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Revision de constituyentes quimicos y propiedades biologicas en
especies del género Eugenia (Myrtaceae)
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Resumen

La familia Myrtaceae que comprende 175 géneros y 5970 spp., es una de las familias mas importantes con amplia distribucién
en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. En la medicina folklérica, la infusion y decoccién de las hojas de diversas
especies de Eugenia han sido empleadas en diferentes patologias siendo las mas usuales en enfermedades digestivas, infecciones
urinarias, respiratorias y antiinflamatorias. En los extractos apolares los compuestos quimicos que han predominado han sido
monoterpenos y sesquiterpenos y en los extractos polares se han destacado los flavonoides. En el presente estudio, fue llevado
a cabo una revisién de los estudios farmacolégicos y quimicos del género Eugenia, en el periodo comprendido entre 1988 a 2020,
destacandose una amplia gama de compuestos quimicos y propiedades biolégicas.

Review of chemical constituents and biological properties in species of
the genus Eugenia (Myrtaceae)

Summary

The Myrtaceae family which includes 175 genera and 5970 spp., is one of the most important families with wide distribution
in tropical and subtropical regions of the world. In folk medicine, the infusion and decoction of the leaves of various species
of Eugenia have been used in different diseases being the most common in digestive diseases, anti-inflammatory, respiratory
and urinary tract infections. In non-polar extracts chemical compounds that have prevailed were monoterpenes and sesquit-
erpenes and in the polar extracts, flavonoids have been highlighted. In the present study, carried out a review of the chemical
and pharmacological studies of the genus Eugenia, in the period from 1988 to 2020, highlighting a wide range of chemical
compounds and biological properties.

Introducciéon

La familia Myrtaceae es muy numerosa con 175 géneros y
5970 spp. de arboles, arbustos o subarbustos con amplia
distribucién en las regiones tropicales y subtropicales
del mundo. Pertenece a la clase Equisetopsida C. Agardh,
subclase Magnoliidae Novak ex Takht., superorden Ro-
sanae Takht. y orden Myrtales Juss. ex Bercht. & J. Presl
(Missouri Botanical Garden). Los géneros mas destacados
han sido: Eucaliptus (500 spp.), Eugenia (400 spp.), Myrcia
(300 spp.), Syzygium (300 spp.), Melaleuca (100 spp.), Psi-
dium (100 spp.) (Judd y col,, 2007; Smith y col., 2004; Ste-
vens, 2008; Wilson y col., 2005).

El género Eugenia (Myrtaceae) aporta una diversidad
de compuestos quimicos como asi también de propieda-

des bioldgicas, por lo cual una exhaustiva revision en di-
cho género y en especial en Eugenia uniflora L., se presenta
en este trabajo.

Composicion quimica del aceite esencial/extracto no
polar de especies del género Eugenia

Se han estudiado los compuestos quimicos presentes en
los diferentes 6rganos vegetales de las especies del géne-
ro Eugenia. En Eugenia caryophyllata Thunb., en el aceite
esencial de los frutos, se identificaron los siguientes ter-
penos: [B-cariofileno, B-cariofileno 6xido, a-humuleno,
a-humuleno epéxido I y eugenol (Zheng y col., 1992). En

Palabras clave: género Eugenia - Eugenia uniflora L. - compuestos quimicos - propiedades biolégicas - actividad antimicrobiana.

Key words: genus Eugenia - Eugenia uniflora L. - chemical compounds - biological properties - antimicrobial activity.
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el extracto de las flores se hallaron magnolol, berberina,
acido cindmino y acido gélico (Bae y col., 1998).

En el aceite esencial de las hojas de Eugenia argentea Bedd. se
encontraron en mayor proporcion tres clases de sesquiterpenos:
[B-cariofileno, -cadineno y germacreno D (Gopan y col,, 201).

En el aceite esencial de las hojas de Eugenia acutata
Miq., Eugenia candolleana DC. y Eugenia copacabanensis
Kiaersk. predominaron los alcoholes guaiol, epi-cubenol y
cadinol (Nakamura y col., 2010).

El trans-2-hexenal, a-pineno, a-copaeno, (-cariofile-
no, a-humuleno, &-cadineno, trans-nerolidol, torreyol y
linalol fueron los compuestos mayoritarios de Eugenia
austinsmithii Standl., Eugenia cartagensis O. Berg, Eugenia
haberi Barrie, Eugenia monteverdensis Barrie y Eugenia zu-
chowskiae Barrie (Cole y col., 2007).

En el extracto etandlico de las hojas de Eugenia brasiliensis
Lam. se aislaron tres acidos triterpénicos mono-hidroxila-
dos: oleandlico, ursélico y betulinico (Frighetto y col., 2005).

En el aceite esencial de las hojas de Eugenia pitanga (O. Berg)
Kiaersk. fueron caracterizados (E)-B-ocimeno, espatulenol, glo-
bulol, germacreno D y biciclogermacreno (Apel y col, 2004).

Los monoterpenos oxigenados e hidrocarbonados se
encontraron en el aceite esencial de las hojas de Eugenia
dysenterica DC., entre ellos: a-terpineol, limoneno, a-tuje-
no y sabineno (Costa y col., 2000).

El acetato de bornilo se hallé en Eugenia octopleura
Krug & Urb (Santana Tenorio y col., 2011).

Composicion quimica del aceite esencial/extracto no
polar de Eugenia uniflora L.

En el aceite esencial de las hojas de Eugenia uniflora L. se
aislaron compuestos en su mayoria monoterpenos y ses-
quiterpenos: B-elemeno, (-cariofileno, curzereno, germa-
creno B, selina-1,3,7 (11)-trien-8-ona, germacrona, selinal, 3,7
(11)-trien-8-ona epdxido los cuales se encontraron en ma-
yor proporcién (Weyerstahl y col., 1988). También fueron
encontrados: O-tujeno, a-pineno, mirceno, o-felandreno,
0-2-careno, a-terpineno, silvestreno, Z-B-ocimeno, E-B-oci-
meno, y-terpineno, terpinoleno, linalol, geranato de metilo,
O-elemeno, isoledene, 0-copaeno, a-gurjunene, d-elemene,
aromadendreno, a-humulene, germacreno D, 3-selineno, y-
selineno, germacreno A, y-cadineno, &-cadineno, a-cadine-
no, selina-3,7(11)-dieno, ledol, espatulenol, globulol, guaiol,
a-cadinol, 7-epi-a-eudesmol (Gallucci y col,, 2010); tujopse-
no-20-ol, 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno, nootkatol (Costa y
col,, 2000); atractylona, 3-furanoeudesmeno (Amorim y col.,
2009); furanodieno (Chang y col,, 2011); selina-1,3,7(11)-trien-
8-ona 6xido (Kanazawa y col., 2000; Novack Victoria y col.,
2012); furanoelemeno (Weyerstahl y col,, 1988); nerolidol
(Henriques y col., 1993). En la fraccién hexanica de la misma
especie fueron caracterizados acido ursdlico, acetato de bor-
nilo y germacrone. (Bravi, 2018) y en la fraccién metandlica
se hallaron acido shiquimico, acido galico, acido clorogénico
y n-butil carbamato de etilo (del Valle, 2008).

En la Tabla 1 se detallan los compuestos quimicos ma-
yoritarios en el aceite esencial/extracto no polar de 6rga-
nos vegetativos aéreos del género Eugenia.

Composicion quimica del extracto acuoso/polar de E.
uniflora L.

En el extracto acuoso de las hojas de E. uniflora L. se lo-
graron separar alcaloides como uniflorina A [(-)-(1S, 2R,
6S,7R, 8R, 8aR)-1,2,6,7,8-pentahidroxiindolizidina], uniflo-
rina B [(+)-(1S, 2R, 5R, 7R, 8S, 8aS)-1,2,5,7,8-pentahidroxiin-
dolizidina] y (+)-(3, 4, 5)-1-metilpiperidina-3a, 40, 53-triol
(Matsumura y col., 2000).

Los flavonoides como quercetina y miricetina fueron ha-
llados en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de E. uniflora
L. (Rattmann y col,, 2012) mientras que en el extracto meta-
noélico de las hojas, se aislaron acido shiquimico, acido galico,
acido clorogénico, n-butil carbamato de etilo (del Valle, 2008)
y en el trabajo de Samy y col. 2014, un esterol (3-sitosterol),
triterpenos (acido betulinico y centellésido C) y flavonoides
(miricetrina, miricetina 3-O-3-D glucopirandsido).

En la Figura 1 se observan algunos compuestos quimicos
relevantes aislados de E. uniflora L. como flavonoides, alca-
loides, terpenoides.

Actividades biolégicas de diversas especies del género
Eugenia

En E. caryophyllata Thunb. se ha estudiado el aceite esen-
cial exhibiendo actividad anticonvulsiva contra ataques
toénicos inducidos por MES (Pourgholami y col., 1999). En
la misma especie, el extracto de las flores demostroé ser ac-
tivo contra la bacteria Helicobacter pylori (Bae y col., 1998).

Se determinaron propiedades antioxidantes a través
de sistemas generadores de radicales libres, en donde fue
comprobada la proteccién contra la peroxidacién enzima-
tica y no-enzimatica lipidica en membranas microsomales
de ratas, en el extracto metandlico de E. caryophyllata (Ve-
lazquez y col., 2003). La misma actividad fue comprobada
en el aceite esencial de los frutos (Giilgin y col., 2004).

En E. caryophyllata, el acido oleandlico aislado de los fru-
tos demostrd tener actividades anticolinesterolémica, an-
ti-hepatotoxica, antioxidante, antiinflamatoria, antifingica
y antibiética. El eugenol, utilizado en perfumeria como aro-
matizante de los alimentos y cigarrillos, como anestésico en
los tratamientos odontolégicos, posee propiedades antioxi-
dante, hepatoprotectora, antinefrotdéxica (Kelecom y col.,
2002), antibacteriana, antifingica, ademas de tener propie-
dades anticarcinogénicas (Singh y col., 2012). El aceite esen-
cial de los frutos demostrd propiedad acaricida contra Pso-
roptes cuniculi (Fichi y col,, 2007). B-cariofileno, B-cariofileno
6xido, o-humuleno, a-humuleno epéxido I encontrados en
el aceite esencial, evidenciaron actividad significante como
inductores de la enzima detoxicante glutatione S-transfera-
sa en el higado del ratén. (Zheng y col,, 1992)
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Figura 1.- Compuestos quimicos relevantes aislados de Eugenia uniflora L.
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El aceite esencial de las hojas de E. candolleana DC. ex-
hibié propiedad antiinflamatoria. (Guimaraesy col., 2009)

Estudios del extracto de éter de petrdleo de las hojas
de Eugenia chlorantha Duthi demostraron que el extracto
presentaba actividad citotdxica contra la linea celular de
linfoblasto T de la leucemia (Susidarti y col., 2007).

El extracto etandlico de las hojas de E. dysenterica DC.
manifesté actividad antiviral (Cecilio y col., 2012).

El extracto acuoso de los frutos de Eugenia jambolana
Lam. revel6 propiedad antidiabética al ser ensayado en ratas
Wistar (Pepato y col,, 2005). También la misma actividad fue
comprobada en la misma especie, pero en el aceite esencial
de los frutos, semillas y tallos (Ayyanar y col., 2012).

La presencia de antocianinas en el extracto metanolico
del fruto de E. jambolana Lam. present6 actividad antioxi-
dante (Camacho Romero y col., 2016); mientras que la activi-
dad antidiarreica ha sido registrada en el extracto etandlico
de la corteza en la especie andloga (Mukherjee y col., 1998).

Fracciones de acetato de etilo de las hojas de Eugenia
malaccensis L. mostraron propiedades antioxidantes (Oli-
veira Figueirda y col., 2013). En la misma especie, extrac-
tos etandlicos de las hojas y los tallos manifestaron activi-
dad molusquicida contra Biomphalaria glabrata y larvicida
contra Aedes aegypti (Marques de Oliveira y col., 2006).

El extracto metanodlico de las hojas de Eugenia orbicula-
ta Lam. exhibi6 actividad antioxidante in vitro (Neergheen
y col., 2006) al igual que el extracto metandlico de la cor-
teza de Eugenia polyantha Wight (Lelono y col., 2009).

La infusién realizada de las hojas de Eugenia punicifo-
lia (Kunth) DC. evidenci6 actividad antioxidante, como asi
también produjo la inhibicién enzimatica relacionada al
sindrome metabdlico. Este Gltimo se caracteriza por anor-
malidades metabdlicas, incluyendo factores de riesgo para
enfermedades cardiovasculares como la obesidad, hiperten-
si6n, hiperglucemia, hipertrigliceridemia y baja lipoprotei-
na de alta densidad (HDL) en colesterol (Lopes Galeno y col,
2014).

Los triterpenoides aislados del extracto cloroférmico de
Eugenia sandwicensis A. Gray, denotaron una potencial activi-
dad quimiopreventiva anticancerigena (Gu y col., 2001).

El extracto etandlico de las hojas de Eugenia winzerlin-
gii Standl. y de los tallos de Eugenia yucatanensis Standl.
demostraron actividad antifingica contra Alternaria tage-
tica (Gamboa-Angulo y col., 2008).

Actividades biélogicas de E. uniflora L.

Se determiné que es astringente para el tratamiento de
desdrdenes digestivos (Bandoni y col,, 1972).

Los flavonoides presentes en las hojas tienen propie-
dades inhibitorias de la xantina oxidasa que confirma su
uso en el tratamiento de la gota (Schemeda Hirschmann,
1988) y los aislados de los frutos poseen actividad antioxi-
dante (Bonat Celli y col., 2011; Bagetti y col., 2011, Vascon-
celos Costa y col., 2013), como asi también en el extracto

etanolico de las hojas (Kade y col., 2008; Martinez-Correa
y col,, 2011), en el aceite esencial de las hojas (Novack Vic-
toria y col, 2012) y en infusién de las hojas (Velazquez y
col, 2003; de Oliveira Figueirda y col., 2008).

Se defini6 la actividad de la decoccién como hipotenso-
ra y diurética (Consolini y col., 1999, 2002; Cirqueira y col.,
2005) y en el extracto hidroalcohdlico se comprobd su acti-
vidad vasorrelajante, evaludndose también la actividad an-
tiinflamatoria (Schapoval y col,, 1994; Wazlawik y col., 1997).

En la infusién de las hojas se hallaron propiedades anti-
diarreicas (Almeida y col,, 1995), como asi también en la cor-
teza (Brandelli y col, 2009). El extracto acuoso de las hojas ha
sido empleado como un agente antidiabético (Matsumura y
col., 2000).

Se realizaron estudios in vitro de las fracciones del ex-
tracto etandlico al 70 % de las hojas, los cuales demos-
traron un efecto inhibidor en el incremento del nivel de
triglicéridos y en el nivel de glucosa en plasma (Arai y col.,
1999). En el extracto etandlico de las hojas se determind
la accién antifingica contra Paracoccidioides brasiliensis.
(Santos y col., 2004), manifestd poseer propiedad hepa-
topancreas (6rgano del aparato digestivo de artrépodos y
moluscos) analizado en el pancreas de Oreochromis niloti-
cus L. (Fiuza y col., 2009) como asi también exhibid pro-
piedades fototodxicas (Douglas Coutinho y col., 2010).

En el extracto metandlico de las hojas fue hallada la
actividad anticonvulsiva (del Valle, 2008).

El extracto etanolico de los frutos fue evaluado in vi-
tro contra Trypanosoma cruzi y se demostré que E. uniflora
podria ser una fuente de productos naturales derivados
de las plantas con actividad anti-epimastigota y con baja
toxicidad (Santos y col., 2012).

En el aceite esencial de las hojas se observaron propieda-
des citotdxicas (Ogunwande y col, 2005) ademas de poseer
acciones antineoplasicas, antiepiléptica, contra enfermeda-
des cardiacas y diabetes (Nobrega de Almeida y col., 2011);
propiedades cancerigenas, contra el carninoma nasofarin-
geo (Lee y col,, 2000), actividad antinociceptiva e hipotér-
mica (Amorim y col,, 2009); ademas demostrd poseer pro-
piedad anti-leishmaniasis (da Franca Rodrigues y col,, 2013).

Actividad antimicrobiana de Eugenia spp.

Diversas especies del género Eugenia demostraron poseer ac-
tividad antimicrobiana, entre ellas fue estudiado el extracto
etanolico de las hojas de E. brasiliensis Lam. el cual presentd
actividad contra el bacilo gramnegativo coliforme Escherichia
coli como asi también contra el bacilo gramnegativo no fer-
mentador Pseudomonas aeruginosa. Fue inactivo frente a Sta-
phylococcus aureus (coco Gram positivo - anaerobio facultati-
vo) (Magina y col, 2012).

En E. brasiliensis Lamarck, Eugenia beaurepaireana (Kiaers-
kou) Legrand y Eugenia umbelliflora Berg. se estudiaron los
aceites de las hojas, los cuales mostraron poseer actividad
frente a Staphylococcus aureus. E. beaurepaireana presentod
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actividad frente a Pseudomonas aeruginosa, mientras que E.
umbelliflora evidencié actividad antimicrobiana frente a esta
ultima bacteria Gram negativa y contra Escherichia coli, inac-
tividad (Magina y col., 2009).

Por otro lado, las fracciones de un extracto metandlico
de las hojas de Eugenia brejoensis Mazine, de ciclohexano,
acetato de etilo y n-butanol exhibieron actividad antibacte-
riana frente a Bacilus subtilis (bacteria Gram positiva, anaero-
bia facultativa), S. aureus y E. coli (Azevedo y col., 2012).

En E. caryophyllata Thunb. se estudiaron los extractos
metandlico, de acetato de etilo y de acetona del fruto, del
tallo y las hojas. Se demostré que tanto en el extracto me-
tanodlico como el de acetona, la actividad frente a Pseudo-
monas aeruginosa, Staphylococcus aureus'y Escherichia coli fue
positiva, donde el extracto de acetato de etilo demostro
ser inactivo frente a las tres bacterias (Keskin y col., 2011).
Ademas, fue evaluado el aceite esencial del fruto de la
misma especie, el cual evidencié actividad positiva contra
S. aureusy actividad negativa contra P. aeruginosa (Kloucek
y col,, 2012); actividad biolégica frente a S. aureus, E. coliy P.
aeruginosa (Nuilez y col., 2012) y actividad antimicrobiana
frente a E. coliy S. aureus (Oussalah y col., 2006).

En el aceite esencial de los tallos, las hojas y las flores
de Eugenia chlorophylla O. Berg, se manifest6 actividad an-
tibacteriana en S. aureus e inactividad tanto en E. coli como
en P. aeruginosa (Stefanello y col., 2008).

La actividad antimicrobiana del extracto etandlico de
las hojas de E. jambolana Lam., fue efectiva frente a Sta-
phylococcus aureus (Coutinho y col., 2010).

El aceite esencial de las hojas de Eugenia rottleriana Wi-
ght et Arn. revel6 efectiva actividad antibacteriana tanto
para la bacteria Gram-positiva Bacillus cereus como para la
bacteria Gram-negativa Escherichia coli (Raj y col., 2007).

El extracto metanolico de las hojas y los frutos de E.
umbelliflora O. Berg como asi también las fracciones de di-
clorometano y de acetato de etilo provenientes del mismo
extracto, fueron evaluados frente a S. aureus demostrando
su efectividad (Machado y col., 2005).

Actividad antimicrobiana de E. uniflora L.

Fue evaluada la propiedad antimicrobiana empleando téc-
nicas de dilucién en agar en el extracto hidroalcohdlico de
las hojas, el extracto bencénico de los tallos y en el acei-
te esencial de las hojas, observandose actividad contra S.
aureus, Bacillus subtilis, E. coli, y Shigella dysenteriae. Los ex-
tractos acuoso y bencénico demostraron accién frente a S.
aureus'y Escherichia coli, pero la actividad fue mayor frente
a Shigella dysenteriae y menos activo contra S. aureus. En el
aceite esencial se observo menor actividad frente a E. coliy
S. aureus pero fue tan activo como el extracto organico con
respecto a Staphylococcus aureus. Todos los extractos fueron
activos frente a E. coliy ninguno contra Pseudomonas aerugi-
nosa, Klebsiella pneumoniae 'y Salmonella typhi (Fadeyit y col.,

1989).

La infusién y decoccién de las hojas de E. uniflora, no ex-
hibieron accién antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coliy Candida albicans (Schapoval y col., 1994).

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de E. uniflora L.
fue empleado para determinar la actividad antimicrobiana,
el cual evidenci6 inhibicién contra Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa aunque no para Escherichia coli (Au-
ricchio y col., 2007). Por otro lado, se report6 una moderada
actividad antimicrobiana tanto para Staphylococcus aureus
como para Escherichia coli (Holetz y col., 2002).

La actividad bioldgica también fue revelada en el ex-
tracto etandlico crudo y en las fracciones de las hojas de
E. uniflora L. contra Pseudomonas aeruginosa, como asi tam-
bién las fracciones de acetato de etilo y de diclorometano
fueron efectivas ante la presencia de P. aeruginosa, pero no
en la fracciéon hexanica (Fiuza y col., 2009).

El aceite esencial de las hojas de E. uniflora fue estudia-
do en las bacterias Staphylococcus aureus, Pseudomonas fluo-
rescens, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa, Pro-
teus vulgaris, Serratia marcescens, Escherichia coli 'y Klebsiella
pneumoniae y en los hongos Candida albicans, Trichophyton
mentagrophytes y Aspergillus niger. La mayoria de las mues-
tras fueron inactivas contra Staphylococcus aureus, Serratia
marcescens y Yersinia enterocolitica. La bacteria mas sensi-
ble fue Pseudomonas aeruginosay el hongo fue Trichophyton
mentagrophytes (Adebajo y col,, 1989).

El aceite esencial de las hojas ademas fue analizado
contra Sarcinea lutea y Mycobacterium phlei, manifestando-
se una significante actividad biolégica en ambos microor-
ganismos (El-Shabrawy, 1995). Posteriormente se deter-
miné una actividad antimicrobiana contra Sarcinea lutea
y Mycobacterium phlei como asi también una marcada ac-
tividad antifingica contra Candida albicansy Trichophyton
mentagrophytes (Kanazawa y col., 2000). Silva y col., 2012,
demostraron que el aceite esencial resulté ser mas acti-
vo contra S. aureus que frente a Escherichia coli como asi
también fue determinada una fuerte actividad contra
Staphylococcus aureus (Novack y col., 2012). Asimismo el
aceite esencial de las hojas mostré inhibicién frente a E.
coli, P. aeruginosa, Serratia marcescens, Streptococcus equi y
Staphylococcus epidermidis. (Lago y col., 2011) y en el trabajo
desarrollado por Castelo y col. (2020) la fraccién hexanica
de las hojas demostr6 inhibicién Gnicamente contra ce-
pas de S. aureus.

Las propiedades antimicrobianas de la lecitina de las
semillas de E. uniflora L. demostraron inhibicién de creci-
miento de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Klebsiella sp. y una moderada inhibicién de crecimiento de
Bacillus subtilis, Streptococcus sp. y Escherichia coli (Oliveira y
col., 2008).

El extracto metanolico de las partes aéreas fue activo con-
tra Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Se-
rratia marcescens, Staphylococcus aureus'y Micrococcus luteus (de
Souzay col., 2004; Samy y col,, 2014).



Bravi

Usos en medicina folklérica de E. uniflora L.

La tintura de los frutos es utilizada para el tratamiento de
la gota y el reuma. El aceite para desérdenes digestivos,
eupéptico y carminativo (Riicker y col., 1977).

En la medicina folklérica de Paraguay la infusién, decoc-
cién y maceracion de las hojas se emplean como diurético y an-
tiinflamatorio (Schemeda-Hirschmann y col, 1987; Schapoval
y col, 1994), para el tratamiento de hipercolesterolemia, gota
(Wazlawik y col, 1997), enfermedades digestivas, reuma, tos, fie-
bre, enfermedades hepaticas, amigdalitis, dolor de garganta y
hemorroides (Schemeda Hirschmann, 1988); para tratar la dia-
betes y la obesidad (Arai y col, 1999; Matsumura, 2000); como
antidiarreico (Schapoval y col, 1994; Barboza y col., 2009); en
edemas. (Cirqueira y col,, 2005); en bronquitis, influenza; para
tratar infecciones urinarias y respiratorias y reducir el peso
corporal. Ademas, para controlar los niveles de acido trico, as-
tringente, eupéptico como asi también para hernia y prolapso
(Barbozay col, 2009).

En Uruguay, la infusién de las hojas jovenes y el licor
alcohdlico, constituido con hojas y frutos, son utilizados
para desdrdenes del tracto digestivo. En Mauricio, la infu-
sién caliente de las hojas secas se le da a beber a las muje-
res adultas como emenagogo y en Nigeria como febrifugo
y antimaldrico (Adebajo y col., 1989).

Los frutos rojos son comestibles y las hojas son usadas
en infusiones, solas o mezcladas con “yerba mate” (Ilex pa-
raguariensis St. Hil., Aquifoliaceae) como un agente anti-
hipertensivo en la medicina folklérica (Amat y col., 1991).

Discusioén y conclusiones

En todas las especies estudiadas del género Eugenia, los
compuestos quimicos que prevalecieron fueron sesquiter-
penos en la fraccién apolar y flavonoides y alcaloides en la
fraccion polar. En el extracto hexanico de las hojas de E.
uniflora L. fue hallado el acido ursélico (Bravi, 2018) coinci-
diendo el mismo acido triterpénico en el extracto etanoli-
co de las hojas de E. brasiliensis Lam. (Frighetto y col., 2005)
El acetato de bornilo se hall6 en E. octopleura Krug & Urb.
(Santana Tenorio y col., 2011) igual que en fracciones del
extracto hexanico de las hojas de E. uniflora L. (Bravi, 2018).

Las actividades biol6gicas muestran que tanto en aceites
esenciales/extractos no polares como asi también en infu-
si6n o decoccion, exhibieron propiedades antimicrobiana,
antifingica, antiinflamatoria, antioxidante, antiepiléptica,
antineoplasicas, etc. en los érganos vegetativos aéreos.

De las diversas especies que constituyen este géne-
ro, se destacan en E. caryophyllata diferentes propiedades
biolbgicas entre ellas anticonvulsiva (Pourgholami y col.,
1999) al igual que en el extracto metandlico de E. uniflora L.;
y actividades antioxidante, antiinflamatoria, antifingica,
antibacteriana, anticarcinogénica presentes en fracciones
de baja polaridad (Kelecom y col., 2002; Singh y col., 2012).
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Otra de las especies destacadas es E. brasiliensis, con
actividad antimicrobiana tanto en el extracto etandlico
como en el aceite esencial de las hojas (Magina y col. 2009,
2012) frente a cepas multirresistentes ESKAPE como asi
también en E. uniflora (Schapoval y col., 1994; Holetz y col.
2002; Fiuza y col., 2009; Novack y col., 2012; Castelo y col,,
2020).

Por sus vastas propiedades farmacolégicas y com-
puestos quimicos hallados, el género Eugenia parece ser
una fuente prometedora de compuestos biolégicos acti-
vos para ser aplicados en formulaciones farmacéuticas o
como medicamentos herbarios.

Los autores declaran que no existe conflicto de intereses.
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Tabla 1.- Compuestos quimicos mayoritarios (> 10 %) en el aceite esencial /extracto no polar de 6rganos vegetativos aéreos de Eugenia spp.

Especie

Organo vegetal

Compuestos quimicos mayoritarios (%)

Referencia

Eugenia acapulcensis

Hojas

trans-pinocarveol (4.2)
espatulenol (4.2)
a-cadinol (4.2)

Vila et al., 2004

Eugenia acutata

Hojas

trans-cariofileno (27)
a-selineno y -muroleno (8.4)
a-humuleno (4.1)
O-cadineno (6.0)

especies de germacreno (5.3)

Nakamura et al., 2010

Eugenia arenosa

Hojas

aromadendreno (11.7)
acetato de farnesilo (70.4)
globulol (7.1)
B-cariofileno (4.6)
espatulenol (2.8)

Apel et al., 2004

Eugenia argentea

Hojas

B-cariofileno (18.0)
O-cadineno (7.8),
Germacreno D (7.1)

Gopan et al., 2011

Eugenia austin-smithii

Hojas

(E)-Hex-2-enal (33.6)
a-terpineol (16.3)

Coleetal., 2007

Eugenia axillaris

Frutos

Germacreno D (12.1)
guaiol (35.4)

Pino et al, 2003

Hojas

a-pineno (15.5)

Setzer et al., 2006

Eugenia bacopari

Hojas

Aromadendreno (12.2)
d-cadineno (15.8)

Apel et al,, 2002

Eugenia beaurepaireana

Hojas

B-amirina (27.66)
biciclogermacreno (7.2)
valenceno (5.5)
a-amirina (2)

Magina et al., 2009

B-cariofileno (8.0)
biciclogermacreno (7.2)
valenceno (5.5)
0-cadineno (4.9)
espatulenol (4.9)
viridiflorol (4.9)
a-pineno (4.1)

guaiol (3.7)

Magina M. et al., 2009

biciclogermacreno (14.3)

Apel et al,, 2004

Eugenia brasiliensis

Frutos variedad roja

cianidina-3-glucésido (76.54)
delfinidina-3-glucésido (12.23)
delfinidina (3.36)

ianidina (6.14)

Flores et al., 2012

a-pineno (18.8)
B-pineno (11.0)
cariofileno 6xido (22.2)
a-cadinol (10.4)

Moreno et al., 2007

Frutos variedad ama-
rilla

a-pineno (33.5)
B-pineno (14.4)
1,8-cineol (28.2)
mirceno (10.7)
a-terpineol (10.2)

Moreno et al., 2007

Hojas

acido ursdlico (87-96)

Frighetto et al., 2005

espatulenol (12.6)

T-cadinol (8.7)

viridiflorol (7.1), -cadinol (6.6)
1-epi-cubenol (6.3)

guaiol (5.4)

1,8-cineol (3.2)

a-pineno (2.9)

Magina M. et al,, 2009; 2012
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Bravi

Tabla 1.- Compuestos quimicos mayoritarios (> 10 %) en el aceite esencial /extracto no polar de 6rganos vegetativos aéreos (Cont.)

Especie Organo vegetal Compuestos quimicos mayoritarios (%) Referencia

Eugenia brasiliensis Hojas B-selineno (17.3) Fischer et al, 2005
a-selineno (14.8)
B-cariofileno (12.6)
5-cadineno (4.8)
B-elemeno (4.6)
B-gurjuneno (4.2)
espatulenol (4.0)
1,8-cineol (3.9)

a-pineno (10.3) Apel et al,, 2004
B-pineno (10.4)

T-cadinol (7.1)

espatulenol (7.7)

biciclogermacreno (5.8)

0-cadineno (3.7)

B-cariofileno (3.3)

a-tujeno (4.0 —11.5), espatulenol (7.0-18.0) Lima et al., 2008

espatulenol (15.0) Ramos et al., 2006
Eugenia burkatiana biciclogermacreno (14.2) Apel et al,, 2002
Eugenia candolleana Hojas T-cadinol (29) Nakamura et al., 2010

isdbmeros de guaiol (15.2)
viridifloreno (4.8)
5-elemeno (13.9)

Eugenia cartagensis Hojas trans-2-hexenal (31.2) Cole et al, 2007
trans-B-ocimeno (16.2)
germacreno D (12.3)
B-cariofilleno (6.3)
germacreno B (6.0)
biciclogermacreno (4.1)

Eugenia caryophyllata Hojas eugenol (88.3) Kloucek et al., 2012

Hojas/Frutos eugenol (90) Singh et al., 2012
eugenol acetato (17)
B-cariofilleno (9)
8-cadineno (3.6)

Frutos eugenol (59.3) Fichi et al., 2007
B-cariofilleno (24.9)
0-cadineno
acetato de eugenilo (4.2), (3.6)
a-humuleno (2.8)

Eugenia caryophyllus Frutos eugenol (78.00) Oussalah et al., 2006
acetato de eugenilo (13.77)

Eugenia copacabanensis Hojas a-pineno (20.2) Do Carmo de O. Arruda et al.,, 2011
B-pineno (50.4)
trans-cariofileno (10.3)

Eugenia chlorophylla Tallos cariofileno 6xido (17.2) Stefanello et al., 2008
globulol (16.5)
1-epi-cubenol (10.9)
epi-a-murolol (16.8)
a-cadinol (12.1)

Hojas globulol (22.3) Stefanello et al., 2008
[-cariofileno (8.1)
cariofileno 6xido (6.4)
1,10-di-epi-cubenol (9.8)
1-epi-cubenol (8.1)
a-murolol (8.1)
a-cadinol (9.4)

Flores B-cariofilleno (12.8) Stefanello et al., 2008
a-cadinol (10.1)
cariofileno 6xido (8.9)
epi-a- murolol (8.5)
alcohol bencilico (6.6)
eugenol (5.2)
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Tabla 1.- Compuestos quimicos mayoritarios (> 10 %) en el aceite esencial /extracto no polar de 6rganos vegetativos aéreos (Cont.)

Especie

Organo vegetal

Compuestos quimicos mayoritarios (%)

Referencia

Eugenia cuprea

Hojas

espatulenol (12.1)
B-cariofilleno (9.2)
allo-aromadendreno (4.4)
a-humuleno (3.8)
globulol (3.6)

T-cadinol (2.9)

a-cadinol (2.8)

Apel et al., 2004

Eugenia dysenterica

Hojas

B-cariofileno (14.8)
a-humuleno (10.9)
a-terpineol (6.1)
a-tujeno (5.6)
limoneno (5.5)
B-cariofileno oxido (5.4)
sabineno (3.9)

Costa et al., 2000

B-cariofileno (37)
O-cadineno (13-14)
a-pineno (8.0)
B-pineno (8.5)
a-copaeno (8.7)
cariofilleno 6xido (4.8)
a-humuleno (8.6-13)
(Z)-B-ocimeno (5.9)
a-muuroleno (2.6)
(E)-B-ocimene (1.9)
limoneno (14)
a-neo-cloveno (3.2)
murola-4,10(14)-dien-1B-ol (1.4)

Duarte et al., 2009

8-cadineno (28)
cariofileno 6xido (8.6)
a-copaeno (9.1-12)
B-pineno (7.5)
limoneno (9.1)
a-humuleno (14)
a-pineno (5.6-7.8)
B-cariofileno (19-23)
(Z)-B-ocimeno (5.9)
a-muroleno (2.6)
a-neo-cloveno (3.1)
(E)-B-ocimeno (2.0)
murola-4,10(14)-dien-1B-ol (1.8)

Duarte et al., 2010

Eugenia gacognei

Hojas

2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3,5-dimetil-acetofenona (36.8)
6-hidroxi-2,4-dimetoxi-3-metil-acetofenona (59.6)
2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona (12.7)

Brophya et al., 2014

Eugenia haberi

Hojas

a-pineno (29.0)
a-terpineol (19.4)
trans-2-hexenal (11.2)
terpinen-4-ol (4.7)

Cole et al.,,2007

Eugenia horizontalis

Hojas

globulol (18.9)
espatulenol (14.5)

Brophya et al., 2014

Eugenia noumeensis

Hojas

1,8-cineol (47.6)
a-terpineol (10.9)
a-pineno (7.7)

Brophya et al., 2014

Eugenia monteverdensis

Hojas

linalool (30.4)
trans-2-hexenal (22.5)
a-terpineol (5.3)
trans-pinocarveol (4.5)

Cole et al.,,2007

Eugenia moraviana

Hojas/Tallos

(Extracto Etandlico)

acido 6a-hidroxi betulinico (3.9)
acido platénico (4.3)

-sitosterol (0.5)

betulinico acido (4.0)

Lunardi et al.,2001

Eugenia multicostata

Hojas

a-pineno (16.1)
espatulenol (10.7)
globulol (8.7)
epi-globulol (7.8)
B-pineno (7.3)
a-cadinol (3.3)
T-cadinol (3.3)

Apel et al.,, 2004




Bravi

Tabla 1.- Compuestos quimicos mayoritarios (> 10 %) en el aceite esencial /extracto no polar de 6rganos vegetativos aéreos (Cont.)

Especie Organo vegetal

Compuestos quimicos mayoritarios (%)

Referencia

Eugenia protenta Hojas

Limoneno (5.9)

linalol (4)
B-cariofileno (4.3)
germacreno D (1.7)
biciclogermacreno (1.9)
a-copaeno (2.2), d-terpineno (0.9)
O-cadineno (0.9)
a-terpineol (0.7)
5-elemeno (0.7)
cariofileno 6xido (0.5)
espatulenol (0.4)
a-humuleno (0.4)

Zoghbi et al., 2011

Eugenia umbelliflora Hojas

viridiflorol (17.7)
B-pineno (13.2)
a-pineno (11.2)
aromadendreno (6.9)
ledol (4.7)
terpinoleno (2.9)
espatulenol (3.1)
O-cadineno (2.6)

Magina M. et al, 2009

Eugenia uniflora Hojas

curzereno (3.9)

B-cariofileno (12.6)
selina-1,3,7-(11)-trien-8-one 6xido (19.3)
selina-1,3,7(11)-trien-8-one (9.7)
germacreno A (11.6)

germacreno B (21.2)

germacreno D (11.4)

Novack
Victoria etal., 2012

selina-1,3-7(11)-trien-8-one (23.45)
selina-1,3-7(11)-trien-8-epéxido (17.49)

Martinez-Correa et al., 2011

curzereno (47.3)
y-elemeno (14.25)
y trans-B-elemenona (10.4)

Franca Rodrigues et al., 2013

Hojas

germacrone
acido ursélico
acetato de bornilo

Bravi, 2018

germacreno B (21.8)
selina-3,7,(11) dieno (18.7)
(E)-cariofileno (7.0)
a-selineno (6.4)
B-selineno (6.3)
sativeno (3.1)

Amaral et al., 2013

Hojas/Tallos

germacrone (32.8)
curzereno (30.0)
germacreno B (15.6)
atractilona (4.0)
B-cariofileno (3.8)
B-elemeno (2.6)

Maia et al. 1999

Frutos

Limoneno (2.7)
B-pineno (13.5)
cariofileno éxide (12.6)
a-pineno (11.0)
a-terpineol (4.1)
trans-pinocarveol (3.4)
mirtenol (3.0)
limoneno (2.4)

Amaral et al., 2013

curzereno (38.9)
bergapteno (16.2)
mirceno (7.7)
E-B-ocimeno (7.4)
limoneno (6.6)
cis-B-elemenona (4.0)
allo-ocimeno (3.0)
Yy B-elemeno (2.4)

Pino et al,, 2003
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Tabla 1.- Compuestos quimicos mayoritarios (> 10 %) en el aceite esencial /extracto no polar de 6rganos vegetativos aéreos (Cont.)

Especie Organo vegetal Compuestos quimicos mayoritarios (%) Referencia

Eugenia zuchowskiae Hojas a-pineno (28.3) Coleetal, 2007
B-cariofileno (13.2)
a-humuleno (13.1)
a-copaeno (8.1)
O-cadineno (6.2)
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Resumen

El presente estudio corresponde a la segunda entrega donde se realiz6 el analisis farmacoboténico, etnofarmacolégico y mi-
crografico de drogas vegetales utilizadas en forma empirica para las afecciones con mayor tasa de mortalidad en la provincia
de Misiones. Los objetivos fueron relevar y documentar las especies vegetales utilizadas para las afecciones cardiovasculares y
respiratorias, sus usos etnofarmacoldgicos, partes utilizadas y formas de administracién. En esta instancia (Parte II), se exponen
cinco (5) especies. Las mismas fueron relevadas en los diferentes puntos de comercializacion de la Ciudad de Posadas, se con-
servaron especimenes de resguardo en el Herbario del Departamento de Farmacia de la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas
y Naturales de la Universidad Nacional de Misiones y mediante fotografias, fueron identificadas por medio de procedimientos
taxondmicos clasicos, y se analiz6 la endo- y exomorfologia empleando técnicas micrograficas como improntas, transcortes,
etc. En esta instancia se describe la micrografia de las partes utilizadas y el empleo etnofarmacologico de Eugenia uniflora, Aloysia
virgata, Lippia alba, Solanum granulosum-leprosum y Micrograma vacciniifolia, especies comercializadas y utilizadas como agentes
terapéuticos en el tratamiento de las afecciones Cardiovasculares y Respiratorias. Se concluye logrando la descripcion de los
caracteres de valor diagnoéstico de las cinco especies relevadas, aportando al conocimiento de la morfo-anatomia y micrografia
aplicada de dichas drogas vegetales, asi como los usos etnofarmacolégicos, las partes utilizadas y las formas de administracién,
resaltando la importancia de las técnicas micrograficas en el andlisis de las drogas vegetales utilizadas en forma empirica para
el tratamiento de las afecciones de mayor indice de mortalidad.

Pharmacobotanical, Ethnopharmacological and Micrographic study of
vegetable drugs used for the affections of greater index of mortality,
commercialized in the City of Posadas, Misiones Argentine. Part II.

Summary

The present study corresponds to the second delivery where the pharmacobotanical, ethnopharmacological and micro-
graphic analysis of vegetable drugs used empirically for the conditions with the highest mortality rate in the province
of Misiones was carried out. The objectives were to survey and document the plant species used for cardiovascular and
respiratory diseases, their ethnopharmacological uses, parts used and forms of administration. In this instance (Part
11), five (5) species are exposed. They were surveyed in the different commercialization points of the City of Posadas,
safeguard specimens were preserved in the Herbarium of the Department of Pharmacy of the Faculty of Exact, Chemical
and Natural Sciences of the National University of Misiones and through photographs, they were identified by means
of classical taxonomic procedures, and endo- and exomorphology were analyzed using micrographic techniques such as
imprints, transcuts, etc. In this instance, the micrograph of the parts used and the ethnopharmacological use of Eugenia
uniflora, Aloysia virgata, Lippia alba, Solanum granulosum-leprosum and Micrograma vacciniifolia, species commercialized and
used as therapeutic agents in the treatment of Cardiovascular and Respiratory diseases, are described. It is concluded by
achieving the description of the characters of diagnostic value of the five species surveyed, contributing to the knowledge
of the morpho-anatomy and applied micrography of said plant drugs, as well as the ethnopharmacological uses, the parts
used and the forms of administration, highlighting the Importance of micrographic techniques in the analysis of herbal
drugs used empirically for the treatment of conditions with the highest mortality rate.

Palabras clave: farmacobotanica - micrografia - afecciones.
Key words: pharmacobotany - micrograph - conditions.
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Altamirano y col.

Introducciéon

En la actualidad, numerosas especies vegetales son utiliza-
das por parte de la poblacion en general de manera empirica
para el tratamiento de enfermedades de diferente indole.
Esta utilizacién pocas veces se da mediante la intervencion
de los profesionales de la salud y los recursos vegetales utili-
zados como agentes terapéuticos en muchos casos no cuen-
tan con los correspondientes controles, por lo que carecen
de una calidad aceptable. Debido a su posicion y caracte-
risticas geograficas, la ciudad de Posadas es considerada el
principal centro de comercializacién de plantas medicinales,
donde colonos, aborigenes y vendedores ambulantes comer-
cializan sus recolecciones, provenientes de fuentes espon-
taneas o también de zonas limitrofes. Para la Provincia de
Misiones, en los Gltimos diez afios las principales causas de
mortalidad fueron enfermedades cardiovasculares, neopla-
sicas y respiratorias. En 201y, las enfermedades cardiovascu-
lares fueron responsables del 67,35 % de las muertes totales,
los tumores el 18,20 %, las enfermedades respiratorias el 15,20
%, sin discriminar sexo y edad. En menor medida, muertes
por causas externas (accidentes de transito, por ejemplo)
el 9,08 % y enfermedades infecciosas y parasitarias el 1,77
% (Direccion de Programacion y Planificacién, 2018). Por lo
que el objetivo principal del presente trabajo es describir las
especies vegetales vasculares utilizadas para las afecciones
cardiovasculares y respiratorias, con la finalidad de contri-
buir al conocimiento farmacobotanico, etnofarmacolégico y
micrografico de estas especies. En esta segunda etapa se des-
criben Eugenia uniflora, Aloysia virgata, Lippia alba, Solanum
granulosum-leprosum y Micrograma vacciniifolia.

Materiales y Métodos

La incidencia de los grupos de patologias con mayor indice de
mortalidad en la provincia de Misiones (Direccién de Progra-
macién y Planificacién, 2018) y los puntos de comercializacién
de las drogas provenientes de las especies vegetales vasculares
nativas empleadas como agentes terapéuticos en el tratamien-
to de las enfermedades fueron los mismos abordados en la pri-
mera parte del presente trabajo (Altamirano y Yajia, 2020).

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

Los usos y las propiedades atribuidas que se citan en el
presente trabajo han sido transcriptos textualmente de los
enunciados por los entrevistados, sin que ello signifique la
convalidacién de lo expresado por los entrevistados..

Los materiales vegetales relevados (enteros o fragmentados)
fueron documentados a través de la preservacion de especime-
nes de resguardo (vouchers) por duplicado en el Herbario del
Departamento de Farmacia de la Facultad de Ciencias Exactas,
Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de Misiones.
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El analisis exo-morfoldgico de las drogas organizadas re-
levadas (plantas enteras o sus partes) se realizb sobre la base
de una descripcién exo-morfoldgica de la/las partes utiliza-
das, empleandose en una primera instancia la técnica bota-
nica habitual por medio de lupa estereoscopica y microscopio
optico, utilizandose los descriptores farmacobotanico-farma-
cogndsticos existentes (Trease y Evans, 1991).

El andlisis endo-morfolégico cualitativo, estructural y
anatémico fue realizado empleando las técnicas analiticas
anatémico-histoquimicas habituales, tales como cortes trans-
versales realizados a mano alzada, desgarrados epidérmicos
(Wallis, 1968; Zarlavsky, 2014) e improntas o moldes epidérmi-
cos utilizando resina acrilica (Altamirano y Yajia, 2017).

Los datos de la sistematica de las especies que compren-
den el presente trabajo, fue analizada tomando como referen-
cia el Catalogo de las Plantas Vasculares del Conosur (Catélo-
go de las Plantas Vasculares del Conosur, 1994).

Resultados
Patologias de mayor importancia

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

Lugares de comercializaciéon

Existen tres &mbitos de comercializacién de especies ve-
getales con empleo etnofarmacolégico: los mercados mu-
nicipales, ferias francas y vendedores callejeros.

Resultados Etnofarmacoldgicos y micrograficos exo-
endomorfologicos

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae)
Sindnimos: Eugenia micheli Lam., Stenocalyx micheli (Lam.) O.
Berg, Stenocalyx nhampiri Barb. Rodr.
Nombres vulgares: “pitanga”, “langapiri”.
Distribucion: Sur de Brasil, Uruguay y nordeste de la Argen-
tina, hasta el Delta del Parana.

Es utilizado como hipotensor. También es recomendada
en afecciones de la garganta. Se usan las hojas en infu-
sién como hipotensor. Se administran tres tazas diarias.
En el mate se trituran dos puiados de hojas en un litro de
agua. El cocimiento de dos puiiados de hojas en un cuarto
de litro de agua se utiliza en gargarismos para curar an-
ginas y afecciones diversas de la garganta. Se comerciali-
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za en estado fresco o seco y sin envoltorio en el Mercado
Municipal, vendedores ambulantes y en la ferias francas.

Descripcion Exomorfologica

Arbusto muy ramificado y de copa globosa, tomando a ve-
ces forma de arbolito. Hojas opuestas, glabras, subsésiles,
aovado-lanceoladas, de 2,5-5 cm de largo. Flores blancas
dispuestas en largos pedtinculos axilares unifloros, fas-
ciculados. Baya depreso-globosa, de 2-3 cm de diametro,
rojo o purpurea con el pericarpio surcado longitudinal-
mente formando costillas redondeadas (Figura 1a).

Caliz compuesto generalmente de 4 sépalos. Pétalos
comunmente 4. Estambres numerosos, dispuestos en va-
rias series, libres o unidos en fasciculos; anteras dehiscen-
tes por fisuras longitudinales. Ovario 2-3 locular, con los
l6culos pluriovulados; estilo filiforme. Fruto baya drupa-
cea, lisa o surcada. Arboles o arbustos de hojas opuestas,
coridceas o subcoridceas, a veces punzantes y flores blan-
quecinas, solitarias o agrupadas.

Descripcion endomorfoldgica

En vista superficial de la hoja, las células epidérmicas de
ambas superficies exhiben contorno sinuoso, con estomas
paraciticos en la cara abaxial.

En el transcorte de la hoja se observa la epidermis
uniestratificada y el mesoéfilo compuesto por parénquima
en empalizada 1-estratificado y el parénquima esponjoso
con drusas. Presenta glandulas esquizdgenas de posicién
subepidérmica con respecto a ambas superficies foliares.
La nervadura central muestra colénquima en las posicio-
nes abaxial y adaxial de la zona costal y posee los tejidos
vasculares, xilema y floema, dispuestos en forma semi-

Figura 1.- Eugenia uniflora L.

a: hojas y fruto. b: corte transversal de la nervadura media con los teji-
dos vasculares de disposicién semilunar. c: corte transversal de la lami-
na foliar mostrando una glandula de posicién subepidérmica. d: corte
transversal de tallo. Escala 100 um.

lunar, con una vaina de fibras que rodea al conjunto en
posicién tanto adaxial como abaxial (en algunos casos
interrumpida a los lados), los haces vasculares corres-
pondientes a las venas menores se encuentran rodeados
por un casquete de fibras y una vaina parenquimatica con
cristales cuadrangulares o poliédricos (Figura 1b, c).

El transcorte del tallo primario presenta contorno cir-
cular. La epidermis es uniestrata con cuticula delgada y
lisa. La zona cortical presenta un estrato celular colenqui-
matico subepidérmico y parénquima de grandes células
isodiamétricas, con escasas drusas de oxalato de calcio y
cavidades esquizolisigenas. El cilindro central esta forma-
do por un sistema de haces vasculares bicolaterales apro-
ximados, separados por radios medulares parenquimati-
cos delgados y uniseriados y esta rodeado por un anillo
completo de esclereidas (Figura 1d).

Aloysiavirgata (Ruiz & Pav.) Pers. var. virgata (Verbenaceae)
Sinénimos: Aloysia virgata (Ruiz & Pav.) Pers. var. argutedentata,
Aloysia urticoides Cham., Aloysia virgata (Ruiz & Pav.) Pers. var.
laxa, Lippia arborea Rojas Acosta, Lippia urticoides (Cham.) Steud.,
Lippia urticoides (Cham.) Steud. var. laxa, Priva virgata (Ruiz &
Pav.) Spreng., Verbena virgata Ruiz & Pav., Zappania virgata (Ruiz
& Pav.) Poir,, Lippia virgata (Ruiz & Pav.) Steud. var. laxa.

Nombre vulgar: “nifio rupa”.

Es utilizado en afecciones cardiacas, contra el asma y la gripe.
Se utilizan dos pufiados de hojas en un litro de agua, se sumi-
nistra en forma de té, tres veces al dia o en el mate para las afec-
ciones cardiacas y en el tratamiento de las gripes y el asma. Se
comercializa en el Mercado Municipal, en las ferias francas y los
vendedores ambulantes. Se vende en estado fresco sin envolto-
rio y seco fraccionado en envoltorio de papel nylon.

Figura 2.- Aloysia virgata (Ruiz & Pav.) Pers. var. virgata

a: planta comercializada y herborizada. b: epidermis adaxial con trico-
mas de cubierta unicelulares cénicos y curvados. c: corte transversal de
la nervadura media mostrando la disposicién flabeliforme del xilema.
d: corte transversal de la hoja con tricomas estrellados. Escala 100 pm.
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Descripcion Exomorfolégica

Arbusto muy ramificado. Hojas coriaceas, aovadas u oblon-
gas, cortamente pecioladas, finamente crenadas, muy aspe-
ras en la cara superior, de 3-7 cm de largo, mayores de 2 cm de
ancho. (Figura 2a). Flores blancas, suavemente perfumadas,
dispuestas en espigas axilares, generalmente geminadas o
ternadas o bien reunidas en panojas terminales.

Descripcion endomorfoldgica

En vista superficial las células de ambas epidermis folia-
res muestran contorno poligonal (Figura 2b). Los estomas
son anomociticos y estan presentes sdlo en la cara abaxial
(lamina hipostomaética).

En el corte transversal de la hoja se observa ambas epi-
dermis uniestratificadas; en la epidermis adaxial existen
tricomas de cubierta unicelulares cénicos curvados con cis-
tolitos en su base globosa y tricomas glandulares con largo
pedicelo y cabeza secretora unicelular (Figura 2b); en la epi-
dermis abaxial se hallan tricomas de cubierta unicelulares,
tricomas de cubierta estrellados con pie 2-celular y estomas
anomociticos (Figura 2d); el meséfilo dorsiventral con un
estrato de parénquima en empalizada formado por células
de marcado desarrollo longitudinal y varias capas de parén-
quima esponjoso laxamente dispuesto y formado por célu-
las pequeiias. La nervadura media se proyecta como costillas
hacia ambas superficies foliares, con colénquima angular en
contacto con ambas epidermis, el xilema adopta una dispo-
sicién flabeliforme o semilunar (Figura 2c), el floema se dis-
pone hacia la cara abaxial y se encuentran masas de fibras
lignificadas alrededor de los tejidos vasculares, formando en
algunos casos un cilindro casi continuo.

Figura 3.- Lippiaalba (Mill) N.E. Br. ex Britton & P. Wilson var. alba

a: epidermis abaxial mostrando el contorno de sus células y esto-
mas anomociticos. b: tricoma unicelular cistolitico corto. ¢: corte
transversal de la hoja. d: corte transversal de la nervadura media.
Escala 100 ym.
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Lippia alba (Mill.) N.E. Br. ex Britton & P. Wilson var. alba
(Verbenaceae)
Sinénimos: Lantana alba Mill,, Lippa citrata Cham., Lippia gemi-
nata Kunth, Lippia geminata var. microphylla Griseb.

” o« » o« P

Nombres vulgares: “salvia”, “salvia maestra”, “salvia de jardin”.

Se recomienda contra la tos. Se utilizan las hojas, un pu-
fiado en infusidén, una taza de té tres veces al dia y con el
mate se toma la misma dosis. Se comercializa en el Mer-
cado Municipal, en las ferias francas. Se vende en estado
fresco y seco sin envoltorio.

Descripcion Exomorfolégica

Arbusto apoyante, ligeramente pubescente. Hojas opues-
tas, subcoriaceas, aovadas o aovado-oblongas, cortamente
pecioladas, aserradas, asperas en la cara superior, pubes-
centes en la inferior, de 5-10 cm de largo. Flores violaceas,
pequenas dispuestas en capitulos pedunculados.

Distribucion: frecuente en América del Sur templado-
calida. Adventicia en América del Norte.

Descripcion endomorfolégica

En vista superficial las células epidérmicas de la hoja presen-
tan contorno poligonal a levemente sinuoso. Los estomas
son anomociticos y se encuentran ubicados en la epidermis
abaxial. (Figura 3a).

En el corte transversal de la hoja se observan ambas
epidermis uniestratificadas, la adaxial cubierta por gruesa
cuticula; en ambas se presentan tricomas de cubierta uni-
celulares cistoliticos cortos, otros verrucosos unicelulares
de mayor longitud y tricomas glandulares con cabezuela
unicelular. El meséfilo muestra estructura dorsiventral,

Figura 4.- Solanum granulosum- leprosum Dunal

a: epidermis abaxial con estomas. b: tricomas estrellados pedicelados.
c: corte transversal de la hoja, con mesoéfilo dorsiventral y tricomas es-
trellados. d: corte transversal de la nervadura media. Escala 100 um.
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con parénquima en empalizada uniestratificado y parén-
quima esponjoso 3-estratificado. La nervadura principal se
proyecta hacia la cara abaxial y puede observarse una costi-
lla pequeiia en la cara adaxial que surge entre dos pequefias
depresiones, con colénquima en relacién con ambas super-
ficies foliares. El xilema se dispone en forma semilunar, al
igual que el floema que lo acompaiia hacia la cara abaxial,
en su forma y en posicién abaxial. E]l parénquima clorofili-
co penetra en la vena media hasta casi entrar en contacto
con el haz vascular. (Figura 3b, cy d).

Solanum granulosum- leprosum Dunal (Solanaceae)
Sinénimos: Solanum verbascifolium L. var. auriculatum (Ait.) O. K.

Nombres vulgares: “fumo bravo”, “tabaquillo”.
Distribucion: Nordeste de la Argentina y Brasil.

Se recomienda como antihipertensivo, para enfermedades de
las vias respiratorias. Se usan las hojas, una previamente ma-
chacada en infusién, en tres tomas diarias, en el mate y como
cigarrillos para enfermedades de las vias respiratorias. Se co-
mercializa en el Mercado Municipal, vendedores ambulantes
y en las ferias francas. Se vende en estado fresco sin envoltorio
y seco fraccionado en envoltorio de papel nylon.

Descripcion exomorfologica

Arbusto o pequeiio arbol. Hojas aovadas—oblongas, largamente
acuminadas, densamente tomentosas, de 10-20 cm de largo, en-
teras con dos estipulas auriculadas en la base del peciolo. Flores
violaceas, en corimbos plurifloros. Fruto subgloboso, anaranjado.

Descripcion endomorfolégica

En vista superficial las células de la hoja presentan con-
tornos poligonales en ambas superficies. La epidermis
adaxial es papilosa, con gruesa cuticula, tricomas cénicos
unicelulares y tricomas de cubierta estrellados pedicelados
cuya base posee un nimero variable de células y longitud
también variable (estos tricomas se encuentran presentes
en ambas epidermis). Los estomas son paraciticos y estan
presentes en ambas caras, siendo mas abundantes en la cara
abaxial (Figura 4ay b).

En el transcorte de la hoja se observa las epidermis con
las caracteristicas descriptas, y el mesdfilo con estructu-
ra dorsiventral, que presenta parénquima en empalizada
uniestratificado con células de desarrollo longitudinal mar-
cado y 2-3 estratos de tejido parenquimatico esponjoso, con
idioblastos con arena cristalina y drusas en algunos casos
(Figura 4c). La nervadura media se proyecta hacia la cara
adaxial en una costilla marcada, con colénquima de posicién
abaxial, en la cual penetra una pequefia porcién del tejido
parenquimatico en empalizada; el haz vascular central es bi-
colateral y estd rodeado por escaso tejido parenquimatico. Al
igual que en el mesoéfilo, en el parénquima de la nervadura

media se observan células de naturaleza idioblastica conte-
niendo elevada cantidad de pequefios cristales (Figura 4d).

Microgramma vacciniifolia (Langs. et Fisch.) Copeland
(Polypodiaceae)
Sinénimeos: Polypodium vacciniifolium Langsd. et Fisch., Crospe-
daria vacciniifolia (Langsd. et Fisch.) Link., Lepicystis vacciniifolia
(Langsd. et Fisco.) Diels.

” o«

Nombres vulgares: “suelta consuelta’, “suelda consuelda” ,

“naka guaird”.

Distribucion: Brasil Austral, Paraguay, Uruguay, Oriente de Bo-
livia y en Misiones, Bosque Chaquefio Oriental (Corrientes, Cha-
co, Formosa, Santa Fe y Bosques en galerias de los rios Parana,
Uruguay y de La Plata. Su limite austral se encuentra en el Delta
del Parana y Selva marginal de Punta Lara, en la Provincia de

Buenos Aires.

Es recomendado contra la hipertensién arterial y “dolores
de corazén”, y en afecciones de las vias respiratorias. Se uti-
lizan las frondes y los rizomas. Se hierve un trozo de plan-
ta, incluyendo frondes y rizomas de unos 10 cm de largo,
en medio litro de agua con lo cual se obtiene una tisana
que puede ser suministrada como agua (fria), en el mate
0 como té 3 o0 4 veces al dia. Se comercializa en el Mercado
Municipal, por los vendedores ambulantes y en las ferias
francas. Se vende en estado fresco y sin envoltorio.

Descripcion exomorfoldgica

Hierbas epifitas con rizoma rastrero, dictiostélico, cubierto de
paleas imbricadas. Frondes simples, notablemente dimoérficas
o trimoérficas, aisladas, enteras, heteromorfas. Las fértiles di-
ferenciadas de las estériles por presentar escamas o pelos. Las
frondes estériles son eliptico-lanceoladas hasta orbiculares de

Figura 5.- Microgrammavacciniifolia (Langs. et Fisch.) Copeland

a: epidermis abaxial con estomas. b: tricomas de cubierta conicos. c:
corte transversal del foliolo mostrando el meséfilo homogéneo. d: cor-
te transversal del raquis. Escala 100 pm.
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hasta 7 cm de longitud con peciolo corto, escamoso, glabras o
con escamas sobre la vena media, enteras; las frondes fértiles
son lineares-oblongas con una serie de soros circulares a cada
lado de la vena media. Venacibén variada. Soros circulares, uni-
seriados, superficiales, con paréfisis filiformes. Esporas mo-
noletes. Rizomas escamosos, largamente rastreros, aplanados
dorsiventralmente, de aproximadamente 4 mm de didmetro,
cubierto por escamas peltadas.

Descripcion endomorfologica

El corte transversal del rizoma presenta una estructura dic-
tiostélica con predominio de parénquima y tejidos de con-
duccion dispuestos en dos ciclos de unidades vasculares
(“haces”), rodeados cada una por vainas pluriestratificadas
de células parenquimaticas con denso contenido pardo. Las
escamas rizomaticas triangulares, de insercién basal.

El peciolo, en transcorte, presenta la misma e estruc-
tura estélica pero con cinco unidades vasculares dispues-
tos en forma circular y rodeados por el parénquima corti-
cal y el medular (Figura 5d).

En la hoja, en vista superficial, las células epidérmicas
—de diferente tamafo— presentan contornos sinuosos.
Se observan tricomas de cubierta conicos, unicelulares.
Los estomas se ubican en la cara abaxial y presentan de 2
a 4 células subsidiarias, similares o ligeramente diferentes
a las células epidérmicas propiamente dichas (Figura 5a 'y
b). El transcorte foliar muestra la epidermis uniestratifi-
cada, con hipodermis en ambas caras, adaxial y abaxial;
el mesofilo es homogéneo, formado por hasta 8 estratos
de células parenquimaticas rectangulares, pequefios ha-
ces vasculares asociados a casquetes de tejido de sostén,
el cual ademas forma grupos discretos, independientes de
los haces, hacia la cara abaxial (Figura 5c).

Los esporangios son globosos, con anillo de dehiscencia
lateral e incompleto, con hasta 12 células engrosadas. Las
esporas son monoletes, con exina levemente ornamentada.

Discusion

Los caracteres diagnosticos relevados para E. uniflora son
coincidentes con los descriptos por otros autores (Gonza-
lez, 2011; Lorca y col,, 1995; Auricchio y col., 2003), como
el parénquima en empalizada 1-estrato, los estomas pa-
raciticos y las glandulas esquizégenas subepidérmicas,
por nombrar algunos (Lorca y col, 1995). Sin embargo,
otros autores han descripto estomas anomociticos con
4-6 células acompanantes (Cortadi y col., 1996). Son de
importancia los caracteres microscépicos para el ana-
lisis de E. uniflora, debido a que se observan variaciones
macroscopicas en relaciéon a las diferentes procedencias
de la droga (Alves y col,, 2008). Las propiedades antihi-
pertensivas atribuidas de manera empirica a las hojas y
los tallos de E. uniflora han sido estudiados en modelos
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animales (Mariani y col., 2017). Los extractos de la droga
produjeron un descenso de la presiéon arterial media, la
sistdlica y diastdlica en ratones (Mariani y col., 2017), lo
que podria explicar el efecto farmacolégico de la droga.
Las hojas de E. uniflora también son utilizadas en infusio-
nes para combatir trastornos gastrointestinales (Ratera
y Ratera, 1980). Recientemente la Direccién Nacional de
Biodiversidad, del entonces Ministerio de Ambiente y De-
sarrollo Sustentable, solicit6 la inclusién, en el capitulo
XI del Cédigo Alimentario Argentino, de los frutos de Eu-
genia uniflora L. (Ministerio de Salud y Desarrollo Social
de la Nacién, 2019).

Para el reconocimiento de A. virgata var. virgata, la es-
tructura del cistolito presente resulta de gran importan-
cia (Arambarri y col., 2008), asi como las caracteristicas
de las hojas y el ovario para diferenciarla de A. virgata var.
platyphylla (O'Leary y col, 2016). Sus hojas son utilizadas
también en Bolivia como carminativo, estomacal y téni-
co; y en Paraguay como anticatarral, antirreumatico, dia-
forético, estimulante, estomaquico y pectoral (Bassols y
Gurni, 1996). En la Argentina también se utilizan las hojas
como antimicéticos, en preparados utilizados por via ex-
terna (Martinez Crovetto, 1981).

Los caracteres descriptos para L. alba var. alba concuer-
dan en su mayoria con otros autores, los tricomas con
cistolitos en la base son caracteres diagnosticos, aunque
en el presente estudio no se han caracterizado tricomas
glandulares con cabeza bicelular (Gonzélez y col., 2008;
Arambarri y col., 2006). Es utilizada en la medicina tra-
dicional del Paraguay también como antiespasmoédico en
dolores menstruales (Basualdo y col., 2003). En el Brasil
ha sido ampliamente estudiada, documentandose varios
usos medicinales como ser para el tratamiento de la pre-
sidn alta, colicos, diarrea, fiebre, anemia, insomnio, entre
otros (Santos y col., 2015).

Para el caso de Solanum granulosum-leprosum Dunal, los
caracteres concuerdan con los descriptos por otros auto-
res (De Toledo Picoli y col., 2013). Se destaca la importan-
cia del reconocimiento de los estomas paraciticos presen-
tes en la hoja anfiestomatica, tricomas conicos y estrellados
pedicelados con base, idioblastos con arena cristalina y el
haz vascular central bicolateral, como caracteres de valor
diagnosticos diferenciales (Arambarri y col., 2006; De To-
ledo Picoli y col., 2013). En la Argentina las hojas son uti-
lizadas como antiinflamatorio externo (Toursarkissian,
1980), en Paraguay es conocida como ka'oveti (Solanum
granulosum-leprosum) y se ha reportado su uso para el tra-
tamiento de la diabetes (Soria y Ramos, 2015).

Ha sido relevada también Microgramma vacciniifolia,
donde se destacan las escamas rizomaticas triangulares,
y la hipodermis en el transcorte foliar como caracteres
diagnosticos (Chaves y col., 2019). Los guaranies lo utili-
zan para tratar los rifiones, la sordera y el dolor menstrual
(Keller y col., 2011). Es utilizada ademas en Brasil como
diurética (Bolson y col., 2015), para el tratamiento de la
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cistitis, infecciones y piedras renales (Vendruscolo y col.,
2005). Los extractos crudos de las partes aéreas poseen ac-
tividad antioxidante (Peres y col., 2009).

Conclusiones

En el presente trabajo se han relevado y documentado en
esta instancia Parte II: cinco (5) especies comercializadas
y utilizadas como agentes terapéuticos en el tratamiento
de las afecciones cardiovasculares (2) Eugenia uniflora, Alo-
ysia virgata var. virgata, y respiratorias (3) Lippia alba, Sola-
num granulosum-leprosum y Micrograma vacciniifolia.

Se han descripto los caracteres de valor diagnoéstico
de las cinco especies relevadas, aportando al conocimien-
to de la morfo-anatomia y micrografia aplicada de dichas
drogas vegetales, asi como los usos etnofarmacolégicos,
las partes utilizadas y las formas de administracién.

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

Obtener cortes de material vegetal de 20-30 pm de espesor con un micrétomo rotativo se encuentra ligado a la inclusién de las
muestras en bloques de resina o parafina, lo cual implica de disposicién de tiempo e insumos. Otra limitante en el trabajo de
anatomia vegetal es la realizacion de cortes de material fresco para ensayo de pruebas histoquimicas, ya que se debe contar con
la destreza necesaria para realizar cortes a mano alzada o con equipamiento e insumos que en ocasiones presentan elevados
costos como un cridstato. El objetivo de esta comunicacion es presentar una técnica que utiliza un micrétomo rotativo con
cuchilla descartable y un soporte de cera odontoldgica que permite obtener cortes, incluso seriados, de material fresco o fijado
de diferentes 6rganos. Se discuten las limitaciones de la técnica.

New mounting support to obtain slices of plant material
by using a rotary microtome

Summary

Obtaining sections of plant samples from different organs of 20-30 pm thick by using a rotary microtome is linked to the
inclusion of the samples in blocks of resin or paraffin, technique which implies time and supplies. Another limitation in the
work of plant anatomy is the realization of cuts from fresh material to perform histochemical tests. To obtain freehand cuts
the operator must have the necessary skills or the laboratory must have equipment and supplies that sometimes represents
high costs such as a cryostat. The objective of this communication is to present a technique that, using a rotary microtome
with a disposable blade and dental wax support, allows obtaining cuts, even serial, of fresh or fixed material from different
organs. The limitations of the technique are presented.

Introducciéon

Para muchos laboratorios clasicos de histologia vegetal,
la obtencién de cortes de material vegetal para la realiza-
cién de estudios anatémicos y pruebas histoquimicas nos
plantea contar con una gran habilidad para realizar cortes
a mano alzada o realizar técnicas laboriosas de fijacién. Un
completo set de técnicas tradicionales para la obtencion de
cortes y preparados histolégicos a partir de diferentes ma-
teriales vegetales se encuentra disponible en la bibliografia
de D’Ambrogio de Argiieso (1986), Ruzin (1999) y Zarlavsky
(2014), entre otras.

En caso de necesitar cortes de material fresco o fijado sin
inclusion en parafina, se debe contar con la pericia de realizar
cortes a mano alzada o contar con instrumentos como vibrato-

mos o cridstatos, los cuales constituyen equipamientos costo-
sos si el laboratorio no cuenta con ellos.

El vibratomo permite la obtencién de cortes de 50-200 um
de material fresco o previamente fijado. Para materiales muy
pequeios o blandos como radiculas embrionales se han ensa-
yado con éxito técnicas de inclusién directa en agarosa (Ron
y col, 2013). Atkinson y Wells (2017) disefiaron moldes 3D de
acido polilactico para embeber material fresco o fijado de raices
en agarosa al 4-5 % (p/v) lo que permite moldear bloques que
al solidificar pueden ser cortados en el vibratomo. Esta técnica
permite obtener secciones de espesor conocido entre un corte y
otro, ademas, tiene la ventaja de que la muestra se encuentra en
flotacién evitando asi la desecacién de la misma.

Palabras clave: cera odontolégica - cortes histolégicos - material vegetal - micrétomo rotativo - técnica.

Key words: dental wax - histological sections - plant material - rotary microtome - technique.
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Para el caso de contar con un criéstato, las muestras
vegetales frescas o fijadas, son infiltradas en una serie de
soluciones de diferentes gradientes de sacarosa como
crioprotector para evitar la formacién de cristales duran-
te el posterior congelamiento o en compuestos especiales
como optimum cutting temperature (conocido como OCT)
y posteriormente congeladas directamente a temperatu-
ras de -30 °C o - 80 °C con CO,, N liquido o en el mismo
cri6stato. Las secciones de 10-50 um de espesor, se recogen
en flotacién para su posterior tefiido y montaje (Weaver y
Layne, 1965; Lauchli, 1966; Benes, 1973; Knapp y col., 2012).

Por otra parte, la mayoria de los laboratorios clasicos
de histologia vegetal cuentan con micrétomos rotativos
para la obtencién de cortes de 10-100 ym a partir de ma-
terial infiltrado en parafina o resinas. Mediante esta téc-
nica los tejidos vegetales son endurecidos al reemplazar
el agua intracelular con parafina o resinas sintéticas a fin
de obtener cortes muy finos. Sin embargo, el proceso in-
cluye numerosos pasos de fijacién, deshidratacion, inclu-
sién, corte, montaje, desparafinado y tincién (D’Ambro-
gio de Argiieso, 1986; Spence, 2001; Ruzin, 1999; Zarlavsky,
2014), los cuales requieren de mucho tiempo (semanas),
esfuerzo y gasto de insumos que en ocasiones pueden ser
perjudiciales para la salud y el medio ambiente. En mu-
chos casos estos procesos pueden causar ablandamiento,
deformaciones de los tejidos y lavado de los compuestos
que se desean detectar.

La alternativa mas econémica y ambientalmente sa-
ludable es realizar cortes a mano alzada, término utili-
zado originalmente para aquellas secciones obtenidas al
cortar el material con una hoja de afeitar sosteniendo el
mismo entre los dedos o utilizando como soporte médula
de sauco, fragmentos de zanahoria, telgopor compactado
(poliestireno) o carbowax 4000 (Johansen, 1940; D’Ambro-
gio de Argiieso, 1986; Fink, 1986; Zarlavsky, 2014) e incluso,
recubriendo el material fresco o fijado en polietilenglicol
0 agarosa 6 % para formar un bloque alrededor del mate-
rial que facilite su manipulacién (Fink, 1986; Zelko y col.,
2012). A los fines practicos, en el presente trabajo al hablar
de cortes a mano alzada nos referiremos a aquellas seccio-
nes obtenidas utilizando una hoja de afeitar ya sea soste-
niendo el material con la mano, en un soporte o con un
micrétomo manual (Johansen, 1940; Cutler, 1978; O'Brien y
McCully, 1981, Fink, 1986; Purvis y col., 1966; D’Ambrogio de
Argiieso, 1986; Yeung, 1998; Zarlavsky, 2014). Aunque es una
técnica apropiada para una gran variedad de materiales
mas o menos rigidos, las secciones resultantes usualmente
no son uniformes ni delgadas, genera grandes dificulta-
des cuando el material es muy fino o suculento como por
ejemplo la lamina de una hoja de textura membranacea,
cuando presenta tejidos con diferentes durezas, con espa-
cios intercelulares abundantes como tallos de Araceaes, o
con tejidos blandos como en raices herbaceas de pequeiio
diametro, radiculas embrionales, brotes jévenes (Metusala,
2017) o material proveniente de plantas cultivadas in vitro
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(Johansen, 1940; Zelko y col., 2012). El resultado depende en
gran medida de la pericia del operario y la naturaleza del
material, produciendo en muchos casos un bajo porcentaje
de secciones ttiles. Obtener un buen corte a mano alzada
requiere contar con suficiente material, paciencia, practica
y habilidad (Berlyn y Miksche, 1976; Metusala, 2017).

El objetivo de este trabajo es ofrecer un método alterna-
tivo para obtener cortes de entre 25-50 ym en un micréto-
mo rotativo a partir de material fresco o previamente fijado,
utilizando un soporte de cera odontolégica. Este método ha
sido utilizado en numerosas ocasiones en nuestro laborato-
rio desde 2016 con diferentes muestras (tejidos y 6rganos)
obteniendo muy buenos resultados (Pérez Grosso y col.,
2016; Gémez y col., 2019; Lizarraga y col., 2017; Mercado y col.,
2018; Moreno y col., 2018; Mercado y col., 2020; Pérez y col,,
2020; Leal y col., 2021, entre otros). Se presentan resultados
en los tejidos de diferentes 6rganos de plantas superiores y
se discuten las limitaciones de la técnica.

Materiales y Métodos
Material vegetal

Las muestras usadas fueron de material vegetal fresco, porcio-
nes de material fijado en FAA (acido acético, formol, agua y al-
cohol 1:2:7:10) y material seco y rehidratado en agua destilada
a temperatura ambiente durante 10 min. Los mismos corres-
pondieron a diferentes 6rganos vegetativos y reproductivos,
con distintos tamafios y consistencias. A modo ilustrativo se
realizaron cortes de hojas de Zea mays L. (Poaceae) fijadas en
FAA. Hojas de Lippia integrifolia (Griseb.) Hieron. (Verbena-
ceae) secas y rehidratadas. Hojas frescas de Vaccinium myrtillus
L. (Ericaceae). Tallos de Medicago sativa L. (Fabaceae) fijados
en FAA. Tallos secos y rehidratados de Baccharis trimera (Less.)
DC. (Asteraceae). Tallos frescos de Fabiana punensis S.C. Arroyo
(Solanaceae). Raices fijadas en FAA de Tagetes minuta L. (As-
teraceae). Raices, tallos, foliolos y raquis frescos de plantu-
las de Zuccagnia punctata Cav. (Fabaceae) y apices caulinares
de Ullucus tuberosus Caldas (Basellaceae) obtenidos mediante
diferentes técnicas de cultivo in vitro.

Flores secas y rehidratas de Artemisia mendozana DC. var.
mendozana (Asteraceae). Frutos frescos jovenes de Prosopis
alba Griseb. (Fabaceae). Hojas y tallos frescos y fijados en
FAA de Pelargonium x hortorum L. H. Bailey (Geraniaceae).

La nomenclatura cientifica fue corroborada en la base
de datos The Plant List (2013).

Instrumental

Hojas de afeitar tipo Gillette® o tijeras que permitan cor-
tar porciones de aproximadamente 5-7 mm de long., 6 2-5
mm? (superficie) (porciones de menor tamano favorecen la
obtencién de mejores cortes) del material que se desea sec-
cionar. Superficie para corte del material vegetal, en nuestro
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laboratorio se utiliza un vidrio de 20 x 20 cm y 4 mm de es-
pesor. Cajas de Petri (100 x 20 mm). Pinzas de acero inoxi-
dable. Agujas histologicas, micrétomo rotativo y cuchillas:
cuchilla afilada o cuchilla descartable, HP35 Coated microtome
blade 34 °/75 mm Thermo Scientific o afines. Cera odontol6-
gica o articular en placas (140 mm de long. x 75 mm de lat.
y 2 mm de espesor). La dureza de la cera se identifica con
diferentes colores segin la marca (marcas alternativas Vai-
cril® Reus®, GC-Dental®), se expende en locales de insumos
odontolégicos. Vaicril presenta cera rosada de mayor dureza,
en comparacién con las otras, es dificil de moldear con el
calor de las manos y quebradiza por lo que no es recomen-
dable; la amarilla, de dureza intermedia, es la mas utilizada
en nuestro laboratorio por ser facilmente maleable con las
manos pero conservando una consistencia que permite su
manipulacién y la roja, blanda, si bien es mas facil de mode-
lar tiende a pegarse con el material sobre todo en ambientes
calidos y htimedos (Figura1 A).

Los cortes histologicos se obtuvieron montando
muestras de aproximadamente 5-7 mm de long. 0 2-5 mm?
de superficie en soportes de cera odontoldgica de dureza
intermedia, que posteriormente fueron seccionadas con
micrétomo rotativo a 15, 20, 25y 35 pm de espesor.

Para estudios clasicos de anatomia, los cortes obtenidos
a partir de material fresco o fijado en FAA, fueron observa-
dos directamente al microscopio 6ptico montados en agua
destilada o bien, se decoloraron con hipoclorito de sodio al
50 %, lavados con agua destilada tres veces y tefiidos con tin-
cién doble sucesiva azul astra-safranina (Luque y col. ,1996)
o metacromatica como azul de toluidina y violeta de cresyl
para ser posteriormente montados en agua-glicerina (1:1)
(D’Ambrogio de Arglieso, 1986; Zarlavsky, 2014).

Para estudios histoquimicos, los cortes de material
fresco fueron sometidos a colorantes y reactivos produc-
tores de reacciones de coloracién cuyas técnicas constan
en la bibliografia clasica de histologia vegetal como rojo
de rutenio (1 % p/v) para sustancias pépticas, azul de tolui-
dina para polisacaridos (Heslop-Harrison and Heslop-Ha-
rrison, 1981), sudan IV (solucién acuosa a saturacién) para
lipidos, cloruro férrico (10 % p/v) para compuestos fenoli-
cos (D'Ambrogio de Argiieso, 1986; Ruzin, 1999; Zarlavsky,
2014) y NP (2-aminoethyl-diphenylborinate, Sigma) 1 % en
MeOH (Neu, 1956) para flavonoides y fenoles derivados del
acido caféico y clorogénico.

Diafanizados se realizaron segtn la técnica de Dizeo
de Strittmater (1973).

Los cortes fueron realizados en un micrétomo rotati-
vo tipo Minot Microm HMa315 con cuchillas descartables
de acero inoxidable.

Para las observaciones se utilizd un microscopio 6p-
tico Carl Zeiss Lab. A1 Axiolab con cdmara adosada Axio-
Cam ERc 5s Zeiss y el programa Axio Vision release 4.8.2
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) y un microscopio de
fluorescencia (Nikon Optiphot) con luz UV (filtro de exci-
tacién UV-1A: 365 nm, filtro de barrera 400 nm).

Resultados
Procedimiento

Para obtener las secciones se toma un fragmento del ma-
terial vegetal fresco (tallos, hojas, raices u otros 6rganos)
—fijado o seco y previamente rehidratado durante 10
min por inmersioén en agua destilada—, de aproximada-
mente 5 a 7 mm de long. o 2 hasta 5 mm? (superficie) y
se coloca con ayuda de pinzas entre dos fragmentos de
cera de dureza intermedia, de 10 a 20 mm?cuidando que
el material quede orientado segiin las necesidades para
realizar los cortes correspondientes (Figura 1 B), se pre-
sionan los bordes de la cera y con el calor de las manos
se cierra por los laterales y la base dejando solo visible
la cara por la cual se procedera a cortar (Figura 1 C). Los
cortes se realizan de forma inmediata para evitar que el
material se deshidrate. Este “cubo” o “prisma rectangular”
de cera —donde se encuentra el material— se sujeta a la
prensa del micré6tomo orientando el angulo de corte, el
espesor del corte se selecciona en el micrétomo, el cual
se encuentra preparado con una cuchilla descartable de
acero inoxidable de preferencia nueva (Figura 1 D). De
acuerdo con la naturaleza del material se obtienen cor-
tes buenos empleando diferente espesor de corte (Figura
2 A-D). No es aconsejable realizar cortes muy delgados, de
menos de 20 um ya que el material se torna fragil y tiende
a romperse, los diferentes tejidos pierden su cohesién al
intentar desmontarlos de la cera de soporte. Se pueden
obtener cortes mas gruesos sin ningin inconveniente,
pero el investigador debera decidir si cumplen con las ne-
cesidades del analisis a realizar (Figura 2 A-D).

Las secciones obtenidas forman una cinta que puede ser
recuperada con pinzas y colocada en cunas de agua destila-
da a temperatura ambiente, generalmente se utilizan cajas
de petri que pueden ser numeradas en la secuencia de corte,
permitiendo obtener cortes seriados (Figura 1 E). No se debe
usar agua templada o caliente ya que disuelve la cera la cual se
adhiere a los tejidos interfiriendo posteriormente con la colo-
racion y el proceso de recuperacién del corte.

De cada seccién se aislan manualmente los cortes
individuales bajo lupa con ayuda de dos agujas hipodérmicas
(Figura 1 F). Los cortes obtenidos se colocan sin adhesivo
directamente sobre un porta objeto con una gota de agua que
permite su deslizamiento por tension superficial (Figura 1 G)
o pueden ser almacenados en alcohol 70 ©, por no mas de 2 o
3 dias (siempre y cuando no sea la intencién detectar algiin
compuesto soluble en el medio de conservacién).

Colocados los cortes sobre el porta objeto se cubren con
el cubre objeto y se pueden observar directamente en el mi-
croscopio 6ptico o para un mejor reconocimiento de los te-
jidos se decoloran y se pueden realizar diferentes tinciones
(Figura 2 E-H).

Los cortes también pueden destinarse a algin test histo-
quimico empleando el reactivo correspondiente, dependiendo
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Figura 1.- Detalle de la técnica

A: Placas odontologicas de diferente dureza. B-C: Preparacion de so-
porte con fragmento de tallo de “alfalfa” (M. sativa). D: Montado del
soporte en el micrétomo rotativo y corte. E: Tira de cortes obtenidos de
forma seriada. F: Separacién manual de los cortes con agujas histologi-
cas. G: Aislamiento de cortes por flotacién en porta objeto.

de la naturaleza quimica del compuesto que se desea identifi-
car o del objetivo del trabajo a realizar (Figura 2 I-K).

Resultados obtenidos

En la figura 2 A-D, se observan cortes de lamina foliar de
maiz previamente fijadas en FAA, realizados a 15, 20, 25
y 35 um respectivamente, decolorados y tefiidos con azul
astra-safranina. En los cortes de 15 um (Figura 2 A), se
observa como se desprende un fragmento del corte.
Como se menciond con anterioridad, la técnica permite
la realizacién de ensayos histoquimicos. En la figura 2 (E-K)
se realizaron cortes de 25 ym de espesor en hojas de “poleo”
(L. integrifolia) secas y rehidratadas y en hojas frescas de
“arandano” (V. myrtillus). Se presenta para ambas muestras
un control al natural (Figura 2 E e I) en el que se observa
la coloracién verde caracteristica de las clorofilas. En el del
arandano se destaca la presencia de idioblastos en el parén-
quima fundamental del nervio medio y en empalizada (Fi-
gura 2 I). Para el “poléo” se realiz6 decoloracién y posterior
tincién con azul astra-safranina la cual permite diferenciar
claramente tejidos con paredes con estructura primaria
(epidermis, parénquimas) coloreados de azul con respecto
a tejidos con paredes con estructura secundarias colorea-
dos de rojo intenso (fibras y vasos xylematicos) (Figura 2 F).
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Para L. integrifolia se ensay6 coloracién simple con rojo de
rutenio para la identificacién de pectinas (Figura 2 G) y con
azul de toluidina colorante metacromatico que permite la
identificacién de tejidos con paredes de estructura prima-
ria con coloracioén violeta, tejidos con paredes de estructura
secundarias azul y en caso de estar presentes polisacaridos
los cuales se colorean en azul (Figura 2 H). En tanto, para V.
myrtillus se realizé un test de coloracién con sudan IV para
lipidos presentes en cuticulas y cuerpos oleosos dentro de
las células del mesoéfilo (Figura 2 J) y con el reactivo NP para
la deteccibén de flavonoides y fenoles, observando derivados
cafeoilquinicos y feruoilquinicos, los cuales presentan fluo-
rescencia verdosa-blanquecina y azulada respectivamente
en las paredes secundarias de los vasos xilematicos y fibras;
flavonoides, flavonas y flavanonas con fluorescencia blan-
co-amarillenta a nivel de la cuticula y las clorofilas que exhi-
ben autofluorescencia caracteristica rojiza (Figura 2 K).

La técnica suele funcionar muy bien con materiales de
diferente textura como hojas (Figura 2 A-K), tallos (Figura
2 L-N) y raices (Figura 2 O) e incluso con muestras blan-
das provenientes de cultivos in vitro, ya sea frescas, secas
y rehidratados o previamente fijadas en FAA (Figura 2 P-S).

Una limitacién de la falta de infiltracién, es que algunos
materiales frescos tienden a romperse si el tejido es muy car-
noso o demasiado blando, como en el caso de plantas crasas,
o tejidos suculentos. Se muestran cortes de hojas y tallos de
Pelargonium sp.; considerada como semisuculenta con abun-
dante parénquima reservante de agua; realizados a partir de
material fresco a 25 ym (Figura 3 A y B), donde se observa la
ruptura de los tejidos y a 40 ym de espesor (Figura 3 Cy D)
en los cuales los tejidos se observan integros pero gruesos.
Se ensay0 también la realizacién de cortes a 30 pm de espe-
sor en material previamente fijado en FAA durante 24 hs, los
cortes fueron observados directamente en MO (Figura 3 E-F)
y posteriormente decolorados y tefiidos con azul astra-safra-
nina (Figura 3 G-H), en este caso se observa una buena cali-
dad de cortes en cuanto a su espesor, sin ruptura de tejidos.
Se observa asi que en el caso de tejidos blandos puede ayudar
aumentar el espesor del corte perdiendo un poco de calidad
de observacion; o realizar un paso previo de fijacién en FAA
de entre 24 y 48 horas —dependiendo de la consistencia del
material— lo cual endurece los tejidos y favorece la obten-
cién de buenos cortes, aunque al mismo tiempo limita cier-
tas técnicas histoquimicas.

Algo similar ocurre en materiales que presenta cama-
ras de aire como un aerénquima, o en el caso de 6rganos
secos o flores que entre sus diferentes componentes pre-
sentan aire. En estos casos los tejidos se disgregan por
colapso o al desprenderse sus partes cuando se intenta
levantar de la cuna de agua. En el caso de 6rganos con ca-
maras de aire entre sus componentes como flores y frutos
secos, se podria optar por trabajar con cada componente
por separado, pétalos, sépalos, entre otros o utilizar como
soporte agarosa al 3-5 %, tal como lo sugieren Atkinson y
Wells (2017) para este tipo de materiales.
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Figura 2.- Ensayo de cortes en diferentes materiales vegetales

A-D: Cortes de diferentes espesores en lamina foliar de “maiz” (Z.
mays) fijadas en FAA, decoloradas y tefiidas con azul astra-safra-
nina. A 15 um (A), 20 ym (B), 25 um (C) y 35 um de espesor (D).
E-H: Hojas de “poleo” (L. integrifolia) secas y rehidratadas, corta-
das a 25 um de espesor, control natural (E), decoloradas y tefiidas
con azul astra-safranina (F), coloracién con rojo de rutenio para la
identificacién de pectinas (G) y azul de toluidina (H). I-K: Trans-
corte de hojas frescas de “arandano” (V. myrtillus) realizados a 25
um de espesor. Material fresco control sin tincién, se observan
idioblastos en el parénquima fundamental del nervio medio y en
empalizada (flechas) (I). Sudan IV para la deteccién de lipidos,
tincién positiva en cuticulas y cuerpos oleosos dentro de células
del mesofilo (flechas) (J). Reaccién con NP para deteccién de fla-
vonoides y fenoles, observado en microscopio de fluorescencia.
Derivados cafeoilquinicos (fluorescencia verdosa-blanquecina) y
feruoilquinicos (fluorescencia azulada) en las paredes secundarias
de los vasos xilematicos y fibras (flechas); flavonoides, flavonas y
flavanonas (fluorescencia blanco-amarillenta) a nivel de la cuticu-
la (cabeza de flecha) y clorofilas exhiben autofluorescencia rojiza
(doble punta de flecha) (K). L-S: Ensayo de corte en tallos y raices
de diferentes estructuras y texturas a 25 pm de espesor, decolora-
dos y tefniidos con azul astra-safranina. Tallos previamente fijados
en FAA de “alfalfa” (M. sativa) (L). Tallos secos y rehidratados de
“carqueja” (B. trimera) (M). Tallos frescos de F. punensis (N). Raices
previamente fijadas en FAA de T. minuta (O). P-S: Cortes de ma-
terial obtenido mediante diferentes técnicas de cultivo in vitro.
Apices caulinares de brotes frescos de “ulluco” (U. tuberosus). En
inserto muestra original (P). Plantulas de “pus-pus” (Z. punctata)
obtenidas mediante germinacién de semillas in vitro. Raices (Q),
tallos (R) y foliolos (S) cortados a 25 um de espesor, decolorados
y tenidos con azul de toluidina. En S, inserto superior raquis te-
fido con azul astra-safranina e inserto inferior muestra original.
Escalas: 100 um.

Figura 3.- Limitaciones de la técnica

A-H: Hojas y tallos frescos de “malvén” (Pelargonium x hortorum) cor-
tados a 25 um (A-B) y 40 pm (C-D). E-H. Hojas y tallos de “malvén” fi-
jados en FAA, cortados a 30 um, observados directamente en MO (E-F)
decolorados y tefiidos con azul astra-safranina (G-H). Escalas: 100 m.

En la figura 4 A y B se presenta el diafanizado de una
flor tubulosa de Artemisia sp. y un corte realizado a 30 pm
de espesor entre el ovario y tubo corolino respectivamente.
Para un fruto de Prosopis sp., se decidi6 trabajar con vainas
frescas inmaduras (previo a la lignificacién total que difi-
cultaria la obtencién de buenos cortes) y se realizaron cor-
tes gruesos de 40 pm de espesor, decoloracién y posterior
tincién con azul astra-safranina (Figura 4 E). En tanto que
detalles del epicarpio y endocarpio se obtuvieron realizan-
do cortes de 30 ym (Figura 4 Cy D).

Conclusion

La técnica de corte con micrétomo rotativo que emplea
como soporte cera odontolégica implica ciertas ventajas
frente a la técnica de corte a mano alzada: (1) facilita ob-
tener cortes uniformes, con un espesor recomendable de
20-40 pm; (2) permite obtener cortes seriados; (3) logra
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Figura 4.- Limitaciones de la técnica

A-B: Artemisia sp., flor tubulosa previamente fijada en FAA. Aspecto del diafanizado para observar las partes de la flor (A). Corte transversal a 30 ym de
espesor entre el ovario y tubo corolino, decolorado y tefiidos con azul astra-safranina (B). C-E: Fruto fresco inmaduro de “algarrobo blanco” (P. alba), cor-
tado a 40 um de espesor, decolorado y tefiido con azul astra-safranina. Detalle de seccién a 30 um de espesor de epicarpio (C), endocarpio (D) y aspecto

general completo (E). Escalas: 100 um.

buenos cortes de materiales muy pequeios como raices
embrionales, laminas membranaceas o material de plan-
tas de cultivo in vitro; (4) mejora los cortes en materia-
les con tejidos de diferente dureza, tales como tallos con
fibras perivasculares. La Gnica desventaja observada fue
la limitacién dada por el tipo de material cuando es de
consistencia seca, muy blanda, crasa, o con camaras de
aire, en los cuales los cortes suelen desgarrarse, aunque
se puede mejorar con el empleo de material previamente
fijado o al aumentar el espesor del corte.
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