extractos
etanolico de hoja y diclorometanico de madera tuvieron la mayor actividad tripanocida, y de
manera especial, el extracto Maderapcy que presento el valor de Clso més bajo del ensayo, 60
pg/mL, del mismo orden de magnitud que el obtenido para el extracto de madera de A.
subovata y del mismo orden de magnitud que el obtenido para el Benznidazol (10 pg/mL). La
caracterizacion fitoquimica de este extracto se encuentra en desarrollo, hasta el momento se
han caracterizado alcaloides del tipo de las cantinonas como los posibles responsables de la
actividad del extracto (Martinez y col., 2009).

En general, se observd, al igual que lo sucedido con la actividad antioxidante, una
diferencia de actividades entre los extractos de las especies pertenecientes a la familia
Simaoroubaceae (géneros Castela y Picrasma) y Picramniaceae (géneros Alvaradoa y
Picramnia), siendo los primeros los mas activos, a excepcion del extracto de madera de A.
subovata. Esta diferencia de actividad puede también atribuirse a la diferente composicion
guimica reportada para los géneros Alvaradoa y Picramnia en relacion al resto de los géneros
de la familia Simaroubaceae sensu Engler (Jacobs, 2003). Muchos autores coinciden en
afirmar que la actividad antimalarica, y antiparasitaria en general, atribuida a distintas especies
de esta familia Simaroubaceae se debe a la presencia de cuasinoides (Spencer y col., 1947,
Moretti y col., 1994; Francois y col., 1998; Kim y col., 2000), aunque se encuentra en discusion
el papel de los alcaloides del tipo de los B-carbonilicos y de las cantinonas reportados para
especies de esta famila (Sanchez y Comin, 1971; Barbetti y col., 1987, 1990; Njar y col., 1993;
Rivero-Cruz y col., 2005; Chua y col., 2011).
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Actividad bioldgica de los extractos de C. tweedii.

C. tweedii es una especie nativa de la provincia de Santa Fe de la cual no existen
publicaciones cientificas acerca de sus potenciales biologicos ni de la composicion quimica de
sus extractos. Tradicionalmente la infusion de sus hojas y corteza es utilizada en el tratamiento
de desérdenes gastrointestinales, diarreas y fiebres intermitentes. Sin embargo, no existen
publicaciones que avalen su uso medicinal. Durante el transcurso de este trabajo de tesis se
observd que los extractos de C. tweedii poseen actividad depuradora de radicales libres,
principalmente el extracto etandlico de hoja, que podria estar relacionada, al menos en parte,
con su uso tradicional. Ademas los extractos diclorometanicos de hoja, corteza y madera
demostraron tener actividad tripanocida superando en todos los casos el 60% de inhibicion del
crecimiento de los parasitos. Por tales motivos se seleccion6 esta especie para continuar con la
busqueda de actividad biolégica y realizar la caracterizacién fitoquimica de los extractos que
resultaran activos.

Actividad tripanocida

Los extractos diclorometanicos y metandlicos de hoja, corteza y lefio de C. tweedii
demostraron poseer actividad tripanocida frente a epimastigotes de T. cruzi a la concentracion
ensayada. Los extractos diclorometanicos fueron, en general, mas activos que los metandlicos,
los primeros superaron en todos los casos el 60% de inhibicion del crecimiento de los parasitos,
siendo el mas activo el extracto diclorometanico de madera que alcanzo el 78% de inhibicion.
Entre los extractos metandlicos, el extracto de hoja mostré muy buena actividad, superando el
75% de inhibicién del crecimiento. Debido a los resultados obtenidos con ambos extractos,
Maderapcw Y Hojaweon, €stos fueron considerados para continuar hacia la siguiente fase de
evaluaciéon que comprende el célculo de la concentracion inhibitoria, la evaluaciéon de la
citotoxicidad y el calculo del indice de selectividad, etapa que se encuentra actualmente en
desarrollo.

Actividad insecticida

La prospeccion de nuevas fuentes de pesticidas botanicos a sufrido un auge en las
tltimas décadas debido, no sélo al rapido desarrollo de resistencia por parte de las distintas
pestes, sino también por la necesidad de utilizar productos menos toxicos y mas ecoldgicos en
el control de plagas (Martinez y col., 2013b). Las estrategias para la biusqueda de nuevos
productos naturales con actividad insecticida incluyen el estudio de plantas pertenecientes a
familias utilizadas tradicionalmente con esa finalidad (Philogene y col., 2005). Entre estas, la
familia Simaroubaceae ha demostrado tener propiedades insecticidas: el lefio de Q. amara
constituyé uno de los insecticidas botanicos més utilizados hasta la aparicion de los productos
sintéticos (Metcalf y col., 1951; Polonsky, 1973). En nuestro pais, el lefio de P. crenata ha sido
utilizado como sustituto de Q. amara por sus propiedades insecticidas (Di Sapio y col., 2012).
Ademas existen numerosos informes reportando actividad anti-alimentaria (Mancebo y col.,

2000), e insecticida de extractos de especies pertenecientes a la familia (Leskinem y col., 1984;
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Latif y col., 2000; Rodriguez y col., 2011). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se evaluo la
actividad insecticida de los extractos diclorometanicos y metanolicos de hojas, cortezas y lefios
de C. tweedii, sobre la mosca de la fruta, C. capitata, importante plaga para la produccion
frutihorticola en nuestro pais.

El estudio de la actividad insecticida de los extractos de C. tweedii permiti6 obtener
resultados sobre los efectos letales y subletales en moscas adultas y larvas neonatas de C.
capitata mediante el empleo de diferentes bioensayos y metodologias de laboratorio. Asi,
mediante el método de exposicién al alimento tratado (EAT) se pudo evaluar el efecto de los
extractos sobre las larvas al ingerir el alimento y al hallarse en contacto con el mismo. En este
caso, los extractos metandlicos presentaron la mayor actividad con una CEsy de 0,7 y 19,2
pug/mL para los extractos de hoja y corteza respectivamente. De los extractos diclorometanicos,
s6lo el extracto de hoja mostré actividad significativa (CEsq= 62 pug/mL). Mediante el método de
exposicion en papel de filtro impregnado, se pudo evaluar el efecto inhalatorio de los extractos
sobre los insectos adultos. En este caso, los extractos mas activos fueron los diclorometanicos,
siendo muy activo el extracto diclorometanico de madera, el cual mostré un 95% de mortalidad
de los insectos a las 5 horas de ensayo. Ademas, este extracto manifestdé un marcado efecto
de volteo. Esta caracteristica se presenta en algunos insecticidas de acciéon demostrada de las
familias de los Piretroides y Neonicotenoides (Alzogaray, 1997). Es probable que la menor
respuesta de los extractos metandlicos o la mayor respuesta de los extractos diclorometanicos
en los bioensayos por inhalacion se deba a la volatilidad de cada extracto; los compuestos
menos volatiles, presentes en mayor proporcion en los extractos metandlicos, tendrian
disminuida su accién por inhalacién pero demostraron tener una potente actividad insecticida
cuando son ingeridos por las larvas. Los efectos subletales observados fueron variados, los
extractos metanolicos produjeron alteraciones en el ciclo vital con demoras significativas en el
desarrollo de los insectos. Se observo un 92% de alargamiento de la etapa larval respecto del
control en el tratamiento con el extracto metandlico de hoja. Este alargamiento en el ciclo vital
ocasionaria escaso nimero de generaciones del insecto en una situaciéon a campo y provocaria
una disminucion en la densidad poblacional, disminuyendo asi el dafio econémico al cultivo.
Por otro lado, los extractos diclorometanicos produjeron una reduccion del tiempo de
pupariacion con respecto al control, esta precocidad en la metamorfosis de los insectos da
lugar a adultoides inviables. También se observaron otros efectos subletales como la
ocurrencia de alteraciones morfologicas, pupas de tamafio considerablemente menor y adultos
que no pudieron emerger por completo de sus puparios.

Los bioensayos de laboratorio son el paso previo y necesario entre la confirmacion de la
actividad insecticida de un principio activo o de un extracto y el posterior disefio de una
formulacion eficaz. Se requerira de ensayos a semicampo y campo para ajustar dosis y
corroborar con precision la dinamica de todos los componentes que conformen un determinado

agrosistema. Toda empresa que pretenda formular un plaguicida debe presentar ante SENASA
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la informacién sobre sus caracteristicas fisicas y quimicas, datos toxicologicos y los resultados
obtenidos en los ensayos de eficacia realizados en laboratorio, como primera instancia para
lograr su registro definitivo y poder comercializarlo (Clemente, 2007). Una alternativa es
contribuir al desarrollo de formulaciones comerciales aplicables a plagas en un marco de un
sistema de Manejo Integrado de Plagas, cuyo propdsito es el empleo de principios activos de
bajo impacto ambiental. Cabe destacar también que la posibilidad de utilizar una especie
vegetal autdctona y preparar sus extractos de forma artesanal para combatir plagas es
bienvenido en fincas de pequefios agricultores, con menores recursos econémicos, debido a su
bajo costo de obtencion. Paises Latinoamericanos y Asiaticos con recursos econdmicos

limitados han adoptado esta alternativa con éxito (Ocampo y Mora, 2010).

Caracterizacion fitoguimica de los extractos activos de C. tweedii.

Se conocen aproximadamente unas 15 especies pertenecientes al género Castela
Turpin, todas ellas habitan en América tropical y templada (Mabberley, 1997). Los reportes
existentes acerca de la composicion quimica de extractos de especies del género hacen
referencia, en su mayoria, al aislamiento e identificacion de cuasinoides (Chaudhuri y Kubo,
1992; Kubo y col.,, 1993; Grieco y col.,, 1994, 1995 ,1999). Otros tipos de compuestos
reportados incluyen esteroles (Kubo y col., 1992; Grieco y col., 1999) y cumarinas (Jacobs y
col., 2007). Esta es la primera investigacion realizada sobre la composicién quimica y actividad
biol6gica de C. tweedii.

Se identificé B-sitosterol, por CCD y por cromatografia en fase gaseosa frente al patron
de referencia comercial, en el extracto diclorometanico de madera de C. twedii. Se identificd
también escopoletina en el mismo extracto mediante CCD y CLAE acoplada a detector
UV/DAD. La presencia de escopoletina y B-sitosterol en extractos de Castela tweedii no habia
sido reportada previamente. El andlisis del extracto diclorometanico de madera por CCD y
CLAE con detector UV/DAD permitio, ademas, caracterizar otras cumarinas en este extracto.
La escopoletina y las cumarinas en general han demostrado poseer diversas actividades
biol6gicas, entre ellas, actividad anti-alimenteria en lepidépteros (Susurluk y col., 2007),
deterrente (Baskar y col., 2010), y antiparasitaria frente a Plasmodium falciparum (Oketch-
Rabah, 2000) y frente a promastigotes de Leishmania sp. (Ferreira y col., 2010). Por otro lado,
también se ha reportado actividad anti-alimentaria (Chandramu y col., 2003; Broussalis y col.,
2010), y antihelmintica (Deepak y col., 2002) entre otras, para el B-sitosterol. La actividad
insecticida que presentd el extracto diclorometanico de madera frente a Ceratitis capitata
durante el ensayo de exposicion en papel de filtro impregnado podria deberse a la presencia
tanto del 3-sitosterol como de la escopoletina o de las restantes cumarinas presentes en el
extracto o a un efecto sinérgico de los mismos. La actividad tripanocida registrada para este
extracto puede también correlacionarse con las cumarinas y el B-sitoesterol presentes en el

extracto. Las referencias bibliograficas reconocen, ademas, a los cuasinoides y/o alcaloides
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como los compuestos responsables de la actividad antiparasitaria de los extractos de otras
especies de Simaroubaceae (Okano y col.,, 2000; Rivero-Cruz, 2005). La presencia de
alcaloides y cuasinoides en este extracto no debe descartarse, debido a que, durante el
andlisis fitoquimico desarrollado se observaron bandas con caracteristicas de revelado propias
de cuasinoides y alcaloides, como fue demostrado en la seccién de resultados. Mas aun, se
observo un pico minoritario por CLAE-UV/DAD cuyo espectro UV coincidio con el del patron de
referencia de harmano (alcaloide B-carbonilico) (Fig.150). El analisis fitoquimico del extracto
diclorometanico de madera contintia en desarrollo, con la utilizacion de métodos de extraccion
y sistemas cromatogréaficos mas especificos para la deteccion y caracterizacion de cuasinoides
y alcaloides.

En el perfil cromatografico del extracto metandlico de hojas de C. tweedi, obtenido por
CCD, se observé prevalencia de bandas que, por sus caracteristicas de revelado,
corresponderian a compuestos polifenélicos. Fueron identificados &cido galico, acido elagico,
acido clorogénico y rutina por comparacién de los tr y de los espectros UV, obtenidos por
CLAE-UV/DAD, con los de los respectivos patrones de referencia comercial. Ademas, se
caracterizaron, por coincidencia de sus espectros UV con patrones de referencia, taninos
hidrolizables, flavonas, flavonoles y un isémero del acido clorogénico. La presencia de
polifenoles en las hojas de C. tweedii también fue observada en los estudios histoquimicos
realizados. La tincion de cortes transversales de hojas de C. tweedii con solucién de FeCls
acuosa permitié detectar la presencia de taninos en el parénquima en empalizada de las
mismas (Fig. 66A). Los taninos son los metabolitos secundarios més abundantes producidos
por las plantas, y pueden constituir desde un 5 a un 10% del peso seco de las hojas de ciertas
familias botanicas. Estan involucrados en la defensa de las hojas frente a insectos herbivoros
mediante un efecto de deterrencia y/o toxicidad (Barbehenn y Constabel, 2011). Las
propiedades biol6gicas asociadas a los polifenoles vegetales van desde actividad antioxidante
(Rice-Evans y col., 1995; K&hkdnen y col., 1999; Soong y Barlow, 2006), antiinflamatoria
(Harborne y Williams, 2000), bactericida (Hatano y col., 2005), hasta insecticida (Salunke y col.,
2005). Se encuentra en discusion si la actividad insecticida atribuida a los taninos es debida a
un efecto de deterrencia, de inactivacion de proteinas en el estomago del insecto o por
toxicidad (Barbehenn y Constabel, 2011). La rutina, ademas de una potente actividad
antioxidante posee probada toxicidad sobre insectos adultos y huevos de distintas especies de
coledpteros (Salunke y col., 2005). Existen trabajos reportando la actividad in vitro del acido
galico y ésteres del mismo sobre cepas de P. falciparum (Horgen y col., 1997) y frente a
Leishmania sp. (Kolodziey y Kiderlen, 2005). Por lo tanto, las actividades reportadas para los
taninos y para la rutina y flavonoides en general, sugeririan su participacion en las actividades

encontradas para el extracto metandlico de hojas.
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El andlisis morfoanatémico, ecoldgico, histoquimico y fitoquimico realizado de las hojas,
cortezas y lefios de las especies nativas argentinas de la Familia Simaroubaceae nos permitio
confeccionar la siguiente clave diacritica. En dicha clave se presentan caracteres comunes y
diferenciales que facilitaran la delimitacién e identificacion de los géneros y de las especies en

estudio:
Clave diacritica para la determinaciéon de las especies nativas
Argentinas de SIMAROUBACEAE
SIMAROUBACEAE

Arboles de variado porte con hojas pinnaticompuestas que habitan en las Provincias de las
Yungas y Paranaense, o arbustos perennifolios con espinas que habitan en las Provincias
del Chaco occidental, del Espinal y Pampeano. Lefio con elementos del vasos con placa
de perforacién simple y puntuaciones areoladas alternas; traqueidas y fibrotraqueidas

vasiceéntricas. Cortezas y lefios amargos.

A-Especies presentes en Provincias del Chaco y del Espinal. Arbustos espinosos
perennifolios de hoja simple. Corteza y lefio con cuasinoides. Fibras de paredes

fuertemente engrosadas como elemento predominante en sus lefios.

B-Especie xerdfita. La corteza presenta de 2 a 7peridermis. Radios floematicos con
ensanchamiento distal. La hoja muestra epidermis con pelos simples y cuticula
gruesa. Hoja hipoestomatica con 460 estomas/mm?. Se observa hipodermis adaxial y
abaxial. EI mesdfilo es isolateral. Lefio de porosidad difusa a semicircular, vasos con
disposicién racemiformes de 3 a 5 elementos. Elementos del vaso cortos de aprox.
185 um de longitud y didmetro pequefio, dispuestos 210 x mm?. Fibrotraqueidas y
fibras libriformes de aprox. 750 um de longitud de paredes muy engrosadas.
Presencia de tragueidas con engrosamiento helicado. Radios de 1, 5 a 7 seriados

con abundantes drusas de oxalato de calcio de gran tamafio----------------------emmomnoev

BB-Especie xerofita. La corteza presenta 1 a 2 peridermis. Radios floeméticos con
ensanchamiento distal. La hoja muestra epidermis con pelos simples y cuticula
gruesa. Hoja hipoestomatica con 355 estomas/mm?. Se observa hipodermis adaxial y
abaxial. EI mesdfilo es dorsiventral. Lefio de porosidad difusa a semicircular. Vasos
con disposicion racemiformes de 3 a 5 elementos. Elementos del vaso cortos de
aprox. 200 pm de longitud y didmetro pequefio, dispuestos 275 x mm?Z

Fibrotraqueidas y fibras libriformes de aprox. 900 um de longitud de paredes

236



Conclusiones

fuertemente engrosadas. Presencia de traqueidas vasicéntricas. Radios de 1 a 3

seriados sin drusas de oxatato de calCio.--------===-===mmmmmmmen Castela tweedii.

AA-Especies presentes en Provincias Paranaense y Pampeana. Arboles de gran porte,
hojas pinnaticompuestas. Corteza y leflo con cuasinoides. Fibras no septadas y
fibrotraqueidas de paredes delgadas como elemento predominate en sus lefios. Presencia

de estructuras secretoras internas.

C-Especie mesoéfita. La corteza presenta 1 peridermis no exfoliante. Radios
floematicos del, 5 a 7 seriados. La hoja muestra epidermis con cuticula gruesa y
estriada. Pelos simples uni y pluricelulares y pelos glandulares. Epidermis abaxial
con glandulas pluricelulares. Hoja hipoestomatica con 220 estomas/mm?. El meséfilo
es dorsiventral. El lefio presenta porosidad anular uniforme, vasos grandes solitarios
y medianos multiples de 2 a 6 elementos. Elementos del vaso de aprox. 300 um de
longitud dispuestos 30 x mm?. Fibras libriformes cortas de aprox. 450 pm de longitud
y largas de aprox. 850 um de paredes medianamente engrosadas. Radios de 4 a 10

seriados. Se observan cavidades secretoras.-----------===========n--- Ailanthus altissima.

CC- Especie mesodfita. La corteza presenta 5 a 7peridermis. Radios floematicos de 1
a 7 seriados muy torcionados y con cristales poliédricos de oxalato de calcio. La hoja
muestra epidermis con cuticula fina y ligeramente estriada. Escasos pelos simples
unicelulares. Hoja hipoestomética con 270 estomas/mm?. El meséfilo es dorsiventral.
Nervio medio con cavidad secretora. El lefio presenta porosidad difusa con tendencia
a anular, vasos medianos multiples radiales de 3 a 4 elementos. Elementos del vasos
de aprox. 280 pm de longitud dispuestos 40 x mm?. Fibras libriformes de aprox. 900
um de longitud de paredes medianamente engrosadas. Radios de 1 a 5 seriados.
Parénquima de radio con drusas y cristales poliédricos de oxalato de calcio. Se

observan cavidades secretoras--------------------m-momsmcmommm oo Picrasma crenata.

AAA- Especies presentes en Provincias de las Yungas, Paranaense y del Espinal. Arboles
de bajo porte. Hojas pinnanticompuestas. Corteza y lefio con antraquinonas. Lefio con
parénquima axial escaso o nulo. Fibras septadas y no, y fibrotraqueidas de paredes
delgadas como elemento predominante de sus lefios. Presencia de estructuras secretoras
externas.
D-Especie mesdfita. La corteza presenta 1 peridermis exfoliante. Radios 1 a 3
seriados sin ensanchamiento distal. La hoja muestra epidermis con cuticula delgada.

Ambas epidermis muestran papilas desarrolladas. Presenta pelos simples
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unicelulares. Hoja hipoestomética, estomas hundidos, 150 estomas/mm?. El mesdfilo
es dorsiventral. El lefio presenta porosidad difusa no uniforme. Vasos medianos
multiples de distribucién radial y oblicua. Elementos del vaso de aprox. 300 um de
longitud dispuestos 30 x mm?. Fibrotraqueidas Yy fibras libriformes de aprox. 700 um
de longitud de paredes medianamente engrosadas. Presencia de traqueidas
vasicéntricas. Presencia de fibras septadas. Radios de 1-3 seriados. Parénquima

axial escas0 0 NUIO. === Alvaradoa subovata.

DD- Especie mesdfita. La corteza presenta 1 peridermis exfoliante. Radios corticales
1 a 2 seriados con ensanchamiento distal. La hoja muestra epidermis con cuticula
medianamente gruesa con tricomas simples unicelulares. La epidermis abaxial
presenta glandulas pluricelulares. Hoja hipoestomética, 290 estomas/mm?. El
mesdofilo es dorsiventral. El lefio presenta porosidad difusa uniforme, vasos medianos
multiples radiales de2 a 6 y de 6 a 12 elementos. Elementos del vaso de aprox. 400
um de longitud, dispuestos 25 x mm?. Fibrotraqueidas y fibras libriformes de aprox.
600 um de longitud de paredes medianamente engrosadas. Presencia de traqueidas
vasicéntricas. Presencia de fibras septadas. Radios de 1-3 seriados. Parénquima

axial @SCaS0 0 NUIO. - e Picramnia parvifolia.

DDD-Especie mesdfita. La corteza presenta 1 peridermis exfoliante. Radios 1 a 3
seriados con ensanchamiento distal. La hoja muestra ambas epidermis con cuticula
delgada y lisa, con tricomas simples, unicelulares, y glandulares. Hoja
hipoestomatica, 260 estomas/mm? El mesdfilo es dorsiventral. El lefio presenta
porosidad difusa uniforme, vasos medianos, multiples radiales de 4 a 10 y escasos
solitarios. Elementos del vaso de aprox. 500 um de longitud dispuestos 25 x mm?,
Fibrotraqueidas y fibras libriformes de aprox. 850 um de longitud de paredes
medianamente engrosadas. Presencia de tragueidas vasicéntricas. Presencia de
fibras septadas. Radios de 1y 2 a 3 seriados. Parénquima axial escaso o nulo.--------

——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— Picramnia sellowii.

Los caracteres obtenidos corroboran la polifilia existente en las Simaroubaceae y

aportan nuevos datos que avalan los ultimos reordenamientos taxondémicos propuestos para

esta familia por Weeber (1936), Cronquist (1981), Fernando y Quinn (1995) y en relacion al

altimo sistema de clasificacion APG llIl. Dichos caracteres respaldan la segregacion de los

géneros Alvaradoa y Picramnia de la Familia Simaroubaceae propuesta originalmente por
Engler (1931).
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El analisis microgréfico de las hojas, cortezas y lefios es valido para la identificacion de
las especies nativas y permitird la realizacion de controles de calidad de éstas como drogas

crudas, evitando adulteraciones o falsificaciones.

El andlisis de la capacidad depuradora de radicales libres de los extractos
diclorometanicos y etandlicos de hoja, corteza y madera, de las especies estudiadas, nos
permitio detectar actividad antioxidante significativa en los extractos etandlicos de cortezas y
hojas de todas las especies. Para A. subovata, P. sellowii y P.parvifolia fueron levemente mas
activos los extractos de corteza que los de hojas. Los compuestos responsables de dicha
actividad fueron caracterizados cromatograficamente como antraquinonas y polifenoles. De las
especies restantes, C. coccinea, C. tweedii, P. crenata y A. altissima, fueron mas activos los
extractos etandlicos de hoja y los compuestos responsables de la actividad fueron de
naturaleza polifendélica, principalmente taninos, acidos fenilcarboxilicos y flavonoides. La
capacidad depuradora de radicales libres encontrada en estos extractos permitiria justificar, en

parte, el uso tradicional de dichas especies.

Los extractos diclorometanicos de corteza y lefio de P. crenata presentaron un alto
porcentaje de inhibicibn del crecimiento de epimastigotes de T. cruzi. Los extractos
diclorometanicos de madera de A. subovata, de madera de C. tweedii, y de hoja de C. coccinea
fueron también muy activos frente a dicho parasito. Estos extractos son promisorios y deben
considerarse para continuar hacia la siguiente fase de evaluacion: calculo de la concentracion

inhibitoria, evaluacién de citotoxicidad y célculo del indice de selectividad.

Debido a la escasa informacién reportada sobre la actividad biolégica y fitoquimica de
C. tweedi, se realizé un andlisis de sus potenciales actividades biol6gicas, actividad insecticida

y antiparasitaria; y de la composicion quimica de los extractos de esta especie.

Los extractos diclorometanicos y metandlicos de C. tweedii exhibieron actividad

tripanocida, siendo muy activos los extractos diclorometanico de madera y metandlico de hojas.

El extracto diclorometanico de madera de C. tweedii presenté actividad insecticida frente
a Ceratitis capitata en los ensayos por exposicion al papel de filtro impregnado, donde se
evalud el efecto inhalatorio de los extractos sobre los insectos adultos. Ademas, este extracto
manifesté un marcado efecto de volteo, esta caracteristica se presenta en algunos insecticidas

de accion demostrada de las familias de los Piretroides.

Se identificé escopoletina y B-sitosterol en el extracto diclorometanico de madera de C.
tweedii. La presencia de escopoletina y B-sitosterol en extractos de esta especie no habia sido
descripta anteriormente. Ademas, se caracterizaron cumarinas y alcaloides (B-carbonilicos) en
el mismo. Las actividades reportadas para B-sitosterol, escopoletina y cumarinas en general, y
para los alcaloides, sugeririan su participacion en las actividades encontradas para este

extracto.
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El extracto metandlico de hojas de C. tweedii present6 también actividad insecticida
frente a C. capitata en el método por exposicién al alimento tratado (EAT), donde se pudo
evaluar el efecto de los extractos sobre las larvas al ingerir el alimento y al hallarse en contacto

con el mismo.

En el extracto metandlico de hoja se identificO acido galico, acido elagico, acido
clorogénico y rutina. No existian reportes previos sobre la presencia de estos compuestos en
extractos de C. tweedii. Ademas, se caracterizaron de taninos, flavonas y flavonoles en dicho

extracto.

La presencia de polifenoles en las hojas de C. tweedii habia sido detectada también en

los estudios histoquimicos realizados.

Las actividades tripanocida e insecticida, asi como también el uso popular de las
infusiones de C. tweedii podrian ser justificadas, al menos en parte, por la presencia de estos

compuestos quimicos en el extracto.

Las actividades halladas para los extractos de C. tweedi y el estudio fitoquimico
realizado contribuyen al conocimiento de nuestra flora medicinal. Sus extractos y/o principios
activos podrian ser utilizados como potenciales agentes terapéuticos en enfermedades
antiparasitarias y/ o como pesticidas de origen botanico para el control de plagas de

importancia agricola.
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Figura 169: Perfil cromatografico obtenido por CLAE en el sistema Il de la fraccion Hacyosa del extracto
metandlico de hojas de C. tweedii.
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