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PRESENTACION

El presente miimero de Revista TIKALIA contiene cineo articu-
los relacionados con las plantas medicinales. Fueran elaborados
por estudiantes de la primera promocién de la Maesiria Multi-
disciplinaria en Produccion de Planias Medicinales (MUPLAN),
proyecto académico organizado por la Facultad de Cien cias Qui-
nticas v Farmacia y la Facultad de A gronomic, ambas de la Uni-
versidad de San Carlos de Guatemala.

Por la importancia que tiene el uso de las Mantas medicinales en
la ferapéutica y por la riqueza floristica de nuestro pais, ln FATL.
SAC ha venido desarrollando un proyecto agronomico que tiende
a propiciar el cultivo de las mds importantes. Objetivo que se
complementa con la participacidn en el proyecto MUPLAN, Se
espera con ello contribuir a mejorar la salud de la poblacion y a
que la industria farmacéutica tenga materia prima de calidad para
la elaboracion de sus productos.

Los articulos contenidos en este niimero de TIKALIA son los si-
guientes:

“Determinacién de estindares de identidad ¥ pureza de
cuatro plantas medicinales comercializadas en Guatemala®,
de Maria E. Paredes S. Es un estudio que tiene como finalidad
aportar informacién bdsica para la caracterizacion ¥ control de
calidad de la droga vegetal de cuatro especies medicinales, sien-
do éstas: el Timboco, la Chalchupa, la Hierba del Toro ¥ el Ixbui.

“Busqueda de actividad contra especies de Campylobacter
en Plantas Nativas de Guatemala”, de Ana M. Pa= M. Investi-
gncion que  tiene como propdsito implementar el bivensavo para
la evaluacién de actividad anii Campylobacter en exiractos de
diez especies nativas, cinco de las cuales tienen uso popular para
tratar diarrea v enteritis y otras cinco plantas fueron selecciona-
das por tener actividad contra agentes enferopatégenos.



“Caracterizacion botanica y analisis del contenido mineral
de Smilax domingensis Wild", de Cecilia I Cleaves H. Es un
esiudio que contribuird a generar informacion bdsica para el apro-
vechamiento sostenible de esta planta nafiva, whilizada como
medicing pero que también es un suplemento alimenticio.

“Establecimiento del cultivo in vitro de Hierba Luisa, Aloy-
sia Triphvila (L'Herrit) Britt”, de Maria A. Orddiez M. Es un
estudio que demuestra la posibilidad de iniciar el cultivo in vi-
tro de A. Triphylla a partir de segmenios foliares, como explan-
tes, como primer paso para su micropropagacion.

“Evaluacion clinica de la efectividad de Valeriana Priono-
phylla como inductora del sueno”, de Elda . Cruz. En este
estudio se comparé la efectividad en la induccion del suefio de V.
Prionophylla contra una lécnica de relajacion.

Patentizamos nuestro agradecimiento a los profesores de la Fa-
cultad de Agronomia que participaron como asesores de las lesis
¥ revisores de los articulos aqui ineluidos, siendo ellos: Ing, Agr.
Vicente Martinez, Ing. Agr. Marino Barrientos, Ing. Agr. Domin-
go Amador, Ing. Agr. Darvin Gonzdlez v la Licda. Olga Leticia
Mena.
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DETERMINACION DE ESTANDARES
DE IDENTIDAD Y PUREZA DE
CUATRO PLANTAS MEDICINALES
COMERCIALIZADAS EN GUATEMALA

Maria E. Paredes §8.%

Carolina Rosales*
T Armando Cdceres*
aj“ ol Vicente Murtinez**
RESUMEN

Este estudio se desarrolld con la finalidad principal de aportar
informacion basica para la caracterizacidn v control de calidad de
la droga vegetal de cuatro especies medicinales, basdndose en al-
gunos aspectos farmacobotanicos v de purera. La informacién des-
crita facilitara la posterior elaborarcidn de monografias farmaco-
péicas y manuales de control de calidad de materias primas y
productos fitofarmacéuticos comercializados en Guatemala, Pars
ello se colectaron especimenes de cada una de las especies en estu-
dio: el Timboeo, Tecoma stans (L) HBK (hoja v corteza); la Chal-
chupa, Rauvolfia tetraphylla L. (raiz) la Hierba del toro, Tridax
procumbens L. (hierba) y el Ixbut, Euphorbia lancifolia Schlet-
cht. (hoja). De cada especie se prepararon ejemplares de herbario
¥ muestras de droga seca, a partir de las cuales se establecieron
estdndares farmacobotdanicos v de pureza, La informacidn recaha-
da de las drogas consistio en 1a descripeion m acroscopica y propie-
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dades organclépticas de las mismas, andlisis anatomo-histoldgico v
un tamizaje fitoquimico que permitio demostrar la presencia de los
compuestos quimicos caracteristicos de cada especie, asi como esta-
blecer aspectos histologicos particulares,

Palabras clave: droga vegetal, matera prima. control de calidad,
farmacobotdnico, organolépticn, anatomao-histoldgico, fitoguimico,

ABSTRACT

The current work was performed mainly to propose the basic infor-
mation for the characterization and quality contrel of the herbal
drugs of four medicinal species, based on pharmacobotanical and
| purity Features. The described information will malke eazier the
making of pharmacopeic monographies and manuals of guality con-
trol for vaw materials and phytaphdarmaceuticals that ave commer-
cialized in Guatemala. Forthat purpose, specimens of each plant
were collected: Timboco, Tecama stans (L) HBIK (leaf and basky:
Chalchupa, Rouvelfia tefrapiivila 1. (root); Hicvba del Tore, Tri-
dax procumbens L. (herb) and Ixbut, Euphorbialancifolia Schlet-
cht (lea). Herbarium and dried drug =amples were preparved from
each plant, and pharmacobotanical and purity standards were os-
tablished. All the information collected from those drugs consisted |
on macroscopic description, organoleptic properties, anatomical and |
histological featives, in addition to phytochemical screening tests,

thus permitting the demonstration of chemical compounds charac-
teristic to every species, and establishing particular histological

| features as well

Key words: herhal drug, wiow mater:

ity control, phaveia-
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Determinacion de estindares de identidad Y pureza de cuatro planias..

INTRODUCCION

TEY 1 el mundo se ha evidenciado una crecients demanda por

1 la uiilizacidn, produccidn Y comercializacion de materias

vegetales y productos fitofa rmacéuticos, sin embargo, aiin

cuando en nuestro pais existe culturg ¥ tradicion en el

uso de plantas medicinales, no se cuenta hasta la fecha con un
marco legal para el desarrollo comercial de estos productos.

La contribucidn de este estudio consistis en establecer informa-
cién que sirva de base, para la elaboracién de nermas de identidad
¥ pureza de cinco drogas vegelales, procedentes de cuatro planfas
medicinales, de las cuales ya existen en el mercads algunos pro-
ductos comerciales. Las plantas se encuentran bajo culiivo contro-
lado en el vivero de plantas medicinales del Centro Experimental
Docente de Agronomia (CEDA) ¥ ademds se cuenia con In droga
seca de la misma procedencia en los laboratorios FARMAYA. Las
drogas seleccionodas fueron: hoja v corteza de Timbaoco, raiz de
Chalchupa, partes aéreas de Hierba del toro ¥ hoja de Ixbud.

La informacién se obtuvo mediante la descripeidn de las caracte-
risticas macroscdpicas minimas para la correcia identificacion
botanica de las plantas estudiadas, se realizé ademds el andlisis
micromorfoldgico e histologico del material vegetal fresco v seco,
las pruebas microguimicas para identificar los compuestos ca-
racteristicos de las planlas en estudio ¥ la determinacion de ce-
nizas totales y humedad de las musstras ultilizadas en el estudio.

Generalmente el control de calidad de o materia prima se reali-
za sobre muestras de droga seca v en muchos casos fragmentada
o pulverizada, {o cual no permite una clasificacion botdnica de lg
misma, por lo que se hace necesario contar con estdndares de
identidad como informacidn organocléplica, microscépica e histo-
quimica que nos garantice que nos encontranos ante la materia

1 : S
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vegetal correcta, asi como poder identificar posibles adulteran-
tes deniro de la muestra,

Se espera con la elaboracidn de muanuales de calidad, equiparar
la filolerapia como una epcion terapéutica en los sistemas oficia-
les de salud, mejorar la competitividad de la industria fitofarma-
céutica, la credibilidad por parte del sector médico e impulsar el
uso y comercializacion adecuada de dichos productos, asi como la
creacion de nuevas fuentes de trabajo en beneficio del pais.

Materiales y métodos

Las muestras boldnicas de cada una de las plantas fueron reco-
lectadas en el CEDA y a partir de ellas se prepararon ejemplares
de herbario. Las muestras de la materia médica (droga cruda), de
cada una de las especies del estudio, proporcionadas por FAR-
MAYA, fueron colocadas en frascos de vidrio adecuados v debi-
damente identificados con etiquetas. A simple vista v con la ayu-
da de lupa y microscopio estereoscopico, se revisaron v anotaron
todos los caracteres que ayuden a la correcta identificacion de la
materia médica fresca y seca, tales como: morfologia, calar, olor.
Fara cada una de las especies en estudio se elabord una descrip-
cion botdnica en base a lo descrito por la Flora de Guatemala, que
permila una diagnosis taxondmica, practica v resumida, parea s
clara identificacidn. Para el estudio microscépico del material
fresco, se utilizaron las técnicas de embebido en parafina Vv eories
a mano alzada montados con gelatina. Para el estudio microscs-
pieo de la droga seca se wtilizaron las téenicas de diafanizado
para las hojas de Ixbut, Timboco v Hierba del Toro, v disociado
Juerte para la corleza de Timboco v raiz de Chaleh upa. Los mate-
riales asi procesados se tifieron con Safranina.

Para el tamizaje fitogquimico se realizé la determinacidn de alea-
loides, almidon, grasas, accites esenciales, mucilagos, lignina,
aleuronas, saponinas y laninos. Para ello se utilizaron cortes de

__E =




Determinacion de estindares de identidad v pureza de cuatro plantas. .

material fresco de acuerdo al procedimiento reportado por Gat-
trsso (19949).

Entre las pruebas de pureza realizadas a la droga seca se hizo
la determinacion de cenizas, el cual da una idea del cantenido
total de minerales en la muestra. Para ello se colocd AOTOXE-
madamente I gramo de droga seca de cada una de las especies
en estudio en crisoles de poreelana, previamente calcinados ¥
a peso constante, los crisoles con las muestras se introdujeron
en un horno a 550°C hasta que se obtuvieron cenizas blancas,
gris claro o gris-rojo. Se dejaron enfriar los crisoles en deseca-
dor. Se pesaron rapidamente v se anotaron los resultados, el
procedimienlo se repitié dos veces.

Para la determinacién de humedad se consideré que por hu-
medad del material se entiende la materia voldtil que se eli-
mina por calentamiento, conduciendo a la pérdida de peso de
la muestra. La determinacién se hizo por el método de termo-
gravimetria en un equipo marca Sartorius, en el gue se selec-
ciond un programa de 15 minutos a 105°C. Se determing el por-
centaje de humedad para cada droga vegetal v se repitid cinco
veces el procedimiento.

Resultados y discusion
Propuesta de calidad de Rauvolfia tetraphylia 1.

Nombre popular: Chalehupa. ~

Es un pequefio drbol o arbusto pertenecien- i
te a la familin Apocynaceae, la cual incluye A
varios géneros. Muchas especies del género i ﬁ_(?’
Rauveolfia se cultivan con fines ornamenta- :t A
les por sus llamativas v fragantes flores. e ’in
e .
Figura 1. Fruto Chalchupa, (Rauvelfia tetraphyila).
Fuente: Coleccion de plantas medicinales, CEDA.
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Informacion de la droga vegetal (raiz seca)

Andlisis macroscépico y organoléptico: La raiz seca de Chalchu-
pa puede obtenerse entera o fraccionada, la droga fraccionada
consiste en rodajas oblicuas y delgadas, con la superficie fisurada
¥ color pardo claro, la region central lisa v amarillenta con una
region medular color pardo escuro. El olor es suavemente aro-
madtico, terroso y deido.

Fig. 2: Droga seca entera. Fig. 3: Droga seca v fragmentada.

Andlisis microscopico de la droga seca: El disociado de la droga
seca muestra partes de la epidermis de la raiz con células poligo-
nales pardo oscuro y células triangulares o rectangulares del cér-
tex. Preésenta ademas granos de seerecion color pardo.

% 1 e S
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Fig. 4: Células Fig. 5: Epidermis Fig. 6: Granulos
epidérmicas. ¥ cortex, de secrecidn.




Determinacion de estdndares de identidad v pureza de cuatro plantas...

Andlisis microscépico de la materia vegetal fresca: En el andglisis
microscopico del corle transversal de una raiz fresca, de mds de
un ano de edad, se observa de afuera hacia adentro la presencia
de cortex, peridermis, periciclo, floema, cambium vascular, vile-
ma secundario y primario.

Xilema primario

Xilema secundario

Fig. T: Corte transversal de la raiz.

Tamizaje fitoquimico: De acuerdo a Cdeeres (1999), la planta com-
pleta presenta alcaloides, glicdsidos cardioténicos, taninos v tri-
terpernos. En las pruebas microquimicas se puede demostrar en
todos los tejidos radiculares la presencia de alcaloides con la apa-
ricién de un precipitado rojo ladrillo, aceites voldtiles con una
coloracidn rojo claro, lignina con una coloracién rojo intenso,
mucilagos con un color azul Francia v una pequeia cantidad de
taninos en la peridermis con una coloracidn azul verdosa.

; ik g : St
Fig. 8: Positivo alealoides, Fig. &: Positivo  Fig. 10: Fositive lignina.
débil taninos.
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Fig. 11: Positivo Fig. 12: Positivo Fig. 13: Positivo
débil muctlago. aceiles voldtiles. aceiles voldtiles,

Pruebas de pureza: El promedio de la humedad de la muestra
patrén analizado fue de 9.43%, y las cenizas totales 5.53% (Anexo
1, Tablas 1 y 2), lo cual cumple con la norma establecida por la

OMS.
Propuesta de calidad de Tecoma stans (L.) HBK

Nombre popular: Timboco.

El Timboco es miembro de la familia Bignonaceae, se caracteriza
TS TS i por la belleza de sus flores de co-

”"%‘*‘*ﬁi,# ' 'f;_,-&-;;;"? lor amarillo intenso, en algunos in-
g, 5 dividuos casi anaranjadas, con fi-
kp' nas lineas de color rojizo en el in-
. terior de la corola.
o gy S Figura 14: Timboco (Tecoma stans).
: e Fuente: Coleccion de plantas me-
ZRE dicinales, CEDA.

Informacién de la droga vegetal (hoja seca).

Andlisis macroscdpico y organoléptico: La droga vegetal consis-
tente en las hojas desecadas, cuando estan sin fragmentar, pre-
sentan un color verde a pardo, opaco, de consistencia crustdceea,

. _m =



Determinacidn de estandares de identidad v pureza de cuntro plantas...

pecioladas, lanceoladas, 4-10 em de largo, atenuado-acuminadas
en el dpice, cuneadas en la base, aserradas, glabras, envés punc-
tato, nervaduras retrobarbadas, mds evidentes en ef enpés. Poy
su consistencia las hojas tienden a romperse por lo que normal-
mente la droga vegetal estd formada por fragmentos irregulares
de hoja color verde castafio clare ¥ opaco, de olor suavemente
aromdtico, ahumado, deido, dulee y agradable.

Fig. 15: Droga seca sin fragmentar. Fig. 16: Droga seca fragmentada.

Andlisis microscépico de la droga seca: El diafanizado de la hoja
seca de Timboco, muestra los estomas anomociticos, las bases de
tricomas glandulares en forma de roseta, los engrosamientos se-
cundarios de los elementos tragueales helicoidales ¥ la nervg-
cidn caspedédroma mixia.

Fig. 17: Glandulas Fig. 18: (Glandulas Fig. 19: Estoma
¥ nervaduras, ¥ epidermis. anomoeitico,
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Fig, 20: Gldndulas Fig. 21: Haces Fig, 22: Nervacidn.
A estomas. vasculares.

Andlisis microscopico de la materia vegetal fresca: En el corte
transversal de la hoja, se observa una cuticula gruesa formada
por una monocapa de células en la epidermis del haz (cara
adaxial), en el mesdfilo una capa de parénguima en empalizada,
parénquima lagunar laxo o parénquima esponjoso y una capa de
células epidérmicas en el envés. En el corfe transversal de la
nervadura central se observa la disposicién bicolateral de los haces
del xilema. En la diseccion de la epidermis de la hoja, se obser-
van gruesas bases de tricomas glandulares v estomas anomociti-
cos.

: Fig. 23: Corte
transversal hoja.

Fig, 24: Corie
transversal
nervadura,

et Flattinne ok 2= 2 4 . . = A Tl
Fig. 25: Diseccidn Fig. 26: Estomo Fig. 27: Detalle de los
dle epidermis, anamocitico, haces del xilema,
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Tamizaje fitoguimico: De acuerdo a Chaceres (19938), las hojas de
Timboco contienen alcaloides, triterpenoides, resinas, cera, acei-
te esencial, sales minerales, grasa, taninos, aziucares v glucdsidos
iridioides. Bl tamizaje permitio demostrar la presencia de abun-
dantes aceites esenciales, sobre todo en la epidermis y la base de
log tricomas, alealoides, en la nervadura central, ¥y mucilagos en
la epidermis v la nervadura.

TP
B

: g u:-'*“‘R 'kj-;,iq L5
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Fig. 28: Aceites Fig, 29: Mucilagos Fig. 30: Alcaloides
esenciales, posiiivg, positivo, positivo,

Pruebas de pureza: El promedio de la humedad de la muestra pa-
trén analizada fue de 8 15% v las cenizas totales de 4.44% (Anexo 1,
Tablas 1 v 2), lo cual cumple con la norma establecida por la OMS.

Informacion de la droga vegetal (corteza)

Andlisis macroscépico y organoléptico: La droga seca vegetal con-
sistente en trozos de corteza color pardo claro, superficie gruesa
y dapera color pardo oscuro, la madera inferior es de una textura
muy fina con suaves velas pardo oscuro. Presenta un suave olor a
paja seca.

Fig. 31: Droga seca (corteza).
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Analisis microscopico de la droga seca: Bl disociado de la corte-
za del Timboeo, muestra células aplanadas del tejido suberoso
de la corteza y fibras xilicas, ademds se observa el cambium vas-
cular estratificado con rayos vasculares o sistema radial orien-
tado en forma horizontal, compuesto por largas células paren-
quimaticas.

LY

Fig. 33: Fibras y tefido suberoso.

Fig. 34: Rovos del cambium,

Andlisis microscipico de la maleria vegetal fresca: El andlisis
microscapica del fallo de Timboco nos muestra las caracteristi-
cas de los tallos de las angiospermas, con xilema endarce y floe-
ma centripeto. Se observa ademds la presencia de tricomas pluri-
celulares en la superficie del tallo.




Determinacion de estdndares de identidad y pureza de cuatro plantas...

. Médula
Xilema primario
Xilemo secundario
Cambium vasculor

Flagma

Epidermis

Fig. 85: corte de tallo.

Fig. 36: Tricomas del tallo.

Tamizaje fitoguimice: Cdceres (1999) reporta la presencia de al-
caloides, triterpenoides, resinas, cera, aceite esencial, sales mi-
nerales, grasa, taninos, aziicares y glucdsidos iridioides en la cor-
teza. El lamizaje permitio demostrar la presencia de aceiles esen-
ciales en la peridermis, y en el resto de lejidos alcaloides, muci-
lagos, lignina y taninos.
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Determinacidn de estdndares de identidad y pureza de cuatro plantas...

Pruebas de pureza: El promedio de la humedad de la muestra pa-
trén analizada fue de 8.75% y las cenizas totales de 4.84% (Anexo
1, Tablas y 2), lo cual cumple con la norma establecida por la OMS.

Propuesta de calidad de Tridax procumbens L.

Nombre comun: Hierba del Toro.

Es una planta verde perenne, que crece
en forma silvestre en campos de maleza
v praderas, en suelo cubierto de arena
a las orillas de arroyos o caminos ast
como en terrenos valdios. Pertenece a
la familia Asteraceae y es nativa de
T México y Centroamérica.
Figura 42: Hierba del Toro (Tridax procumbens),
Fuente: Coleccion de plantas medicinales, CEDA.

iy

Informacion de la droga vegetal (Hierba)

Andlisis macroscépico y caracteres organolépticos: La droga seca
estd constituida por fragmentos de tallos con hojas y flores de
aproximadamente 10 cm de largo, las hojas pequenas, color verde
grisdceo, opacas, pilosas con textura crustdcea, los tallos largos,
color verde pardo, algunos amarillentos, pilosos, delgados y que-
bradizos, las flores si las hay son cabezuelas con ligulas amarillas
muy pequenas. El olor recuerda el de la hierba recién cortada.

Fig. 43: Droga seca sin fragmentar.,
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Fig. 44: Droga seca fragmentadi.

Andlisis mieroscopico de la droga seca: El diafanizado de la hoja de
hierba del toro muestra abundantes tricomas de 3 células, con gran-
des bases glandulares, ubicados sobre toda la hoja y los bordes in-
cluyendo el dpice, diminutos v mitltiples estomas anomociticos,
eélulas epidérmicas muy irregulares y una compleja red vascular.

Fig. 47: Nervaridn,




Determinacion de estdndares de identidad y pureza de cuairo plantas...

Fig. 50: tricomas tricelulares.

Andlisis microscipico de la materia vegetal fresca: El corie trans-
versal de la hoja muestra la epidermis uniestratificada, un estra-
to de parénquima clorofilico en empalizada, parénquima espon-
Jjoso bastante compacto y tricomas glandulares. La nervadura
muestra un haz vascular. En la diseccién de la epidermis se ob-
servan los estomas con clorofila en las células oclusivas y en am-
bos extremos. Los tallos también muestran los haces vasculares
en anillo con una médula muy grande y colénquima anular.
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Fig. 58: Corte transversal del tallo.

Tamizaje fitoguimico: De acuerdo a Cdceres (1999), toda la planta
presenta esteroides/terpenoides, flavonas, taninos, saponinas,
azucares y beta-sistosterol, el tamizaje fitoquimico permitié de-
mostrar la presencia de mucilagos en las células parenquimadti-
cas de la hoja y el tallo, alcaloides y taninos entre el parénguima
en empalizada y el parénquima esponjoso y en el parénquima cor-
tical del tallo, saponinas en la hoja y aceiles esenciales en la cuti-
cula v Ia base de los tricomas.
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Fig. 54: Mucilugos en tallo. Fig. 55: Alcaloides en talli.

W _

Fig. 67: Reaccidn positiva pura sapaninas.
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Fig. 58: Reaccidn positiva de aceiles,

Pruebas de pureza: El promedio de la humedad de la muestra
patron analizada fue de 9.44% y de cenizas totales 4.57% (Anexo
1, Tablas 1y 2), lo cual cumple con la norma establecida por la

OMS.

Propuesta de calidad de Euphorbia lancifolia Schleteht

Nombre comtn: Txhut,

e El Ixbut es una especie gue perte-

nece a la familia Euphorbiaceae, de

R habito semirrasivero originaria de

Guatemala, crece en bosques hiime-

2y : dos v sombreados. Ampliamente

conocida por sus propredades galae-

1 Hn tagogas, tanto para humanos como
; perye aivimales,

Figura 59, It (Evphorbia lancifolin).
Fuente: Coleccidn de plantas medicinales,
CEDA,
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Informaeion de la droga vegetal (Hoja)

Anglisis macroscépico v organoléptico: La droga vegetal consis-
te en hajas secas color verde amarillento mdas oscuras v lisus Lt
el haz y ligeramente aterciopeladas vy blanguecinas par ¢l enuds,
borde liso ligeramente curveado hacia el envés, pocioladas. bese
atenuada con nervacion braguididroma, nervodura ¥ nervios la-
terales blanguecinos, la nervadura ceniral muy marcada. Los tro-
zos de tallo son lisos, color verde con entrenudos pardo rojizos.
Presenta un olor dulce y ugradable v una consistencia papirdcea
poco quebradiza.

Fig. 60: Droga seca
sin fragmentar.

Andlisis microscopico de la drogo seca: El diafanizado de la hoja
muestra epidermis de células poligonales, abundantes tricomas
glandulares y tectores, los glandulares osteolados de 3 células,
sobre base pluricelular de 8 células radiales, los iricomas tecto-
res pluricelulares ubicados en el borde y algunos en la superficie
de la hoja, estomas anomociticos, engrosamientos de los elemen-
tos traqueales escalariformes,

Fig. 61: Tricomas tectores.
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Fig, 62: Tricomas glandulares. Tig. 63: Elementos tragueales.

Andlisis microscdpico de la materia vegetal fresca: El corte trans-
versal de la hoja muestra una epidermis uniestratificada de célu-
las planas con un estrato de parénquima clorofilico en empaliza-
da con células de tamado irregular, el mesofilo esponjoso (aerén-
quima) con abundantes espacios aéreos. El corte transversal de
la nervadura central muestra una capa de parénquima gruesa y
compacta con un haz colateral. El tallo, es hueco y muestra un
haz vascular en anillo, caracteristico de las dicotileddneas y se
observa el colénquima laminar. La diseccidn de la epidermis mues-
tra estomas anomociticos.

Fig. 64: Corte transversal de la hoja.  Fig. 65: Parénquima clorofilico.

Fig. 66: Aerénguima.
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Fig. 67: Estomas anomociticos. Fig. 88: Nervadura ceniral.

N

B

gkl

Fig. 69: Colénquima laminar.

Tamizaje filoquimico: No se encontrd informacion sobre la com-
posicidn quimica de el Ixbui, en las pruebas histoquimicas se de-
mostro la presencia de aceites esenciales, alcaloides y mucilagos.

Fig. 70: Aceites esenciales positivo, Fig. 71: Alcaloides positivo,
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Pruebas de pureza: El promedio de la humedad de la muestra
patrén analizada fue de 9.61% y las cenizas totales 2.76% (Anexo

1, Tablas 1y 2), lo cual cumple con la norma establecida por la
OMS.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

« El primer paso para lograr una calidad ddecuada de la materia
prima, necesaria para la industrializacion de los productos fi-
tofarmacéuticos, es la correcta identificacidn de las especies
hotdnicas v la demostracién de la presencia de los principios
activos responsables del efecto terapdutico deseado.

= Es posible establecer caracleristicas especificas para cada dro-
ga vegetal a partir de téenicas histolégicas e histoquimicas,

« Bl uso de diferentes coloraciones permite identificar de mejor
forma las estructuras de la microanatomia vegetal.

» La determinacién de humedad v cenizas totales de la droga

seca ulilizada en este estudio estd ajustada a la norma de la
OMES.
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Se cumplieron satisfactoriamente todos los objetivos planteados.

La elaboracion de este trabajo permitié elaborar las bases para
el desarrollo de monografias de calidad de las cinco drogas en
estudio.

Es necesario completar los estudios de estas einco drogas ve-
getales para elaborar las monografias de las cuatro especies
estudiadas.

Es importanie continuar recabando informacidn de las especies
medicinales, ya que atin falta mucho por hacer, y son muchas las
especies cuya utilided ha sido reconccida durante distintas épo-
cas y diversos paises como recursos herbolarios de las llamadas
medicinas tradictonales, v que ahora emergen como candidatos
tmportantes para el desarrollo de filofarmacos, para el trata-
miento de tantas enfermedades que aquejan a la poblacion gua-
temalteca, que no tiene acceso a medicamentos de sintesis, o
que por los efectos adversos de los mismos, hacen necesaria la
biisqueda de nuevas alternativas terapéuticas.
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BUSQUEDA DE ACTIVIDAD CONTRA
ESPECIES DE CAMPYLOBACTER EN
PLANTAS NATIVAS DE GUATEMALA

Ana M. Paz M.*
Armando Cdceres®
Olga R, Torres**

RESUMEN

Las infeceiones baclerianas que causan diarrea constifuyen wn
problema de salud muy importante en Guatemala. Uno de las
principales agentes es el bactlo Campylobacter jejunt, cuye cua-
droclinieo varia desde asintondiies hasta wna enfermedad dia-
rreiea aguda gue cursa con fiebre, dolor abdominal ¥ heces dia-
rrefcas con presencia de leucocifos, moco v sangre. O, fjejuni
cobra interés por su capacidad de desarrollar rapidamenie resis-
tenciaa los antimicrobionos de eleccion, lo que reduce el espec-
tro de opeiones lerapdéuticas vy obliga a la hisqueda de alternati-
vas terapéutieas en el reino de las plantas que es una vasta fuen-
te de sustancias aclivas por tnvestigar, Kl propaosito de esie tra-
bajo fue implementar el bioensayo para la evaluacidn de activi-
dad anit-Campylobacter en exiractos de diez especies nativas,

* Bepr. Citohistologia, Escuela de Quimica Biclépica, Facultad de COQG » Farmacia,
rfeersidod do San Carlas de Guatemala

== Laboratorio de Microbiofogtn, Tneditets de Nuleicidn de Centrosmdrica 3 Ponamd, INCAP,
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cince de las cuales Henen uso popular para tratar diarrea v ente-
ritis v otras cinco plantas fueron seleccionadas por tener active-
dad contra oiros agentes enteropatdgenos. Dos metodologias fue-
ron evcluados, resultando la téenica de difusidn en agar como
mds adecuada. Ninguna de las plantas evaluadas fue acliva
conira el patogeno,

ABSTRACT

Bacterial infections that cause diarrhea are a major health pro-
Blem in Guatemala, One of the main agenis is the Gram nega-
tive bacillus, Campylobacter jejuni, with a clinical pieture that
ranges from asymptomatic to an acute diarrheic disease with
the presence of leukocytes, mucus and blood. C. jejuni becomes
more important since it has the ability to rapidly develop resis-
tance to antimicrobial agents, which reduces the scope of thera-
peutic options. Such situation demands the search of new thera-
peutic alternatives among the kingdom of the plants which isa
vast source of active substances fo investigate. The purpose of
this study was to implement a bicassay for the estimation of
anti-Campylobacter activity in extracts of ten native species of
plants. Five of the selected plants are popularly used to treal
gastrointestinal disorders such as digrrhea and enteritis and
the other five were selected for their formerly proved activity
ngainst other enteropathogen agents. Two methods were eva-
luated and the agar diffusion technique was found as the most
adequate. None of the studied plants were active against the
pathagen.

Palabras clave: bicensayo;antimicrobiano; enteropatdgeno.
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INTRODUCCION

as infecciones bacterianas que ocasionan enfermedad

diarreica consiiiuyen un problema de salud en Guate-

mala, ya que prevalecen en el pais las condiciones sani-

tarias ¥ nutricionales favorables para su desarrollo. La
enterilis es una forma clinica importante caracterizada por dia-
rrea acuosa, dolor abdominal y en ocasiones acompaniada de san-
gre y moco, cuyos agentes causales son principalmente especies
de los géneros Salmonella, Shigella, Campylobacter ¥ miembros
de la especie de Escherichia coli: enterotoxigénica (ETEC), en-
teropatogena (EPEC), enterohemaorrigica (EHEC) v enteroin-
vasiva (EIEC),

En los niltimos afos la tasa de infecciones por Campylobacter ha
ido en incremento, con cifras que exceden muchas veces a los
casos de salmonelosis y shigelosis. Los datos sobre la inciden-
cia de los miembros patdgenos de la especie E. coli no se cono-

cen con certeza, aunque se sabe que la mayoria de casos es por
ETEC.

C. jejuni es una de las bacterias mds frecuentemente aisladas de
fas heces de nifios con diarrea en los paises en desarrollo, como
resultado de alimentos ¥ agua contaminados. Segin datos de hace
mas de diez afios, en Guatemala existia ya una tasa de aislamien-
to de 12.1% de Campylobacter spp. en nifios menores de 5 anios

{Cruz 1894).

La enteritis por Campylobacter es aulolimitante en personas in-
munocompelentes v no se suele recomendar terapia anfimicro-
biana. In paises en desarrollo los ninos presentan diversos gra-
dos de desnutricidn, que redunda en su competencia inmunoldgi-
ca, haciendo necesaria la aplicacidn de antibidticos para su con-
trol. Los antibidticos de eleceidn son la erifromicinag v la cipro-
floxacing.
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La investigacién de esta infeccion en Guatemala refiere una tasa
entre 7y 12.1% en nifios con diarrea o disenteria, v de 8.1% en
nifios asintomdlicos. Las manifestaciones clinicas mds importan-
tes de la infeceidn por C. jejuni son la diarrea acuosa con abun-
dante cantidad de leucocitos, dolor abdominal ¥ fiebre, presen-
tando en ocasiones disenteria con sangre y meco,

Ademds de estudios sobre su importancia clinica, la infeccion
por Campylobacter jejuni obliga a la investigacién de agenles con
propredades antimicrobianas porque esta bacteria ha demostra-
do una crecienfe tasa de resistencia a los antibioticos, la cunl ha
sido documentada alrededor del mundo. Existen nunierosos re-
portes del aumento acelerado de cepas resistentes a los antibic-
ticos de eleccion y de disponibilidad en el mercado actual.

Una estrategia ante el problema de la resistencia antimicrobia-
na es la biisqueda de sustancias seguras y eficaces que sustifu-
yan a las drogas que han perdido su efectividad. Los recursos
naturales, especialmente las plantas, son una fuente para esie
proposito ademds de la arraigadn prdetica histérica de la cura-
cion con plantas medicinales en paises como el nuestro.

El Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia
y el Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales, (LIPRO-
NAT), de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, se han de-
dicado a la bisqueda de actividad antimicrobiana en extractos ve-
getales desde hace varios afios, de lo cual se ha derivado una gran
cantidad de datos importantes en cuanto a plantas activas, asi cono
la puesta a punto de varios ensayos biocidas. Aciualmente se fie-
ne una bateria de tamizaje antibacteriano que incluye a bacterias
Gram positivo y Gram negativo, asi como hongos filamentosos,
levaduras y protozoarios, entre otros. Las especies de Campvlo-
bacter no han sido trabajadas anteriormente POr Sus requerinien-
tos de cultivo que los distingue como “fastidiosos" y fue objetive de
este trabajo implementarlo como un nuevo bicensayo.

36
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Se pretendié también realizar la bisqueda de actividad antimi-
crobiana especifica contra C. jejuni en diez plantas nativas de
Guatemala, con el propésito de validar el papel de algunas plan-
tas empleadas en la medicing popular para el tratamiento de dia-
rreas, enterilis e infecciones gastroinfestinales en general. La
seleccion de las plantas a estudiar siguié dos criterios: plantas
nativas utilizadas por la medicina popular tradicional para el tra-
tamiento de diarreas y plantas con actividad antibacteriana con-
tra agentes microbianos entéricos demostrada.

MATERIALES Y METODOS

Fueron obtenidos los extractos hidroalcohdlicos de las die= plan-
tas nativas seleccionadas: Tagetes lucida (hoja), Psidium guaja-
va (hoja y corteza), Neurolaena lobata (hoja), Solanum ameri-
canum (haja), Byrsonima crassifolia (corteza), Cornutia pyra-
midata (hoja), Ryzophora mangle (corteza), Smilax domingensis
(hoja, fruto, tallo ¥ raiz), Quercus crispifolia (tallo y hoja) ¥ FPiper
aeroginosibacum (hoja), mediante el método de pereolacién v con-
centracidn por rotavapor.

Se realizaron los bioensavos mediante los métodos de dilucién en
agar (Mitscher 1987) v de difusion en disco adaptado de Bauer-
Kirby (Ferndndez 2002), utilizando una cepa estandar de Campy-
lobacter jejuni (ATCC 33291). EI medio de cultivo usado para el
método de dilucidn fue el de Columbia (Oxoid™) suplementado
con factores X y V combinado con el extracto vegetal a una con-
centracion de (0.5 mg/ml. El medio para el método de difusidn
fue agar Columbia suplementado con sangre de carnero (7.5%).
Los cultivo se realizaron a una temperatura de 36°C durante 48
horas en jarra Gas-pak en medio microaerofilico ((5% 0, 10%
CO, y 85% de N, provocado por el sistema Campy-pak™. EI

antibidtico utilizado como control positivo en el bioensavo fue
Acido Nalidixico.

e
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ll trabajo consistic en ires fases. La primera tuvo por objeto la
adaptacidn de Campylobacter jejuni a lus condiciones del labora-
torio de bioensayos para lo que fue necesario un entrenamiento
previo sobre las téenicas microbioldgicas v los procedimientos de
operacion estdndar en el manejo de esta bacteria, lo cual incluyé
las técnicas de aislamiento a partir de especimenes clinicos, tée-
nicas de incubacion e identificacion, asi como las téenicas de al-
macenamiento y criopreservacion de las cepas (Figura 1),

La segunda fase consisiid en implementar el ensayo para evaluar
la actividad contra Campylabacter en los extractos vegetales ob-
tenidos previamenie. La metodologia de rutina para la evalua-
cidn de actividad antibacteriana en el laboratorio, estd basada en
el método de dilucion en agar, descrita por Mitscher (Figura 2).
No se obtuvieron resultados reproducibles. Se procedié a lo im-
plementacidn del método basado en la difusidn en agar, por me-
dio de discos impregnados, camo una adaptacion del método de
Bauer-Kirby. Para esto se usaron placas de agar Columbia enri-
guecido con sangre de carnero al 7.5%, inoculadas con una sus-
pension de bacterias equivalente a 1.5 x 10° UFC/mli (esténdar de
MeFarland 0.5) e incubadas a 36°C por 48 horas en contacto con
discos de papel filtro impregnados previamente con las concen-
traciones deseadas de los extractos vegetales (0.5 v 1.0 mg/ml).
Cada placa incluyé un disco de deido nalidixico (30 meg) como
control positive. Con esta técnica se abfuvieron mejores resulta-
dos, siendo el crecimienio de Campylobacter jejuni homogénen,
ast como los halos de inhibicién fueron fdciles de inlerpretar, por
lo que se determind que este bioensayo es de mejor aplicacién
para esta bacteria (Figura 3).

La tercera fase consistié en evaluar la actividad de las diez plan-
tas seleccionadas en ensavos por triplicado, utilizande los quince
extractos etandlicos. No se encontré actividad contra C. jejuni
en ningun extracio a concentraciones de 1.0y 0.5 mg/ml,
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Kl propasito principal de adaptar el método de dilucién de Miis-
cher fue utilizar un medio de cultivo trashicido e incolore, evi-
tando el uso de sangre, ya que muehas plantas poseen alto con-
tenido de saponinas y otras sustancias que causan hemolisis, lo
que podria interferir con la interpretacién de los resultados.
Sin embargo, el medio sin sangre no fue el mejor para el ereci-
miento de la bacteria, por lo que se optd por probar el método
de difusién en agar, utilizando discos impregnados con los ex-
tractos vegetales. En este caso, los resultados de este ensayo
fueron mejores, obieniéndose un erecimiento adecuado ¥ una
facil la lectura de los halos de inhibicion del mismo.

En la bisqueda de actividad antimicrobiana contra C. Jejunt, tan-
to en plantas usadas popularmente para combatir diarrea ¥ di-
senteria como en aquellas que han mosirado una actividad inte-
resante contra ofros patdgenos entéricos, no fue posible obtener
buenos resultados. Todos los extractos fueron inactivos contra la
bacteria, tanto a concentraciones de (.5 mg/ml como de 1.0 mg/
ml. La razén de haber usado estas dos concentraciones es que
cuando se busca validar un uso popular de una planta, la cual es
extraida por infusiones o decocciones ¥ ain por tinturas, la acli-
vidad es aceptable a una concentracion de 1.0 mg/ml. Para la bus-
queda de actividad inleresante de una planta para si subsecuen-
te estudio quimico, la concentracion mdxima de actividad debe
serde 0.5 mg/ml.

Por lo tanto, las plantas seleccionadas no pueden ser recomenda-
das para el tratamiento de enteritis o diarreas cuyo agente cau-
sal demostrado sea C. jejuni.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

a) Fue posible adaptar el crecimiento de C. Jetuni a las condi-
ciones del laboratorio de bioensayos.

b) El método de dilucion para establecer la actividad antimicro-
biana eonira C. jejuni no fue reproducible,

- =X
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¢) El método de difusion en agar sangre con discos impregnados
es un método adecuado para el lamizaje de aciividad biocida
contra C. jejuni,

d) Las cinco plantas usadas popularmente para el tratamienio
de afecciones gastrointestinales estudiadas en el presente
trabajo; T. lucida, P. guajava, N. lobata, S. americanum y B.
erassifolia, no tenen actividad contra el microorganismo, por
lo gque no pueden ser recomendadas para el tratamiento de
campilobacteriosis.

e) Las cinco plantas elegidas por su actividad antimicrobiana
contra olros paldgenos entéricos: R. mangle, C. pyramidata,
). crispifolia, P. aeroginosibacum y S. domingensis, no tienen
actividad contra C. jejuni.

f)  Se recomienda realizar mds pruebas para la adaptacion del
método de dilucién para evaluar la actividad biocida de plan-
tas contra C. jejuni, continuar con lo bisqueda de actividad
anti-Campylobacter en plantas usadas popularmente como
antidiarreicos y en plantas nativas de la region. También se
recomienda utilizar como blanco de la actividad biocida tanto
la cepa estdndar ATCC 33291 como los ribotipos que circulan
en el pais (R1 a RS).
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FIGURAS

Figura 1. Gram v oultives de Campylobacter fejun on ¢

Frente: M. Paz. (Fasze experimentall.
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Figura 2. FPlantilla de inoculacion sobre agar-planta semein Mitseher,

Fuente: M. Poz. (Fase experimenitafl)
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Figura 3. Método de difusidn en agar con discos impregnados con extractos
vegetales.

Fuente: M.Paz fFase experimental),
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CARACTERIZACION BOTANICA
Y ANALISIS DEL CONTENIDO MINERAL
DE Smilax domingensis Willd.

Cecilia I. Cleaves H.*
Rodolfo M. Orozco Ch.?

RESUMEN

Smilax domingensis, zarsaparrvilla, es una especie nativa, tradi-
clonalmente utilizada como medicinag. Sin embargo, se reportan
wsas tradicionales come tdnico v alimento. Esta especte ha sido
confundida con otras especies del mismo género, dado a que sc
reporta variabilidad en la morfologia de la misma. El presente
estudio contribuird g generor informacion bdsica para su aprove-

chamiento sostenible como patencial nuiracéutico o suplemenito
alimenticio, La tnvestigacidn se llevd a caba en dos localidades:
“Beaparcela el Cacaotal”, Samayvae, Suchilepéquezy "Finca Saba-
ra Grande”, Ezeuintla, Secolectaron muestras boldnicas, se wti-
lizaron descriptores botdnicos y se sometieron a un andlisis Clus-
ter utilizando ol Cogficiente de Distancia Evclidiana, La caracte-
rizarcidn del cantenido mineral del rizomer, hojas y tallo, fue deter-

mintada porel métoda de espactrometria de ffuarescencia total de
ravos x. Se encontrd gie existe variabilidod morfoldégica de los

|
‘ especimenes. Sin embargo, el contenido mineral no fue variable, !
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dle Ciencias Quinicgs vy Formacta, MUPLAM.
Fevisar: Tng. Agr. Darein Gonzdlez,
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Las minerales mavormente encontrados en toda la planta fueron el
Calcio (Ca) v Potasio ( K), seguidos por Hierro (Fe), Cobre (Cu),
Zine (Zn), Niquel (Ni), Rubidio (Rb), Estroncio (Sr), Cobalto (Ca) x
en menor cantided Manganeso (Mn) v Cromo (Cr). Lo concentira-
cion de fo mayoria de estos minerales se encuentra en niveles igua-
fes o mavores a los recomendados en la dieta de nutrienies ideal.

ABSTRACT

Smilax domingensis, “zarzaparrilla’, is o native specte, traditio-
aally used as medicine. However, there are reports on ils use as o
tonie and food. This specie has been confused with other species of ,
the same genera, and morphological variability las been reporfed, |
The study aims fo contribute on the generation of basic information
for the sustninable use of this specie as nufraceutic or food supple-
ment. The investigation was done in two places, “Eeoparcela
El Cacaotal”, Samayae, Suchitepéques and "Finea Sabana Gran-
de” Eseuintla, Botanical samples were collected, botanical descrip.
lors were used and a cluster analysis was made using the Bucli-
dian distance coefficient. The characterization of the mineral con-
fent on rhizome, leaves and stem, was determined through the
spectrometric fluorescence of x ray method. It was found that
there is morphological variation between the specimens, However,
the mineral content was not variable. The most found minerals in
all the plant were Caleiwm (Ca)and Potassium (K), followed by Iron
(Fe), Copper (Cu), Zine (Zn), Nickel (Ni), Rubidium (Rb), Strontium
(8r), Cabalt (Co) and low contenis of Manganese (Mn) and Chro-
mium (Cr), The concentration of most of these minerals is in the
same or higher levels of the recommended dietary supplements.

Palabras clave: Smilax domingensis, zarzaparrilla, caracte-
rizacidn botdnica, espectrometria de fluorescencia total de rayos x.
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INTRODUCCION

ctualmente, los nutracéuticos (compuestos que se en-

cuentran en malerias primas y altmentos de origen ve-

gelal que lienen efectos pogitivos en la salud de las perso-

nasl), se han conslituido como una alternativa de sa-
lud ya que proporcionan varios nuirientes esenciales para las
funciones vitales de nuestro organismo (Garcia 2001). El estudio
de plantas medicinales como polenciales nutracéuticos es un cam-
po nuevo que se puede aprovechar si se conocen los componentes
minerales de algunas especies nalivas.

Smilax domingensis Willd es una planta nativa medicinal, con
propiedades antirrenmaticas, antiinflamatorias v diuréticas
(Cdeeres, 1996). A pesar de que se reportan algunos usos ali-
menticios (Alcorn 1984), estos son escasos v de origen popular,
No existen estudios que evaliien el potencial de esta especie
come nutracéutico o suplemento alimenticio potencial. Por olro
lado, desde el punto de vista bolanico, es una especie de inle-
rés para su estudio, dado a que su identificacion es dificil. Esto
se debe a algunas caracteristicas de la especie, como lipo de
habito, longitud del tallo, ser dioica, entre otras.

El objetive de la presente invesiigacion es generar informacion
basica para el aprovechamiento sosfentble de Smilax domingen-
sis como potencial nulracéutico o suplemento alimenticio. Es-
pecificamente, se pretendio realizar la caracterizacion morfold-
gica, determinar el contenido mineral del rizoma, tallo v hojas
de S, domingensis a través de la téenica de fluorescencia de ra-
vos X, v a lravés de la téenica de absorcidon atémica, analizar los
minerales del suelo en donde se colectaron los especimenes eva-
luados, localizados en la Ecoparcela El Cacaotal, Suchitepéquez
v en la Finca Sabana Grande, Escuintla. La primer localidad es
una plantacién mixta bajo manejo y la segunda corresponde a
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dreas de manejo combinadas con dreas silvestres, en donde se
colectd el material. La informacién que se oblenga servird de
base para posteriores investigaciones que se realicen con el fin
de determinar el poiencial de S. domingensis como nutracéuti-
co o suplemento alimenticio y para contribuir a la identifica-
cion botdnica de los especimenes de esta especie.

Asimismo, se considera que por ser un estudio exploratorio, pue-
de servir como base para el andlisis posterior de otras especies
nalivas de Guatemala, con potencial como suplemento alimen-
ticio.

Materiales y métodos
Area del estudio

El estudio se llevé a cabo en los departamentos de Suchitepé-
quez y Escuintla. La caracterizacidon morfolégica de especime-
nes y andlisis de suelo se realizé para dos localidades: Eco-par-
cela El Cacaotal, Samayac, Suchitepéquez, que corresponde a
una parcela agroecoldgica, con manejo sistemdtico. La Finca
Sabana Grande se encuentra en la Aldea el Rodeo, Escuintla, en
donde se encuentran especies silvestres de S. domingensis, sin
ningtin tipo de manejo. El trabajo de campo se realizé durante
el mes de septiembre de 2005.

Muestreo

En total, se muestrearon 20 especimenes. La determinacion bo-
tanica a nivel de campo se realizé acorde a la clave de eslructu-
ras vegetativas propuesta por el CATIE (Rueda, 2003). Todos los
especimenes fueron herborizados. Los especimenes con flor v/o
fruto fueron deposilados en el herbario de la Faecultad de Agro-
nomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala (AGUAT) v
en el herbario del Laboratorio y Drogueria “FARMAYA" S.A.

E
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Muestreo de suelo

Se obtuvo una muestra compuesta del suelo de cada localidad, con
la finalidad de realizar un andlisis de caracterizacion de pH y con-
fenido mineral, B! andlisis fue Hlevado a cabo en e

. Psecsinn
suelos de la Facultad de Agronomio de la L;ﬁ;‘éﬁi;sm?a = San
Carlos de Guatemala. [ 8 LgaStra~ By
[& £ e, oo 0)
S Cty] 8
Colecta del material vegetal B g A v:;f
Moy S
¥
. ; £ = '3
Se colectaron muestras de tallo, hojas v rizomu. €edd Muestra

tuvo un peso aproximadeo de 500 g del material fresco, que fue-
ron utilizadas para el andlisis de contenido mineral. Conjunia-
menle, se obtuvieron muestras para herbario que sirvieron para
su confirmacian bofdnica.

Caracterizacion botanica

Con base en los descriptores desarrollados por Lépez (2004) v
Ramaos ( 2004) se realizaron varias medidas de las siguientes
variables de respuesia para realizar el proceso de caracteriza-
cion: Talle: longitud (m), didmetro (mm), longilud de entrenu-
dos (cm), mimero de ramas terminales, color, segiin la escala de
Munsell para tejidos vegetales. Hoja: longitud (em), ancho (cm ),
forma, longitud de peciolo (mm), tipo de dpice, base. Rizema:
forma, longitud (em), ancho (em), porcentaje de humedad.

Anilisis de la informacion de campo

Se realizaron todas los mediciones v determinacion de datos
enalitativos. Se decidié eliminar las variables correspondien-
tes a las caracteristicas morfolégicas de los drganos reproduc-
tives, dado a que se encontraban presentes en menos del 50%
de los especimenes colectados. Se realizaron los siguientes
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cialeulos: media, desviacién estdndar, rangoe, coeficiente de va-
riacién. Se realizé un andlisis Cluster a las variables cuantita-
tivas por medio del programa NT-SYS, utilizando el coeficien.-
te de distancia euclidiana.

Digestion acida de material vegetal (rizoma, hoja y tallo)

a) Se redujo el tamafio de la muestra vegefal seca v se pesaron
0.2000 g en un vaso de precipitar de 25 ml.

b) Se agregi cuidadosamente 3 mi de una mezcla de deido nitri-
co v dacido percldrico concentrados en relacion  2:1 respecti-
vamendte,

¢) Se tapd con vidrio de reloj, y se calents lentamente en esiufa
hasta digestion completa de la muesira (liempo aproximado
10 minutos).

d) Se quitd el vidrio de reloj, se adicionaron cuidadosamente 3ml
de agua desmineralizada y se evaporaron cuidadosamente los
vapores deidos, utilizando campana de extraceion.

e) Se mantuve el volumen constante del vaso de precipitar (aprox.
5 ml) adicionando agua desmineralizada durante el tiempo de
eliminacidn de los vapores deidos (tiempo aproximado 2 horas).

f) Se dejo enfriar el vaso de precipitar que contiene la muestra
digerida y se trasvasé cuantitativamente a un balén volumé-
trico de 25 mi.

g} Se adicionaron 125 ul de solucién estdndar interno de itrio
1000 ppm. aforar con agua desmineralizada.

h) Se aplicaron 10 ul de la solucién anterior en el reflector, ¥ se
secaron con ldmpara IR.
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Se leyd el contenido mineral de la muestra en el espectrome
tro de fluorescencia de rayos X durante 100 seg. 30 kv y 0.20
MA.

Se hizo una lectura previa con la curva de calibracidn con una
solucion estandar que contuviera los elementos de interés en
una concentracion de 5 ppm coda uno y ademds gue contenga
5 ppm el estandar interno itrio (Dhscussion group of x ray
analvsiz 1994, Zepeda 1994).

Cuantificacion del contenido mineral de rizoma. tallo ¥y ho-
jas de S, domingensis

a) Se encendid el generador de ravos X y se fijaron las condicio-

b)

c)

nes de operacion en 30 Kv, 20mA (Mo/40/20) 100 segy 10ul. Y
se verifice que el sistema estuviera alineado.

Se colocaron 10 pl de cada muestra en el centro del reflector
de cuarzo v se determinaron las dreas y concentraciones de
los espectros obtenidos.

Se cuantificaron las concentraciones ppm de los elementos de
inferés en el rizoma, tallo v hojas de S. domingensis, por me-
dio del programa para computadora SAX.

Para los ealeulos se wiilizd la siguiente formula:

apaldy e b I )

en donde:

m, = masa del elemento i en la muestra en solucion

m_= masa del estdndar inferno en la solucion
I, = intensidad del elemento i
I = intensidad del estdndar interno
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K,/ = constante de sensibilidad del estdndar interno respecto al
elemenio de interés:

Y: Co=m,/m,

m, = masa de la muestra pesada y digerida, de haring, en base
hiimeda.
(Discussion group of x ray analysis 1994, Zepeda 1998).

Resultados y discusion de resultados

Kespecto a la carvacterizacion botdnica, se encontré que la mayor
variablidad morfologica la presenian los datos de ancho, largo y
porcentaje de humedad del rizoma. Las caracteristicas de las ho-
Jas fueron las que presentaron la menor variablidad, por lo gue
estas vartables no son tan itiles para poeder diferenciar especi-
nenes enire si.

En base a informacidn, a continuacion se presenta una deseripeidn
e los especimenes evaluados: Plantas trepadoras de hasta 38
metros de altura. Tallos de color 5GY 5/4 v 5GY 5/6, segiin escala
de Munsell para tejidos vegetales; algunas veces presentan man-
chas de color mds oscuro, de forma irregular, diseminadas, Entre-
nudos de (L05-6.60 em de longitud y 0.05-36.00 mm de didmetro,
De 0 a 103 espinas por entrenudo, estando mayormente concen-
tradas en los primeros entrenudos desde el rizoma y estando ma-
vormente ausentes en los entrenudos de las ramas terminales.
Hojas ovadas, lanceoladas u oblongolanceolada, de color 5GY % v
5GY 376, segin escala de Munsell para tejidos vegetales. Las de la
base de la rama, oblongas, brevicuspidadas v de base obtusa, Las
de las ramas mayormente lanceoladas u oblongolanceoladas, de
apice aeuminado o brevicuspidado v base obtusa, redondeada o
mayarmente aguda. Longitud de la hoja de 3.0-13.8 em, ancha de
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0.2-11.0 em. Peciolo de 0.3-6.6 mm de largo. Rizoma mayormente
de forma indefinida, algunas veces alargado; de 28-160 em de largo
v 13-140 em de ancho, con una profundidad de 12-40 em.

El andlisis cluster se lrabajé con las varigbles cuantitaiivas. La
figura I muestra los resullados obtenidos.

El andlisis del eluster muestra que si existen diferencias en cuanto
a las caracteristicas morfolégicas de los especimenes analizados.
En total, se obiuvieron siete grupos. Es de notar que el grupo I
estd constituido tinicamente por individuos provenientes de la
Finca el Cacaotal ¥ el grupo 3 estd constituido mayormente por
especimenes provenientes de Sabana Grande. Las diferencias
encontradas pueden deberse a factores ambientales, al origen de
los especimenes, a la edad de la planta o al tipo de manejo agoeco-
légico que reciben.

Respecto al contenido mineral de los especimenes evaluados, se
encontré que individualmente existen diferencias en cuanto a
minerales presentes v concentraciones de los mismos. Los cua-
dros 1, 2 v 3 muestran el confenido mineral encontrado en rizo-
ma, hojas v tallo de S. domingensis.

En el Cuadro I se puede observar que los elementos Mn, Co y Sr
estan presentes en bajas concentraciones y solamente se presen-
tan en algunos rizomas. LBl Fe y Cu estan presentes en concen-
traciones allas y los elementos mayoritarios son el Ky Ca, siendo
éste el mas abundante.

En el Cuadro 2 se puede observar que los elementos Cr y Co se
presentan en concentraciones bajas y en pocas hojas. El Fe, Cu,
Zn, Bb y Sr se encuentran en concentraciones altas y los elemen-
tos mayoritarios son el K v Ca siendo éste el mds abundante.

—®
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En el Cuadro 3 se puede observar que los elementos Cr, Mn y Sr
se presentan en concentraciones muy bajas v solamente estin
presentes en pocos tallos. El Fe, Co, Ni, Cu, Zn v Rb estdn pre-
sentes en concenfraciones bajas siendo los elementos mayorita-
rios el K y Ca.

El Cuadro 4 presenta el resumen del contenido mineral de los
tres drganos evaluados, en donde se puede observar gue no exis-
ten grandes diferencias en los promedios del conlenido mineral
de los especimenes de ambas localidades. Sin embargo, se pue-
de observar que el Cr no estd presente en el rizoma, pero se
encuentran las mayores conceniraciones de los siguientes ele-
mentos: Ca y 8r. Los elementos Cr, Fe, Ni y Cu se encuentran
en mayores concentraciones en el talle v hojas. Los restantes
elementos se encuentran presentes a concenfraciones pareci-
das tanto en el rizoma, como en el follaje.

En resumen, se determiné que el K v el Ca son los elementos
mayorifarios. Sin embargo, en la Ecoparcela El Cacaotal se
observaron mayores concentraciones de Ca, lo que se consi-
dera se debe en parte al pH reportado (5.5) en el suelo para
esta localidad, ya que éste aumenta la solubilidad de las sa-
les de ecalcio. El alto contenido de K enconirado se debe a
que es un catién altamente soluble, por lo tanto, de facil ab-
sorcion por el rizoma, en especial cuando el suelo es hiimedo
¥ su concenfracién puede variar dependiendo de la edad de
la planta, ya que asi serdn sus requerimientos nutricionales.
En el rizoma que absorbe y el tallo que transporia los mine-
rales en la planta reportaron valores muy parecidos de estos
minerales. Las concentraciones mds altas de Fe y Cu se ob-
servaron en las hojas y el rizoma, esto puede variar depen-
diendo de la madurez de la planta, condiciones climdticas ¥
cambios estacionales.
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Los elementos de Cr v Co no estdn presentes en la mayoria de
las plantas analizadas, solamente se cuanlificaron en pegue-
fas conceniraciones en algunas hojas y tallos analizades. La
concentracién de Ni fue afectada al momenio de realizar las
lecturas, ya que el deteclor del equipo wtilizeado esta hecho de
wna mezela de Si y Ni, por lo cual los valores reportados deben
de ser menores a los valores reales en la planta.

Respecto o la posibilidad de utilizar el rizoma de S, domingen-
sis como nutracéuiico, se compararon los valores de confenido
mineral recomendados parva la dieta (RDAs) en los siguientes
elementos: K. Ca, Cr, Fe, Cu v Zn. Se enconlrd que, con base en
las tablas de valores de requerimientos nulricionales de mine-
rales segiin Fennema (1996), estos minerales se encueniran den-
tro o por encima de los RDAs en los tres drganos de la planta
para los siguientes elementos: K, Ca, Cu v Zn.

Fn el easo del Cr v Fe, los valares estuvieron dentro de los ran-
gos recomendados iintcamente en los easos de tallo v hoja. Sin
embargo, es importante recalcar que estos datos son los que se
reportan para la planta cruda y que pueden haber variaciones de
acuerdo a la forma de ingesta y a la biodisponibilidad de estos
elementos en el cuerpo humano. Por ello, es necesario realizar
estudios que puedan determinar con esta informacion bdsica, st
polencial como nutracéutico, a lo cual, habrd que evaluar otros
factores como toxicidad.

Un dato inleresante es que se reporta el uso tradicional de S.
domingensis para el tratamiento de anemia y como tonico. Este
uso popular podria estar respaldado por las altas concentracio-
nes encontradas de elementos como Fe, Ca y K. Sin embargo,
como se menciond anteriormente, deben realizarse estudios de
biodisponibilidad para determinar su eficacia.
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Coneclusiones v recomendaciones

a. Existen diferencias respecto a las caracteristicas morfoldgicas

de los especimenes de S. domingensis. Estas diferencias se
presentan tanto en hojas, como en tallo ¥ rizoma.

b, Los especimenes provenientes de la Feoparcela El Cacaolal
son diferentes morfolégicamente a los especimenes de la Fin-
ca Sabana Grande. Estas diferencins pueden deberse a facto-
res ambientales, origen y edad de los especimenes o al tipo de
manejo que cada grupo recibe.

¢. Existen diferencias respecto al contenido mineral v sus con-
centraciones en los especimenes evaluados individualmente,
no ast en los datos promedio obtenidos por localidad, en don-
de las concentraciones {(ppm) son similares.

d. Por el alto contenido (ppm) de K, Ca, Cu y Zn presente en
rizoma, hojas y tallo; asi como de Cr y Fe presente solaniente
en hojas v tallo; S. domingensis es una planta potencial para
ser utilizada como nutracéutico o suplemento alimenticio.

e. Para proximos estudios de caracterizacion morfolégica de la
especie 8. domingensis, se recomienda utilizar deseriptores
sepurados para las hojas de la base de la rama v de las hojas
de la rama.

[ Se recomienda realizar estudios de caracierizacién morfologica
que incluyan foctores genélicos, onlogenéticas, ambieniales v
diferentes fases de crecimiento v desarrollo de la especie.

g Se recomienda incluir la variable sexo dentro del estudio, dado
a que la especie S. domingensis es dioica, pudiendo este fae-
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h.

=

tor influir en las caracteristicas morfolégicas v quimicas del
rizoma v follaje.

Se recomienda hacer estudios de biodisponibilidad de K, Ca,
Fe, Cr, Cu y Zn en 5. domingensis para evaluar su wso poten-
cial como nulracéulico. Asimismo, se recomienda realizar mas
estudios sobre la toxicidad del rizoma y estudios sobre la toxi-
cidad de hojas y tallo, para evaluar la seguridad en el uso de
la especie como alimento.

Se recomienda hacer estudios de contenido mineral de rizo-
ma y follaje de 5. donmingensis, utilizando una curva de cali-
bracion con mayor niimero de minerales, para poder evaluar
la presencia de otros micronutrientes importantes en la nu-
tricion humana,
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Figura 1. Cluster de informacién cuantitativa de especimenes de 5.
domingensis
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Cuadro 1. Contenido mineral (ppm) en rizoma de especimenes de S,

domingensis
Muestra K Ca Mn| Fe Co | Ni | Cu | Zn | Rb 1 Sr
Rizoma 1 3921 2650 i 45 o | 36 i1 (i) g | o
Rizoma 2 | 2904 2450 |0 |91 | 0 |175| 355 |0 |s |o
Rizoma 3 3405 | 4330 i a7 2oz | 0 a f I76 | & |
Rizoma 4 3546 | 4223 I67 188 | 82 ] 45 159 !- 0 |
Rizoma & 4604 | 9532 (7} 45 11 37 T ] ]
Rizoma 6 4279 | 8113 118 o 71 102 a i
Rizoma 7 | 3830 | 3589 a7 | 831 73 | &2 114 | 68 134 | 0
Rizama &8 143107 | 29702 | 11 | 112 15 (I} a 74 2685 | 0
Rizoma % 11395 12863 | 42 | 394 ] 100 | 149 | 23 ] &
Rizomal0 | 39585 | 8562 15 | 177 a 0 o a7 53 ]
Rizomall | 3278 G52 i) 91 i) a5 iy | &6 52 ]
Rizomal2 | 37459 | 3478 | 8 143 | 0 ar I 83 | 0 d
Rizomald | 3579 3268 o 7o o 38 T 14 a {
HRizomald | 4213 | 9388 a3 | 224 o 154 | @ i i) ]
Rizomals | 2409 | 2317 | O &3 | 0 a4 08| 62 | 52 | 0
Rizomalf | 1509 1561 ] 141 28 [ i i i 227
Rizomal? | 7834 | 25656 | 25 | 152 i 47 s | a i 107
Rizamols | 21618 39772 | 0 165 | @ &2 27| 137 0 J35
Rizomal9 | 72 204 |0 | 362| 0 | 349 | 461| 108| 511 0

i Rizema2i 2978 2184 i i< i ] &1 42 i i |
D. estandar 4939 Iode4 | 14 | 100 i} &0 02| 41 30| 59 !
Min 72 204 0 | 43 { a i il ] g |
Maox 21618 39772 | 42| 394 202 349 | 461 137 | 511 33_Di
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Cuadro 2. Cantenido mineral (ppm) en hojas de especimenes de 5, domingensis

i

[P T
ZI‘Ith

."r'Inl::i-'i,rn: Ca Cr | Mn Fe | Co | Ni | T Sr
Fojul | t1gst . ient| o 2% | psz | 1| g i j oo
{loja fis s | ey i T 15 1 7] fos T
Hejad T TR i 3 ! i oLy I i i 19 [ |
Hapad 43214 L 10 15 it il : ads- | 112 | ¢ 124
Hajni | 9280 | 23208 | 0 63 | 628 | 0 | &g | il i | i
Hujuf | 7621 | emir| 0 | o | ar | o0 | w6 |1r0 20| 73] g
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Cuadro 3. Costenidoe mineral (ppm) en telle de -'.ﬂ.l'-l’l"fﬂ1r‘-f|ﬂ.'\.‘ de S, domingensis
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Cuadro 4. Resumen del contenido mineral de talln, foja v rizema
5. demingensis {en ppm)

1"I]r:|:11r:m.wI K Ca l L8 Mn | Fe | Co | Ni | in Rh . =
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ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO IN
VITRO DE HIERBA LUISA, ALOYSIA
TRIPHYLLA (LHERRIT) BRITT

Maria A. Ordonesz M.*
Carolina Rosales®*
Domingo Amador®+%

RESUMEN

Con el fin de lograr el estoblecimienio del cultivo in vitro de Alay-
sta friphylla, se evaluaron diferentes métodos de desinfeccion su-
perficid para los explantes, combinande etancl al 70% con h ipa-
clorito de sodio en concentraciones de 1 al 2% v tiempos de inmer-
sign de 5a 15 minutos. Se utilizaron como explantes segmentos
untnodales y trozos de ldmina foliar, provenientes de plantas cul-
| fivadas en el campo.

Los explanies se sembraron en el medio Murashige v Skoog (1962)
diluide a la mitad, suplementado con sacarvsa al 3%, phytagel 2
g/l acidacitricoa 100 mg/1, bencilaminopurina (0.10 mg/!) v deido
naftalenacético (0.05 mg /). Los explanies fueron incubados a una
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temperatura de 24 = 2°C y 16 h de fotoperiode a una intensidad
luminica de 1000 lux.

El hipoclorito de sodio (NaOCI) no logré controlar los microorga-
nismos contaminanies en los explantes nodales, obteniendo por-
centajes muy elevados de contaminacion (de 88a 100%). Sinem-
bargo, en los explantes foliares si se logrd reducir la contamina-
cidn, obteniendo el menor porcentaje de contaminacidn (44%) al
utilizar NaOCl al 2% por 5 minutos.

El mejor tipo de explante para establecer el culiivo in vitro de A.
triphylia fueron los trozos de Idmina foliar, ne sélo por la obten-
cidn de explantes asépticos, sino también por laviabilidad de los
mismos, ya que todos los explantes asépticos ind wjeron la forma-
cidn de callo abundante. De tal forma que el mejor método de
desinfeccidn para los segmentos foliares fue al utilizar NaOCl al
1.5% por 15 minutos.

Los resultados del presente trabajo demuestran la posibilidad de
iniciar el cultive in vitro de A triphylla a partir de segmentos
foliares, como explantes, como primer paso para su micropropaga-
cidn,

Palabras claves: Aloysia triphylia, esiablecimiento in vitro, seg-
mento nodal, trozos de lamina foliar, viabilidad.

In Vitro culture establishment of Hierba Luisa, Aloyvsia
triphylla (L 'Herrit) Britt

Maria A, Orddre= M J4! _ Caralinag Rosales MSA2 5Pl -"H,{_":J I
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ABSTRACT

T'o improve in vitro establishment of Aloyvsia triphylla, different
miethods of superficial disinfection were evalualed, combining 70%
ethanol with sodium hypochlorite at concentrations from 1o 2%
and immersion tines from 5 to 10 min, Nodal and foliar seaments
were used as explants, which came from adull field grown plants.

Explants were seeded in Murashige and Skoog (1962) media diluted
to half and supplemented with 3% saccharosse, 2g/| phytagel, 100
mg/lcitricacid, 0.10mg/1 Bendilaminapurine and 0.05 mg /| nafta-
lenic acid, Explants were incubated at a temperature of 24 = 2°C
and a 16 hours photoperiod to a luminance intensity of 1000 lux.

Sodiuwm Hypaclorite (NaQC) did not manage to conirol confami-
nating microorganisms in the nodal explants, obtaining o very
elevaled percentage of contamination (from 89 to 100%). Never-
theless, in foliar explants it managed (o reduce contamination,
obtaining the lowest confamination percentage (44%) by using 2%
NaQCI for 5 minutes. The best kind of A. triphylla explant to
establish in vitro were the pieces of foliar lamina, not only by the
oblaining of aseptic explants, but also by their viability, since all
the aseptic explanis tnduced the formation of abundant callus.
Then, the best method of disinfection for the foliar segments was
using 1.5% NaOC! for 15 min. The resulls of the present work
demonsirate the possibility of initiating the in vitro culture of A.
triphylla from foliar segnients, as explants, as the first step forits
propagation,

Key words: Aloysia triphylla, in vitro establishment, nodal seg-
ment, foltar lamina segments, viability.
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INTRODUCCION

a Aloysia triphylla, conocida comiunmente como Hierba

Lutsa, es una planta nativa de Sur América, originaria de

la region montanosa de Argentina, Chile y Perti. En Gua-

temala se ha adaptado al clima templado del Altiplano
Central, encontrdandose cultivada principalmente en huertos fa-
miliares (Cidceres, 1996).

Esta especie es de importancia terapéulica, por su accién carmi-
nativa, digestiva, espasmolitica, estimulante, estomdquica, expec-
torante, febrifuga, pectoral, sedante, sudorifica v emenagoga.
Astmismo, se ultliza en la industria alimenticia, cosmética y de
perfumerta, principalmente por su agradable aroma, conocido
coma Lemon Verbena y bastanie codiciado en el ambito de los
acetles esenciales (Cdceres, 1996; Dellacassa, 2003).

El método para su propagacian mas eficiente es a lravés de es-
quejes, pues su multiplicacion por semillos es casi nula, En su
Iugar de origen se logran buenos resultades propagandola por
medio de divisidn de matas, acodos, o estacas (Herbotecnia,
2005). Sin embargo, en nuestro pais se han realizado algunos
ensayos preliminares para lograr su mulliplicacion, pero el por-
cenlaje de pegue por estacas es bastante bajo, a pesar de los
eafuerzos realizados por aumentar el enraizamiento de las es-
tacas idilizando acide indol butirico (IBA) al 2%, (Orellana, 2005;
Martinez, 2005).

Ll cullive de teitdos vegetales aborea un srupn de téenicos oue
o £ 1 i

consisten en aislar y cultivar efertas paries de la plani

{1 rzf..';.:lfc':a.'-
) como ceéllas, tejidos v drpanos y proporcionarles condiciones
te) com lilas, te ¥ drg ¥ !

fisicas y quimicas artificiales para que expresen su capacidad
morfogenética, ¢s asi que ¢l cultivo in vilro, es una herramiento
biotecnoldgica que se basa en el principio de la fotipotencialidad
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celular para obtener grandes cantidades de individuos en un tiem-

po menor que el que se requeriria naturalmente (Rosell et al.
1990).

Conociendo los inconvenientes de su propagacién convencional
en Guatemala, el presente trabajo plantea la opcidn de emplear
la téenica del cultivo de tejidos vegetales, coma una alternati-
va viable para iniciar la propagacion de la Hierba Luisa. Sin
embargo, hay que reconocer que previo a la micropropagacion
de una especie, ¢s necesario como primera etapda, establecer
su cultivo, considerando ciertos aspectos, como el tipo de ex-
plante, el método de desinfeccién, medio de cultive y las con-
diciones ambientales de incubacidn.

Para lograr el establecimiento in vitro de Hierba Luisa se eva-
luaron dos tipos de explantes a partir de plantas cultivadas en
el campo, segmentos uninodales y trozos de lamina foliar, asi
conmo diferentes métodos de desinfeccion combinando etanol al
70% e hipoclorito de sodio a varias concentraciones, para deter-
minar qué tipo de explante inicial respondia mejor al cultivo in
vitro v con cudl tratamiento se obtenia el menor porcentaje de
contaminacién de los explantes inoculados. Este trabajo consti-
tuye una accién preliminar que permitirg la micropropagacion
de Hierba Luisa en invesfigaciones fufuras.

Materiales y Métodos

Para desarrollar la fase de establecimiento del cultivo tn vi-
tro de Aloysia triphylla, el estudio se dividié en dos fases: a)
el ensayo preliminar de la siembra de los explantes en un
medio basal para determinar su respuesta al cultivo bajo con-
diciones controladas v b) la fase de iniciacién de los explan-
tes, propiamente, la etapa de establecimiento del cultivo in
vrdra.
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Fase I Ensayo preliminar

Las ramas jovenes de plantas provenientes de campo se tras-
ladaron al laboratorio para su desinfeccion en la cdmara de
flujo laminar. Inicialmente se sumergieron en aleohol al 70%
por 30 segundos, luego en una disolucion de cloro comercial al
30% (1.5% de ingrediente activo NaOCI) por 15 minutos, nue-
vamente en alcohol al 70% por 10 segundos v posteriormente
se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril.

Los dos tipos de explantes; segmentos nodales ¥ poreign de ld-
mina foliar, se sembraron por separado en tuhos de cultivo de
252150 mm contentendo 100 mi del medio de cultivo Murashige v
Skoog (1962). Incubados a 24+ 2 °C y 16 h de fotoperiodo a una
intensidad luminica de 1000 lux para determinar el porcentaje
de eontaminacién.

Fase Il Establecimiento del cultivo
in vitro de Alovsia triphyvila

Considerando que el material vegetal para obtener los explan-
tes provenia de plantas donantes que erecen directamente en el
campo expuestas a plagas, enfermedades, polvo v otros agenles,
sin ningtin lipo de control ambiental (Ramirez, et al. 1997) y
comprobdandose notablemente la presencia de MICTOOrganismos
contaminanies en el ensavo preliminar, se decidid aplicar un
pretratamiento a las plantas madre con un fungicida v un bacte-
ricida sistémico durante 6 semanas previo a la realizacién de la
fase de establecimiento in vitro con un intervalo de aplicacion
de (res dias. Para ello se utilizé como bactericida el sulfato de
estreptomicing y oxitetraciclinag Agrimicyn WP 16.5% ¥ cono
fungicida el methil-I-(hutilearbamoy)-2-benzimidazolecarbama to
Benomyl WP 50%, en concentraciones de 0.75 g/l (0.075%) v 0.5
g/l (0.05%) respectivamente (Crus, 2004).

—B—
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Seleceion del tipo de explante

Se probd iniciar el cultivo de tejidos de A, triphylla con la siem-
bra de segmentos uninodales, explantes utilizados en la propa-
gacién in vitro de otras especies del género Aloysia y en otras
especies vegetales (Ramirez, et al., 1997; Villalobos, et al. 1999;
Ramirez-Villalobos, 2002; Passera, et al., 19599), ya que éstos con-
tienen las vemas axilares, (tejido meristematico) que pueden
inducir una brotacion multiple como respuesta morfogenética a
la accién de reguladores de crecimiento; como también, con la
siembra de trozos de lamina foliar (Luna, et al. 2005; Contreras,
el al., 2005) que puede dar lugar a nuevas plantas por organo-
génsis direcla o indirecta, si se encuentra la combinacion ade-
cuada de citocininas y auxinas.

Colecta del material vegetal

Las ramas jovenes Hierba Luisa provenientes de campo se intro-
dujeron en una solucién de Benomyl WP 50% + Agrimicyn 16.5%
v antioxidanies (deido citrico 0.4% + deido ascdrbico 0.2%) para
su trasladado al laboratorio, donde se colocaron a una tempera-
tura de 5 °C por 8 horas para luego proseguir con la desinfeccidn
(Cruz, 2004).

Desinfeccion del material vegetal

El proceso de desinfeccion para obfener ambos tipos de explan-
tes consistio en sumergir el tejido vegetal en alcohol al 70% por
30 segundos, luego en la solucion de hipocloriio de sodio a tres
concentraciones (1, 1.5 v 2% de NaOCl) y tres tiempos de exposi-
cion (5, 10 y 15 minutos) diferentes, nuevamente en alcohol al
70% por 10 segundos, realizar tres enjuagues con agua destilada
estéril v colocar el tejido en dcido citrico a 110 mg/!l para su poste-
rior diseccion.
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Diseccion v siembra de los explantes

Los segmentos nodales, de 1.5 a 2 em de longitud v los trozos de
lamina foliar de £ a 5 mm de tamaiis, se sembraron en tubos de
cultive (150 mm x 25 mm) con 10 ml de medio nutritive de Muras-
hige v Skoog (1962) diluido a la mitad, suplementado con sacaro-
sa al 3%, Phytagel 2 g/1, acido citrico a 100 mg/1, bencilaminopuri-
na (0.10 mg/t) y dacido naflalenacético (0.05 mg/l). Los explantes
fueron incubados a 24= 2 °C y 16 h de fotoperiodo a una intensi-

dad luminica de 1000 lux.

Tratamientos v variables de estudio

Para cada tipo de explante se evaluaron nueve tratamientos de
desinfeccion, combinando alcohol al 70% v una solucién de Na()-
Cl en diferentes concentraciones y tHempos de exposicién, ver

cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos de desinfeccion evaluados

[ : ; i
| Tratamiento ! % NaQOCI (concentracion

Tiempo de inmersion

ingrediente activo) {minutos)
1 i i 5
g i 11
3 1 13
4 1.4 a
a L5 I
i 15 g
1 ? 5
8 E b1}
5 2 15
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La unidad experimental consistio en un tubo de cultive de 25 x 151
mm, con 10 ml del medio de cultive Murashige v Skoog (1962) adi-
cionado con (LI0 mg/lde BAP v (005 mzs/1 de ANA, donde se sembrd
el explante. El total de unidades experimentales por tipo de ex-
plante (segmento nodal ¥ de Iimina foliar) fue de 81 unidades; pro-
ducto de los nueve {ratamientos v nueve repeticiones.

Las variables de estudio fueron porcentaje de explantes conta-
minados con hongos y bacterias luege de dos semanas de ino-
culacion bajo condiciones ambientales controladas. Ast tam-
bién, se observd si los explantes se oxidaban o presentaban al-
guna toxicidad al métedo de desinfeccion evaluado, Debido a
que el medio de cultivo estaba adicionado con regulaodores del
crecimiento (BAP y ANA), los explantes asépticos se mantu-
vieran en el medio de cultivo por 30 dias para observar su res-
puesta morfogenética (viabilidad). Se evaliio la formacion de
callo con la siguiente escala de niveles de crecimienlo por apre-
ctacion viswal: a) Muy abundante: crecimiento en todo el tefi-
do, b) Abundante: crecimiento en extremos de la nervadura
central v en orillas del explante, ¢) Poca: crecimiento en extre-
mos de nervadura ceniral vy d) Muy poca: erecimiento en extre-
mos de la nervadura central.

Resultados v discusién

Fase | Ensavo preliminar .

Los resultados obienidos al realizar el ensayo preliminar para
el establecimiento in vitro de Alovsia triphylla fueron entre el
95 v 100% de contaminacion, para ambos tipos de explantes, de-
mostrando la necesidad de aplicar un pretratomienio cultural a
las plantas donantes; por lo que éstas fueron sometidas a un
tratamiento con un fungicida v bactericida sistémico, previo a
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la obtencidn de los explantes. Esta practica agrotecnoldgicea lo-
gré reducir el porcentaje de contaminacion de ambos lipos de
explantes, segmentos nodales Y trozos de ldmina foliar. Sugi-
riendo que el preiralamiento es esencial, como paso de ruting
al iniciar el cultivo in vitro de la Hierba Luisa a partiy de plan-
tas de campo.

Fase I Establecimiento del cultivo
in vitro de Alovsia triphvlla

Los datos de contaminacién se tomaron a los 15 dias después
de haber realizado la siembra de los explantes. A pesar Flie
ambos explantes provenian de plantas cultivadas en el campo,
el efecto del agente de desinfeccion, el NaOCl, fue diferente
para cada tipo de explante, reflejandose en los porcentajes de
contaminacion obtenidos. El hipoclorito de sodie utilizado en
las concentraciones de I, 1.5 y 2% en liempos de inmersién de
2 a 15 minutos no logré controlar la contaminacidn de los seg-
mentos nodales, ya que los porcentajes de contaminacion prin-
cipalmente por hongos fueron bastante elevados, (ver cuadr
2). Resultados de mayor efectividad se lograron en los explan-
tes foliares, ya que en este caso el NaOCI resulté un buen agente
de desinfeccién, ya que disminuyé el crecimiento de microor-
ganismos contaminanies, obteniéndose menores porceniajes de
contaminacion (ver cuadro 3). Esta diferencia en cuanto al efecto
del NaOCI, siendo mds efectivo para los explantes foliares, pudo
deberse a la morfologia de los organos de donde provienen los
explantes, ya que en los segmentos de tallo, la unién del pe-
ciolo a éste, puede favorecer que los mieroorganismos contq-
minanles no sean fdacilmente removidos, permaneciendo bie-
terias, esporas de hongos u olros en la superficie, los que al
encontrarse en un medio dptimo, proliferan.

: —&
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En el caso de los sesmentos nodales no se pudo establecer un
métado de desinfeceion efective, ya gque en todos los trala-
mientos el porcentaje de contaminacion estuvo enfre el §9 v
el 100%. Mientras gue, para los irozos de lamina foliar el
mejor método de desinfeccion fue el tratamiento con NaOCI
al 2% por 5 minulos, con un 44% de conlaminacion, seguido
en efectividad por los tratamientos, con NaOCI al 1% por 10
minutos ¥y NaOCI al 1.5% por 15 minutos, ambaos con un 6%,
{ver cuadro 3).

Cuadro 2. Efecto de los métodos de desinfeccién sobre el es-
tablecimiento aséptico de segmentos nodales de Aloysia iri-
phylia, 15 dias después de la siembra in vitro.

No.de Explantes contaminados
Tratamiento| “%WNaQCl f tiempo Par Por %
bactering hongos Total | Contaminacidn
I 1%/ 5min. a & | 1k .|
2 | 1% / 10 min, & & 89
a 1%/ 15 min. g9 I 100
4 L.53% / §min, a 9 . 100
[ 4 | 13%/10min ] 3 9 | 100
fi | 1.5% / 13 min. g & &9
T | 2%/ 5min. g 9 | o
& | 2% / I0min. | 1 7 & &84 '
| 9 |2%/Lmin._ | 4 5 7 100

Fiente: Datos de laboratorio abtenidos en el presente estudio.
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Cuadro 3. Efecto de los métodos de desinfeccion sobre el esta-
blecimiento aséptico de segmentos de lémina foliar de Aloysia
triphylla, 15 dias después de la siembra in vitro.

] No.de Explanies contaminados |
Tratamiento | %NaQCL { tiempo Por Par % |
bacterias hongos Total | Contaminacion
I 1% /£ S min. & & &9
2 1/ 10 min. 5 5 51
3 1%/ 15 min., 1 7 8 | &9
d 1.5% / 5§ min. &8 & &85
3 1.5% / 10 min, i i 7 7
f L3% / 15 min. 5] z 5 56
7 2% / 5 min, 2 2 4 44
& 2%/ 10 min. o 4 & 54
9 2% / 15 min. 3 4 7 s

Fuente: Datos de laboratorio obtenidos en el presente estudio,

Como se puede observar en los cuadros anleriores, la contaminag-
cién en ambos tipos de explantes fue principalmente por hongos
¥ en menor cantidad por bacterias.

A pesar que no se logré eliminar completamente los microorga-
nisnos contaminantes con los medios de desinfeccion evaluados,
un 4% de los explantes nodales vy un 26% de los foliares permane-
cieron libres de contaminacion. Dichos explantes no mostraron
mayores sintomas de oxidacién ni de toxicidad por el NaQCl; cons-
tituyéndose material vegetal posible para iniciar el cultivo in vi-
tro de la A. triphylla.

En varios estudios realizades para el establecimiento de culti-

vos in vitro se han utilizado segmentos nodales como explan-
tes; sin embargo, también la mayoria de éstos reportan proble-

@
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mas de elevada contaminacidn al oblener los explantes de plan-
tas de campo. El elevado porcentaje de conlaminacion del moa-
terial vegetal, es comiun en varias especies, lales como en la
Psidium guajava (80%), Sechium edule (85%) Ilex paragia-
rienses (75%) vy Pteris crefica (90%) (Ramirez-Villalobos, et
al., 2002).

Resultados similares o los observados en el presente eslu-
dio con los segmentos nodales de Hierba Luisa, se reporian
para Annona muricata, donde la desinfeccion superficial con
NaOCl no permilio el establecimiento aséptico del cultivo
in vitro (Ramirez-Villalobos, el al., 2002). Por otro lado, el
hipoclorito de calcio resullé mds eficiente que el hipoclori-
lo de sodio al 5.25% en el control de la contaminacion de los
segmentos nodales de guayaba, aunqgue éste afects la viabi-
lidad de los explantes (Ramirez, 1997). En ese mismo estu-
dio con anona, se concluye que las condiciones de cultivo de
la planta progenitora afectan el cultive asépiico de los ex-
plantes, situacidn que también se evidencia en el caso de
Aloysia triphylla, ya que en el estudio de Tarrago et al.
(2001), no se reportan mayores problemas de contaminacion
inicial, al obtener segmenlos uninodales de planias que cre-
cen en condiciones de invernadero., De igual forma, otro
estudio reporta que la desinfeccion de los segmentos de ta-
lo de Aloysia polystachya provenientes de plantas de in-
vernadero, con NaOCI al 1.2 % por 15 minutos, permitio el
establecimiento del cullivo in vitro (Contreras, et al., 2005),
dicho métado de desinfeccion es parecido al tratamiento con
NaOC! al 1.5% por 15 minutos evaluado en el presente estu-
dio,

Segiin los resultados oblenidos, el mejor explante para el esta-
blecimiento del cultivo in vitro de la Hierba Luisa, lo constitu-

. - -
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ven los trozos de liniina foliar; no sélo por el maver mimero de
explantes aséplicos, sino también por la viabilidad de éstos.
Ya que parva iniciar el cullive de una especie, es necesario un
método de desinfeccion que controle la contaminacion, peroe
que no afecte la viabilidad de los explantes, es decir, gue éstos
mantengan su polencial 1nirinseco de responder al efecto in-
ductor de los reguladores del crecimiento (Rumirez-Villalobas,
2002). En este sentido, el tratamiento con los mejores resulla-
das para los explantes foliares, fue al utilizar NaOC! al 1.5%
por 15 minulos, con el cual se logré un 56% de contaminacién y
la respuesta de todos sus explantes con la formacion abundan-
te de callo. Igual poreentaje de contaminacion se logré con el
tratamiento con NaOCI al 1% por 10 minutos, pero en este caso,
salo la mitad de sus explantes fueron viables, con muy poca
formacion de callo. A pesar que el menor porceniaje de conta-
minacion se logro al desinfectar los explantes con NaOCl al
2% por 5 minutos (44%), la respuesta morfogenética fue esca-
sa y segiin datos en anona, el NaOCl al 2% redujo la viabilidad
de los explantes, posiblemente debido a un efecto téxico (Ra-
mirez-Villalobos, 2002).

La oxidacion no fue un problema de importancia en el estableci-
niento del cullivo de A. triphvlla, en ninguno se detectd exuda-
cion de compuestos fendlicos en el medio de cultivo v a pesar
que algunos explantes se obscurecieron, ain asi permanecieron
viables. El empleo de antioxidantes, como el deido citrico y dei-
do ascérbico en la solucidn transportadora v el uso de deido ci-
trico antes de la siembra de los explantes, con seguridad i nflu-
yeron en tal condicion.,

La respuesta observada, tanto en los segmentos nodales como
en los trozos de lamina foliar, fue lu formacion de callo fteji-
do desorganizado) de color verde v de consistencia conprreto.
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Sin embargo, como se observa en el cuadro 3, no lodos

explantes respondieron al efecto de la auxtna + citocining
De los tres explantes nodales aséplicos logrades, solo el de
tratamiento con NaOC! al 1% por 10 min, respondio con for-
macion de callo en las ires yemas axilares (ver figura 1) y d
los 21 explantes foliares obienidos, 13 de ellos (62%) fornia-
ran callo, localizado en los extremos de la nervadura centrai,

Cuadro. 3. Explantes de A. triphylla no contaminados y su res
puesia morfogenética, a los 30 dias de su stembra in vitro

I Explantes astpticos . Hespuesta morfogenética
Tratamiente | *:NaOCI/ tiempo Tipn Cantidad {formacion calla)
| 1 1% / & min Faliar I i
2 1%/ 10 min S 4 50
Nodal 1 100
3 1%/ 15 min Faliar I ]
4 1.5% /4 amin Foliar i 100
5 1.5% / 10min | Foliar 2 100
6 1.5% / 15 min | Toliar 4 100
| Nodal 1 1]
g 5% / Amin Faliar 5 &0
8 2% / 10min | FOBAr 1 ¢
Nolenl 1
4 29 /4 15 min Foliar | 8

Fuente: Datos de laboralorio obfenidos en el presente esludio.

A pesar que en algunos explantes se observd la decoloracion de
las orillas del tejido, esto no inhibié la formacion de callo en la
nervadura central del trozo de lamina foliar.

ek
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Al utilizar la escala de niveles de erecimiento del callo para los
explantes foliares, se encontré gue en el explante tratado con
NaOCl al 1.5% por 5 minutos el callo fue muy abundante, exten-
dido en todo el tejido (ver figura 2); para los cuatro explantes del
tratamiento con NaOCI al 1.5% por 15 minutos el callo fite abun-
dante (ver figura 3): en los explantes desinfectados con NaOC! ai
L.5% por 10 minutos v con NaOCI al 2% por & minulos la forma-
cion de callo fue poca (ver figura 4) ¥ se obfuvo m uy poco callo en
los explantes tratados con NaOCI al 1% por 10 minutos.

sy

Figura 1. Explante nodal con formacidn Figura 2. Explante foliar con

de callo en lus yemas axilares, formacion muy abundante de calla,
tratamients 2. (Foto A, Orddies), tratamicnto 4, (Foio A, Orddies),

il e

2 S o

Figura 3. Explante foliar con Figura 4. Explante foliar con poca
formacion abundante de calls, formacidn de callo, tratamiento 7.
tratamiento 6. (Foio A. Ordées). (Foto A Ordéfinz),

-
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En cuanto a la respuesia morfogendiica de los explantes de A.
triphylla, lo fermacidn de callo se debid a las conceniraciones de
bencilaminopuring, BAP, (0.1 mg/!) v detdo naflalenacético, ANA,
(0.05 meg/l) empleadas. La formacidn de calle en el explanie nadeal
se observo, como es comun, en las yemas axilares, pues es alli
donde se localiza el tejido meristematico que responde al efecto
inductor de los reguladores de erecimiento (Rosell, et al. 1380;
Roca et al., 1991). Sin embargo, en otro estudio al wtilizar el mis-
mao tipo de explante se logrd la formacidn de brotes, al sembrar-
los en el medio Murashige y Skoog diluido a ' con KNO,/NH NQ,

Y4 sin reguladores de crecimiento {Tarrago, ef al., 2001).

En el caso de los explantes foliares, el crecimiento de callo se
observd en los extremos de la nervadura central, posiblemente
por ser la hojo una extension del tallo se encueniren células
meristemdlicas de origen cambial o bien, porque el tejido
parenquimalico se torna meristematico algunas veces (Raven, et
aql. 1999), de tal forma de promover la formacién de callo al ser
inducido por la citocining vy auxinag. Hstos resuliados estan apo-
vados por otro estudio en Alovsia polystachya, donde se obtuvie-
ron los mejores resultados de formacion de brotes a paritr de
trozos de ldmina foliar sembrados en el medio de cultivo de
Sansberro y Mroginski (1995) adicionado con ANA (0.1 mg/l) v
BAP (0.1 mg/l) (Contreras, et al., 2005). También al utilizar tro-
zos de lamina foliar de la especie Pluchea sagittalis se logré la
formaciin de brotes al adicionar el medio de cultive ANA (0.1 mg/
L) v BAP (0.5 mg/l) (Luna, et al., 2005); estos resultados indican
que la concentracion de los reguladores del crecimiento delermi-
nan la respuesta morfogenética del explante.

Considerando los datos de contaminacién y de viabilidad de los
explantes de Hierba Luisa, se demuestra que es posible lograr el
establecimiento del cultivo in vitro de esia especie, siendo los
irozos de ldmina foliar, el mejor tipo de explante para tal fin.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

« El mejor método de desinfeccion con el cual se logré el estable-
cimiento del cultive in vitro de Aloysia triphylla a partir de
segmentos foliares fue al wtilizar NaOCI al 1.5% por 15 minu-
los,

» Los trozos de ldmina foliar constituyen el mejor explante ini-
cial para el establecimiento del cullivo in vitro de Aloysia
triphylla, ya que iodos los explanies foliares asépticos indu-
Jeron la formacidn de eallo abundanie.

« Las condiciones de cultive de la planta progenilora influven en
el establecimiento in vitro de los explantes, por lo que es nece-
sario su pretratamiento con fungicida v bactericida previo a la
abtencidn de los explantes,

« El hipocloriio de sodio, no logré controlar los microorganis-
mos contaminantes de los segmentos nodales, ya que los por-
centajes de contaminacién fueron bastante elevados.

= El porcentaje de contaminacion para cada tipo de explante, fue
diferente, obteniéndose menor porcentaje con los segmentos
de lamina foliar.

» Se recomienda evaluar el uso de otros agentes de desinfeccion
o el uso de antibidticos en el medio de cultivo y/o antes de la
siembra de los segmenios nodales, para controlar los microor-
ganiamos contaminanies.

+ Se recomienda aplicar un pre-tratamiento a las plantas
progenitoras, utilizando mayeres concentraciones de fungici-
da y bactericida, como accidn para reducir el porcentaje de con-
taminacion.
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+ Se recomiienda continuar con los estudios, evaluando olras com-
binaciones de ANA v BAP para la obtencién de brotes. tanlo en
segmentos nodales como en (rozos de lamina foliar
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EVALUACION CLINICA DE LA
EFECTIVIDAD DE VALERIANA
PRIONOPHYLLA COMO
INDUCTORA DEL SUENO

Elda C. Cruz*
Gilda R, Gamer*®
Muarine Barrientos* =+

RESUMEN

Elinsomnio, patologia que afecta al 10 % de la poblacidn mundial,
consiste en nuna incapacidad prolongada para dormir adecuada-
miente, o despertar por la noche v tener problemaos para volver o
dormir, Hoce afios anmentd o tendencia de traiomientos alterna-
fivos como técnicas de relojocion v fitolerapia para esta patologio.
En Guatemeala existe la Valeriana. prionophylla, que tiene meta-
bolitos actives con propiedades inductoras del suefio stimilares a V.
officinalis, con la ventajo de ser nativa, En este esludio se compa-
ri la efectividod en la induceidn del suefio de V. prionophyllio con-
tra una técnica de relojacion. Se estudioron 32 pacientes, pero se
concluyd con 28, 21 mujeres v Thombres, administrandoles tiniu- |
ra 150500 mg)de V. prionophylla, n hara antes de acostarse

*Fae. Clencias Médicos.
** Feepela de Nutriceon Foc, CC.QG. » Farmacur.
**=Far, de Agronomia,
Revisora: Licda, Olga Lefieia Mena.
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durante I4dias. Posteriormente los mismos pacientes practice-
ron una téenica de relajacion por una semana, v completaron un
cuestionario diariamente como control de su evolucion. Los resul-
tados fueron analizados con ANDEVA, Prueba de Duncan de ren-
gos miiltiples, con una significancia de 0.05, se evideneiaron dife- '
rencias significativas (p=0.0001), indicando que V. prionaphyvila
fue mds efectiva que la relajaciin en disminuir la etapa de laten-
cia del suefio, el niimero de veces de despertar durante la noche,
¥ mejorar calidad del suefio,

Palabras clave: Insomnio, tiempo que tarda en conciliar el sue-
, Ao, nimero de veces que se despierta.

ABSTRACT

Insomnia affects 10% to the World population. It is defined as
long time difficulty to get the satisfactory sleeping time. Since
some years ago, the alternative therapies have increased in the
treatment of this type of pathologies (fitotherapy, relaxing techni-
ques), In Guatemala there is a very well known Valeriana priota-
! phylla," which has active metabolites with sleeping induction pro-
perties, similar to the Valeriana . officinalis, but with the greatl
advantage of being a native plant. This study compare the effica-
| cy of V. prionophylla vrs a relaxing technigue as sleeping induce-
tors, 32 individuals were included, 4 of them left the study, then
the conclusions are based on 28 patients, 21 women and T men.
They were administered with 1:5 (500 mg) of V. prionophylla one
hour before to their bed time during 14days, after this trealment
and during one week the patients by their self used a relaxing
technique, all the patients auto applied a questionnaire during

-



Evaluaciin clinica de la efectividad de Valeriana prionophylla, .

every day answering topics related with the evolution of the in-
sommnia problem. The results were analyzed using ANDEVA and
Dunean’s test to the multiply ranges, with 0.05 alfa, they shown
statistical differences (p=0.0001), meaning that V. prionophyila
was strongly more effective in the insommnia treatment than the
relaxing technique, decreasing the sleeping latency phase, decrea-
sing number of wake up periods at night and an inerement in the
auality of the sleeping period.
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INTRODUCCION

| insomnio puede ser temporal, ocasional o erénico: afecta

gran parte de la poblacion mundial, en donde ge reporta

una incideneia de una de cada diez personas, En Guate-
mala no se cuenta con estadisticas acerca de la frecuencia del in-
somnio pero en la practica clinica éste es motivo de consulta fre-
cuente,

Para su tratamiento se han utilizado diversas terapéuticas, tales
como: técnicas de relajacidn, en las que se realizan ejercicios men-
tales que relajan grupos musculares siguiendo un orden determi-
nado que inducen al suefio; otras terapias como acupuntura, cam-
bios del estilo de vida v medicamentos derivados de las benzodia-
cepinas, barbitiricos, meprobamato, buspirona, ete., cuyo uso lle-
va a la dependencia fisica o psicolégica por lo que es peligroso y
no es justificado a largo plazo.

Otro recurso terapéutico es el uso de plantas medicinales. algu-
nas casas farmacéuticas fabrican medicamentos que tienen prin-
cipios activos con actividad inductora del suefio, entre ellas:
Valeriana officinalis, con el inconveniente de ser cultivada en
Europa, Asia, y Norte América, por lo que se tiene que impor-
tar, mientras que Valeriana prionophylla que es una planta
nativa de Guatemala, a la que en estudios de laboratorio se le
ha demostrado componentes activos con propiedad de indueir
el suefio, similares a V. officinalis como lo son el dcido valeré-
nico y los valepotriatos. Su uso como sustituto de V. officina-
lis, constituiria una alternativa de produccién para los agri-
cultores y facilitaria la adquisicién por parte de los laborato-
rios nacionales que la utilizan como materia prima. Hasta el
momento en Guatemala, no se cuenta con ningtn estudio en el
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que se ;_ir'rftff;;' A1 :*,"'F-.'f'f.r'r'r'ffr:rr'f romao inductora del sueio a nivel
clinico donde la respuesta a lo encontrade en estudios de la-
horatorio pueda ser confirmada.

El propésito de este estudio fue comparar la eficacia de la tin-
tura 1:5 de V. prionoephylla (2.5 ml una hora anies de acostarse
durante 15 dias) como inductora del suefio, contra una técnica
de relajacidn, en personas mayores de 40 anos con problemas de
insomnio, el cual se realizé en una clinica en la ciudad de Gua-
temala, en el ano 20035.

MATERIALES Y METODOS
Muestra

Estuvo conformada por 32 pacientes con insomnio, 24 del sexo
femenino v ocho del sexo masculino.

Tipo de estudio:

Ensavo clinico, prospeciive, comparativo, exploratorio.
Metodologia

Se elaboraron instrumentos diagnisticos en base a los objeli-
vos para recolectar la informacion, los cuales incluian dalos
coma; nombre del pactente, edad, sexo, breve historia elinica,
dingndstico, medicamentos ulilizados para otras patologias,
fecha de inicio de tratamiento con V. prionophylla, fecha en
que se finalizé el mismo, efectos colaterales, tiempo que tarda-
ron en conciliar el sueno, nimero de veces que se desperiaron
duranie la noche, calidad del sueno que presentaron (malo,
regular, bueno, muy bueno).
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Determinacion del tamano de muestra

Para determinar el tamano de la muestra (n), se realizaron cdleu-
los estadisticos con una muestra piloto en base a los datos de los
primeros diez pacientes.

Seleccion de la muestra de estudio

Esta estuvo integrada por todas las personas con insomnio que
asistieron a la clinica particular seleccionada ¥ olras personas
que cumplieron con los criterios de inelusidn.

Criterios de inclusién

Pacientes con diagnéstico de insomnio

Mayores de 40 anos de edad

De uno u otro sexo

GQue aceptaron voluntariamente participar en el estudio

Que no estuvieran consumiendo ningiin medicamento para el
IRSOmMMNLo,

Que no sufrieran ninguna patologia que pudiera alterar los re-
sullados (enfermedades psiquidgiricas, depresion).

Criterios de exclusién

Menores de 40 afios de edad

Que estuvieran consumiendo medicamenitos derivados de las ben-
zodiacepinas o barbitiricos.

—m
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Que padecieran problemas psiguidtricos.

Que no aceplaran participar en el estudio.

Que sufrieran palologias que pudieran alterar los resultados.
Obtencion de la Tintura de V. prionophylla.

Esta fue elaborada por Laboratorios Farmava, con una coneen-
tracion 1:5, y aleohol al 35%, el producto cuenia con el certifica-
do de calidad, asi como la autorizacion para su uso en el presenie
estudio,

Obtencidn de los CD con la téenica de relajacion
Fstos fueron adguiridos en el Instituto Guatemalteco de Psico-
logia e Hipnosis Clinica IGUAPHIC, donde se desarrollé la tée-

nica de relajacidn y se autorizd su utilizacidn en este estudio.

Para la realizacion del estudio

Todos los pacientes que participaron en este estudio siguieron el
nismo esquema, la prinera semana se ulilizé solamente para re-
colectar informacian, log pucientes complelaron el cuesiionario,
(grupo 1 =sin tratamiento, el cual constituyd el grupo testigo), las
dos siguientes semanas, el mismo grupo de pacientes recibid el
tratamiento con la tintura de V. prionophylla la tintura 15 se ad-
ministrd a dosis de 2.5 ml (500 mg) mezelados con un cuario de
agua pura una hora anles de acostarse (grupo 2). La cuarta semana
los mismos pacientes tnicamente completaron el cuestionario {aru-
po 3 = post tratamienio} y la quinta semana el mismo grupo de’
pacientes recibid la lerapia de relajacion guiada (srupe 4), para lo
que escucharon el CD con dicha téenica. Durante las cinea sema-
nas, los pacientes completaron el cuestionario diariamente.
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Analisis de datos

Para analizar el tiempo en conciliar el sueiio, se realizé un anali-
sis de varianza para blogues al azar ¥ una comparacion de medias.
Para analizar el despertar durante la noche ¥ la calidad del suefio
de los pacientes se realizé un andlisis de varianza por rangos de
Friedman, con una significancia de 0.05.

RESULTADOS

El estudio se inicié con una muestra de 32 sujetos, integrada por
24 pacientes de sexo femenino y 8 pacientes de sexo masculing,
con edades comprendidas entre 40 Y 87 anos. Finalizaron el es-
tudio 28 pacientes (21 femeninos y 7 masculinos), cuatro pacien-
tes abandonaron el mismo (un paciente en la primera semana
porque no deseaba responder el cuestionario diariamente, dos
pactentes en la segunda semana por presentar molestias gdsiri-
cas al ingerir la tintura de V. prionophylla, v un paciente en la
cuarta semana por problemas personales).

Para la variable tiempo en conciliar el sueno se whilizé ANDEVA
para diferencia de medias con wna significancia de 0.05, para
analizar el efecto entre tratamientos, entre pacientes y la inter-
accion grupo por paciente, se enconird que si existieron diferen-
clas muy evidentes entre grupos y entre pacienfes, con un valor-
p de 0.0001. Para conocer qué grupos presentaban las diferencias
se aplicd la prueba de Duncan de rangos miltiples la cual eviden-
cid diferencias significativas en los promedios de ttempo, el gru-
po que rectbid tratamiento con V. prion ophylla presenté wna me-
dia de 33.9 minutos contra 65.7 minutos del grupo festigo (sin
tratamiento), se observd ademds que el grupo de pacientes en la
fase post tratamiento con V. prionophylla presents una media de
49.9 minulos contra 55.2 minuios que presento el grupo de pa-
cientes con la téenica de relajacion, (Figura I).
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En cuanto al despertar durante la noche, en los pocientes con
tratamiento con V. prionophylla se observd un aumento en el
mimera de pacientes que defaron de despertarse durante la no-
che, en comparacion con log del grupo festigo (sin tratamiento).
El niimero de pactentes en terapia de relajoacion y cuando estu-
vieran en la etapa post tratamiento tambicn aumento con respec-
ta il grupo testigo, pero en menor intensidad. (Figura 2).
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Al analizar el nimero de veces que despertaron los pacientes durante lo
noche, también se encontraron diferencias significativas enire ETupos ¥ en-
tre pacientes (p=0.0001) v en la prueba de Duncan para rangoes miltiples se
evidencid que el grupo que recibic tratamiento con V. prionophilla, fue el que
mds disminuyd el niimero de veces en desperiarse durante la noche. seguido
por el grupo que recibid la téenica de relajacion, lucgo el grupo post trata-
miento con V. prionophilla, y por iltimo el grupo testigo (sin tratamiento)
(Cuadre 1, Figura 3).

Cuadro 1. Niimero de veces que se despertaron los pacientes con insomnig,
Guatemala, octubre 2005

No. DEVECES
_GRUPO TOTAL
i I 2 J o mds
I 1 [ 14 7 28
2 10 12 & il 28 e
i 3 3 G 18 1 28
4 4 9 13 2 28
20— Mo, veces
BHr
2= &1
| e
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En cuanto a la calidad del sueiio de los paclentes, nuevamente se observaron
diferencias significativas entre grupos v entre pacientes (p=0.0001). Con la
prueba de Duncan para rangos miiltiples se observd que el grupo que recibié
fratamienio con V. prionophyila presentd mejor calidad del sueno, seguido
por el grupo post tratamiento, luego por el grupo con la técnica de relajacidn
v finalmente el grupo sin tratamiento (Cuadro 2, Figura 4).

Cuadro 2. Calidad de suefio de los pacientes con insomnio. Guatemala,
octubre 20045,

No. DE VECES
GRUPO MALO | REGULAR BUENO TOTAL

1 5 18 1 28

El 1] 10 15 28

3 1 21 ] 28

4 3 I7 & 28

¥ = .

[El REDULAR
[ BUEMA

Crreepo

Figura 4. Calidad del suefio de los pacientes con insomnio. Guatemala,
octubre 2005
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DISCUSION DE RESULTADOS

La muestra del estudio estuve conformada por 32 pacientes de
los cuales 4 abandonaron el mismo, dos pacientes por molestias
gasiricas, un paciente por no completar los deatos del cuestiona-
ro Yy un pacienle por razones personales. Concluyeron el estudio
28 pacientes, de los cuales predoming ef sexo femening con 2F
pacientes ¥ 7 de sexo masculing, datos que coinciden con lo re-
portado en la literatura, en la que se menciona que en el sexo
femenino se hace mas evidente el problema de insomnio. (3,5),

En cuanto ol grupo etdreo que presentaron los pacientes en este
estudio, el rango de edad fue entre 40 v 87 aiios, con un promedio
de 50,2 anos, la edad mds frecuentemente observada fue de 40
afios,

Al analizar la etapa de latencia del sueiio, se pudo abservar en
este estudio gue los pacientes en la fase de tralamiento con V.
prionophylla redujeron la misma en 32 minutos en COmparacian
con el grupo lestigo. Se observe, asimismo, que el tiempo prome-
dio que durd esta elapa de latencia del sueiio en este grupo de
pacieitles, es similar al tiempo en minutos de una elapa de laten-
cia en sujelos que lienen un suefo normal, de acuerdo a lo gue
reportan los expertos en este campo, ademds es de hacer notar
que esia elapa de normalizacion del tiempo en conciliar el suefio
persistid en estos pacientes durante 3 6 4 dias mds, probable-
mente debido a que los patrones de suefio habian empezado a
normalizarse o bien podria deberse a efecto residual del medica-
mento, aunque en la mavoria de estudios no se regortan efecios
residuales del mismo.

En ensayos como el de Balderer (4), quien en 1985 demosird
reduccion en la etapa de latencia del sueiio utilizando extracto

968
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acuoso de V. officinalis, en sujetos con insomnio, los resultados
son similares a lo observado en este esiudio, lo que no sucedic
con el grupo que ulilizé la téenica de relajacidn, ya que el tiem-
po de latencia del suenio sélo disminuyo 10.5 minulos en prome-
dio en comparacion con el grupo sin tratamiento. Esto pudo ser
porgue a algunas personas les molesté el efecto de eco que pre-
sentaba la vez del sujeto que daba las instrucciones de relaja-
cidén, lo que les causé wuna mayor dificultad para conciliar el
sueiio, esto no coincide con lo encontrado por Garzin et al (2)
quien reporté que para el tratamiento de pacientes con inson-
nio las terapias de relajacién  son mds efectivas que los frata-
mientos farmacolégicos. Pero esto puede deberse a las diferen-
tes caracteristicas culturales que presentaron los pucientes de
este estudio ya que lo reportado por Garzén et al (2) fue reali-
zado con personas colombianas.

En cuanto al miimero de veces que se despertaron los pacientes
durante la noche, se encontré que cuando los pacienles tomaron
V. prionophylla despertaron un menor niimero de veces gque el
resto de grupos, lo que coincide con lo reportado en la literatura
para la V. officinalis, por Donalth et al (1), no asi por lo encontra-
do por Garzén et al (3) para la técnica de relajacion, ya que en
este estudio los pacientes que estaban utilizando dicha técnica
despertaron en promedio wn mayor nimero de veces.

Respecto a la calidad de suefio se encontré que los pactentes con
V. prionophylla presentaron una mejor calidad del mismo, lo
que coincide con lo reportado por Poyares en el 2002 para la V.
officinalis. (4)

Es importante resaltar que ningin paciente en fase de trata-
miento can V. prionophylla, reportd  reacciones negativas sobre
el estado de alerta a la maiiana siguienie, asi como ningiin efecto
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de toxicidad aguda como cefalea, excitabilidad o disturbios car-
diacos, lo que pudo deberse a la dosis em pleada v a que solamen-
te se wlilizé durante 14 dias. En este caso sélo fueron reportadas
molestias gdstricas leves, las que desaparecieron al descontinuar
el tratamienta.

Es de hacer notar que al no encontrarse estudios similares con V.
prionophylia, estos resuitados solamente se pueden comparar con
el grupo sin tratamiento, v con los resullados de los estudios rea-
lizados utilizando V. officinalis, porque sus propiedades indue-
toras del suefio son similares.

CONCLUSIONES

L. La V. prionophylla disminuyd significativamente (o elopa de latencia del
Sueno.

La

La V. prionophylla disminuvé el niimero de veces gue los pacienies
degpertaron durante la noche.

3. La V. prionophylle mejord significativamente la calidad del srelio.

4. Lo V. prionophylla fue més efeciiva romo inductora del sueiio gue fa

téenica de relajacidn en pacientes mavores de 40 aros con in Famiio.
RECOMENDACIONES
Realizar atros estudios con 'V, prionopliylla en los que se investigue la

dosis ¥ earacteristicas de los pacientes en los gue el medicantento no seq
efectiva,
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