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POTENCIAL CITOSTATICO DEUNEXUDADO
DESEMILLASDE CEDRELAFISSILISVELL.
(MELIACEAE) EN GERMINACION

Teresa Arguelles'" y Graciela Fernandez?

1L InQuiF, Facultad de Ciencias Forestales, Univ. Nac. de Misiones. Bertoni 124, (3380) Eldorado.
Misiones. Correo el ectronico: arguelles@facfor.unam.edu.ar

2Departamento de CienciasBasicas. Univ. Nac. deLujan. Rutas5y 7, (6700) Lujén. Pcia. deBs. As.
“Autor a quien dirigir la correspondencia.

Resumen

Semillas de cedro misionero (Cedrelafissilis Vell. —Meliaceae—) se pusieron agermi-
nar sobre un medio sintético compuesto por las sales minerales de la formulacion de
Murashigey Skoog alamitad de su concentracion, y solidificado con agar. Sedeterminé
gue las semillas exudaban sustancias haciael medio de cultivo queinhibiael crecimiento
de los hongos contaminantes frecuentes en el cultivo in vitro de explantos vegetales. En
este trabajo se determind que esas sustancias son capaces de inhibir €l crecimiento de
hifas de Fusarium spp., Phytophthora spp., Penicillium spp. Rhizopus spp., Mucor
spp., asi como de levaduras. Por otro lado, los estudios realizados indican que también
inhiben el crecimiento de estafilococos y estreptococos.

CYTOSTATIC POTENTIAL OF A GERMINATING
SEED EXUDATE FROM CEDRELAFISSILISVELL.,
(MELIACEAE)

Summary

Seeds from Cedrelafissilis Vell. (Meliaceag) were put to germinate on synthetic medium
made out of the saline formulation of Murashige and Skoog diluted to half of itsstrengthand
solidified with agar. The seed exuded substances into the substrate, which inhibited the
growth of fungi normally found as contaminant in tissue culture of explants. Inthisstudy it
was determined that those substances can inhibit the growing of hyphae of Fusarium spp.,
Phytophthora spp., Penicillium spp., Rhizopus spp., Mucor spp., and yeast. Preliminary
andysisindicate bacterial, staphylococcus and streptococcus growth inhibition.

Palabras clave: Cedrela fissilis - semillas - actividad antifingica.
Key words: Cedrela fissilis - seed - antifungal activity.
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I ntroduccion

Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) (ex Cedrela tubiflora Bertoni) es un arbol de la
familia de las Melidceas; su madera es muy apreciada ya que posee éptimas
caracteristicas fisicomecanicas y agradable fragancia (Dimitri y col., 1997). Es un
componente importante de la Selva Paranaense Misionera, parte remanente de la
gran Mata Atlantica, que desde el Océano Atlantico se adentra en el continente
hasta la Provincia de Misiones y el este del Paraguay (Clayton Ferreira, 1992).

Debido a que el cultivo del &rbol presenta serios problemas fitosanitarios (Brug-
noni, 1980), se comenzod, en 1993, un experimento destinado a la induccion de
mutaciones y a la propagacion agamica del material transformado. Con el objetivo
de obtener plantines se utilizé material vegetal joven. Sobre un medio de cultivo de
alta molaridad, y en forma aséptica, se pusieron a germinar semillas sin los dos
tegumentos y el endosperma, y solamente se dejé el embridn con los cotiledones.

Al cabo de tres semanas se observé que en el medio donde estaban los em-
briones, relativamente rico y complejo, no habia contaminacion; los embriones com-
pletos mantenian su coloracion blanco-
lechosa, efecto que hizo suponer la pre-
sencia de sustancias antioxidantes.

Asi, en 1993, se inici6 el estudio
de las propiedades antioxidantes de las
sustancias que se encontraban en el
embrion. En primer lugar, los medios
donde habian permanecido los embrio-
nes fueron inoculados con los hongos
contaminantes comunes de los medios
de cultivo (Penicillium spp., Aspegillus ®
spp., Mucor spp). La inoculacion no pro-
greso, ya que no se formaron las hifas
de los hongos.

En 1994 y 1995 se repitio el ex-
perimento; se corrigieron las condicio-
nes técnicas y la metodologia.

Mapa 1.- Provinciade Misiones (Argenti-
na). Zonas de recoleccién

Materiales y métodos

Frutos de Cedrelafissilis Vell. (Meliaceae)

fueron recolectados durante junio y ju-

lio en los departamentos de Guarani

(54° 15' de longitud Oeste; 26° 56' lati-

tud Sur) y de Eldorado (54° 40’ de lon- @ Departamento de Eldorado.
gitud Oeste; 26° 23' de latitud Sur) de

la Provincia de Misiones. m Departamento de Guarani.



En el Departamento Guarani se recogieron las semillas de arboles situa-
dos en el predio Reserva Forestal de Uso Multiple Guarani de la Universidad
Nacional de Misiones y en el Departamento de Eldorado, se recogieron en la
zona de influencia de la ciudad de Eldorado, a orillas del rio Parana.

Los frutos fueron mezclados sin distinguir su procedencia y fueron deja-
dos a la sombra en un ambiente seco, a temperatura no mayor de los 30 °C.
Cuando los frutos se abrieron, se extrajeron las semillas, eliminando las que se
detectaban vacias al tacto. Luego, las semillas fueron almacenadas en una bol-
sa de polietileno a 12 °C hasta su utilizacion.

Para promover la germinacion, las semillas fueron dispuestas sobre dos
sustratos: a) y b);

a) medio de cultivo preparado con la formulacion de sales inorganicas de

Murashige y Skoog a la mitad de su concentracién (Murashige y Skoog,
1962), pH 5,7, solidificado con 0,65 % de Difco-bacto agar;

b) agua desionizada, ajustada al mismo pH, y solidificada con la misma

concentracion de agar.

Ambos medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121 °C du-
rante 20 minutos.

Todas las semillas fueron sometidas a un flujo de agua corriente durante
dos horas (Sauls, 1972); posteriormente las semillas fueron agrupadas en cuatro
lotes, tres de ellos de 300 ejemplares cada uno y el cuarto, de 100 ejemplares.

En el primer lote las semillas fueron escarificadas (se les cort6 el ala
membranosa y se verificod que los tegumentos se hubieren perforado, para per-
mitir el libre acceso de agua).

En el segundo lote los tegumentos y el endosperma fueron removidos
completamente, quedando los embriones desnudos.

En el tercer lote las semillas fueron desmembradas con el fin de separar
el endosperma y los cotiledones de los embriones, y los cotiledones y los em-
briones sin cotiledones fueron sembrados por separado. El cuarto lote, de 100
semillas enteras, fue sometido a un bafio de agua a 100 °C durante 5 minutos.
Durante todo el proceso las semillas estuvieron en contacto con el agua, pero
se verificd que el tiempo total de lavado no superara las tres horas.

La cantidad total de semillas sembradas fue aproximadamente de 1.000.
En los sustratos a) y b) se sembraron:

Semillas enteras con tegumentos perforados.

Semillas enteras con tegumentos perforados, inactivadas por calor.
Embriones enteros, sin tegumentos ni endosperma.

Embriones sin cotiledones.

Cotiledones aislados.

arwdE
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Cuadro 1.- Esguema de la siembra en los sustratos @) y b)

Sustrato a) Sustrato b)

Semillas enteras escarificadas Semillas enteras escarificadas

15 recipientes, 10 semillas c/u 15 recipientes, 10 semillas c/u
Semillas enteras escarificadas y en Semillas enteras escarificadas y en
bafio de agua 100 °C, 5 minutos bafio de agua 100 °C, 5 minutos
12 recipientes, 10 semillas c/u 12 recipientes, 10 semillas c/u
Embriones desnhudos, sin tegumento Embriones desnhudos, sin tegumento
ni endosperma ni endosperma

12 recipientes, 10 semillas c/u 12 recipientes, 10 semillas c/u
Embriones sin cotiledones Embriones sin cotiledones

12 recipientes, 10 embriones c/u 12 recipientes, 10 embriones c/u
Cotiledones aislados Cotiledones aislados

12 recipientes, 20 cotiledones c/u 12 recipientes, 20 cotiledones c/u

Como controles se dejaron sin sembrar 5 recipientes de cada uno de los
sustratos.

Los recipientes que contenian el material vegetal se mantuvieron con un
fotoperiodo de 16 horas luz de 27 mmol m? s, a una temperatura que oscild
entre los 25 y los 30 °C.

Al cabo de 30 dias se comenzaron los ensayos de inoculacion con hon-
gos y bacterias.

Se preparé agar-papa glucosado y agua de peptona-agar, ambos fortifica-
dos 2X, a fin de obtener la concentracion final adecuada (Becker y col., 1996)
para el crecimiento de hongos y bacterias. Los medios fueron esterilizados a
121 °C, y cuando el medio agar-papa se enfrié a una temperatura de 45 °C, fue
mezclado en partes iguales con el sustrato proveniente de las semillas median-
te agitacion rapida y enérgica; inmediatamente fue sometido a un enfriamiento
rapido por inmersion del recipiente que contenia la mezcla, en agua helada. Se
procedié de igual forma con el agua de peptona.

Los medios asi preparados con agar-papa glucosado, y los tres recipien-
tes con el sustrato original sin la adicion del agar-papa, fueron inoculados con
ansa de platino en estria, con cultivos puros de cada uno de los hongos: Aspergillus
spp., Mucor spp., Rhizopus spp., Penicillium spp., Fusarium spp., Phytophtora spp.
y Saccaromices spp. Los medios reelaborados con agua de peptona, y tres
recipientes con el sustrato original fueron sembrados en los cuatro cuadrantes



con Escherichia coli, Stafilococcus aureus y Streptococcus piogenes. Ambos
cultivos fueron mantenidos en la oscuridad; los inoculados con hongos, a tem-
peratura ambiente (24-30 °C), y los cultivos inoculados con bacterias, a 35 °C,
en estufa.

En seis de los recipientes que habian contenido semillas enteras escarifica-
das, se eliminaron estas y se sembraron 10 semillas de citrus, extraidas de naranja
dulce, Citrus sinensis (L.) Osbeck. (Rutaceas) "Calderén”, de origen comercial.

Después de 72 horas se observaron los recipientes con bacterias para
determinar si habia desarrollo de colonias. Al cabo de 10 dias se analizaron las
inoculaciones con hongos.

Para la determinacién de glucidos y proteinas se tomé uno de los medios
de cultivo preparados con agua desionizada y solidificados con agar, que ha-
bian contenido las semillas, y se centrifugd a 5.000 G durante 10 minutos, utili-
zando el sobrenadante de esta centrifugacion. Para la determinacion de hidra-
tos de carbono se utiliz6 el método de Dubois (Dubois y col., 1965); las protei-
nas fueron determinadas por el método de Bradford (Bradford, 1976). Para el
aislamiento y el ensayo de compuestos organicos se siguid el esquema de
extraccion de Kefeli (Kefeli, 1978).

Resultados y discusion

La inoculacién sobre el medio combinado formado por 20 ml de agar-papa glu-
cosado 2X, mas igual cantidad de sustrato a) o b), que habia contenido las
semillas enteras escarificadas, o los embriones, dio crecimiento negativo para
todos los hongos y las bacterias ensayados. Sin embargo, en los controles
donde nunca hubo semillas, el crecimiento de bacterias fue positivo y, en el
caso de los hongos, fue notable (Tabla 1).

Asi pues, la inhibicion del crecimiento fue total en el medio que habia con-
tenido semillas completas; fue menor en el medio con embriones sin cotiledo-
nes; y menor aun, en aquel que habia contenido solo cotiledones. En este as-
pecto no se registraron diferencias entre los medios.

En el caso de Aspergillus sp y Phytophthora sp, la inoculacion sobre el
medio que contenia semillas (con tegumentos o desnudas) fue negativa duran-
te las primeras 5 semanas, en las que no se observé crecimiento. Después de
este tiempo, se comenzo a ver en la parte superior de la cubierta seminal y en el
cotiledén desnudo (la parte de la semilla que no estaba en contacto con el me-
dio), conidioforos y esterigmas tipicos de Aspergillus sp, e hifas de Phytophthora
sp, en otros recipientes. Después de 45 dias se observo en el 3 % de los reci-
pientes una colonizacion del medio de cultivo en zonas muy restringidas alrede-
dor de las semillas y con un patrén de crecimiento en forma de estrias circula-
res. En la observacién microscépica de este crecimiento no se detectaron hi-
fas, solo esporas de resistencia.
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Tabla 1.- Crecimiento de | as especies de hongos consignados segun los diferentes trata-

mientos
Tratamientos Semillas Semillas Semillas

Control con enteras con| enteras sin | Embriones| Cotiledones|

tratamiento|tegumentos| tegumento ni| aislados aislados

Hongos térmico endosperma
Aspergillus sp. +++ +++ _ _— + _—
Rhizopus sp. +++ ++ - - + _
Penicillium sp. ++ +++ —_— e  — R —
Mucor sp. ++ ++ e —_—
Fusarium sp. +++ +++ S —_— + +
Phytophthora sp. +++ +++ — — + +
Saccaromices sp. + ++  — R — ++ +

L os datos fueron tomados diez dias después de lainoculacién en el medio agar-papa glucosado
con el exudado delas semillas.
+++ Crecimiento éptimo, ++ Crecimiento bueno, + Crecimiento pobre, -— Sin crecimiento.

En los medios que habian contenido las semillas tratadas con calor, el
crecimiento de hongos y bacterias fue equivalente al de los controles.

Las semillas de citrus no germinaron sobre los medios que habian conte-
nido semillas. En cambio, germinaron las 30 semillas sembradas sobre los
controles.

Los ensayos se repitieron 3 afios consecutivos, y aungue el procedimien-
to descripto corresponde solo al altimo afio, donde se completé totalmente, los
resultados de la inhibicién del crecimiento han sido coherentes y se han repeti-
do todos los afios con la misma intensidad, independientemente de la propor-
cion de semillas de cada localidad que pudieran integrar la muestra.

La hipoétesis de que las semillas, antes de germinar, exudan sustancias al
medio con poder antifingico parece eficientemente probada con los experimen-
tos descriptos. Tenemos cierta reserva en cuanto al poder bactericida de las
sustancias exudadas, ya que no se pudo establecer fehacientemente; algunas
bacterias necesitan de sustratos que requieren medios especificos diferentes a
los empleados con los hongos. El crecimiento sobre los controles bacterianos
fue positivo, pero no tan notorio como con los hongos.

Las sustancias exudadas al medio poseen un caracter antifungico, por lo
menos para los hongos empleados en los experimentos realizados (Tabla 1).



En las pruebas efectuadas en los afios anteriores (1993 y 1994) con hongos no
caracterizados que normalmente infectan los cultivos in vitro también se detec-
t6 la propiedad antifiingica. De acuerdo con los resultados obtenidos, no se
trata de principios activos presentes en el cotiledon, y tampoco en el embridn,
sino gue necesita de la presencia de ambos, embridn y cotiledén, para activar-
se, o sintetizarse de novo. Esas sustancias no permanecen en los cotiledones,
sino que migran al medio, ya que los cotiledones se infectan mucho mas facil-
mente que el medio donde descansa la semilla. Acompafia al poder antifingico
un olor caracteristico que se asemeja al de las sustancias azufradas.

En los extractos acuosos no se detect6 la presencia de proteinas, y se
descartd, por lo tanto, la naturaleza proteica de las sustancias. Se detectaron
20 mg/ml de glucidos en esos extractos.

En los extractos metandlicos, con las pruebas del cloruro férrico y ester
2-aminoetil difenil bérico al 1 % en metanol (Wagner y col., 1984), se detecto la
presencia de acidos fenélicos. En la fraccion cloroférmica alcalina dio resultado
positivo la reaccién con hexacloroplatinato de hidrégeno, lo que indicaria la pre-
sencia de compuestos heterociclicos de nitrdgeno y/o aminas cuaternarias.

Conclusiones

La bibliografia consultada revela que Cedrela fissilis parece producir ciertos
metabolitos secundarios con efectos de interés en el area biomédica y bioqui-
mica. Los extractos acuosos de hojas presentan actividad antimalaria (Macki-
non y col., 1997), actividad sobre macréfagos y leucocitos polimorfonucleares
(Benenciay col., 1996) y actividad inmunomodulatoria (Benencia y col., 1995).
En nuestros experimentos se han detectado sustancias especificas produci-
das en un érgano (la semilla) y durante la iniciacion de un proceso (la germina-
cion), con funciones importantes de preservacion. Los trabajos anteriores so-
bre el estudio anatémico y sobre la germinacién de estas semillas no lo infor-
man (Berltrati y col., 1985; Corbineau y col., 1985). La semilla de cedro relativa-
mente pequefa delimita un sustrato sobre el cual germinar y desarrollarse du-
rante los primeros estadios de vida, y se asegura que este espacio no sea
invadido por otros organismos mediante la exudacion de sustancias que impe-
diran el crecimiento de organismaos tan invasores como los hongos, o la germi-
nacion de otra semilla en el mismo lugar. Podria ser esta una adaptacién quimi-
ca para la supervivencia, de la misma forma que la especie desarrolla adapta-
ciones morfoldgicas (Marques y col., 1996) cuando se encuentra en condicio-
nes adversas.
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Resumen

El objetivo de este estudio es el andlisis delacapacidad de un metabolito del subextracto
cloroférmico de Tridax procumbens L. (Asteraceae-Heliantheae) para afectar 1a ger-
minacion de semillas de Lactuca sativa L. var. Grand rapid (Asteraceae). Paraello se
determind: el nimero de semillas germinadas, la longitud de plantulas, las ateraciones
enziméaticasy de permesbilidad celular y & indice mitético. Con las partes aéreas de Tridax
procumbens L. (Asteraceae-Heliantheae) se prepard un extracto cloroférmico que fue
fraccionado por columna de silicagel con solventes de diferente polaridad; se recogieron
253 fracciones que fueron purificadas por cromatografialiquida-liquidade ataresolucién
en fase reversa (RP-HPL C). De los distintos compuestos purificados se selecciond, para
estetrabgjo, €l proveniente delafraccion N° 176 por presentar en | R bandas de absorcién
a 1.760 cm™ que se asignan a carbonilo de lactona, compuestos de conocida actividad
biolégica: herbicida, bactericida, funguicida, entre otras. La germinacion de semillas se
realizod en cajas de Petri; fueron empleadas concentraciones de lactona de 250, 500, 750
y 1.000 ppmy aguay cloroformo como testigos; |as semillas seincubaron a25°C durante
96 horas, y luego se efectuaron las determinaciones indicadas. L os resultados muestran
gue el metabolito ensayado no influye en el nimero de semillas germinadas pero si afecta
profundamente el crecimiento de las plantul as, donde se observaron alteraciones morfo-
I6gicasy fisioldgicas. Por estarazon podemos concluir que el compuesto ensayado tiene
accién herbicida sobre el crecimiento de Lactuca sativa L. var. Grand rapid (Astera-
ceae) que actlia luego de laemergenciade laraiz.

ALLELOPATHICEFFECTSOF TRIDAX
PROCUMBENSL.

Summary

The objective of the present work isto analyse the capacity of one chloroform subextract
metabolite of Tridax procumbens L. (Asteraceae-Heliantheae) to affect seed germina-

Palabras clave: maleza - lactona - alelopatia - germinacion - Tridax procumbens L.
Key words: weed - lactone - allelopathy - germination - Tridax procumbens L.
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tion of Lactuca sativa L. var. Grand rapid (Asteraceae). In this sense, humber of
germinated seeds, length of seedlings, enzymatic and cells permesability alterations and
mitotic index were determined.

Chloroformic extract was prepared from aerial part of. Tridax procumbens L.
(Asteraceae-Heliantheae) and was further fractionated by column chromatography
(Silicagdl, increasing polarity solvent mixtures) obtaining 253 fractions, and purified by
reverse phase high performance liquid chromatography (RP—HPL C). One of the purified
(from Fr 176) compounds presented an IR absorption band at 1.760 cm which istypical
of carbony! group of sesquiterpenelactones (estructures of recognized biological activity)
was selected for this work.

Seed germination assays were performed at 25 °C in Petri dishes by using lactone
concentrations of 250, 500, 750 and 1.000 ppm. Water and chloroform were used as
control treatments. After 96 hours of incubation the above mentioned determinations
were performed.

Results show that the tested metabolite does not affect the number of germinated
seedsbut it affects seedling growth in the sense that morphol ogic and physiol ogic aterations
are observed. Thus, we can conclude that the tested compound has a certain herbicide
effect on growth of Lactuca sativa L. var. Grand rapid (Asteraceae) that acts after
root protrusion.

I ntroduccion

La competencia que ejercen las malezas en las especies cultivadas a las que
se asocian, es uno de los grandes problemas que afectan la produccion agro-
pecuaria. Los métodos empleados para combatir malezas se basan principal-
mente en el uso de compuestos quimicos que son, en general, perjudiciales
para el medio ambiente debido a que contaminan las aguas y el suelo.

Existe un especial interés en el &mbito cientifico internacional en determi-
nar cuales son los metabolitos elaborados por las plantas que pueden o tienen
capacidad de alterar el desarrollo de otras especies.

Al respecto se han informado, en los dltimos 20 afios, los resultados de
numerosas investigaciones, (Rice, 1984; Lydon y col., 1997; Nawamaki y Kuroyagi,
1996; Rizvi y col., 1999). Es particularmente interesante la revision realizada
por Alan Putman (1983) y la publicacion Advances in Chemical Ecology de
Harborne (1993). En la India, Baruah y col. (1994) ensayaron el efecto inhibidor
de las lactonas sobre la germinacion y el crecimiento de varias especies culti-
vadas; ademas, en este trabajo se formulan propuestas sobre la relacion que
existe entre la estructura y la bioactividad de las lactonas sesquiterpénicas.

Los experimentos de laboratorio realizados por Fisher, Weidenhamer y
Bradow (1989) compararon el efecto inhibidor de seis lactonas sesquiterpéni-
cas sobre la germinacion de 16 especies monocotiledéneas y 9 especies dico-
tiledéneas. Observaron inhibicidn a concentraciones muy bajas (1mM) y sostie-
nen que cuando las plantas liberan lactonas sesquiterpénicas en el suelo ejer-
cen efectos negativos en el crecimiento de las especies vecinas.



Este trabajo constituye parte de un proyecto dirigido al aislamiento y la
purificaciéon de metabolitos producidos por malezas, para luego determinar si
los metabolitos pueden inhibir el crecimiento de otras especies vegetales. Se
propone encontrar herbicidas naturales no contaminantes que permitan la con-
servacion de los suelos.

El compuesto para este ensayo presenta bandas en el IR que se asighan
a carbonilo de lactona. Segun la literatura, las lactonas tienen, ademas, otros
efectos biolégicos: fungicidas (Ando e Isogai, 1991; Jarvis y col., 1988; Rice,
1998), bactericidas y citotéxicos (Picman, 1986; Mazid y col., 1999; Esimone y
Adikwn, 1999), entre otros.

Materiales y métodos

Material vegetal

El material empleado fue Tridax procumbens L. (Asteraceae-Heliantheae), (Bo-
tta y Cabrera, 1986; Robinson, 1981), una especie frecuente en las regiones
tropicales, a menudo con caracter de maleza. En Ameérica se extiende desde el
Sur de los Estados Unidos de Norteamérica hasta Bolivia. En la Argentina ha
sido encontrada en la Provincia de Jujuy en 1983. El primer informe acerca de la
presencia de esta especie en Tucuman fue realizado en diciembre de 1993 por
la Catedra de Quimica Organica (Facultad de Agronomia y Zootecnia-Universi-
dad Nacional de Tucuman). Un ejemplar de referencia fue depositado en el Her-
bario del Instituto Miguel Lillo de Tucuman (LIL 597.214).

Preparacion de los extractos

El material vegetal recolectado fue secado a temperatura ambiente y a la som-
bra. Luego se procedié de la siguiente forma (Hernandez y col., 1996). Fueron
juntadas las hojas y las flores (1.276 g) y posteriormente extraidas con clorofor-
mo (2x6 I) durante 7 dias a temperatura ambiente y con agitacion ocasional. La
evaporacion del solvente dejé un residuo (extracto cloroférmico) de 107 g (ren-
dimiento: 8,38 %). A continuacion se realizé la particién del extracto, que fue
suspendido en 916 ml de etanol a 50 °C y luego diluido con 687 ml de agua. La
suspension fue extraida sucesivamente con hexano (2x350 ml) y cloroformo
(2x350 ml) y se obtuvo el subextracto hexanico (SEH) y el subextracto clorofér-
mico (SEC), respectivamente.

El SEC (20 g) fue fraccionado por cromatografia en columna de silica gel
(relacién g extracto/g silica gel 1:30); los solventes utilizados fueron, primero,
cloroformo (2 volimenes de columna) y luego, mezclas cloroformo-acetato de
etilo de polaridad creciente (5-100 %). De esta columna se recolectaron 253



Krautmann, Turbay y Riscala

fracciones que fueron controladas por cromatografia en capa fina (TLC) y agru-
padas segun sus perfiles cromatograficos.

Para las TLC se emple6 como fase fija cromatofolios de silica 60 F,,
(Merck articulo 5.554) y, como fase mavil, cloroformo puro (fracciones 1-28),
CHCI,~AcOEt 2:0,05 (fracciones 29-45), CHCIL-AcOEt 2:0,15 (fracciones 46-69),
CHCIL-AcOEt 2:0,40 (fracciones 70-96), CHCI ~AcOEt 2:0,80 (fracciones 97-123),
CHCI,-AcOEt 2:1 (fracciones 124-137), CHCI,~AcOEt 2:1,5 (fracciones 138-175),
CHCI,-AcOEt 1:1 (fracciones 176-195), CHCI,~AcOEt 1,2:2 (fracciones 196-200),
CHCIL~AcOEt 0,80:2 (fracciones 201-204), CHCI —AcOEt 0,20:2 (fracciones
205-208), AcOEt puro (fracciones 209-226); AcOEt-CH,OH 2:0,15 (fracciones
227-239) y AcOEt—CH,OH 2:0,30 (fracciones 240-253).

Para los ensayos de actividad biolégica se seleccion6 un compuesto pro-
veniente de la fraccién N° 176, cuyo IR indica la presencia de carbonilo de lacto-
na (1.760 cm?), que fue purificado por cromatografia liquida-liquida de alta reso-
lucién en fase reversa (RP-HPLC). Se utilizé una columna Beckman ultrasphe-
re, octyl (10 mm x 250 mm), el solvente de corrida MeOH-H,O (1:1) a 2 ml/min.
El tiempo de retencidn para el compuesto ensayado fue de 11,5 min.

w, W

Pruebas bioldgicas

a)Ensayos sobre germinacion

Para observar las alteraciones en el proceso de germinacién se empled
el método de Kato y col. (1977). Se impregnaron papeles de filtro (Whatman
GP) de 9 cm de didmetro con soluciones cloroférmicas de 250, 500, 750 y
1.000 ppm del compuesto ensayado. Como blancos se emplearon papeles de
filtro, unos impregnados con cloroformo y otros, con agua. Por medio de un
desecador al vacio se evaporo el solvente y los papeles fueron distribuidos indi-
vidualmente en cajas de Petri. Sobre cada papel se colocaron 25 semillas de
lechuga, Lactuca sativa L. var. Grand rapid (Asteraceae) y se agreg6 3 ml de
agua bidestilada para conservar el ambiente himedo.

Las cajas de Petri fueron incubadas a 25 °C en oscuridad durante 96
horas. Cada experimento se repitié cuatro veces, tanto para cada concentra-
cibn como para los blancos.

Diariamente fueron contadas las semillas que dispararon su radicula, que
fueron consideradas semillas germinadas.

b)Longitud de plantulas

Al cabo de 96 horas de incubacién las longitudes de las plantulas fueron
medidas con precision de + 1 mm. También se realizaron observaciones a la
lupa, en particular de las plantulas mas afectadas (torsiones, necrosis, falta de
pelos radiculares, geotropismo negativo, entre otros).

c)Actividad deshidrogenasica



Sobre las plantulas se determind la actividad de deshidrogenasas usando
el método del cloruro de trifeniltetrazolio, (Steponkvs, 1971) y se repitieron las
determinaciones para cada concentracion y cada testigo por triplicado. El reacti-
vo utilizado fue el 2,3,5-trifeniltetrazolio al 0,6 % en buffer fosfato (Na,HPO,/KH,PO,
0,05 M pH 7,4). Con 3 ml de este reactivo, 100 mg de material vegetal fue incu-
bado durante 15 horas a 25 °C. Una vez filtrado y sumergido en etanol al 95 %
(10 ml) fue calentado en bafo de Maria (BM) hirviente durante 5 minutos; se
obtuvo asi una solucion coloreada. La absorbancia se leyé en espectrofotome-
tro a 530 nm.

d)Evaluacion de la conductividad del eflujo celular

Por medio de la técnica de Dexter (1932) se realizd el ensayo con las
plantulas (500 mg) que emergieron hasta las 96 horas; fueron incubadas duran-
te 15 horas a 25 °C en 10 ml de agua bidestilada y desionizada. Por medio de un
conductimetro 644-Metrohm fue determinada la conductividad especifica frente
a una solucién patrén de KCI 0,1 N.

e)Efecto sobre la division celular

Los meristemas radiculares se fijaron en una solucion de alcohol etilico y
acido acético en una proporcion 3:1 durante 24 horas; luego fueron hidrolizados
en HCI 1N a 60 °C durante 3 minutos. Para realizar los preparados se empled
hematoxilina al 2 % como colorante, y citrato férrico al 1 %, como mordiente.
Para determinar el indice mit6tico se escogieron campos microscopicos al azar
(Andraday col., 1975).

Analisis estadistico

Los datos se procesaron mediante analisis de varianza (ANOVA) y el test de
Tukey (p<0,05) para confrontacién de medias.

Tabla 1.- Porcentgjes de semillas germinadas a diferentes concentraciones del com-
puesto ensayado

Tiempo | AGUA CHCI 100 ppm 250 ppm 500 ppm | 750 ppm 1000 ppm

24 h 2+2.2 0,4+13 15+18 21+21 28+43 3,8+3,6 3,745

48 h 47,1+ 17,2 | 48,3+12,6 48,5 + 9,6 48,3 + 8,2 485+9,7 |457+13,6|443+125

72 h 59,8 +12,8 | 60,0+11,8 | 59,7 +10,8 | 60,4+10,1 | 59,9 +10,3|57,1+123| 56,4 +11,7

96 h 64,3 +13,8 | 685+120 |67,8+193| 640+112 | 654+9,8 |60,2+11,9 | 62,7+10,4
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Resultados y discusion

La lactona ensayada tiene escasa influencia en el porcentaje de las semillas
germinadas. Los valores obtenidos no muestran diferencias significativas entre
los testigos y las distintas concentraciones empleadas.

Se observa una notable disminucion de la longitud total de la plantula a
medida que aumenta la concentracion de la lactona. Al comparar los valores
obtenidos en el testigo agua y en 1.000 ppm puede apreciarse una reduccion de
aproximadamente 60 % de la longitud.

Grafico 1.- Longitud delas plantulas en relacién con las distintas concentraciones de la
lactonaen estudio (p<0,05)
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La actividad de deshidrogenasas resulté notablemente alterada en las plan-
tulas tratadas con el compuesto en estudio. Los resultados muestran un incre-
mento de la actividad enzimatica; a medida que aumenta la concentracion de la
lactona se acentla el efecto, presentando diferencias significativas entre los
testigos y los tratamientos de 750 y 1.000 ppm.

Los valores de conductividad del eflujo celular obtenidos no presentan
diferencias significativas entre los testigos y las concentraciones ensayadas
(250, 500, 750y 1.000 ppm).



Grafico 2.- Actividad de deshidrogenasas en funcion de concentracién de la lactona
(p<0,05)
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Grafico 3.- Alteraciones de la conductividad con las diferentes concentraciones de la
lactonaen estudio (p<0,05)
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En relaciéon con el indice mitético, solo en altas concentraciones la lacto-
na probada produce disminucién del nimero de células en division de los me-
ristemas radiculares. Como se observa en este gréfico, a 250 ppm los valores
obtenidos son casi iguales a los correspondientes a los testigos; en cambio, se
produce un fuerte decremento a 750 y 1.000 ppm. Estos resultados indican que
el compuesto probado produce un efecto inhibitorio sobre la divisién celular en
el meristema radicular y explica la disminucion de la longitud de las plantulas, ya
que los valores de indice mitético y longitud de plantula a 500, 750 y 1.000 ppm
presentan las mismas variaciones.

Grafico 4.- Variaciones del indice mitético segun las distintas concentraciones de lacto-
naaplicadas (p<0,05)
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Conclusiones

Se puede concluir gue el compuesto ensayado tiene accién herbicida sobre el
crecimiento de Lactuca sativa L. var. Grand rapid (Asteraceae) que se mani-
fiesta en la etapa postgerminativa. Es posible que los efectos observados se
deban a que el metabolito en estudio no puede ser transportado hacia el em-
brion a través de los tegumentos de las semillas; ejerce la accién herbicida
cuando emerge la radicula.
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Resumen

Serealiz6 € estudio microgréfico delostallos de Equisetumgiganteum L. (Equisetaceae),
de Ephedra breana Phil. (Ephedracese) y de Aphyllocladus spartioides Wedd. (Agteracese),
especies gue comparten el aspecto exomorfol gico equisetiforme, que son utilizadas por
lamedicinatradicional enlaProvinciade Jujuy (Argenting).

El objetivo fue aportar referencias anatdmicas que permitan identificar estas espe-
cies, principalmente cuando se las comercializa en estado fragmentado.

Se aplicaron lastécnicas de disociacion levey fuerte. Con los resultados obtenidos,
en observacion al microscopio optico, se confecciond un cuadro comparativo donde se
destacan los siguientes caracteres diferencial es: células epidérmicas raguimorfasy célu-
las oclusivas con estriaciones en E. giganteum; estomas hundidos y abundantes fibras
delgadas en E. breana; presencia de pelos lanosos, gotas lipidicas y miembros de vaso
con colas en sus extremos en A. spartioides.

EQUISETIFORM SPECIESEMPLOYED IN FOLK
MEDICINE INTHE PROVINCE OF JUJUY (ARGENTINA)

Summary

A comparative micrographic study was performed on stems of Equisetum giganteum L.
(Equisetaceae), Ephedra breana Phil. (Ephedraceae) and Aphyllocladus spartioides
Wedd. (Asteraceae). These species are used in the folk medicine at the Province of
Jujuy (Argentind). They share an exomorphologic equisetaceous aspect. With the aim of

Palabras clave: Equisetum giganteum - Ephedra breana - Aphyllocladus spartioides - Andlisis microgréfico - Jujuy.
Key words: Equisetum giganteum - Ephedra breana - Aphyllocladus spartioides - Microgaphic survey - Jujuy.
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contributing with anatomic datato enablethe specific identification of commercial samples,
soft and strong maceration methods were applied. With the results obtained from light
microscope observations, a table summarizing the following anatomic characters was
prepared: rachymorphic epidermical cells, striated occlusive ssomatal cellsin E. giganteum,
abundant fibersand sunken stomatain E. breana, filiform hairs, lipidic dropsand long-tailed
vessel membersin A. spartioides.

I ntroduccion

Entre las especies medicinales de la Provincia de Jujuy, (Noroeste argentino)
Equisetum giganteum L. (Equisetaceae), Ephedra breana Phil. (Ephedraceae)
y Aphyllocladus spartioides Wedd. (Asteraceae) comparten los caracteres exo-
morfologicos equisetiformes: ramas verdes estriadas longitudinalmente y hojas
escamosas verticiladas.

En medicina popular se emplean los tallos acompafiados de las hojas,
gue son caducas solo en Aphyllocladus spartioides.

Equisetum giganteum (Figura 1) se
conoce con el nombre comin de “cola de Figura 1.- Equisetum giganteum
caballo”. Sus tallos son huecos, articulados, L. Vistageneral de laplanta
con costillas muy notorias y asperos por la
presencia de células silicificadas en su .
epidermis. Las hojas son verticiladas, uni- 4‘ F
das entre si formando una vaina a la altura
de los nudos. Los tallos principales miden
mas de 1 cm de diametro. Los tallos jove-
nes, que forman las ramas, generalmente
no sobrepasan 0,5 cm de diametro.

Esta especie es utilizada como diu-
rético en forma de infusiones (Amorin,
1982). Ademas, se menciona su empleo
en uso interno como astringente; como
eupéptica, en el tratamiento de afecciones
hepaticas y renales; para la disenteria, y
como antogonorreica. En cuanto a sus usos
externos, se emplea su infusion como as-
tringente y para lavados oculares (Gupta,
1995); también para calmar dolores 0seos
en forma de bafios (Vignale, 1996). Tanto las infusiones como las decocciones
se aplican como vulnerarios para el lavado de heridas, herpes y llagas (Vignale,
1996).

Esta incluida en la Farmacopea Nacional Argentina, VI Ed.




Ehedra breana (Figura 2) es conocida con
el nombre comun “pingo-pingo”, extensivo a
otras especies del género (Aldunate y col., 1981).

Sus tallos son macizos, estriados. En
general no sobrepasan 0,5 cm de diametro. Las
hojas estan reducidas a escamas. Se presen-
tan de 2 a 3 por nudo. Son coridceas y poseen
dientes apicales cortos, triangulares.

Es utilizada para lastimaduras y torcedu-
ras, en bafios (Vignale, 1996; Castro, 1982). Se
cita, ademas, el empleo de la raiz en mate para
afecciones renales, "mal de orina”, y enferme-
dades de la vejiga. Sus falsos frutos rojos, dul-
ces y comestibles, son conocidos como “toma-
titos” (Castro, 1982) y también como “granada”.

Aphyllocladus spartioides (Figura 3), co-
nocida con los nombres vulgares de “pular” y
“tola blanca” posee tallos macizos, surcados.
Los tallos jévenes no sobrepasan generalmen-
te 0,5 cm de diametro.

Las hojas, prontamente caedizas, son
lineal-lanceoladas, enteras, de 1,5a 2,5 cmde
longitud y de 0,2 a 0,3 cm de ancho. Un estudio
anatoémico detallado fue realizado por Giberti
en 1983.

Se emplea en uso interno como digesti-
vay antirreumatica por via oral, y en uso exter-
no, se indica en forma de bafios para torcedu-
ras (Aldunate, 1981; Vignale, 1999).

Las tres especies mencionadas se co-
mercializan en mercados y ferias regionales en
diversos estados de fragmentacion; asi, los
caracteres diferenciales exomorfoldgicos, en
numerosas ocasiones, resultan insuficientes
para asegurar una correcta identificacion, par-
ticularmente cuando integran preparaciones
compuestas por varias plantas.

Se realizé el estudio micrografico de las
especies citadas, con el objetivo de aportar re-
ferencias anatomicas de valor diagnostico que
contribuyan a su reconocimiento.

Figura 2.- Ephedra breana Phil.
Rama con hojas escamosas y es-
trébilosfemeninos

Figura 3.- Aphyllocladus spar-
tioides Wedd. Ramas floriferas
estomas con estriaciones notorias

-
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Materiales y métodos

Materiales

Los materiales examinados han sido depositados en el Herbario del Museo de
Farmacobotanica “Juan A. Dominguez”, Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad de Buenos Aires (BAF).

Se efectuaron consultas de materiales de referencia en los siguientes
herbarios argentinos: Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad
Nacional de La Plata (LP) e Instituto de Botanica Darwinion, San Isidro, Buenos
Aires (SI).

Material examinado

Equisetum giganteum
Jujuy. Dpto. Dr. Belgrano. Chijra. Losada, A. s/n (BAF) 4/11/99.

Ephedra breana
Jujuy. Dpto. Rinconada. Vizcachani. Vignale, N.D. 825 (BAF) 5/11/97.

Aphyllocladus spartioides
Jujuy. Dpto. Tilcara. Tilcara. Vignale, N.D. 652 (BAF) 12/111/92.

Material consultado

Equisetum giganteum

Prov. Jujuy. Dpto. Santa Barbara. Vinalito Yuto. Cabrera, A.L. 4095, 8/VIl/
1937 (SI); Dpto. Ledesma. Cerca Rio San Lorenzo. Yudam, W.J.E. 222611, 18/
X/1938 (SI).

Ephedra breana

Prov. Jujuy. Dpto. Tilcara. Subida de Tilcara a Alfarcito. Zuloaga, F. y Degi-
nani, N. 33706, 22/1/1988 (Sl); Dpto. Tumbaya. El Moreno. Kiesling et al. 5272,
16/11/1985 (SI), Al E de Abra de Pives. 3870 m. Ruthsatz 136/10, 18/XI11/1971 (SI),
El Moreno, al S camino a El Angosto. Kiesling et al 522289, 16/11/11985 (SI), Abra
de Lipan. 4000 m. Cabrera et al 3305532, 24/111/1979 (SI); Dpto. Humahuaca.
Mina Aguilar. Molinos. Ruthsatz 63/13, 15/11/1971 (SlI); Camino de Coctaca a
Rodero. 3250 m. Ruthsatz 107/1, 13/X11/1971 (SI).

Aphyllocladus spartioides
Prov. Jujuy. Dpto. Humahuaca. Qda. de la Soledad. 3000 m. Caro, J.A. 5064,
10/1/1983 (BAF).



Métodos

La metodologia utilizada fue la siguiente:

a- disociacion leve, que consiste en tratar la droga vegetal con solucion
acuosa de NaOH 5 % a ebullicién, durante 5 minutos y posterior lavado con agua
(Norma IRAM 37500, 1993);

b- disociacién fuerte, que comprende la ebullicién con KOH 5 % durante
10 minutos, lavado con agua, tratamiento con solucion al 25 % de acido cromi-
co a temperatura ambiente durante 30 minutos y nuevo lavado con agua (Nor-
ma IRAM 37501, 1993).

c- reaccion con Sudan lll, para la caracterizacion de lipidos.

Las observaciones y fotomicrografias originales se realizaron con un foto-
microscopio Zeiss, modelo Axiolab MC 80 DX.

Resultados y discusion

La observacién microscdpica revelo los siguientes caracteres:

1- Disociacion leve

Equisetum giganteum. Células epidérmicas raquimorfas. Células estoma-
ticas con estriaciones cuticulares notables en sentido perpendicular al ostiolo (Fi-
gura 4). Células de clorénquima. Fibras. Fragmentos de elementos conductores.

Ephedra breana. Células epidérmicas alargadas. Estomas hundidos (Fi-
gura 5). Células de clorénquima. Abundantes fibras (Figura 6). Fragmentos de
elementos conductores.

Aphyllocladus spartioides. Células epidérmicas alargadas, pelos largos
lanosos (Figura 7), presencia de gotas lipidicas (Figura 8). Células clorenqui-
maticas. Fibras. Fragmentos de elementos conductores.

2- Disociacion fuerte Figura 4.- Equisetum giganteum L. Diso-
Equisetum giganteum. Célu-  cjado leve. Epidermis: células oclusivas de
las epidérmicas raquimorfas. Cé-  |os estomas con estriaciones notorias
lulas estométicas con estriaciones . ;
cuticulares notables en sentido Ry v ‘:' s :
perpendicular al ostiolo. Escasas . Rk
células punteadas, de paredes T VR #
gruesas. Fibras. Traqueidas. R o T
Miembros de vaso espiralados o o - AT i
anillados. . Sk, S s, WL LA Pl e
Ephedra breana. Células epi- ¥ ':;-L.-_-,'ic & by L [l
dérmicas alargadas. Estomas hun- ke e A0 s S8
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Figura5.- Ephedra breana Phil. Figura 7.- Aphyllocladus spartioides
Disociado leve. Epidermiscon es- Wedd. Disociado leve. Pelos lanosos
tomas hundidos

Figura 8.- Aphyllocladus spartioides
Wedd. Disociado leve. Gotaslipidicas

-

Figura 6.- Ephedra breana Phil.
Disociado leve. Abundantes fi-
bras

Figura 9.- Aphyllocladus spartioides
Wedd. Disociado fuerte. Miembros de va-
S0S con colas




didos. Células de tipo parenquimatico. Escasas células de paredes gruesas de
formas diversas. Fibras muy largas, de escaso lumen. Tragueidas planas lar-
gas, pero siempre de menor longitud que las fibras. Traqueidas anilladas, lar-
gas, angostas. Escasos miembros de vaso anillados de mayor didmetro que
las traqueidas anilladas, pero mucho mas cortos.

Aphyllocladus spartioides. Células epidérmicas alargadas, pelos largos
lanosos Células de tipo parenquimatico. Fibras largas y cortas. Miembros de
vaso reticulados, con colas (Figura 9).

En el cuadro 1 se consignan los caracteres anatdmicos de cada especie.

Cuadro 1.- Caracteres micrograficos de las tres especies

Caracteres Equisetum Ephedra breana | Aphyllocladus
giganteum spartioides
Estomas No hundidos. Hundidos. No hundidos.
Células oclusivas |Células oclusivas |Células oclusivas
con estriaciones |no estriadas no estriadas
Células Raquimorfas No raquimorfas No raquimorfas
epidérmicas
Tricomas Ausentes Ausentes Pelos largos lanosos
Gotas lipidicas |Ausentes Ausentes Presentes
Elementos Traqueidas. Traqueidas de Miembros de vaso
de conduccion |Miembrosde distinto tipo, reticulados.
xilematicos vaso anillados o |abundantes. Extremos con colas.
espiralados. Escasos miembros
de vaso anillados.

Conclusiones

Las tres especies analizadas presentan caracteristicas equisetiformes. Debido
a que son muy diferentes entre si la posibilidad de hallar estructuras histologi-
cas que permitan su caracterizaciéon es muy alta.

Desde el punto de vista micrografico, las estructuras mas relevantes son:

» Estomas con estriaciones cuticulares notables en Equisetum giganteum.
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« Estomas sin estriaciones en Ephedra breana y en Aphyllocladus
spartioides.

« Fibras largas muy abundantes en Ephedra breana.

» Pelos largos lanosos, gotas lipidicas y miembros de vaso con extre-
mos terminados en colas en Aphyllocladus spartioides.
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Resumen

Ligaria cuneifolia (R. et P) Tiegh. (Loranthaceae), “muérdago criollo”, es una planta
hemiparasitaque presentaunaampliadistribucién enlaReplblica Argentina. Suempleoen
lamedicina popular como sustituto del muérdago europeo (MiscumalbumL. -Viscaceae-)
esta basado en su presunta accion sobre la presion arterial.

L os estudios anatémi cos muestran que € elemento caracteristico eslapresenciade
esclereidas cristaliferas en hojas y tallos, la ausencia de otros cristales y la presenciade
epidermiscuticular en € tallo. El andlisisdelospolifenolesmostré que, junto alasleuco-
cianidinasy las proantocianidinas, €l tnico flavonol detectado fue la quercetinalibrey
glicosilada. Ladihidroquercetinapuede seguir dos vias metabdlicas: unaque por laaccién
delaflavonol sintasallevaalaproduccién de querceting, o laotra, que produce leucoan-
tocianidinas por laaccion de una 3-hidroxiflavanona-4-reductasa. Lapresenciasimulta-
nea de ambos tipos de compuestos sirve para caracterizar al muérdago criollo cuando se
lo compara con otras Loranthaceae y Viscaceae.

Enlamayoriadelos gjemplares analizados se detectd la presenciadetiramina, cuya
concentracion no fue superior alos 10 mg %, pero en los g emplares que parasitan a
Geoffroea decorticans, los niveles de tiramina pueden superar 1os 360 mg %. Los com-
ponentes proteicos de | 0s extractos analizados por electroforesis presentan un patrén de
distribucién diferente del muérdago europeo, pero | as proteinas presentan epitopes comu-
nes con las proteinas del V. album.

Palabras clave: muérdago criollo - Ligaria cuneifolia - anatomia - flavonoides - efectos cardiovasculares - accidn citostética - accion
inmunomodul adora.

Key words: Argentine mistletoe - Ligaria cuneifolia - anatomy - flavonoids - cardiovascular effects - cytostatic activity- immunomodu-
latory actions.
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L os estudiosrealizados sobre el muérdago criollo en model os animal es han permiti-
do establecer |os efectos biol 6gicos sobre el sistema cardiovascular y laaccion citostati-
ca e inmunomoduladora. Las infusiones producen, de acuerdo con € hospedante, un
efecto presor acompariado, o no, de vasodilatacion y un efecto cardiaco variable. Los
extractos acuosos de L. cuneifolia fueron capaces de producir inhibicion del crecimiento
de células linfoides activadas a través de un mecanismo apoptotico. Ademas, estos ex-
tractos pueden modular la actividad de las células macroféagicas por medio de lainduc-
cion de laproduccién de 6xido nitrico. Lalectina gal actdsido-especifica presente en ese
extracto produce lainhibicion delaproliferacion delas célulastumoralesLB.

Larevision realizada sobre L. cuneifolia contribuye aprofundizar el conocimiento
de esta especie de lafloraargentina, empleada por sus ef ectos beneficiosos en medicina

popular.

THEARGENTINEMISTLETOE,LIGARIA

CUNEIFOLIA(R.ET P)TIEGH.-LORANTHACEAE-
FROM FOLK MEDICINE TO THE STUDY OF
PHARMACOLOGICAL EFFECTS

SUmmary

The “Argentine mistletoe”, Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh. (Loranthaceae), is a
widespread hemiparasitic plant in the Argentine Republic. Itisemployedin folk medicine
asasubstitute of the “ European mistletoe”, Viscum album L. (Viscaceae), because of its
supposed action on decreasing high blood pressure.

Theanatomical studiesonthe“Argentine mistletoe”’ showed branched, crystalliferous
stone cells as the main feature for this species, besides no other crystals were detected
and the stem lacks cork.

The study on polyphenols characterized the free or glycosilated quercetin as the
only flavonol, together with leucocyanins and proanthocyanidins. Dihidroquercetin may
follow two different metabolic pathways. oneleading to quercetin by action of aflavonol-
synthase, or another one which producesleucoanthocyanidins by a 3-hydroxyflavanone-
4-reductase. The joint of both types of compounds is characteristic for the “ Argentine
mistletoe” when compared to another Loranthaceae and Viscaceae.

Proteins from extracts analyzed by electrophoresis showed a different pattern of
distribution if compared to the “ European mistletoe”, but some of them have common
epitopes.

Surveys on the “Argentine mistletoe” on animal models showed effects on the
cardiovascular system and cytostatic and immunomodul atory actions.

Infusionscan produce, according tothe host plant, increase of blood pressure, either with
vasodilatation or not, and a variable cardiac effect. Aqueous extracts from L. cuneifolia
wereabletoinhibit activated lymphoid cell growth, through an apoptotic mechanism.



These same extracts were able to modulate the activity of macrophage cells by
inducing the production of nitric oxyde. A specific-galactosid lectin present in thisextract
inhibitsthe proliferation of tumor cellsLB.

This review on Ligaria cuneifolia is a contribution to a better knowledge of this
species, used in folk medicine because of its beneficent effects.

I ntroduccion

La medicina popular se desarrolla en las diferentes culturas como consecuen-
cia de la interaccion del hombre con la naturaleza que lo rodea. Inicialmente
surge como un conocimiento empirico que se va profundizando al avanzar el
conocimiento cientifico de los principios activos, presentes en las preparacio-
nes utilizadas en la medicina popular. Por esa razon, en la actualidad existe un
interés internacional para sistematizar la informacion y el uso de las plantas
medicinales de cada regién a partir de datos etnobotéanicos y de trabajos de
validacion cientifica.

Durante miles de afios se utilizé en Europa el muérdago (Viscum album
L. -Viscaceae-) en preparaciones para el tratamiento de la epilepsia, la infertili-
dady la debilidad, pero los usos farmacol6gicos mas reconocidos son sus efectos
sobre el sistema cardiovascular (Benigni y col., 1964; Wagner y col., 1986) y la
presion arterial (Youngken, 1951; Font Quer, 1962; Paris y col., 1981).

En las ultimas décadas se ha incrementado el interés por la presencia de
constituyentes macromoleculares con accion citotoxica sobre las células tu-
morales; uno de los constituyentes mas estudiado es una glucoproteina, la lec-
tina MLI, que tiene un efecto inhibitorio sobre la sintesis ribosomal de proteinas
en las células eucaritticas (Ferraras y col., 1995). También en Asia, los muér-
dagos han sido reconocidos desde la antigiedad como hierbas terapéuticas,
segun el compilado de Shen-Nong Ben Cao Jing (Zee Cheng, 1997).

En la Argentina, principalmente en las provincias del interior, como en el
resto del mundo, la palabra “muérdago” es aplicada a las plantas que tienen un
comportamiento similar al de V. album, y cierto grado de relacién taxonémica.
Son plantas hemiparasitas que se desarrollan sobre vastagos lefiosos, es decir
gue dependen del hospedante para vivir, de donde obtienen el agua y los nu-
trientes minerales; son organismos fotosintetizadores ya que producen sus pro-
pios carbohidratos. Por su condicion de hemiparasitas, en general estan des-
provistas de raices; al germinar la semilla da lugar a un disco de adhesién en el
hipocotilo que le permite aferrarse a la superficie de las ramas y de los tallos del
hospedante. Luego generan un cono de penetracion que crece entre los tejidos
hasta llegar al xilema por donde circulan el agua y las sales (Abbiatti, 1946;
Becker, 1986; Luther y col., 1987).

De acuerdo con el trabajo realizado por Abbiatti (1946), existen 23 espe-
cies diferentes de muérdagos que crecen en varias regiones fitogeograficas del
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pais, con excepcion de la estepa pampeana y los desiertos patagonico y andi-
no. La region fitogeografica mas poblada es la denominada “Formacion del Monte”,
donde abundan las leguminosas arboéreas, las plantas que los muérdagos in-

fectan preferentemente.

Tabla 1.- Muérdagos que crecen en la Republica Argentina (Abbiatti, D., 1946; Subils,
R., 1984y Wagner, M.L., 1993)

Loranthaceae D. Don

Tripodanthus (Eichl.) Tiegh.
[= Phrygillanthus Eichl.]

T. acutifolius (R. et P.) Tiegh.
T. flagellaris (Cham. et Schle-
cht.) Tiegh.

Struthanthus Mart.

S. acuminatus (R. et P.) Blume
S. angustifolius (Griseb.)
Haum.

S. llanensis Ruiz Leal

S. uraguensis (Hook. et Arn.)
G. Don.

Ligaria Tiegh.

L. cuneifolia (R. et P.) Tiegh.

Tristerix Mart.

T. corymbosus (L.) Kuijt
T. verticillatus (R. et P.) Bar-
low et Wiens

Psittacanthus Mart.

P. cordatus (Hoffmans.) Blume

Eremolepidaceae Tiegh.

Eubrachion Hook. f.

E.ambiguum (H. et A.) Engler
[= E. andalgalense Abbiatti]

P. acinacifolium Mart.

P. balansae Trel.

P. burkartii Rizzini et Ulibarri
P. dipterum Eichl.

P. falcifrons (Hook. et Arn.)
Eichl.

P. hieronymi Trel.

P. liga (Gill.) Eichl.

P. mucronatum (D.C.) Krug et
Urb. [= P. argentinum Urb.]

P. perrottetii (D.C.) Nutt.

P. piperoides (H.B.K.) Nutt.

P. pruinosum Urb.

P. quadrangulare (Kunth) Gri-
seb.

P. salicifolium (Presl.) Eichl.
P. subfalcatum Abbiatti




Desde el punto de vista taxonémico, los muérdagos se distribuyen en las
tres familias en que ha sido dividida Loranthaceae (lato sensu): Loranthaceae
D. Don. (stricto sensu), Eremolepidaceae Tiegh. y Viscaceae Mig. (Barlow, 1964;
Kuijt, 1988a y 1988b; Subils, 1984; Barlow y col., 1989).

El uso que la poblacion realiza de los muérdagos es muy variado; depen-
de de la especie, de la etnia y de la regién geografica. En las provincias de Salta
y de Catamarca se emplean las ramas florecidas de Tripodanthus acutifolius
en la festividad de Corpus Christi, en junio, época de su maxima floracién, cuan-
do sus flores, se destacan por su color blanco y su fragancia caracteristicas
(Abbiatti, 1946).

Asimismo, de las bayas de Tristerix corymbosus y de Ligaria cuneifolia se
extrae una sustancia viscosa, denominada viscina o liga, que se utiliza para
cazar pajaros e insectos (Abbiatti, 1946; Diem, 1950). En la regién chaquefia,
los tobas utilizan Phoradendron liga, P. hieronymi y Tripodanthus flagellaris para
elaborar amuletos y elementos de magia (Martinez Crovetto, 1964).

Desde la etnofarmacologia, se verifica que Phoradendron pruinosum y P.
liga son las especies que los pobladores del noreste de la Argentina utilizan
para las afecciones cardiacas y, P. hieronymi, para el tratamiento del asma
(Martinez Crovetto, 1981; Toursarkissian, 1980; Wagner y col., 1986). Por otra
parte, los aborigenes y los criollos del Chaco utilizan P. liga para sedar a los
caballos (Arenas, 1982).

En la Argentina el muérdago criollo, Ligaria cuneifolia var. cuneifolia, es la
especie que mas se emplea como sustituto del muérdago europeo, aunque se
ubica, botanicamente, en una familia diferente. Los inmigrantes europeos y sus
descendientes encontraron que esta especie poseia un habitat y tenia una mor-
fologia similar a la del V. album; por esa razon, la tomaron como su sustituto
natural (Najera, 1983; Wagner, 1993). Asi, comenzaron a utilizar infusiones de
hojas y tallos -ocasionalmente acompafadas por flores- como agentes tera-
péuticos para disminuir la presién arterial (Dominguez, 1928; Rateray col., 1980).

Muérdago Criollo

Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh. var. cuneifolia [= Psittacanthus cuneifolius (R.
et P.) Blume]
Entre los pobladores de la Argentina se la conoce con los nombres de

“liga”, “liguilla” o “muérdago criollo”.
Distribucion geografica

Es una especie sudamericana que se encuentra en Peru, Bolivia, Argentina,
Chile, Brasil y Uruguay. En la Argentina presenta una gran dispersion; se extien-
de desde Saltay Jujuy en el Norte hasta La Pampa en el Sur, y desde Entre Rios
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y al noreste de Buenos Aires hasta la
precordillera andina (Figura 1).

Hospedantes

L. cuneifolia se desarrolla con preferencia
en Leguminosas arborescentes (Geoffroea,
Anadenanthera, Prosopis y Acacia); ade-
mas, parasita especies de Celtis, Schinus,
Bulnesia, Schinopsis y Ephedra. Crece so-
bre plantas cultivadas como Malus do-
mestica (manzano), P. communis (peral),
Prunus spp. y Robinia spp.

Caracteres morfoldgicos

L. cuneifolia var. cuneifolia es una plan-
ta arbustiva, glabra y desprovista de
raices aéreas. Las ramas son rugoso-
estriadas, subcomprimidas cuando
son jévenes, y gruesas Y cilindricas,
cuando son adultas.

Las hojas se disponen en forma
alterna, pueden ser subsésiles, linea-
res, oblongas, lanceoladas o linear-es-
patuladas; miden entre 15y 65 mm de
largo por 4 a 15 mm de ancho; son car-
nosas, de superficie rugosa y sus ner-
vaduras no son visibles.

Las flores se disponen en raci-
mos uniflorales; presentan escamas
basales (profilos) de forma aovada, de
1 mm de largo; la capula subfloral es
ciatiforme, triangular y tridentada. Las
flores son hexdmeras y su pigmenta-
cion varia desde el color rojo, en los
ejemplares que crecen en la region
central y occidental del pais, hasta co-
lor naranja, en los individuos que se de-
sarrollan en la parte oriental (Figura 2).

Los tépalos son linear-espatulados
y pueden soldarse en un tubo en su mi-
tad inferior. Los estambres se disponen
alternados, son desiguales e insertos a

Figura 1.- Digtribucion geogréficade Liga-
ria cuneifolia en la Republica Argentina
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Figura 2.- Flor de Ligaria cuneifolia var.
cuneifolia




los tépalos hasta la mitad de su longi- Figura 3.- Flor deLigaria cuneifolia var.
tud; la regién basal de los estambres flava
gueda libre formando unaligula. Las an-
teras son versatiles, oblongas y apicula-
das. El estilo es filiforme y el estigma es
capitado. La floracion se produce en la
primavera y se prolonga hasta el otofio.

El fruto es una baya globosa, ne-
gruzcay esta coronada por el caliculo
tubuloso. Las semillas son endosper-
madas y germinan a principios de no-
viembre (Abbiatti, 1946; Subils, 1984;
Wagner, 1993).

En el centro y oeste de Entre Rios y en la costa occidental de la Republica
del Uruguay se desarrolla L. cuneifolia (R. et P.) Tiegh. var. flava Abbiatti que se
caracteriza por presentar flores de color amarillo (Abbiatti, 1949) (Figura 3).

a1

Anatomia

Anatomia foliar

Epidermis. Las células epidérmicas son cuadrangulares, con paredes gruesas.
Estan cubiertas por una cuticula medianamente gruesa. Los estomas son de
tipo paracitico y abundan en la epidermis inferior. La epidermis superior presen-
ta escasos estomas (Varela y col., 1995; Wagner, y col. 1998).

Mesodfilo. El clorénquima es de tipo isobilateral, constituido por dos capas de células
alagardas radialmente lin-
dando con ambas epider-
mis; el centro del mesofilo

estad ocupado por células ; ¢
mas cortas. En esta region :
se observan en forma dis- : = ) "
persa esclereidas irregula- ¢
res, ramificadas, con cris- \“ ¥
. 8
. : : -

tales cubicos de oxalato de

calcio (Figura 4). .ﬂ" }
El tejido conductor

esta constituido por un

~ *
haz vascular central gran- \ r j 30 um
de y varios haces meno- L PR T ¥
"I.i_

res a cada lado. Los ha-

Figura 4.- Esclereida irregular con cristales cubicos de
oxalato de calcio (400X)
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ces estan acomparados por arcos de células con paredes engrosadas, de na-
turaleza celulésica. Las venas terminan frecuentemente en traqueidas muy di-
latadas (Varela y col., 1995; Wagner y col., 1998 ).

Anatomia caulinar

Epidermis. Esta constituida por células cuadrangulares, cubiertas por una gruesa
cuticula papilosa amarilla. Se observa cantidad regular de estomas paraciticos
(Varelay col., 1995; Wagner y col., 1998) (Figura 5).

Corteza. El parénquima cortical es heterogéneo; esta constituido por 3 0 4 ca-
pas de células clorenquiméaticas alargadas radialmente y por varias capas de
células mas internas, alargadas tangencialmente.

En la primera region se observan esclereidas irregulares, ramificadas, con
cristales cubicos de oxalato de calcio. En la segunda regidén se observan grupos
Figura 5.- Transcorte de tallo de L. cuneifolia € fibras esclerenquimaticas
(100X) de estrecho lumen y gruesas
paredes (Varela y col., 1995;
Wagner y col., 1998 ).

Cilindro central. Esta formado
por haces vasculares colatera-
les abiertos. El xilema forma un
cilindro casi continuo; presen-
ta abundante cantidad de fi-
bras lignificadas de pared en-
grosada formando grupos va-
riables por haz. Los miembros
: ! de vaso son de tipo punteado,
reticulado y anlllado Los radios medulares estan formados por 2-5 hileras de
células parenquiméticas alargadas radialmente. Aparece una region perimedu-
lar diferenciada formada por células redondeadas con puntuaciones simples y
gruesas paredes esclerosadas. El parénquima medular presenta células re-
dondeadas grandes de paredes celulésicas y algunas esclereidas irregulares,
cristaliferas, de pared gruesa (Varela y col., 1995; Wagner y col., 1998).

Caracteristicas fitoquimicas

Compuestos micromoleculares
Flavonoides

El estudio de los flavonoides de los ejemplares analizados, independientemente
del hospedante y del lugar geografico, revelan la presencia de quercetina como



el tnico flavonol (Graziano
y col., 1967; Wagner, 1993;
Wagnery col., 1998).

La quercetina se
presenta libre y monogli-
cosidada con xilosa, ram-
nosa y arabinosa en el
hidroxilo de la posicion 3
del esqueleto del flavonol
(Wagner, 1993; Wagnery
col., 1998; Fernandez y oH
col., 1998).

Ademas, se detec-
taron leucoantocianidi-
nas, catequina-4-3-ol y

Figura 6.- Formula de los flavonoides aislados de L.
cuneifolia

R=H Quercetina

R=azlcar  Quercetina 3-O-monoglicésido (+) Catequina

. . e . OH OH
proantocianidinas en dis- OH
tinto grado de polimeriza- () Epicatequina Catequina 4 - ol
cion: polimeros, oligbme- oH

ros y dimeros, que, por
tratamiento acido, produ-

OH

cen cianidina (Wagner,
1993; Wagner y col.,
1998; Fernandez y col.,

HO o
AN
L
Z > oH
OH

Cianidina

1998) (Figura 6).

En L. cuneifolia la biosintesis de estos compuestos puede seguir dos ca-
minos. En un camino, la dihidroquercetina es oxidada por la enzima flavonol
sintasa y genera quercetina; parte de este compuesto se acumula, pero gran
parte sufre glicosidaciones en el OH del carbono 3 por la enzima UDP-
azucar:flavonoide 3-O-glicosil transferasa. En el otro camino, el grupo ceto
de la dihidroquercetina es reducido por accion de la enzima 3-hidroxilflava-
nona-4-reductasa NADPH dependiente y origina leucocianidina. Este com-
puesto puede ser transformado en flavan-3-oles [(+) catequina o (-) epicate-
quina] por la 3,4-cis-diol-reductasa. Ambos, la leucocianidina y los flavan-3-
oles pueden ser condensados y originar dimeros, oligdbmeros y polimeros
por la actividad del complejo enzimatico proantocianidina sintasa (Stafford,
1990; 1991).

La via biosintética de los flavonoides en L. cuneifolia es menos compleja
si se compara con la de V. album, porque este presenta una diversificacién en
la biosintesis, debido a la accion de la S-adenosil-L-metionina-X-O-metilasa
(SAM) que genera flavonoides metilados (Becker y col., 1978; Becker y col.,
1980), compuestos no detectados en el muérdago criollo (Figura 7).
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Figura 7.- Probables vias metabdlicas de lasintesis de flavonoides en L. cuneifoliay V.
album
Dihidroquercetina

/

3- hidroxiflavanona-4-reductasa Flavonol sintasa

d

Leucoantocianidina Quercetina

UDP-az(car:flavonoide-3-O-glicosil-transferasa

Epimerasa Quercetina-3-O-glicosido

-cis-diolreductasa SAM-metilasa

/ \ Quercetina metilata

+) catequina (-) epicatequina

l\ Proantocianidina sintasa

Antocianidina sintasa

v

Cianidina

Dimeros, oligdmeros, polimeros

Compuestos aminados

Los estudios realizados en ejemplares que se desarrollaban sobre diferentes
hospedantes, y recogidos en distintas areas geograficas, demostraron la pre-
sencia de tiramina (Vazquez y Novo y col., 1989).

La concentracion detectada en la mayoria de los ejemplares no sobrepa-
saba los 10 mg %, si bien se detectaron ejemplares con niveles superiores de
100 mg %. En los individuos que parasitan Geoffroea decorticans (H. et Arn.)
Burkart (Fabaceae), se detectaron los niveles mas altos, con valores que van
de 120 a 360 mg de tiramina por 100 g de material vegetal seco.



Compuestos macromoleculares

La caracterizacion de los componentes
macromoleculares de L. cuneifolia mos-
tré un perfil proteico caracteristico que
permite diferenciarlo de V. album. El ana-
lisis electroforético presenté componen-
tes de PM entre 14 y 90 kD (Figura 8). El
analisis de extractos de L. cuneifoliay de
V. album, tanto por Ouchterlony como por
Western blot, utilizando suero de ratones
inmunizados con muérdago criollo, pro-
bo la presencia de epitopes relacionados
entre ambas especies (Wagner y col.,
1998).

Propiedades bioldgicas y farmaco-
l6gicas

Accion vasopresora

La infusion de L. cuneifolia se utiliza en
medicina popular por una supuesta accion
antihipertensiva. Sin embargo, los resul-
tados obtenidos muestran un efecto pre-
sor, que puede estar acompafiado de va-
sodilatacién y de un variado efecto car-
diaco. Esta diversidad de efectos puede
estar relacionada con los hospedantes
sobre los cuales se recolectaron los di-
ferentes ejemplares (Dominguez, 1928;
Izquierdo y col., 1955) .

Las infusiones obtenidas a partir de
ejemplares de L. cuneifolia recolectados
sobre Schinus polygamus (Cav.) Cabr.
(Anacardiaceae), producen un incremen-
to de la presién sanguinea arterial que in-
dican la presencia de un agente vasoacti-
vo presor. También se observa una fase
hipotensora secundaria y la caida de la
frecuencia cardiaca (Figura 9) (Taira y
col., 1994).

Figura 8.- Perfiles de SDS-PAGE de
V. album (A) y L. cuneifolia (B)
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Figura 9.- Efecto presor de L. cuneifo-
lia recolectada sobre Schinus polygamus
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Figura 10.- Efecto cardiovascular de L. cuneifolia, recolectada sobre Schinus po-
lygamus, en ratas con bloqueo adrenérgico a
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Infusién deLigariacuneifolia (%)

Lacurvadedosis-efecto (A) y € efecto cardiaco (B) delasinfusionesdeL. cuneifolia (1,25 % - 5 %)
enratas pretratadas con fenoxibenzamina (1,5 mg/kg, iv).
Cada punto representalamedia+ EEM de cinco animales.

La administracién de estas infusiones a ratas con bloqueo a adrenérgico indu-
cen una caida de la presion arterial y de la frecuencia cardiada, pero no se observa el
incremento de presion sanguinea arterial. Estos resultados indicarian que el efecto
presor es de naturaleza adrenérgica a (Figura 10) (Lefkowitz y col., 1991).

Cuando se realiza un pretratamiento con atropina, antagonista muscarini-
co, se bloquea la hipotension y la bradicardia. Este pretratamiento, sugiere la
presencia de una sustancia de naturaleza colinérgica muscarinica en las infu-
siones (Lefkowitz y col., 1991).

Los estudios realizados con ejemplares de L. cuneifolia recolectados so-
bre diferentes hospedantes y en distintos puntos de la Argentina demostraron la
presencia de tiramina, una amina simpaticomimética de accion indirecta (Vaz-
quez y Novo y col., 1989). Por lo tanto, existe la posibilidad de que el efecto
presor observado esté mediado por una amina de accion indirecta. Para confir-
mar esta hipotesis se depletan las vesiculas noradrenérgicas con reserpina,
para evitar que actlen las aminas de accién indirecta. A las 48 horas de la
reserpinizacion se administran las infusiones de L. cuneifolia recolectada sobre
S. polygamus y se observa un efecto presor. Este efecto indica que la accion
del agente vasoactivo no seria de accién indirecta, sino de accién directa sobre
los receptores adrenérgicos (Taira y col., 1994) .

Por lo expuesto, se sugiere que en los ejemplares de L. cuneifolia reco-
lectados sobre S. polygamus habria un agente vasoactivo de tipo presor adre-
nérgico de accion directa, un agente hipotensor colinérgico muscarinico y, ade-
mas, un agente bradicardizante muscarinico (Taira y col., 1994).



En las infusiones preparadas con ejemplares de L. cuneifolia, recolecta-
dos sobre Acacia caven (Mol.) Molina (Mimosaceae) también se observ6 un
efecto presor y bradicardia. El efecto presor se previno con el bloqueo adrenér-
gico a que confirmé la naturaleza simpaticomimética de la accion, pero no se
observé un cambio de frecuencia cardiaca. El efecto del bloqueo podria sugerir
gue la bradicardia observada originalmente fuera un efecto adrenérgico a. Sin
embargo, es mas probable que la bradicardia sea una respuesta compensado-
ra barorrefleja al aumento de la presién sanguinea, dada la magnitud del efecto
presor (Figura 11) (Lefkowitz y col., 1991).

Figura 11.- Efecto cardiovascular de L. cuneifolia, recolectada sobre Acacia caven
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Curvasdedosis-efectopresor (A) y dd efecto cardiaco (B) delasinfusonesdeL. cunefolia (1,25 %- 5%).
Cadapunto representalamedia + EEM de cinco animales.

Por otra parte, las infusiones de L. cuneifolia recolectada sobre Geoffroea
decorticans (Gill. ex Hook. et Arn.) Burkart tendrian solo accion presora y de
menor magnitud si se la compara con los otras muestras estudiadas. Como en
los otros casos, la naturaleza del efecto presor es adrenérgico a, ya que el
antagonista fentolamina previene esa accion (Figura 12) (Lefkowitz y col., 1991).

El analisis de estos resultados muestran que la administracion intraveno-
sa de los extractos de L. cuneifolia inducen principalmente un incremento de la
presion arterial mas que su descenso, hecho que restaria justificacion para su
uso como antihipertensivo. El efecto hipotensor seria secundario, y no la accion
principal. En cuanto a la accion cardiaca, es mas variable y participarian com-
ponentes colinérgicos y un componente barorreflejo. De acuerdo con estos da-
tos, la diferencia de la accion entre las distintas muestras de L. cuneifolia esta-
ria relacionada con los hospedantes (Figura 13).
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Figura 12.- icans
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Cada punto representalamedia+ EEM de cuatro animales.

*p<0.05.

Accion citostatica e inmunomoduladora

Los extractos del muérdago europeo han sido muy populares en Europa, duran-
te las Ultimas décadas, como agentes coadyuvantes en el tratamiento del cancer
(Bloskma y col., 1982; Hajto, 1986; Jurin y col., 1993). Los componentes activos
contra el tumor han sido identificados como lectinas, viscotoxinas, proteinas, pép-
tidos, oligosacaridos, alcaloides, compuestos polifenélicos y flavonoides (Beuth
y col., 1996; Bissing y col., 1996; Gabius y col., 1992; Zee Cheng, 1997).

Figura 13.- Comparacién entre el efec- Figura 14.- Efecto de distintas dosis de
to presor de L. cuneifolia recolectada extracto de L. cuneifolia sobre la prolife-
sobre Acacia caven y sobre Geoffroea racion de esplenocitos murinos normales
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Figura 15.- Efecto de distintas dosis de extracto de L. cuneifolia sobre la proliferacion
de esplenocitos murinos estimulados con ConA (a) y esplenocitos murinos estimulados

con LPS (b)
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Esta comprobado que la actividad anticancerigena no es debida solamente
a la inhibicién de la proliferacién celular sino también a la induccién de citoquinas
y a los efectos inmunoadyuvantes (Hostanska y col., 1995). Esta capacidad pue-
de atribuirse a una lectina galactosido especifica, que induce secrecion de cito-
guinas por parte de las células mononucleares in vitro y una accién antitumoral y
antimetastatica en linfosarcomas murinos (Gabius y col., 1992). Los estudios rea-
lizados en ratones Balb/c han demostrado que la lectina MLI es el componente

inmunoactivo del extracto, porque des-
pués de la deplecion de la lectina la acti-
vidad inmunomoduladora desaparece
(Beuth y col., 1995; Beuth y col., 1996).
Por esta razén, los estudios sobre el
efecto inmunomodulador de L. cunei-
folia son determinantes para asegurar
su potencial inmunoterapéutico.

Los extractos acuosos de L. cu-
neifolia demostraron que eran capaces
de inhibir el crecimiento de las células
activadas tumorales y normales trata-
das con los mitégenos ConA o LPS.
Por el contrario, los extractos ejercie-
ron un leve efecto estimulante, no sig-
nificativo desde el punto de vista esta-
distico, sobre células normales no es-
timuladas (Figuras 14, 15y 16).

Figura 16.- Efecto de distintas dosis de ex-
tractos de L. cuneifolia sobre la prolifera-
cion de cdulasleucémicas murinas LB
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Figura 17.- Efecto de distintas dosis de extractos de L. cuneifolia sobre |a apoptosis de
() esplenocitos murinos normalesy (b) células leucémicas murinas LB
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Figura 18.- Observaci 6n microscopicade apoptosis celular por coloracion con bromuro
deetidio-naranjadeacridina

A:Esplenocitosmurinosnorma-  B: CélulasLBenausen-  C: CéulasLB enpresenciade
les en presencia de extracto de  cia de extracto de L.  extracto deL. cuneifolia.
L. cuneifolia. cuneifolia.

Célulastefiido con naranja de acridinia (verde) corresponde a células viables.
Célulastefiidas con bromuro de etidio (naranja) corresponde a células muertas.



Figura 19.- Efecto delalectinalL-Lc deL. cuneifolia sobre la proliferacion de células

leucémicas murinas LB
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Para dilucidar el mecanismo que Figura 20. Produccién de éxido nitrico por
conduce a la inhibicion de la prolifera- macrofagos peritoneal es murinos

cion celular, se analizd la induccion de
apoptosis en presencia del extracto
acuoso. Las células tumorales LB, en
presencia de los extractos, mostraron
un aumento del nivel de apoptosis. Por
el contrario, los esplenocitos normales
tratados con extractos acuosos ho mo-
dificaron su indice de muerte por apop-
tosis en relacion con las células nor-
males no tratadas (Figuras 17y 18).
Una lectina galactésido-especi-
fica aislada de extractos acuosos de
L. cuneifolia (L-Lc) fue responsable de
una inhibicion de un 27 + 2 % (10 ng/
ml) y 88 + 3 % (100 ng/ml) del creci-
miento de células tumorales LB in vi-
tro (Figura 19). Este efecto también fue
demostrado para las lectinas del muér-
dago europeo (Gabius y col., 1992).
Cuando los extractos estuvieron
presentes en el cultivo de macréfagos
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del extracto acuoso de L. cuneifolia con dis-
tintostratamientos: solos, con LPS-100 pg/ml;
con IFN (recombinante murino 0.1-10 U/ml.)

preactivados por ConA (solos o estimulados con LPS o Interferdon y) fue posible
verificar un incremento en la produccién de 6xido nitrico (Figura 20). Este feno-
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meno se produce debido a la activacién de la enzima 6xido nitrico sintasa, que
genera niveles de 6xido nitrico que, a su vez, permite la activaciéon de los ma-
créfagos. Este mecanismo desempenfa un papel importante en la destruccién
de los microorganismos y las células tumorales, que constituiria un hecho rele-
vante para una posible accién terapéutica (Cuiy col., 1994).

Conclusion

Las caracteristicas anatémicas principales para reconocer L. cuneifolia son: la
presencia de esclereidas irregulares con cristales clubicos de oxalato de calcio y
la ausencia de suber en el tallo. Es probable que la gruesa cuticula cumpla la
funcion del corcho (epidermis cuticular) (Metcalfe y col., 1957).

El estudio micromolecular indica que el Unico flavonol detectado es quer-
cetina. L. cuneifolia presenta un metabolismo simple para la sintesis de los fla-
vonoles, a pesar de que es glicosilada con diferentes azucares.

También se detecta la presencia de leucoantocianidinas y proantocianidi-
nas que producen cianidina después del tratamiento 4cido. La biosintesis de
estos compuestos es mas compleja y los monémeros se encuentran libres o
en diferente grado de polimerizacion.

Los estudios realizados sobre el “muérdago criollo” en modelos animales
han permitido establecer efectos biolégicos sobre el sistema cardiovascular y
una accion citostatica e inmunomoduladora.

Los efectos cardiovasculares observados indican que las infusiones de L.
cuneifolia producen, segun el hospedante, un efecto presor acompafiado, o no,
de vasodilatacién, y un efecto cardiaco variable.

Los extractos acuosos de L. cuneifolia fueron capaces de producir inhibi-
cion en el crecimiento de las células linfoides activadas. Esta inhibicion estaria
mediada por la induccién de la muerte celular a través de un mecanismo apop-
tético. Ademas, estos extractos pueden modular la actividad de las células
macrofagicas a través de la induccién en la produccién de 6xido nitrico.

Una lectina galactosido-especifica presente en el extracto acuoso inhibe la
proliferacion de las células tumorales LB. La lectina galactosido-especifica es el
primer componente aislado responsable de una accion bioldgica en esta especie.

La revision realizada sobre L. cuneifolia contribuye a un mejor conoci-
miento de esta especie de la flora argentina, empleada por sus efectos benefi-
ciosos en medicina popular.
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DIFFUSION,ACCESSAND VISIBILITY OF
IBEROAMERICAN SERIAL SCIENTIFIC
PUBLICATIONS.LATINDEX SYSTEM

La escasa visibilidad de las publicaciones cientifico-técnicas, particularmente
de las que se editan en espafiol, sumado a las dificultades que entrafia la distri-
bucion y la circulacion de los materiales editados, no so6lo son problemas que
afectan a las comunidades académicas de América Latina y el Caribe, sino
también de Espafa y Portugal.

La problematica de la visibilidad de las revistas que se editan en Latino-
américa afecta sin duda a los investigadores cientifico-técnicos de la region
cuando son evaluados en el area de sus publicaciones. Asi, en este contexto se
observa una tendencia, entre las instituciones académicas que evaluan la pro-
duccion de sus cientificos, a minusvalorar, cuando no a ignorar, las publicacio-
nes de sus trabajos en revistas que no estan incluidas en bases de datos espe-
cializadas como Index, Citation Index, Abstracts y Current Contents.

Como sefiala Octavio Alonso Gamboa (1998), las publicaciones periédi-
cas cientificas latinoamericanas siguen constituyendo, aiin hoy, un universo poco
conocido, en especial debido a factores tales como: la escasa presencia de los
materiales en servicios internacionales, regionales e incluso nacionales de in-
formacion; normalmente no estan accesibles en bibliotecas y centros de docu-
mentacion, tanto dentro como fuera de la regién; y reciben poco reconocimien-
to por parte de la comunidad cientifica internacional, a pesar de la relevancia
gue puedan tener, en muchas ocasiones, los articulos publicados en las revis-
tas latinoamericanas. También las publicaciones enfrentan problemas graves,
en especial de tipo econdmico, asociados con su produccion y distribucion, asi
como dificultades para cumplir la periodicidad. Para agravar todavia mas la cues-
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tion, no se han generalizado suficientemente aln las pautas de normalizaciéon
en materia de publicaciones cientificas, lo que dificulta que las revistas acce-
dan con relativa rapidez a los niveles de calidad cientifica formal y editorial
requeridos hoy internacionalmente.

La produccion cientifico-tecnoldgica de un pais se evalla generalmente
por métodos bibliométricos, a través de indicadores cuantitativos basados en la
cantidad y en la difusion de las publicaciones. Si bien son indicadores tradicio-
nales extrinsecos de facil medicién numérica, presentan la restriccion de ba-
sarse en las condiciones e hipétesis relevantes solamente para los paises de-
sarrollados, donde existe una tradicion muy prolongada de la actividad cientifica
y tecnoldgica, una infraestructura de informacién establecida y se utilizan siste-
mas apropiados para recolectar datos, y donde, por otra parte, la maxima “pu-
blicar o perecer” esta impuesta fuertemente (Sancho, 1992).

Este no es el caso de los paises en desarrollo, que tienen muy diferentes
condiciones relacionadas con graves problemas sociales, politicos y econémi-
cos. Podria sefialarse aqui la “aislacion cientifica” que generalmente caracteri-
za el status de la ciencia en la periferia (ciencia oculta, ciencia periférica o cien-
cia invisible) ya que no se puede recuperar por medios informaticos o resulta
muy dificil lograrlo (Cahuépé, 1997). Esto se deriva, principalmente del insufi-
ciente financiamiento para las actividades cientifico-tecnoldgicas, de la caren-
cia de proyectos de investigacién encarados en colaboracién con instituciones
extranjeras, la practica de divulgar las investigaciones prioritariamente en publi-
caciones locales, o por medio de canales absolutamente no convencionales
(informes, notas informales, discusiones orales, etcétera, ya que las investiga-
ciones no son avaladas para publicar sus resultados), asi como de la falta de
recursos y bibliografia nacional.

El Science Citation Index como indicador bibliografico solo resulta, enton-
ces, adecuado para evaluar la contribucién de cada pais, conocida como mains-
tream (literatura cientifica mundial de corriente principal), pero no para cuantifi-
car y valorar la produccidn cientifica total de los paises. De hecho, la contribu-
cion de los paises en desarrollo a la mainstream de la ciencia es actualmente
casi insignificante (Garfield, 1983; Frame y col. 1977).

La falta de visibilidad a la cual la mainstream de las publicaciones cientifi-
cas condena a una gran proporcién de las investigaciones de los paises en
desarrollo bloquea los esfuerzos de esos paises para fortalecer sus publicacio-
nes cientificas locales, y atenta, asi, contra la calidad de las investigaciones en
las regiones que mas lo necesitan (Gibbs, 1995).

Puede observarse esta cuestién cuando se valora el factor de impacto,
gue es una medida de la frecuencia a través del cual el “articulo promedio” de
una revista ha sido citado en un afio dado. Este parametro se calcula dividiendo
el nimero total de citas efectuadas en el afio en curso, en los articulos publica-



dos en una revista durante los dos afios previos, entre el nimero total de articu-
los publicados en esos mismos dos afos por la misma revista.

El factor de impacto en América Latina es, en general, bajo. Si bien algunas
revistas se destacan, es notoria la irregularidad del impacto de otras y, en muchos
casos, ciertamente preocupante, dado que registra una tendencia decreciente.

La produccion cientifica de los paises en desarrollo es superior que la
estimada por los medios convencionales. Este registro inexacto obedece a que
una gran cantidad de sus publicaciones cientificas es desconocida (literatura
gris) para el resto de la comunidad cientifica, porque no esta incluida en las
bases de datos internacionales, debido a que su mayor produccion se relaciona
con necesidades locales, y sus resultados son publicados principalmente en
fuentes locales. Esa clase de investigacion significativa nunca serd, consecuen-
temente, conocida.

Segun Frame (en Sancho, 1992), algunos de los factores que influyen en
la tendencia de los paises en desarrollo a publicar en revistas locales son: la
sensacion de que los problemas locales no interesan al resto del mundo, la
urgencia que tienen algunas areas de investigacién para resolver problemas
criticos y no “derrochar el tiempo” escribiendo publicaciones, y la ausencia de
infraestructura de apoyo en la redaccién de papers.

En este contexto de situacion, la necesidad de edicidn de revistas cientifi-
cas locales parece estar claramente justificada; sin embargo, persisten situa-
ciones gue deben conducir a un profundo andlisis y, entre ellas, la calidad cien-
tifica y editorial de las publicaciones.

Por esa razén, en diversas reuniones de cientificos y editores de publica-
ciones periddicas de Iberoamérica, se recomendd con insistencia la creacion de
bases de datos nacionales y la promocién de bases de datos cooperativas donde
se publigue la produccion cientifica local. Por otro lado, es necesario poder con-
sultar otras bases de datos, ademas del SCI, para obtener informacion de las
publicaciones cientificas de los paises en desarrollo, y asi elaborar nuevos y
confiables indicadores susceptibles de revelar el auténtico esfuerzo cientifico
de esos paises, de acuerdo con sus caracteristicas especificas (Sancho,1992).

Salvo Brasil y México, pocos paises de Latinoamérica abordaron algin
sistema para valorar los esfuerzos de edicién cientifica; aunque es reconocido
el sesgo que sufre la comunidad de editores cientificos latinoamericanos para
lograr que sus revistas, aun aquellas que relnen los requisitos de alta calidad,
se incorporen a los indices del Institute for Scientific Information (ISl). Pero,
indudablemente las que han accedido, han ganado un lugar de relevancia en el
mundo académico, de las agencias de financiacion, de la politica cientifico-tec-
nolégica, y en la opinién publica especializada (Kraustopf y Vera, 1995).

En este contexto problematico surgié el proyecto Latindex, con el objetivo
de iniciar un proceso de reconversion hacia la calidad cientifica, académica y
editorial de las revistas iberoamericanas.
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Latindex es un sistema regional de informacién bibliografica en linea para
revistas cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal, publicadas
en espaniol, portugués, inglés o francés. En este proyecto coopera una red de
Centros Regionales y Nacionales que, en forma coordinada, compila, hormali-
za y distribuye informacion bibliografica sobre las publicaciones cientificas se-
riadas que se publican en la regién.

El sistema Latindex también actiia como catalizador para las nuevas co-
laboraciones e iniciativas en el campo de la publicacion periddica cientifica. Brinda
apoyo en el entrenamiento a editores, organiza talleres y aconseja sobre los
varios aspectos que hacen a las publicaciones.

El proyecto Latindex

En noviembre de 1994, en el taller Publicaciones cientificas en Latinoamérica
que tuvo lugar en Guadalajara, surgio la propuesta de elaborar una base de
datos de publicaciones periodicas cientificas en Latinoamérica (Cetto y Hillerud,
1995). La Universidad Nacional de México (UNAM) delined, en 1995, el proyecto
de creacion de Latindex, un sistema automatizado de informacion de publica-
ciones cientificas periodicas editadas en América Latinay el Caribe (Cetto,1997).

En la Segunda Reunion Regional que tuvo lugar en México, en febrero de
1997, se acordé constituir un grupo de coordinacion regional y un grupo de
tareas especializado para abordar los diversos aspectos relacionados con la
puesta en practica del proyecto.

Posteriormente se realizaron tres reuniones: en La Habana (1997), para
la elaboracién de las conclusiones del grupo; en Guadalajara (1997), para esta-
blecer normas editoriales y criterios de calidad para la inclusion y clasificacion
de los titulos de las publicaciones; en México (1998), donde se formé el comité
para determinar los pardmetros de evaluacion.

Durante la Quinta Reunion Técnica de Latindex, realizada en Caracas,
del 18 al 20 de noviembre de 1999, en la que participaron todos los paises miem-
bros, se expuso el desarrollo del Directorio de Revistas Cientificas, con 6.864
publicaciones. Por otra parte, se resolvié que la tarea prioritaria para 2000 seria
el disefio y la puesta en linea del Catdlogo de Revistas Cientificas, a partir de
una seleccion de revistas del Directorio, de acuerdo con los criterios de exce-
lencia editorial aprobados por los paises miembros.

El Directorio, que en 1997 contaba con 2.460 titulos, en diciembre de 2000
registraba 9.739. En febrero de 2001 se llevé a cabo en Lisboa la Sexta Reunion
Técnica de Latindex, donde los representantes de las instituciones iberoameri-
canas y del Caribe, cooperantes del Sistema, revisaron el avance de los dife-
rentes productos y del Sistema en general.

Se acordaron las metodologias de acopio y actualizacién de la informacion
(nuevos titulos y bajas) y la cooperacién con otros organismos internacionales.



Se firmaron acuerdos de cooperacién y transferencia de tecnologia con el
Centro Internacional de ISSN y con el International Council of Science, Techno-
logy and Information (ICSTI).

En la Asamblea General del ICSTI, que se realiz6 entre el 3y el 7 de mayo
de 2001 en Munich, Latindex fue invitado a afiliarse al ICSTI como miembro
asociado en su caracter de organismo regional.

Productos ofrecidos por Latindex

El sistema Latindex comprende tres productos principales que se desa-
rrollan en fases sucesivas: un Directorio, un Catélogo y un indice.

» El Directorio comprende los titulos registrados de mas de 10.000 revistas
provenientes de treinta paises latinoamericanos, Espafia y Portugal e inclu-
ye una descripcién bibliografica normalizada béasica y datos del editor.

Las revistas que aparecen en el Directorio contienen en forma sistemati-
ca informaciones de interés para investigadores, estudiosos, profesiona-
les, técnicos y agentes de actividades productivas, educacionales y cultu-
rales. No incluye revistas empresariales ni las de caracter promocional de
productos y servicios.

El Directorio ha sido visualizado como un producto en constante actualiza-
cion, que implica un proceso de revision y normalizacion de la informa-
cion, complementando la ya existente e ingresando nuevos titulos.

e EIl Catdlogo cubre una seleccidn de titulos, clasificados segun parame-
tros de calidad previamente acordados. Es un sistema de categorizacion
de revistas; es una plataforma de evaluacion que cada pais utiliza para
generar o apoyar otros sistemas de evaluacion cientifica y académica. La
seleccion de revistas presentara informacion detallada y confiable sobre
pardmetros de calidad editorial e indirectamente pone de relieve algunos
pardmetros de calidad de contenido.

El Sistema Latindex permite que los paises socios dejen de ser especta-
dores del ambito de las publicaciones periddicas para ser generadores de
decisiones

 Elindice contendréa informacion bibliogréafica sobre los titulos de publicacio-
nes iberoamericanas y del Caribe. Su elaboracion se iniciara posteriormente
a la presentacion del Catalogo en linea, de acuerdo con los parametros utili-
zados por otros servicios bibliograficos. Se seleccionaran las revistas que
acrediten niveles de excelencia en cuanto a contenido, periodicidad, edicion.

Proyectos como Latindex y los sistemas de evaluacion que, paulatina-
mente, estan poniendo en marcha las comunidades cientifico-académicas de
los paises de Iberoamérica, constituyen esfuerzos para difundir y hacer visibles
las publicaciones periddicas y seriadas que se editan en la regidén con criterios
de calidad estandarizados y consensuados internacionalmente.
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En este sentido, contribuyen a llenar un vacio para investigadores, docen-
tes, estudiantes, administradores y planificadores de la actividad cientifica, edi-
tores, bibliotecarios y especialistas de la informacién; al mismo tiempo deman-
dan un compromiso y un cambio actitudinal en todos los actores que participan
del hacer cientifico-tecnoldgico a fin de que las publicaciones sean verdadera-
mente representativas de la ciencia que se produce en los paises de la region.

Latindex
Instituciones cooperantes
Argentina
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)
Centro Argentino de Informacion Cientifica y Tecnologica (CAICyT)
Brasil
Instituto Brasilefio de Informacién en Ciencia y Tecnologia (IBICT)
Chile
Comisién Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnolégica (CONICyT)
Departamento de Informacion
Colombia
Instituto Colombiano para el Desarrollo de la Ciencia y la Tecnologia “Francisco José de
Caldas” COLCIENCIAS
Cuba
Instituto de Informacion Cientifica y Tecnoldgica (IDICT)
Biblioteca Nacional de Ciencia y Tecnologia (BNCT)
Espafia
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)
Centro de Informacién y Documentacién (CINDOC)
México
Universidad Nacional Autbnoma de México
Coordinacion de Servicios Académicos
Direccion General de Bibliotecas
Direccién General de Servicios de Coémputo Académico
Instituto de Fisica
Portugal
Ministerio de Ciencia y Tecnologia
Fundacion para la Ciencia y la Tecnologia
Puerto Rico
Universidad de Puerto Rico Escuela Graduada de Ciencias y Tecnologias de la Informacién
Venezuela
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Tecnolégicas (CONICIT)

Instituciones internacionales cooperantes
- ISSN International Centre
- International Nuclear Information System of the International Atomic Energy Agency

Organismos patrocinadores
UNESCO
Unidad de Publicaciones, Direccion Adjunta de Ciencia, Paris.
Oficina Regional de Ciencia y Tecnologia para América Latina y el Caribe, Montevideo
ICSU
ICSU Press Committee

Secretariado Regional de COSTED para América Latina
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