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l. RESUMEN

El uso de plantas medicinales se ha visto aumentado a causa de los efectos
secundarios que producen los medicamentos sintéticos, asi como de su uso inadecuado que
conlleva serios inconvenientes, tales como las multiples resistencias a los antimicrobianos.
En Guatemala, especialmente en el &rea rural, se ha tenido un extenso uso tradicional de las
plantas medicinales, situacion que se mantiene hasta hoy en dia.

La albahaca es una de las plantas que se clasifica como aromética por la composicion
quimica de su aceite. Es muy conocida por sus propiedades medicinales y culinarias, por lo
que es usada para el tratamiento de afecciones gastrointestinales, respiratorias y nerviosas,
asi como condimento.

Tomando en cuenta que desde la antigliedad el género Ocimum ha provocado
controversia en cuanto a sus propiedades beneficiosas, este estudio propone establecer
diferencias entre dos especies de ese género cultivadas en Guatemala: O. basilicum L.,
especie domesticada (tres variedades, morada, blanca y genovese) y la especie nativa O.
micranthum W., en su grado de toxicidad y caracteristicas micro morfoldgicas e histoldgicas,
para documentar caracteristicas diagnosticas que permitan su correcta identificacion,
especialmente cuando se obtenga seca y/o fragmentada.

Se realiz6 la identificacion y caracterizacion macroscopica y micromorfoldgica de
tres variedades (morada, blanca y genovese) de la especie Ocimum basilicum por medio de
cortes a mano alzada, disociado débil de hoja y tallo, diafanizado de hoja y determinacion
del indice de empalizada; también se realiz6 la identificacion de metabolitos secundarios a

través de pruebas histoquimicas y cromatografia en capa fina. Estos resultados se compararon




con los resultados registrados para O. micranthum por Castillo & Pérez (2011) para evaluar
las diferencias. Y por ultimo se realizaron estudios de citotoxicidad y actividad larvicida a
las 3 variedades de O. basilicum y a O. micranthum y estos resultados al igual que los
anteriores fueron comparados para evaluar las diferencias.

De los resultados obtenidos se pudo concluir, que aunque existen pequefias
variaciones en la distribucién de los tejidos, especialmente a nivel de tejidos vasculares entre
todas las variedades de albahaca estudiadas y aunque el numero de tricomas es ligeramente
diferente, la diferenciacion microscépico entre las mismas, solo es posible si se cuentan con
hojas enteras o fragmentos que contengan el nervio medio. Por otro lado si se cuenta con
drogas pulverizadas es muy dificil realizar una clasificacion. Se pudieron hacer algunas
diferencias utilizando el valor de cenizas, ya que O. micranthum y O. basilicum var genovese,
no presentan cenizas acidas.

Todas las plantas estudiadas a excepcion de O. basilicum var genovese, presentan los
mismos metabolitos y en cantidades similares, lo cual podria indicar que no es importante
diferenciarlas en su uso. Sin embargo es importante realizar estudios que garanticen la

actividad farmacoldgica atribuida a esta especie.




1. AMBITO DE LA INVESTIGACION

Este estudio forma parte de las investigaciones que se realizan en la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia, por medio del Laboratorio de Bioensayos del Departamento
de Citohistologia en colaboracién con la Facultad de Agronomia y el Laboratorio de
Investigacion en Productos Naturales (LIPRONAT), impulsando el desarrollo de estudios en

plantas medicinales de uso popular en Guatemala.

Este al igual que estudios anteriores se enfoca en la diversidad de la flora medicinal
guatemalteca y en el reciente interés a nivel nacional e internacional del uso de plantas como
alternativas medicinales para el tratamiento de diversas patologias. Considerando que las
caracteristicas de las drogas vegetales se ven alteradas por el entorno en el que las plantas se
desarrollan, se desea contribuir al establecimiento de aquellos caracteres farmacobotanicos
que permitan establecer la identidad de las especies Ocimum basilicum L. y Ocimum

micranthum W., cultivadas en Guatemala.

Los resultados contribuirén a la elaboracion una monografia farmacopeica de control
de calidad de las especies antes mencionadas y al establecimiento de los caracteres
diagndsticos que debe cumplir el material vegetal ya sea para el consumo dela poblacién o

para la elaboracion de productos fitofarmacéuticos.
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I1l.  ANTECEDENTES

A. Plantas medicinales

Todas las plantas elaboran, almacenan y metabolizan productos propios durante el
crecimiento, y algunas poseen un valor medicinal aprovechable. De esta forma una planta
medicinal se define como cualquier especie vegetal que contenga por o menos en uno de sus
Organos principios activos con actividad farmacologica, los cuales pueden ser utilizados con
fines terapéuticos o emplearse como prototipo para obtener nuevos farmacos por medio de
hemisintesis, su funcion principal es entonces disminuir o neutralizar el desequilibrio
orgéanico que produce la enfermedad. Estas constituyen aproximadamente la séptima parte

de las especies de plantas existentes (Mufioz, 2002).

El aprovechamiento de las plantas medicinales se remonta a mucho tiempo atras, por
ejemplo los conocimientos que se tienen acerca del uso de las mismas en Egipto es a traves
de los papiros Hieraticos relativos a la medicina. EI méas valioso de estos papiros es el de
Smith que data de la primera mitad del siglo XVII A.C., también llamado papiro quirdrgico.
Algunas de las recetas egipcias empleaban una gran diversidad de plantas medicinales como
el anis, cebolla, ajo, trigo, cebada, comino, eneldo, cilantro, lechuga, loto, pepinillo, entre
otras. Los preparados eran absorbidos en forma de polvos, pildoras, supositorios, terrones y

tortas, para las aplicaciones externas se preparaban unglientos, pastas o purés (Pahlow, 1985).

Por su parte la medicina babildnica resulta conocida gracias a las tablillas, con listas
de drogas que dejaron redactadas en escritura cuneiforme. Las substancias que se empleaban
eran principalmente de origen vegetal. A diferencia de las recetas del antiguo Egipto las
formulas babilénicas no indican ni peso ni medidas, pero se daba gran importancia al
momento en que se preparaba el remedio o0 se consumia. EI mas propicio se localizaba en la
noche o en el alba, poco antes de la salida del sol. El suelo de la India proporciona un nimero
incalculable de plantas medicinales, constituyendo hasta nuestros dias un almacén para las

mismas. El objetivo principal de la medicina de la antigua India era prolongar la vida




humana; y una de las partes mas importantes de la ciencia médica consistia en el
conocimiento de los productos medicinales. Los remedios basados en las plantas podian ser

de dos tipos: unos eras purgativos y los otros eran calmantes (Volak & Stodola, 1988).

Tanto la riqueza como la variabilidad de la flora silvestre de Guatemala corresponden
al de todos los paises situados en el cinturdn intertropical de la tierra. Es necesario reconocer
que muchos de los linajes botanicos que conforman tales ecosistemas, y que hoy crecen como
vegetales nativos, han tenido su origen en otras partes del mundo. Es facil pensar que los
paises vecinos pudieron haber funcionado como proveedoras de simientes; mas dificil resulta
imaginar que tales origenes pudieron haberse encontrado mas alla de los mares pero esta
segunda posibilidad no solo, no es en extremo remota, si no que de hecho se ha demostrado
que desde muy lejanas tierras también pudo haber arribado un cumulo insospechado de

germoplasmas (Anléu, 1998).

El valor medicinal de las plantas se debe a sus principios activos, los cuales pueden
ser aislados, purificados y sintetizados. Las plantas actdan de diversas formas. Unas pueden
ejercer una actividad carminativa o sedante, otras pueden actuar sobre el sistema nervioso o
muscular. También son utilizadas como antibioticos para matar o inhibir el crecimiento de

microorganismos (Sanchez, Leal, Fuentes & Rodriguez, 2000).

El uso de plantas medicinales se ha visto aumentado debido a los efectos secundarios
que producen los medicamentos sintéticos, asi como el uso inadecuado de estos, lo cual
conlleva serios inconvenientes, tales como las multiples resistencias antimicrobianas (Dreser,
Wirtz, Corbett & Echaniz, 2008).

El estudio y uso de plantas medicinales se vuelve cada vez mas popular por lo que es
necesario mantener datos actualizados que sean utilizados como herramientas eficaces para
solucionar problemas de salud, asi como ser fuente (til para posteriores estudios de tamizaje
(Ara, 1997).




1. Plantas medicinales en Guatemala

En Guatemala, especialmente en el area rural, se ha tenido un extenso uso tradicional
de las plantas medicinales, situacion que se mantiene hasta hoy en dia. Sin embargo, hasta
1976 los estudios cientificos sobre el tema eran escasos. Fue en los afios siguientes en los
que se realizaron encuestas etnoboténicas para conocer la flora medicinal del pais y de esta
forma establecer un sistema de validacion y uso de este recurso agricola y terapéutico. La
informacién obtenida demostrdo que 1400 plantas eran utilizadas para tratar diversas
sintomatologias (Castafieda & Aceituno, 1981). En la década de los ochenta y principio de
los noventa se establecieron los procedimientos y se realizaron las investigaciones necesarias
para determinar la actividad de algunas plantas (Caceres, 2001). Hasta 1996 se habia
tamizado la actividad de 1022 extractos de 243 plantas, de las cuales 19.5 % mostro tener
actividad contra las bacterias patdgenas ensayadas (Caceres, 1996). En afios recientes el
departamento de Citohistologia de la Escuela de Quimica Bioldgica en conjunto con el
Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales y la facultad de Agronomia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala han contribuido con el enriquecimiento de los
trabajos de investigacion al brindar el apoyo necesario para realizar la correcta
caracterizacion de especies botanicas (Polanco & Pérez, 2012; Garrido & Polanco 2012), la
obtencidn de extractos vegetales asi como aceites esenciales, estudios de toxicidad (Yoc,
Soto, Gutiérrez & Arriola, 2012; Alvarado, 2011) y aplicacion de bioensayo para determinar
la actividad biocida de plantas de uso etnomédico frente a diferentes agentes microbianos
como bacterias, hongos y protozoarios (Samol & Santizo, 2012; Orozco, Leal, Rivera &
Monterroso, 2012; Quintana & Yax, 2012; Arana & Ortiz, 2012).

Actualmente se comercializan alrededor de 200 plantas medicinales, su presentacion
es diversa y se distribuyen en ventas ambulantes, mercados cantonales, laboratorios,
droguerias, centros naturistas, supermercados y clinicas. En la region funcionan ocho
laboratorios que producen alrededor de 115 productos fitofarmacéuticos, los cuales

satisfacen unicamente el 5% de la demanda (Orellana, 1995).
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2. Componentes de las plantas y su accion

a. Metabolitos primarios

Son los productos quimicos necesarios para la vida, resultantes del metabolismo vital
de todo ser vivo dentro de los cuales se encuentran los glucidos. Cominmente conocidos
como carbohidratos, los cuales son las moléculas organicas mas abundantes en la naturaleza.
Su estructura primaria esta formada de monosacaridos. Las plantas sintetizan los glucidos
por medio del pigmento llamado clorofila y de su capacidad de captacion osmotica,
produciendo monosacaridos a partir de la energia solar (Osuna & Pérez, 2003).

Dentro de la planta los glucidos desempefian distintas funciones, por ejemplo los
azucares, que son los glicidos mas comunes como la glucosa y la fructosa, son utilizados
como combustible en el metabolismo celular. Mientras que la celulosa el cual es un polimero
lineal de miles de glucosas, origina fibras compactas que constituyen el principal componente
de la pared celular de los vegetales. Se puede considerar como la molécula organica mas
abundante en la naturaleza. Tiene una estructura lineal impenetrable al agua (Campbell,
Mitchell & Reece, 2001).

Por otro lado el almiddn el cual es un polimero de glucosa es considerado el principal
carbohidrato de reserva ya que constituye el tejido de almacenamiento mas importante de las
plantas. Existe como reserva alimenticia permanente en la planta, en las semillas, los frutos,
los rayos medulares y en la corteza de los troncos y raices de las plantas perennes. Otro de
los carbohidratos importantes en la reserva alimenticia de la planta es la inulina la cual es
considerada como un fructooligosacarido prebidtico el cual puede ser extraido de la raiz de
la planta. Se ha demostrado también que la ingesta diaria de este carbohidrato reduce el
colesterol y triglicéridos (Balcazar, Martinez & Gonzélez, 2003).

Por altimo otro de los glicidos mas importantes a mencionar son los mucilagos los

cuales son un tipo de fibra soluble de naturaleza viscosa, es producido por las semillas de




algunas plantas. Tienen distintas funciones como proteccion de las heridas actdan en la
germinacién y dispersion de la semilla. Algunas raices los utilizan para favorecer su

introduccidn a la tierra (Campbell, et al., 2001).

Por otra parte los lipidos son sustancias naturales de caracteristica hidrofoba y a veces
anfifilica, son solubles en disolventes orgénicos apolares o poco polares, no volatiles. Son
sustancias de reserva de energia, ampliamente distribuidos, tanto en estructuras vegetativas
como reproductivas. Frecuentemente se pueden encontrar en semillas como reserva
nutricional de la planta. Los extractos lipofilicos de origen vegetal son ricos en fitosteroles,
los cuales han demostrado tener actividad sobre mecanismos relacionados con la hipertrofia
prostatica benigna. En la industria se utilizan para la manufacturacion de medicinas y
productos alimentarios (Hernandez, Conde, Salomén & Gonzales, 2009). Otros metabolitos

primarios que son menos utilizados por las plantas son las proteinas y los acidos nucleicos.

b. Metabolitos secundarios

Son subproductos de rutas metabdlicas normales que se dan en ciertas especies,
siendo particulares dentro de un grupo taxonémico, estado de vida de la planta o los tejidos
que la conforman. Su presencia depende de las condiciones externas tales como los cambios
térmicos o luminicos, las deficiencias nutricionales, la competencia por el espacio de suelo,
ataques de patdgenos, predadores, o presencia de otros organismos intra o interespecificos
(Garcia, 2004). Se diferencian de los metabolitos primarios, en que ciertos grupos presentan
una distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos secundarios

se encuentran en todos los grupos de plantas (Avalos &Pérez, 2009).

Debido a su complejidad, se hace necesaria una correcta clasificacion. La rama de la
ciencia que utiliza las caracteristicas quimicas de los llamados metabolitos secundarios para
determinar su posicion en una clase jerarquizada evolutiva de los seres vivos se denomina

Quimiotaxonomia (Campbell, et al., 2001).
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La presencia de diferentes compuestos como marcadores biosintéticos es empleada
por los investigadores en sus estudios de taxonomia; pero también sirve como herramienta
en la seleccidn exitosa de familias, subfamilias y géneros para ser investigados en funcion de
los metabolitos que se preve producen. Es por ello que se pueden seleccionar especies bien
relacionadas filogenéticamente de plantas con actividad conocida o plantas que contienen el
mismo tipo de entidad quimica conocidas por su actividad (Garcia, 2004).

En este caso los metabolitos secundarios son una caracteristica fundamental de la
especializacion, que no solamente tienen una gran importancia ecolégica ya que participan
en los procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente, como es el caso del
establecimiento de la simbiosis con otros organismos y en la atraccion de insectos
polinizadores y dispersores de las semillas y frutos, sino que también se da una sintesis activa
de los metabolitos secundarios cuando las plantas son expuestas a situaciones adversas
funcionando de defensa en las plantas, restringiendo la invasion y/o matando directamente al
microorganismo patdgeno, también por su capacidad antioxidante contribuyen al
mantenimiento del estado de dxido-reduccion de la célula vegetal (Campbell, et al., 2001).
Los constituyentes quimicos de los metabolitos secundarios se agrupan segin su origen
biosintético comdn. Con pocas excepciones, pueden ser clasificados dentro de cinco grupos,
de acuerdo con su base biosintética en fenilpropanos, acetogeninas, terpenoides, esteroides y
alcaloides. Estos metabolitos secundarios son responsables de la actividad biol6gica atribuida

al género-especie de planta medicinal y constituyen los marcadores fitoquimicos.

i.  Fenilpropanos

Se derivan de la fenilalanina, aminoacido aromatico que se forma por la via del acido
shikimico, se caracterizan por contener al menos un grupo fenol en su estructura molecular.
Son un grupo heterogéneo de productos, algunos son solubles en disolventes organicos, otros
en agua como los glucosidos o acidos carboxilicos y algunos son polimeros muy grandes e
insolubles. Tienen diversas funciones dentro de la planta entre ellas sirven de defensa ante

herbivoros y patogenos (Diaz & Salas, 2008); otros proveen soporte mecanico a la planta,
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otros atraen polinizadores y algunas especies reducen el crecimiento de plantas competidoras
que estan cerca (Garcia, 2004).

Los acidos cafeico y el cindmico son representantes de este grupo, ambos con accién
antimicrobiana, antiviral y antifangica. También se puede mencionar a los fenoles simples y
acidos fenolicos, catecoles y eugenoles. La actividad antimicrobiana del catecol y del
pirogalol esta directamente relacionada con el nimero de grupos hidroxilo que tienen
derivado fendlico. Algunas formas insolubles de fenilpropanoides aunados a otros
compuestos como la cutina, suberina, lignina y polisacéridos, refuerzan la pared celular como
respuesta de las plantas a la herida y al ataque de microrganismos patdégenos (Jiménez, Porta
& Rocha, 2003).

ii.  Acetogeninas

También conocidas como poliacétidos, son formadas por enzimas de un precursor
gue comunmente es la acetil CoA, pero también interviene la malonil CoA, entre otros
precursores, comprenden mas de 1,000 compuestos cuya biosintesis es similar a la de las
grasas, aunque en la cadena en la medida que se alarga alternan un grupo metilo con un

carbonilo en su parte terminal (Anaya, 2003).

Entre las acetogeninas también se encuentran las quinonas que se dividen en
bezoquinonas, antraquinonas (pigmentos comunes de plantas y hongos), naftaquinonas y
quinonas complejas. Al parecer, las quinonas existen en todos los 6rganos de todos los
vegetales excepto en musgos y helechos, también se han aislado de hongos y bacterias
(Jiménez, et al., 2003).

Se ha descubierto que las acetogeninas presentan un amplio rango de actividad
biolégica, como la antiparasitaria, insecticida, antimicrobiana, antifangica y antitumoral, lo
cual ha dado un impulso importante a las investigaciones bioquimicas y farmacoldgicas de

estas moléculas. Son consideradas como el grupo mas potente de inhibidores del complejo |
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mitocondrial. Estas moléculas muestran un efecto anti proliferativo sobre lineas celulares
cancerosas, aun en aquellas con multirresistencia a las drogas, por lo que son relevantes en

el desarrollo de nuevos farmacos antineoplasicos (Schilie, Gonzales & Luna, 2009).

iii.  Terpenoides

También conocidos como isoprenoides, se derivan de la fusion de unidades de cinco
carbonos llamada isopreno Yy se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno que
los forman por ejemplo los monoterpenos, constituyen un importante grupo de hidrocarburos,
alcoholes y cetonas que son los compuestos mayoritarios de los aceites esenciales obtenidos
de las hojas, raices, corteza y flores de diversas plantas. Otro grupo es el de los sesquiterpenos
gue son sustancias amargas que se encuentran en todas partes de las plantas, en
concentraciones que varian entre 0.01 y 8% del peso seco, encontrandose en mayor
proporcion en las hojas; son bastante solubles en cloroformo y éter etilico presentando gran
importancia por la variada accion bioldgica que han demostrado (Lock, 2002). Por su por su
parte los diterpenos comprenden un grupo de compuestos que pueden presentarse en forma
de hidrocarburos, alcoholes, cetonas, lactonas y acidos carboxilicos, a estos ultimos se les
atribuye funcion protectora en la planta asi como estimulantes del crecimiento vegetal. Por
ultimo encontramos a los triterpenoides que son de estructura relativamente compleja
generalmente tetraciclicos o pentaciclicos y pueden contener grupos hidroxilo, cetona o
aldehido y acido carboxilico. Muchos se encuentran como glicosidos formando las llamadas
saponinas triterpenoides. Respecto a su sintesis, los sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos
se producen en el citosol y en el reticulo endoplasmico, mientras que los monoterpenos,

diterpenos y las saponinastriterpenoides se originan en los plastidos (Jiménez, et al., 2003).

Los terpenoides son activos contra bacterias, virus, hongos y protozoarios. Se ha
reportado que los terpenoides actan contra Listeria monocytogenes, se cree que esta
actividad antimicrobiana se debe a una perturbacion de la estructura de la membrana celular,
por su naturaleza lipofilica (Rojas, Sanchez, Abreu, Espinosa, Correa & Pino, 2012). La

capsaicina tiene actividad bactericida sobre Helicobacter pylori; aunque tiene un poder muy
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irritante sobre la mucosa gastrica, se ha demostrado que afecta el sistema nervioso, el
cardiovascular y el sistema digestivo (Castillo & Romero, 2007). El &cido betunilico es un
triterpenoide que muestra actividad inhibitoria del VIH. El petalostemumol presenta
actividad excelente contra Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, aunque tiene una menor

actividad sobre bacterias gram negativas y Candida albicans (Diaz& Salas, 2008).

iv.  Esteroides

Biogenéticamente se encuentran muy relacionados a los triterpenoides, pueden ser
clasificados como esteroles se caracterizan por su alto punto de fusion diferenciandose de los
triterpenoides en que estos Gltimos tienen un punto de fusion mayor que 200°C. Otro de los
grupos mas importe es el de las saponinas esteroidales que se caracterizan por sus soluciones
jabonosas, propiedad que ha sido utilizada para su deteccion en extractos de plantas. Los
glicosidos cardiacos derivan su nombre de la capacidad que tienen para ejercer una especifica
y fuerte accion sobre el musculo cardiaco. Por altimo encontramos las Ilamadas hormonas
esteroidales, las que eran consideras exclusivas de origen animal pero que a partir de la
década de los 60 han sido aisladas en tejidos de plantas aungque en concentraciones muy
pequefias (Lock, 2002). La presencia de esteroides en una planta permite una buena accion
antiinflamatoria, antiséptica, antibacteriana, antiespasmaédica y antiulcerosa, pudiendo
utilizarse para problemas digestivos, dolor estomacal y evitar infecciones intestinales y
Ulceras (Pino, Prieto, Pérez, & Molina, 2004).

v. Alcaloides

Son compuestos organicos nitrogenados, generalmente de origen vegetal, se derivan
de los aminoé&cidos; son de caracter mas o menos basico, responden a reacciones comunes de
precipitacion, su distribucion es restringida pero con propiedades farmacologicas importantes
ya que poseen propiedades tdxicas por su capacidad de bloquear neuro receptores,
intermediarios de las transduccion de la sefial neuronal y canales idnicos que le sirve de

proteccion a la planta en contra de vertebrados e insectos (Jimenez, et al., 2003).
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Otra caracteristica de los alcaloides es su capacidad de intercalarse con el ADN,
restringiendo el crecimiento de microorganismos patdgenos al inhibir la sintesis de proteinas,
las enzimas del metabolismo de los carbohidratos e induciendo la apoptosis (Osorio,
Montoya & Arango, 2006). De acuerdo a estas caracteristicas se han dividido en cuatro
grupos dentro de los que se encuentran los alcaloides verdaderos que son formados
generalmente a partir de aminoacidos y poseen estrictamente un nitrégeno intraciclico, esto
los diferencia de los protoalcaloides que son aminas simples derivadas del metabolismo de
los aminoacidos pero que poseen un nitrogeno extraciclico. Por otro lado los
pseudoalcaloides poseen algunas caracteristicas similares a los alcaloides verdaderos, pero
no son derivados de aminodcidos y por ultimo, los alcaloides imperfectos son derivados de
bases pdricas pero estos no precipitan con reactivos especificos de los alcaloides (Jiménez,
etal., 2003).

Las plantas con presencia de alcaloides son Utiles en problemas de infeccién local,
gargaras, vias respiratorias altas, piel, lavado de heridas, infecciones vaginales y lavados
vaginales (Galindo, M., Contreras, J., & Palacios, E., 2006). También se recomiendan para
disminuir los problemas digestivos, accion antiespasmaédica, y antiinflamatoria en procesos

gripales (Pino, et al., 2004).

En la gama de alcaloides se encuentra la reserpina que posee valor antihipertensivo,
y los alcaloides de la Vinca roseae utilizados en el tratamiento de ciertos tipos de cancer
(Laza, Rodriguez& Sardifia, 2003).

Ciertos glicoalcaloides podrian ser utiles contra la infeccion por el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), contra infecciones intestinales relacionadas con
parasitos, Giardia lamblia y Entamoeba histolytica. La berberina es un alcaloide
representativo por su actividad potencialmente efectiva contra Trypanosoma y Plasmodium
(Diaz& Salas, 2008)
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c. Aceites esenciales

Son componentes vegetales, liquidos, volatiles, generalmente insolubles en agua y
estdn formados por distintas sustancias responsables del aroma intenso de las plantas
provocando la atraccion de agentes polinizantes, que a su vez pueden actuar como elementos
defensivos frente a parasitos vegetales, animales e insectos; ademas desempefian un papel
muy importante en la adaptacion del vegetal en momentos de escasez hidrica formando parte
de las sustancias de reserva, como proveedor de iones hidrogeno en los procesos redox. La
mayoria son de olor agradable, sin embargo existen unos de olor no muy agradable como por
ejemplo los contenidos en el ajo y la cebolla, esto se debe a que poseen compuestos azufrados

que dan el olor caracteristico (Martinez, 2003).

Son mezclas complejas que pueden incluir en su composicién compuestos alifaticos
de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos),

monoterpenos, sesquiterpenos y fenilterpenos (Heinz, 2010).

De acuerdo a la naturaleza quimica se clasifican respecto a sus componentes
mayoritarios; los aceites esenciales ricos en monoterpenos se denominan aceites esenciales
monoterpenoides, aceites esenciales sesquiterpenoides y aceites esenciales fenilpropanoides.
Otra clasificacion que se les da es segun su consistencia clasificandose en esencias fluidas,
balsamos y oleorresinas. Las esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura ambiente.
Los balsamos poseen una consistencia mas espesa, son poco volatiles y propensos a sufrir
reacciones de polimerizacion, mientras que las oleorresinas poseen el aroma de las plantas
en forma concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisélidas
(Martinez, 2003).

De acuerdo al origen, los aceites esenciales se clasifican como naturales, artificiales
y sintéticos. La gran mayoria de los aceites esenciales son producidos a partir de material
vegetal en el que se producen por diferentes tipos de destilacion o por prensado en frio en el

caso de los aceites de cascara de frutas citricas. Los artificiales se obtienen a través de
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procesos de enriquecimiento de la misma esencia con uno o0 varios de sus componentes
(Heinz, 2010).

Entre las propiedades medicinales de los aceites esenciales estan, antiinflamatorio de
las vias respiratorias altas, antiséptico en garganta, estomago y piel, asi como efectivo contra
el estrés. En su estado oxidado cuando se toma en exceso este componente ocasiona
malestares. Algunos aceites esenciales de plantas muestran diferentes actividades desde
efecto contra algunos microorganismos hasta efectos antinociceptivos. Se ha demostrado que
los aceites esenciales de algunas plantas como Chenopodium ambrosioides presentan efecto
contra, Plasmodium falciparum, Trichomonas vaginalis (Monzote, et al., 2003). Otro estudio
ha demostrado que el aceite esencial de Menthax villosa bloquea el acoplamiento excitacion
contraccion en el musculo esquelético y causa la contraccién por la liberacion del ion calcio
(Ca2") desde el reticulo sarcoplasmico (Sousa, Linard, Acevedo, Oliveira, Cohelo & Leal,
2009).

B. Estudio de los medicamentos herbarios

La Farmacologia es una ciencia descriptiva que estudia la accién y el efecto de las
sustancias que interactian con sistemas vivientes por medio de procesos quimicos, en
especial cuando se unen con moléculas reguladoras activando o inhibiendo procesos
corporales normales (Katzung, 2005). Estas sustancias se pueden administrar para alcanzar
un efecto terapéutico benéfico sobre algin proceso en el paciente, pero dichas sustancias
deben ser analizadas y reguladas por lo cual la Farmacognosia se constituye como el estudio
de las materias primas y de las sustancias de origen biologico con fines terapéuticos
(Kuklinski, 2000). Sin embargo al estudiar las materias primas de los medicamentos
herbarios es necesario apoyarse en otras ciencias por lo cual la Farmacobotanica es la rama
de la Farmacologia, que comprende la citologia, histologia, morfologia, anatomia, fisiologia
y taxonomia vegetal; tiene como base a la Farmacologia y la Botanica. Ademas estudia a las
plantas como elementos productores de metabolitos secundarios de reconocido valor

terapéutico (Nufiez, et al., 2004).
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C. Control de calidad de los medicamentos herbarios

El analisis y control de la calidad de los medicamentos constituyen uno de los pasos
imprescindibles que deben efectuarse previo a su utilizacion en un proceso de elaboracion
industrial o magistral para asegurar la calidad de los medicamentos, usando técnicas
modernas y aplicando métodos adecuados. Su realizacion manifiesta la necesidad de asegurar
la identidad, de garantizar su pureza (descubrir eventuales adulteraciones, falsificaciones o
contaminaciones), de certificar su estado de conservacion asi como identificar y valorar su

contenido en principios activos (Enriquez & Frati, 2005).

Las plantas medicinales hoy en dia constituyen una gran fuente de materia prima,
tanto para el sistema tradicional de la medicina como el de actualidad, estos materiales
vegetales son empleados tanto en el mundo industrializado, como en los paises en vias de
desarrollo, tal es el caso de remedios caseros, medicamentos de venta libre e ingredientes

para la industria farmacéutica (World Health Organization, 1999).

Estos representan una proporcion sustancial en el mercado mundial de las drogas; la
mayoria de las poblaciones rurales, especialmente en los paises en vias de desarrollo,
dependen de las hierbas medicinales como fuente primaria de atencién en salud, aunque la
mayoria de las hierbas medicinales no son en su estado natural aptas para la administracion,
distintas preparaciones que son adecuadas para su administracion, se realizan de acuerdo con
la farmacopea; el potencial terapéutico de los farmacos a base de plantas depende en si de su
forma; como por ejemplo si este parte del material vegetal, o de extractos simples, o
principios activos aislados de los constituyentes, por lo que todos los remedios herbarios
consisten en partes de plantas o extractos purificados de plantas que poseen distintos

constituyentes, que a menudo trabajan juntos sinérgicamente (Bandaranayake, 2003).
En general, todos los medicamentos, ya sean sintéticos o de origen vegetal, deberan

cumplir los requisitos basicos de ser seguros y eficaces (US Food and Drug Administration,

2011). Una composicion definida y constante del farmaco es uno de los prerrequisitos mas
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importantes para cualquier tipo de experimento clinico. Es necesario saber que los
fitofarmacos son siempre mezclas de muchos constituyentes, y por lo tanto son muy variables
y dificiles de caracterizar, por lo que el principio o principios activos en los fitofarmacos no
siempre se conocen. Los criterios de calidad de los medicamentos a base de plantas, se basan
en una clara definicion cientifica de la materia prima; dependiendo del tipo de preparacion,
propiedades sensoriales, constantes fisicas, humedad, cenizas, residuos de disolventes, y
adulteraciones, los mismos tienen que ser controlados para probar su identidad y pureza. La
contaminacion microbiolégica y los materiales extrafios, tales como metales pesados,
residuos de plaguicidas, aflatoxinas, y la radioactividad, deben de ser detectados por medio
de pruebas para la identificacion de estos. Entonces para poder demostrar la constante
composicion de las preparaciones herbarias, tienen que aplicarse métodos analiticos
apropiados; con el fin de establecer criterios pertinentes para la uniformidad del producto

herbario (Bandaranayake, 2003).

1. Control de calidad de la materia prima

a. Determinacion de materia extrafia

Los materiales a base de plantas deben ser completamente libres de signos visibles de
contaminacion por mohos o insectos, asi como la contaminacién de otras fuentes, como los
excrementos de animales. No deben poseer un olor anormal; la decoloracion, el limo o signos
de deterioro deben ser detectados. Rara vez es posible obtener materiales vegetales que son
totalmente libres de algun tipo de materia extrafia. Sin embargo, no deben ser permitidos

materiales extrafios que sean peligrosos o dafiinos (World Health Organization, 2011).

Durante el almacenamiento, los productos deben guardarse en un lugar limpio e
higiénico, de modo que no haya contaminacion. Especialmente se debe tomar precauciones
para evitar la formacion de mohos, ya que pueden producir aflatoxinas. ElI examen
macroscopico es convenientemente, porque se puede emplear para la determinacion de la

presencia de materia extrafia en los materiales vegetales enteros o cortados. Sin embargo, la
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microscopia es indispensable para materiales pulverizados. Tierra, piedras, arena, polvo y
otros materiales inorganicos ajenos, deben ser removidos antes de que los materiales a base
de hierbas se corten o sean molidos para hacer pruebas. Para algunos materiales a base de
hierbas, donde la materia extrafia puede parecerse mucho al material en si mismo, puede ser
necesario tomar una muestra conjunta de material y aplicar una prueba critica, ya sea

quimica, fisica o por microscopia (US Food and Drug Administration, 2011).

b. Examen macroscopico y microscopico

Los materiales a base de plantas se clasifican de acuerdo a las caracteristicas
sensoriales, macroscopicas y microscopicas. Un examen para determinar estas caracteristicas
es el primer paso hacia el establecimiento de la identidad y el grado de pureza de dichos
materiales. Para el examen macroscopico es necesario tomar como referencia muestras
auténticas de la materia que se trate y muestras de la farmacopea. La inspeccion visual
proporciona el medio mas sencillo y méas rapido para establecer la identidad, pureza y
posiblemente calidad del producto. La identidad macroscopica de los materiales a base de
hierbas se basa en la forma, tamafio, color, caracteristicas de la superficie, textura,
caracteristicas de fractura y la apariencia al cortar la superficie. Sin embargo, ya que estas
caracteristicas son juzgadas subjetivamente, sustitutos o adulterantes pueden parecerse
mucho al material auténtico, por lo que es a menudo necesario para corroborar los hallazgos,
la microscopia y/o andlisis fisicoquimicos. La inspeccion microscopica de los materiales a
base de hierbas es indispensable para la identificacion de los materiales rotos o en polvo; en
ocasiones la muestra podria necesitar algin tratamiento quimico para su observacion. Un
examen por microscopia no siempre puede proporcionar la completa identificacién, aunque
con frecuencia cuando se utiliza en asociacién con otros métodos analiticos se puede
proporcionar evidencia invalorable. La comparacion con un material de referencia a menudo
revela caracteristicas que no se describen en los requisitos, que de otro modo podrian haber
sido atribuidas a la materia extrafa, en lugar de los componentes normales (World Health
Organization, 2011; US Food and Drug Administration, 2011).
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c. Cromatografia en capa fina

La cromatografia de capa fina es particularmente valiosa para la determinacion
cualitativa de pequerfias cantidades de impurezas. Es eficaz y facil de realizar, y el equipo
requerido es de bajo costo. La técnica se utiliza con frecuencia para evaluar materiales a base
de hierbas y sus preparados. Los siguientes parametros deben controlarse con el fin de
obtener los resultados deseados para el analisis de cada material herbario individual: Tipo de
adsorbente y de activacion; método de preparacion y concentracion de la prueba y las
soluciones de referencia; volumen de las soluciones que han de aplicarse en la placa; fase
movil y la distancia de la migracion; condiciones de secado (incluyendo la temperatura) y el
método de deteccion; para las manchas obtenidas: Numero y posicion aproximada (o los

valores de RF si es necesario), la fluorescencia y el color (World Health Organization, 2011).

Como es eficaz y répido de realizar, los siguientes parametros deben determinarse
sobre la base de lo publicado en monografias de la farmacopea o establecido

experimentalmente.

d. Determinacion de las cenizas

La ceniza que queda luego de haber sido incinerados los materiales a base de hierbas
estd determinada por tres diferentes métodos que miden el contenido total de cenizas, cenizas
insolubles en &cido y cenizas solubles en agua. EI método de cenizas totales esté disefiado
para medir la cantidad total de material que queda después de la ignicién. Esto incluye tanto
ceniza fisioldgica, que se deriva del tejido de la planta en si, como ceniza no fisioldgica, que
es el residuo de la materia extrafia que se adhiere a la superficie de la planta (por ejemplo,
arena y tierra). Las cenizas insolubles en acido es el residuo obtenido después de hervir el
contenido total de cenizas con &cido clorhidrico diluido, y encendiendo la materia insoluble
restante. Esto mide la cantidad de silice presente, sobre todo como arena y tierra de

diatomeas. Las cenizas solubles en agua es la diferencia del peso entre el contenido total de

21

—
| —



cenizas y el residuo después del tratamiento de las cenizas totales con agua (World Health
Organization, 2011).

e. Determinacion de materia extraible

Este método determina la cantidad de componentes activos extraidos con disolventes
a partir de una cantidad dada de material a base de hierbas. Es empleado para materiales
herbarios para los que todavia no hay quimicos adecuados o ensayos bioldgicos existentes
(World Health Organization, 2011).

f. Determinacion de aceites volatiles

Los aceites volatiles se caracterizan por su olor, el aspecto y la capacidad de
volatilizarse a temperatura ambiente. Los compuestos aromaticos predominan en ciertos
aceites volatiles. Debido a que se considera que la esencia del material a base de hierbas, esta
a menudo biolégicamente activo, también se conocen como aceites esenciales. EI término
aceite volatil se prefiere debido a que es méas especifico y describe las propiedades fisicas
(World Health Organization, 1999; US Food and Drug Administration, 2011).

g. Estudios de toxicidad

Toxicidad se define como la capacidad intrinseca que posee un agente quimico de
producir efectos adversos sobre un drgano. Los estudios toxicoldgicos ofrecen a los
investigadores informacidn sobre la dosis a partir de la cual los efectos toxicos comienzan a
aparecer. Es imprescindible establecer los efectos toxicos de las drogas y sus principios
activos y para ello se realizan estudios de toxicidad aguda, toxicidad subaguda, y toxicidad
cronica sobre animales de experimentacion o pruebas in vitro como la utilizacion de nauplios
del crustaceo Artemia salina para evaluar la DLsg (dosis letal media), estas pruebas ayudan
a determinar la diferencia entre la dosis terapéutica (dosis a la que se desarrolla una accion

eficaz) y dosis tdxica (dosis a la que aparecen manifestaciones nocivas) (Kukliski, 2003).
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La DLso es la dosis que produce una mortalidad del 50% en una poblacion animal. La
DLso solia considerarse en la bibliografia mas antigua como una medida de la toxicidad aguda
de las sustancias quimicas; a mayor DLso menor toxicidad aguda, de una sustancia quimica
muy toxica (Silbergeld, 2003).

De lo anterior, se deduce la importancia de incluir pruebas de toxicidad en los estudios
de plantas medicinales, previo a la validacion de su uso popular, ya que de ello puede
depender la dosis recomendada medicinalmente o sus usos medicinales, como por ejemplo
en estudios realizados con A. salina, en donde se evalud la toxicidad de extractos de plantas
cubanas con posible accion, se encontrd que del total de extractos evaluados, las plantas
Artemisia absinthium, Luffa cylindrica, Melia azedarach, Melaleuca leucadendron y
Simarouba glauca resultaron extremadamente toxicos o muy toxicos, trece resultaron
moderadamente tdxicos, mientras que diecisiete extractos se clasificaron como no téxicos al
exhibir valores de DLso superiores a 1,000 pg/mL, por lo que los autores concluyeron que la
mayoria de los extractos evaluados mostraron baja toxicidad, siendo esto favorable, y que los
cinco extractos de mayor toxicidad no serian incluidos en estudios posteriores (Fernandez, et
al.,2009). En otro estudio, el extracto de la planta Enterolobium cyclocarpum (Jacq.) Griseb
se sometio a experimentacion demostrando que la DLso para A. salina, |. marginipennis y la
rata Wistar fue de 1.3, 2 mg/mL y >2,000 mg/Kg, respectivamente (Raya, et al., 2008). Asi
mismo en otra publicacidn se muestra que la actividad bioldgica del extracto hidroalcohdlico
de Bromelia pinguin L frente a A. salina es baja ya que a la concentracion mas alta, 1,000
pug/mL no alcanz6 la DLso (Abreu, Miranda, Toledo & Castillo, 2001). En el Acta
Farmacoldgica Bonaerense se publicd un articulo que indica la determinacion de la
citotoxicidad de extractos de Erythroxylum confusum Britt mediante el método de A. salina,
encontrandose que el valor promedio de la CLso (concentracion letal media) se comporto por
debajo de 640 pg/mL, de manera que las preparaciones obtenidas de la especie en estudio se
pueden considerar como no toxicas segun el método de A. salina (Martinez, Quintero,
Marquez, Gonzalez, Alvarez & Zarragoitia, 2006). Un estudio realizado en Colombia, indica
que las especies con cardiotonicos (Digitalis purpurea) y cumarinas (Critoniella acuminata)

presentaron letalidades moderadas sobre A. salina (Sanabria, Lopez & Gualdron, 1997).
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D. Descripcion boténica y morfologia vegetal

La planta se encuentra constituida en su mayoria por tejidos permanentes, los cuales
se encuentran formados de células que ya no sufren division y se encuentran modificadas en
cuanto a su forma, engrosamiento o composicion del material de las paredes (Mdiller, 2000).
Estos tejidos permanentes pueden ser simples o complejos.

El tejido permanente simple constituye la mayor parte de la masa celular de la planta,
estd formado por células adultas de paredes delgadas, adosadas entre si. Se clasifica en
parénquima, colénquima y esclerénquima. Las células parenquimaticas tienen muchas
funciones, se relacionan con su posicion en la planta y su participacion en las funciones de
otros tipos celulares (Flores, 1999). La funcion del colénquima es ser un tejido de sostén de
organos de crecimiento primario o de drganos adultos, herbaceos, ligeramente modificados
por el crecimiento secundario; su posicion es usualmente periférica y con frecuencia se
encuentra debajo de la epidermis; el contenido celular es semejante al de una célula
parenquimatica. En algunas plantas estas células también poseen taninos. Por ultimo, el
esclerénquima es un tejido de sostén de algunas plantas formado por células de paredes
gruesas, secundarias, duras, elasticas y lignificadas las cuales proporcionan resistencia a los
organos de la planta frente a tensiones, pesos y presiones. Se pueden clasificar en esclereidas
y fibras; las primeras son células muy cortas, mientras que las segundas son mas alargadas,

en ambas categorias se encuentran grandes diferencias de tamafio (Flores, 1999).

A los tejidos permanentes complejos también se les conoce como el conjunto de
tejidos permanentes sencillos mixtos. Se encuentra dividido en tejido dérmico y el tejido
vascular. El tejido dérmico forma la capa protectora de la planta, estd conformado por la
epidermis y la peridermis el primer tejido cubre a la planta durante el crecimiento primario y
se encuentra en contacto directo con el ambiente, consta de una sola capa de celulas, en tanto
que el segundo tejido reemplaza a los tejidos externos del tallo y raices durante el crecimiento
secundario (Mller, 2000).
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Por su parte el tejido vascular el cual comprende todo el sistema de transporte de la
planta se encuentra conformado por el xilema y el floema, el primero es un tejido complejo
compuesto de elementos traqueales, fibras y parénquima, en tanto que el segundo constituye
un sistema de transporte intercelular a larga distancia, moviliza los carbohidratos producidos
en la fotosintesis, moléculas mensajeras, asi como otras sustancias, hacia las zonas de

crecimiento y diferenciacién (Flores, 1999).

E. Clasificacion de las plantas

A lo largo del tiempo, los conocimientos de sistemética de las plantas han ido
creciendo, y junto con ellos la necesidad de modificar la circunscripcion de taxones
existentes, ademas de agregar algunos nuevos con el fin de reflejar los nuevos conocimientos
de diversidad y filogenia. Cabe destacar que luego de Darwin muchos de los sistemas de
clasificacion intentaron reflejar la filogenia de las plantas, con las limitaciones y algunos
conocimientos de la época. A continuacion se hara una breve descripcidn de dos sistemas en

los cuales se ha apoyara esta investigacion.

El sistema de clasificacion de Cronquist fue publicado por Arthur Cronquist en 1981
en sus textos An integrated System of Classification of Flowering Plants, y The Evolution
and Classification of Flowering Plants publicado en 1988 y se centra en las angiospermas
(plantas con flor). Este sistema llama a las angiospermas Magnoliophyta, que divide al taxon

en dos extensas clases: Liliopsida y Magnoliopsida (Cronquist, 1981).

El sistema de clasificacion de angiospermas de APG fue publicado por primera vez
por el grupo de botanicos Angiosperm Phylogeny Group (APG) en 1998, una segunda vez
en el 2003 y por tercera vez como APG Il en el 2009. Esta clasificacion fue creada por la
necesidad de ver los avances en la filogenia derivados de los analisis moleculares de ADN
reflejados en un sistema de clasificacion de plantas con flores (Angiosperm Phylogeny Group
(APG), 2008).
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1. Ocimum micranthum W.
a. Descripcion taxondmica segun sistema de Cronquist

Plantae > Viridaeplantae > Tracheophyta > Euphyllophytina > Spermatophyta >
Magnoliophyta > Magnoliopsida > Asteridae > Lamiids > Lamiales > Lamiaceae >
Nepetoideae > Ocimeae > Ocimum > micranthum > Ocimum micranthum.
b. Descripcidn taxondmica segun sistema APG Il1

Eukaryota > Viridiplantae > Streptophyta > Embryophyta > Tracheophyta >
Spermatophyta > Magnoliophyta > eudicotyledons > core eudicotyledons > asterids >
lamiids > Lamiales > Lamiaceae > Nepetoideae > Ocimeae > Ocimum micranthum
2. Ocimum basilicum L.
a. Descripcion taxondmica segun sistema de Cronquist

Plantae > Viridaeplantae > Tracheophyta > Euphyllophytina > Spermatophyta >
Magnoliophyta > Magnoliopsida > Asteridae > Lamiids > Lamiales > Lamiaceae >
Nepetoideae > Ocimeae > Ocimum > micranthum > Ocimum basilicum
b. Descripcion taxonémica segun sistema APG IlI

Eukaryota > Viridiplantae > Streptophyta > Embryophyta > Tracheophyta >
Spermatophyta > Magnoliophyta > eudicotyledons > core eudicotyledons > asterids >

lamiids > Lamiales > Lamiaceae > Nepetoideae > Ocimeae > Ocimum basilicum

Respecto a la clasificacién del género Ocimum segun el sistema de clasificacion

APGIII, los cambios se presentan en los productores principales del alcaloide 1-

26

—
| —



benzyltetrahydroisoquinolina, Magnoliales y Laurales con un taxén totalmente
independiente que ha separado las monocotiledéneas de las eucotiledoneas. Por otra parte,
por medio de estudios de ADN se sugiere que el metabolito secundario iridoide es un
componente mayoritario de la linea de asterids, siendo la subclase de la familia de Lamiales
que incluye al género Ocimum, los cuales son productores del metabolito secundario
mencionado anteriormente (Whaterman, 2007).

F. Material vegetal de estudio

1. Ocimum micranthum W.

a. Sinonimias

Ocimum americanum L., O. canum Sims, O. campechianum Mill, O. guatemalense
Gandoger (Céaceres, 1996).

b. Nombres vulgares

Albaca, Albacar, Albacon, Albahaca, Albahaca Cimarrona, Albahaca de Hoja Ancha,
Albahaca de Tierra, Albahaca de Gallina, Albahaca de Monte, Albahaca Silvestre,
Chiripitillo, Albajoque, Barsley, Baisley, Guinocuana, X-cacaltun, Albajak, Xkakaltuum,
Kakaltum (Céceres, 1996).

c. Descripcion boténica

Es una hierba anual o perenne, de 10-60cm de alto, erecta, ramificada, tallos
puberulentos o glabros de seccion cuadrangular, sus hojas son delgadas, ampliamente
ovaladas, 2-7 cm de largo, agudas, redondeadas a la base, aserradas, casi glabras, densa y
finamente glandular, palidas al envés. Inflorescencia con numerosos verticilos florales,

separados, en alargada panicula racimosas, pedicelos 4-7 mm de largo, recurvados; el céaliz
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mide alrededor de 7-8 mm de largo, son verdes, puberulentos o glabros, y la corola es blanca
(Standley & Williams, 1970).

La actividad tonica se atribuye al alcanfor que tiene propiedad cardiaca y es un
analéptico respiratorio. La actividad insecticida se explica en parte por la presencia del
juvecimiento que tienen una actividad que mimifica una potente hormona juvenil que inhibe
en forma dosis-dependientemente la metamorfosis de Oncopeltus fasciatus. El eugenol es un
aceite, con un olor a especie (clavo), presenta actividad antibacteriana y anticandida, se
disuelve 1:2 en alcohol al 70%, ampliamente usado como aroma, saborizante y especialmente

como analgeésico y antiséptico en odontologia (Caceres, 1996).

d. Distribucion y hébitat

Es nativa de la América tropical. Es de crecimiento silvestre en regiones de clima
calido y humedo, en Guatemala se ha descrito particularmente en Alta Verapaz, Izabal, Petén
y Suchitepéquez. Se obtiene por recoleccion en las regiones de crecimiento silvestre. Se han
iniciado actividades de domesticacién y cultivo para garantizar su disponibilidad, se cultiva
en clima templado con suelo rico de fertilidad media, ligera, siliceo-arcillosa, franca y
permeable la multiplicacion se hace por semilla o esqueje. Es muy susceptible de infecciones
fangicas. Las hojas se colectan en el momento de méxima floracién y se secan a la sombra
(Céceres, 2009).

Es una especie silvestre y se utiliza en forma similar a O. basilicum que es cultivada,
de acuerdo al acceso que la poblacion tenga de cada una de ellas. Se le atribuye propiedad
antiséptica, aromatica, calmante, carminativa, colagoga, diurética, emenagoga,
espasmolitica, estomaquica, febrifuga, galactogoga, rubefaciente, sudorifica y vermifuga
(Céceres, 1996).
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e. Usos etnomédicos o tradicionales

La infusion de las hojas suele utilizarse en trastornos de tipo gastrointestinal dentro
de los que se encuentran: la inflamacion intestinal, ulceras, gastritis, fiebre intestinal,
disenteria, empacho, vémito, inflamacién y dolor de estomago, como vermifugo y
antiemético. TOpicamente se usa en bafios y cataplasmas para algunos trastornos de la piel,
ya sea en infecciones cutaneas, como secante de llagas, granos o enfermedades del cuero
cabelludo. De igual forma se hace referencia de su utilidad como analgeésico en el dolor de

oidos, de cabeza, de huesos, y dolores reumaticos (Caceres, 2009).

La indicacion terapéutica no se encuentra en ninguna farmacopea, pero por su uso
tradicional como condimento y su falta de toxicidad demostrada se considera de uso seguro.
Como digestiva y analgésica, estd indicado su uso por via oral en el tratamiento de
inapetencia, digestion lenta, meteorismo, tos convulsiva y jaqueca. La aplicacion topica se

usa en el tratamiento de heridas, eczema y como vermifugo (Céaceres, 2009).

f. Composicidn quimica

Su composicién quimica indica que contiene triterpenos y aceite esencial, el cual esta
presente en toda la planta, contiene mas de 20 compuestos, aunque hay gran variabilidad por
sus guemotipos, los componentes mayoritarios son: en las hojas, eugenol (20-40%),
metilcinamato (34-56%), 18-cineol (20-62%), beta-cariofileno (19-78%), gamma-elemeno
(16%); en las flores, gamma-elemeno (41%), beta-cariofileno (19%), beta-selineno; en los
tallos, gamma-elemeno (32%), beta-cariofileno (20%), beta-salineno (11%) y 1,8-cineol

(10%), y sus hojas contienen alcaloides (Céceres, 1996).

En un aceite esencial de O. micranthum originaria del Pera se encontr6 que el 1,8-
cineol era el compuesto principal, junto con el eugenol. El contenido de 1,8-cineol fue mas
alto en el aceite de las hojas (20%) que en el de la flor (7,0%) y el del tallo (10,9%) (Charles,
Simon & Wood, 1990).
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http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20o%C3%ADdo
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=reuma

g. Descripcion microscopica

Los caracteres microscopicos descriptivos son propios de las familia Lamiaceae en la
cual se puede encontrar en las hojas celulas grandes dispuestas en empalizada por debajo de
la epidermis superior, estomas diaciticos se encuentran en la parte inferior, ademas se
producen abundantes tricomas glandulares, tricomas uniseriados tipo tector de dos 0 mas
células, tricomas conicos pluricelulares y en mayor cantidad tricomas papilares unicelulares.
La epidermis del tallo en un corte transversal estd compuesta de remanentes de floema y
xilema primario, asi como el floema secundario, con tricomas glandulares y dispersos, de
forma similar a los de la hoja. Tiene un céliz florifero de 24 mm; céliz fructifero de 6.5-10
mm, formando un ala erecta marcadamente concava adaxialmente, corola de 3-4 mm, blanco-
purpurea. Estambres con los filamentos adaxiales glabros, sin apéndices (Albuquerque &
Laise, 1998).

h. Farmacologia experimental

Respecto a estudios realizados de farmacologia experimental, podemos mencionar
que el extracto metandlico de O. micranthum presento un amplio espectro de actividad,
siendo capaz de inhibir el crecimiento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae. Ademas el extracto de las raices
presento una considerable cantidad de metabolitos con actividad captadora de radicales libres
lo que le confiere una buena actividad antioxidante, asi como inhibicion de la 8 glucosidasa
que ha sido asociada a una actividad anti VIH (Sanchez-Medina, Garcia, May & Pefia,
2001).EI extracto acuoso de hojas produce bradicardia en ratas y gatos (10-20 mg/Kg). El
aceite esencial es espermaticida y relajante del musculo liso (traquea de cobayo, DEso 19
mg/L; traquea de cerdo DEso 32 mg/L) (Céaceres, 1996). Ha demostrado un efecto analgesico
sin participacion del sistema opiode, pero si del 0xido nitrico en modelos de ratones (Lino,
et al., 2005).
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I. Datos de seguridad

Segun estudios toxicoldgicos, el jugo de la hoja es ligeramente narcotico, algunos de
sus compuestos como safrol y estragol tiene potencial procarcinogénico. El eugenol tiene una
DLso de 2,680 mg/Kg en ratas por via oral y 3,000 mg/Kg en ratones (Lagarto, Tillan, Bueno,
Chévez, Guerra & Vega, 2005).

2. Ocimum basilicum L.

a. Sinonimias

Ocimum mentafolium L. (Céaceres, 1996).

b. Nombres vulgares

Albahaca de Castilla, Cacaltun, Albahaca, Alhabega, Alfabega, Basilico, Hierba Real,
Hierba de los Reyes, Alfavaca, Albahaca de Limon, Albahaca Francesa, Albahaca
Mondonguera, Albahaca Moruna, Albahaquita, Albahaca blanca (Cambie & Ash, 1994).

c. Descripcion botanica

Es una hierba anual de 30-100 cm de alto, de base lefiosa, aromética. Tallos erectos
ascendentes, de seccion cuadrangular, glabros o puberulentos con pelos concentrados sobre
dos caras opuestas del tallo, algunas veces con pelos relativamente mas largos en los nudos,
de color verde o purpureos. Ramas robustas o delgadas, abiertas o cerradas, sublefiosas o no,
glabras o pelosas, ascendentes, que terminan algunas veces a la misma altura. Hojas de 1,4-
5,8 X 0,9-3,0 cm, ovadas o elipticas, aserradas en la mitad superior, agudas o acuminadas,
punteado-glandulosas, la mayoria con pelos retrorsos sobre los bordes de coloracion verde o

morada; peciolos de 0,2-1,5 cm, canaliculados o no, ligeramente pelosos. Inflorescencias de
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6-30 cm de longitud reunidas en una espiga en la punta de las ramas, de color blanco
tendiendo a purpura. Sus frutos son como pequefias nueces (Ryding, 1994).

d. Distribucion y hébitat

Esta planta es nativa de Asia tropical, en Guatemala se cultiva en huertos familiares
en todo el pais (Céceres, 1996). Existen multiples variedades de la especie. La multiplicacion
se hace por semilla o esqueje y se localiza en areas con climas célido, semicalido, semiseco,
seco, muy seco y templado, entre el nivel del mar y los 2300 m, y esta asociada a bosques
tropicales caducifolios, matorral xerdfilo, pastizal, bosques de encino y de pino
(Albuquerque & Laise, 1998).

e. Usos etnomédicos o tradicionales

Es conocida desde la antiguiedad, sus virtudes han sido motivo de controversia, unos
la defienden y otros desconfian de ella. Ampliamente usada con fines culinarios, medicinales
y aromaticos. La infusién es utilizada oralmente para tratar afecciones digestivas,
respiratorias y nerviosas, otalgia y cefalea, halitosis, vértigo y reumatismo. Tépicamente se
usa en bafio y cataplasma para tratar afecciones dérmicas, tumores y parasitos; la tintura se
usa para hacer fricciones en gota y reumatismo; la hoja fresca machacada se aplica para
eliminar miasis nasal; el polvo seco se aspira para congestion nasal y el jugo de hojas frescas
para lavado de ojos. Se le atribuye propiedad antiséptica, aromatica, astringente, calmante,
carminativa, colagoga, diurética, emenagoga, espasmolitica, estomaquica, febrifuga,
galactogoga, sudorifica y vermifuga. Las hojas frescas y secas se usan para sazonar comidas.
Es repelente para larvas de insectos y mosquitos; tiene uso aromaético, ornamental y

cosmetico (Caceres, 1996; Sanchez, et al., 2000).
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f. Composicion quimica

El aceite esencial es extraido por destilacion de las partes aéreas de la planta, es un
liquido de color ligeramente amarillento, con un intenso olor alcanforado caracteristico que
se usa en la industria de perfumes alimentos y medicamentos (Marotti, Piccaglia &
Giovanelli, 1996). El rendimiento de aceite esencial varia entre 0.15 - 1.59% y su
composicion quimica depende del factor estacional, la localidad y las caracteristicas
genéticas (Khatri, Nasir, Saleem & Noor, 1995). Keita y colaboradores reportaron que el
aceite de O. basilicum contenia: linalool (69%), eugenol (10%), (E) —a bergamotene (3%) y
timol (2%) (Keita, Vincent, Schmit & Belangera, 2000). En un estudio anterior, metil
chavicol (87,3%), linalool (5,4%), metil eugenol (1,5%), B-cariofileno (2,4%), a-pineno
(1,0%), B-pineno (0,8%), limoneno (0,5%) y canfeno (0,2%) fueron reportados como los
principales componentes del aceite esencial (Khatri, et al., 1995). Por su parte Marotti y
Lachowicz informaron de la presencia de linalol, metil chavicol y eugenol como
componentes principales de O. basilicum (Marotti, et al., 1996; Lachowicz, Jones, Briggs,
Bienvenu, Palmer, Tin & Hunter, 1996).

g. Descripcion microscopica

Por lo general la planta se comercializa en estado seco, con piezas de hojas rotas y
dispersas, tallos delgados y unas pocas flores y frutos de color marron. Los caracteres
microscopicos reportados en algunos estudios son: en las hojas, se encuentran células grandes
onduladas a ambos lados de la epidermis, estomas diaciticos pueden encontrarse en ambas
superficies, pero son mas numerosos en la epidermis inferior. En la epidermis superior se
encuentran grandes células en empalizada. Se producen abundantes tricomas glandulares de
color marron amarillento y son de dos tipos: los de mayor tamario son sésiles o tienen un tallo
corto, unicelulares y se encuentran en depresiones en la epidermis, cada uno tiene una cabeza
glandular compuesta por cuatro células que irradian con una cuticula comun para formar una
forma esférica. Los de segundo tipo son mas pequefios con una cabeza redondeada u ovoide

compuesta de una o dos células y con un tallo unicelular. Algunos tricomas uniseriados, de
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forma conica, compuestos de dos o tres y en ocasiones hasta seis células, con paredes
ligeramente engrosadas y verrugosas, pueden encontrarse a lo largo de las venas en la
epidermis inferior. La epidermis del tallo en un corte transversal esta compuesta de paredes
delgadas, con células alargadas dispersas longitudinalmente, con estomas ocasionales,
tricomas glandulares y dispersos, de forma similar a los de la hoja. El caliz tiene abundantes
tricomas, en particular en la epidermis externa y en los I6bulos, que son similares a los de la
hoja, pero las paredes son lisas o tienen estrias longitudinales débiles, y generalmente no son
verrugosos. Los granos de polen son bastante grandes, esféricos con seis poros y surcos; areas
redondeadas elevadas se producen en la exina que tienen una apariencia muy caracteristica
(Albuquerque & Laise, 1998; Jackson& Snowdon, 1990).

h. Farmacologia experimental

Diversos estudios farmacoldgicos revelan que el extracto acuoso obtenido de Ocimum
basilicum, tienen actividad antibacteriana, inclusive en bacterias multirresistentes como
Staphylococcus y Pseudomonas (Acosta, et al., 2003). Ademas efectos antifingicos en
aceites esenciales (Oxenham, Svoboda & Walters, 2005.), anti-Giardia, antivirales (Chiang,
Cheng, Chiang& Linn, 2005) y antioxidantes (Politeo, Jukic & Milos, 2007; Dorman,
Peltoketo, Hiltunen, & Tikkanen, 2003). La planta también ha mostrado actividad
antiinflamatoria (Selvakkumar, Balakrishnan & Lakshmi, 2007), anticancerigena (Beric,
Biljana, Stanojevic & Vukcevic, 2008), antitrombética (Singh, 1999) y disminucion del
indice de ulceracién gastrica en ratas con ulceras inducidas por aspirina (Sanchez, et al.,
2000).

La actividad bioldgica se atribuye al aceite esencial que le confiere propiedad
aromatica, antiseptica, aperitiva, antioxidante, digestiva, carminativa, espasmolitica,
insecticida y sedante. La actividad ténica se atribuye al alcanfor con propiedad cardiaca y es
un analéptico respiratorio. La actividad antioxidante se atribuye a eugenol (Caceres 1996).
Como se menciona anteriormente el linalol es frecuente en los aceites esenciales, tiene

actividad contra C. albicans y citotoxica, se usa en la industria de licores y perfumes. El
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estragol es soluble en alcohol y cloroformo, usado en perfumes y saborizantes de bebidas y
alimentos. El eugenol es un aceite, olor a especie (clavo), con actividad antibacteriana y
anticandida, se disuelve 1:2 en alcohol al 70%, ampliamente usado como aroma, saborizante

y especialmente como analgésico y antiséptico en odontologia (Mufioz, 2002).

En una investigacion reciente realizada por la Universidad Industrial de Santander
donde compararon los metabolitos secundarios volatiles de dos especies de Ocimum sp.
(Labiatae) en funcion del método de su extraccion y el estudio de las actividades antioxidante,
citotoxica y antiflngica, se encontrd que las dos especies se caracterizan por su alto contenido
de fenilpropanoides en cantidades relativamente superiores al 50% representados por sus
compuestos mayoritarios cinamato de metilo y estragol, y por la presencia de monoterpenos
oxigenados principalmente por el linalool y eucaliptol; respecto a la toxicidad, el aceite
esencial de Ocimum sp. (sigueme blanco) present6 un valor de DLso de 20.41 pg/mL después
de 24 horas de exposicion, lo cual lo clasifica como un aceite de toxicidad baja; y la actividad
antifngica de los aceites esenciales no es comparable con la actividad de la sustancia de

referencia (itraconazol) (Reyes, & Patifio, 2007).

i. Datos de seguridad

Respecto a la toxicologia, se han realizado estudios de toxicidad aguda en ratén, en
donde la DLso del polvo de planta en rata fue superior a 6 g/kg (Akhtar & Munir, 1989). En
otro estudio La DLso del extracto metanolico (80%) de partes aereas frescas por via oral a
raton fue mayor de 2 g/kg (Garcia, Vizoso, Ramos & Piloto, 2000). De igual modo se reporta
que el aceite esencial de albahaca no es tdxico (Hussain, Poveda, Pezzuto, Sojearto &
Kinghorn, 1990), aunque se ha demostrado que el estragol, uno de los mayores componentes
en algunas variedades, produce tumores en raton ya que administrado por via oral, se
metaboliza parcialmente en 1’-hidroxi-estragol, considerado carcinogénico. En el humano,
solo una pequefia parte se hidroliza por lo que no se han establecido limites para su ingesta.

Debido al posible riesgo derivado de su contenido en estragol, se desaconseja su uso
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terapéutico durante el embarazo, la lactancia, en nifios y en cualquier caso, se recomienda

prescribir durante breves periodos de tiempo (Canigueral, et al., 2002)
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IV. JUSTIFICACION

En Guatemala se han llevado a cabo muchos esfuerzos para lograr la sistematizacion
del conocimiento, uso y produccion de las plantas medicinales. Para contribuir en ello el
Departamento de Citohistologia cuenta con una base de datos sobre las plantas medicinales
que estan siendo investigadas para validar su uso popular, una parte importante de este
esfuerzo consiste en establecer las caracteristicas de identidad que permitan sentar las bases

para un adecuado control de calidad de las drogas vegetales frescas y secas.

La albahaca es una especie muy conocida, debido a sus propiedades medicinales y
culinarias, y es utilizada para el tratamiento de afecciones gastrointestinales, respiratorias y
nerviosas, asi como condimento. En Guatemala dos especies son utilizadas, O. basilicum
(Albahaca morada) y O. micranthum (Albahaca de monte); la primera es nativa de Asia
tropical, es naturalizada y crece en varias regiones del pais, principalmente en huertos
familiares, por su parte O. micranthum es nativa de América tropical, que crece de manera

silvestre en regiones de clima calido y himedo del pais.

Aun cuando la variedad con nervadura central morada y flor morada de O. basilicum
es a la que se le atribuyen propiedades medicinales, las tres variedades presentes en

Guatemala son utilizadas indistintamente por la poblacion.

Las drogas vegetales pulverizadas no presentan ninguna caracteristica visible que
permita establecer con facilidad su identidad y pureza, lo cual favorece las adulteraciones y
falsificaciones, tanto entre especies de un mismo género, como con otras especies de
diferentes géneros. En muchos estudios internacionales se ha establecido, que especies de un
mismo género e inclusive de una misma especie difieren en sus propiedades medicinales y
en su grado de toxicidad (Nufiez, et al., 2004). Tomando en cuenta que desde la antigiiedad
el género Ocimum ha provocado controversia en cuanto a sus propiedades beneficiosas, este
estudio propone establecer diferencias entre dos especies de ese género cultivadas en

Guatemala: O. basilicum L., especie domesticada (tres variedades)y la especie nativa O.
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micranthum W., en su grado de toxicidad y caracteristicas micro morfolégicas e histologicas,
para documentar caracteristicas diagnosticas que permitan su correcta identificacion,

especialmente cuando se obtenga seca y/o fragmentada.
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V. OBJETIVOS

General

Establecer los caracteres de identidad y grado de toxicidad de dos especies del género

Ocimum cultivadas en Guatemala.

Especificos

o Describir las caracteristicas de identidad macro y microscopicas de O.

micranthum W.

o Describir las caracteristicas de identidad macro y microscopicas de tres
variedades de O. basilicum L.

o Determinar el grado de toxicidad de los extractos etandlicos y aceites esenciales

de las especies en estudio.

o Comparar el grado de toxicidad de los extractos etanolicos y aceites esenciales

de las especies en estudio.
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VI. HIPOTESIS

Existen diferencias entre los caracteres de identidad y grado de toxicidad de los

aceites esenciales y extractos etanélicos de ambas especies.

Existen diferencias en el grado de toxicidad de los aceites esenciales y extractos

etanodlicos entre las tres variedades de O. basilicum L.
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A.

B.

VII. MATERIALES Y METODOS

Universo de trabajo

Especies de albahaca cultivada en distintas regiones de Guatemala.

Muestra

Tres variedades de O. basilicum L. (Albahaca morada), y O. micranthum W.

(Albahaca de monte) en etapa de floracion.

C.

Recursos

Humanos

Estudiantes: Br. llse Margoth Fernandez Paz; Br. Miguel Angel Pontaza Tello; Br. Edson
Omar Saban Culajay.

Asesora: MA. Maria Eugenia Paredes.

Co-asesora: MA. Margarita Paz de Ramirez.

Revisor: Lic. Armando Céceres y MA. Isabel Gaitan.

Institucionales

Laboratorio de Bioensayos, Departamento de Citohistologia, Escuela de Quimica
Biologica, Universidad de San Carlos de Guatemala.

Laboratorio de Ecologia, Facultad de Agronomia, Universidad de San Carlos de
Guatemala.

Herbario de la Escuela de Biologia (BIGU), Universidad de San Carlos de Guatemala.
Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT), Universidad de San

Carlos de Guatemala.
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Biblioteca de Laboratorio de Productos Naturales FARMAY A.

Fisicos

Materiales

Agitador magnético
e Agua de chorro

e Algoddn

e Bisturi

e Bolsas de plastico

e Bulbos de cebolla

e Cajade petri

e Carton corrugado

e Cartulina
e Duroport
e Etiquetas
e Folderes

e  Frascos &mbar de 200 mL
e Gelatina

e Goma

e Guantes de latex

e Hojas de afeitar Gillet

e Lampara de luz blanca

e Lapiz

e Lupa

e Marcador indeleble

e  Papel kraft

e  Papel periddico
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e Papel secante

e Pecera para cultivo

e Pincel

e Platillos desechables

e Programa de computadora Finney (DOS)
e Silicon

e Tijeras de podar

e Viales color &ambar

Cristaleria y utensilios de laboratorio

e Balon de destilacion de 250 mL

e  Cubreobjetos

e Desecadora

e Embudo

e Erlenmeyer de 50 y 500 mL

e Gradilla para sesenta tubos

e Microplaca de fondo plano de 96 pozos
e  Papel filtro Whatman No.1

e Perade separacién

e Percolador

e Pipetas automaticas de 10, 50 y 100 pL
e Pipetas pasteur de vidrio

e Placa de silicagel 60 F254

e Portaobjetos

e Probeta de 100 mL

e Puntas amarillas de 200 pL

e Tubos de ensayo de 10 x 1.5

e Varilla de vidrio
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e Vasos de precipitado de 30, 50, 100 y 250 mL

e Vidrio de reloj

Equipo

e Analizador (balanza) de humedad
e Balanza analitica

e Balanza semi-analitica

e Bafio de Maria

e Destilador Neoclevenger

e Estereoscopio

e Estufa eléctrica

e Microscopio éptico

e Refrigerador

e Rotavapor

e Vaporizador

Biologico

e Bulbos de Allium cepa

e Huevos de Artemia salina

e Larvas de Aedes aegypti

e Larvas de Anopheles albimanus

e Material vegetal de O. micranthum W.

e Material vegetal de tres variedades de O. basilicum L. (Morada, blanca y genovese)

Reactivos

e 1,8-cineol
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Aceite de inmersion

Aceites esenciales

Acetato

Acetato de etilo

Acetona

Acido acético

Acido acético glacial

Acido férmico

Acido sulfarico concentrado
Agua destilada

Amonio concentrado

Anetol

Anisaldehido

Azul de cresil al 1%
Cloroformo

Diclorometano

Dietilamina
Difenilboriloxietilamina
Estandar de saponinas
Etanol al 50%

Etanol al 70%

Etanol al 96%
Etilmetilcetona

Extractos etandlicos
Gelatina-glicerina

Hidrato de cloral (5:2)
Hidroxido de amonio al 10%
Hidroxido de potasio al 10%

Hidrdxido de potasio al 5%

—
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e Hidréxido de sodio al 5%

e Hipoclorito de sodio al 50%

e Lugol
e Metanol
e N-butanol

e N-Pentano

e Orceina

e Polietilenglicol

e Reactivo de Dragendorff

e Reactivo Sudan 111 6 IV

e Safranina al 1%

e Safranina Fast Green

e Sal de mar (Cloruro de sodio sin iodo)

e Solucion de atropina y papaverina al 1% (en metanol)
e Solucion de flavonoides al 0.05% (en metanol)
e Sulfato férrico

e Tolueno

e Vanillina

e Xileno Timol

D. Métodos

1. Pruebas de identidad

a. Caracteristicas macroscépicas y descripcion botanica

Se revis6 a simple vista todos los caracteres que permitieron una correcta

identificacion de la materia fresca y seca. Se elabor6 una descripcion botanica en base a obras

floristicas y monogréaficas, que permitieron la identificacion de las plantas en estudio.
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i. Herborizacion de ejemplares frescos

e Colectay secado de muestras

Se recolectaron tres ejemplares de cada una de las plantas a estudio. Luego se
procedio a identificar claramente los ejemplares en el Herbario de Biologia de Guatemala
(BIGU). Al colectarlos, se procedi6 a guardarlos en la secadora del BIGU durante 48 horas.

e Montaje de muestras y etiquetas
Se colocada muestra seca junto con una etiqueta de identificacion con una breve

descripcidn botanica y otros requerimientos establecidos por el BIGU.

b. Caracteres micro morfoldgicos e histolégicos

Para obtener informacién micromorfoldgica e histolégica de materia vegetal fresca,

se utilizaron las siguientes técnicas:

i. Cortes a mano alzada

El estudio de una droga vegetal incluye observar la disposicion de los tejidos que la
conforman, revelando detalles significativos que ayudan a confirmar la identidad de la planta;
permite ademés identificar y localizar los metabolitos presentes en la misma. Esta técnica
puede utilizarse en el estudio de drogas constituidas por hojas, tallos herbaceos, raices o
rizomas, frutos y semillas. Elaborar cortes del material en seccién transversal, para luego
poder procesarlos segun la técnica elegida (Solis, Gattuso, & Céaceres, s.f.; Gattuso & Gatuso,
1999).

e Se coloco un trozo de hoja o tallo entre dos trozos de duroport.

e Se sostuvo fuertemente con una mano el material a cortar, ya acondicionado y con la
otra mano se deslizd de manera perpendicular una hoja de afeitar nueva.

e Se recibieron los cortes obtenidos en un vidrio de reloj con agua destilada.

e Se seleccionaron los cortes méas delgados y parejos.
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e Unos se tifieron con safranina y otros se utilizaron para el tamizaje fitoquimico siendo
fijados con gelatina-glicerina.

e Se observaron al microscopio con aumentos de 100 y 400.

ii. Técnica de diafanizado (Decoloracion)

Este método es el resultado de la aclaracion o eliminacion completa de cualquier tipo
de plastidio para poder observar de manera méas clara las estructuras epidérmicas que
presentan las hojas, tal como células normales, estomas, tricomas, entre otros elementos
propios y caracteristicos que permiten la identificacion de las especies vegetales (Solis, et al.,
s.f.; Gattuso & Gatuso, 1999).

e Se colocaron las hojas de la especie vegetal en estudio, O. basilicum, en un vaso de
precipitado con alcohol al 96%, se llevo a ebullicion durante treinta minutos, hasta que
ya no se observara coloracion verde en la hoja.

e Las hojas se pasaron a una solucién de partes iguales de alcohol al 96% e hidroxido de
sodio al 5% y se llevaron a ebullicion por diez minutos.

e Se lavo el material con agua destilada tibia varias veces hasta que el agua quedara
totalmente limpia.

e Se paso el material a una caja de Petri con una solucion de hipoclorito de sodio al 50%
hasta que las hojas quedaran blanco-transparentes.

e Se lavo el material tratado con agua destilada cinco veces para eliminar el hipoclorito de
sodio.

e Con mucho cuidado se trasladé el material a una caja de Petri con safranina al 1% en
aguay se tiild por cinco minutos.

e Estas hojas se trasladaron a un portaobjetos y se les agregd gelatina-glicerina.

e Se procedio a cubrir suavemente con un cubreobjetos procurando no originar burbujas.

e Se observaron al microscopio con aumentos de 100, 400 y 1000.
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iii. Determinacién de indice de estomas

El indice de estomas es una constante dentro de ciertos limites, que permite la
caracterizacion de hojas por comparacion con testigos o valores tabulados (Solis, et al., s.f.).
e Se transfirio una muestra de material vegetal diafanizado a un portaobjetos, cuidando
que la epidermis inferior quede orientada hacia arriba. Luego se mont6 con una gota de
gelatina-glicerina y se procedi6 a observar al microscopio, utilizando el objetivo de 40.

e Para calcular el resultado se utilizo la siguiente férmula

I = §=100
E+5§
| = indice de estomas.
S = Numero de estomas en una superficie determinada de la hoja.
E = EI nimero total de células epidérmicas en la misma area (incluyendo los tricomas que

pudieran aparecer).
iv. Coloracion con safranina y fast Green

Realizar coloracion de los tejidos vegetales para asi diferenciarlos; con safranina las
partes lignificadas y la cuticula se tifien de color rojo intenso y las paredes celulésicas se
tornan de color rosado. Por su parte fast green pertenece al grupo de los colorantes de
triarilmetano, y se caracteriza por tefiir citoplasmas de color verde y las demas estructuras de
color rojizo. El estudio microscopico de una droga vegetal por medio de distintas
coloraciones permitira identificar las estructuras que la conforman (Solis, et al., s.f.; Gattuso
& Gatuso, 1999).

e Seescogieron los cortes mas delgados y se trasladaron a un vidrio de reloj con safranina
al 1% en agua y se dejaron colorear por 5 minutos.

e Se trasladaron estos cortes a otro vidrio de reloj con agua destilada y coloco cada corte
con ayuda de un pincel sobre un portaobjeto.

e Seagrego 1 gota de gelatina-glicerina y luego se cubrié suavemente con un cubreobjetos

procurando no originar burbujas.
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e Se procedio a la observacidn en microscopio con aumentos de 100 y 400.

v. Disociado débil

El disociado débil se utiliza principalmente para hojas, tallos herbaceos y cortezas
comerciales. La finalidad es disgregar o separar los tejidos de un 6rgano vegetal especifico y
asi poder observar por separado las células y estructuras que lo conforman que junto con
otras técnicas microscopicas especializadas brinda un medio valioso que asegura la calidad
de la droga (Solis, et al., s.f.; Gattuso & Gatuso, 1999).

e Se colocd el material cortado finamente en una solucion de hidroxido de sodio al 5% y
se hirvié durante 5 minutos.

e Se lavo con agua destilada hasta que el liquido quede limpio.

e Luego se trasladé el material a un vidrio de reloj con una solucién de safranina al 1% en
agua.

e Con la ayuda de una aguja histoldgica se colocé una porcion del material sobre el
portaobjetos y se agregd gelatina-glicerina para cubrirlo con un cubreobjetos.

e Se observé al microscopio con aumentos de 100 y 400.
Vi. Elaboracion de cartillas de identificacion
En base en los diferentes cortes transversales tanto de hoja como de tallo se elaboran
cartillas micrograficas. Estas cartillas muestran la informacién necesaria para su
caracterizacion e identificacion en estudios posteriores (Gattuso & Gatuso, 1999).
c. Tamizaje fitoquimico

i. Identificacién histoquimica

Los métodos histoquimicos determinan cualitativamente los principales grupos de

constituyentes quimicos presentes en una planta, tal como algunos metabolitos secundarios,
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estos pueden evidenciarse en tejidos vegetales con la preparacion de infusiones de la droga
cruda o a través de cortes transversales del tejido a mano alzada aplicando algunas reacciones
de coloracion. Los métodos pueden aplicarse tanto a materia fresca como seca, siendo

preferible en estado fresco (Solis, et al., s.f.; Gattuso & Gatuso, 1999).

Alcaloides

e Se coloco el corte delgado sobre el portaobjetos y se agregd 1 gota de reactivo de
Dragendorff.
e Luego se dejé actuar durante 1 minuto y se observo al microscopio. La presencia de un

precipitado rojo ladrillo se consideré como positivo.

Almidon

e Se coloco el corte delgado en el portaobjetos y se agregd 1 gota de lugol.
e Se observo al microscopio, la presencia de granulos color azul o azul violaceo en el

citoplasma de las células se consideré como positivo.

Grasas Y aceites

e Se coloco el corte delgado en el portaobjetos y se agreg6 1 gota de reactivo Sudan IV.
e Se dejo actuar por 6 minutos y se lavo con alcohol al 70%.
e Luego se observd al microscopio. Una coloracion roja o rosada se consideré como

positivo.

Mucilagos

e Se coloco el corte delgado en un vidrio de reloj con Azul de cresil al 1%.

e Luego se trasladd a un portaobjetos.
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e Se observo al microscopio. La presencia de una coloracion azul Francia se considerd

como positivo.

Saponinas

e Se coloco el corte delgado sobre el portaobjetos y se agregd 1 gota de acido sulfurico
concentrado.

e Se observé al microscopio. La aparicion de una coloracion amarilla inmediatamente que
a los 30 minutos cambio a rojo y finalmente a azul verdoso o lila se consider6 como

positivo.

Taninos

e Se coloco el corte delgado sobre el portaobjetos y se agregd 1 gota de sulfato férrico.
e Luego se dej6 actuar 2 minutos.
e Se observé al microscopio. La presencia de una coloracion azul verdosa se considero

como positivo.

Cromatografia en capa fina

Esta técnica consiste en la separacién de los componentes de una mezcla a través de
la migracion diferencial sobre una capa fina de adsorbente, retenida sobre una superficie
plana, de esta forma permite determinar cualitativamente los principales grupos de
constituyentes quimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar la extraccién y/o
fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interes. Se
realizd una cromatografia en capa fina de los siguientes metabolitos: alcaloides, saponinas,
aceites volatiles, flavonoides y antocianinas con los extractos del material vegetal de O.
basilicum, colocandolo en una cromatoplaca, donde se detectd posteriormente por
tratamiento quimico y luz ultravioleta (Sharapin, 2000; Kuklinski, 2000; Real Farmacopea
Espafiola, 2002).
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Investigacion de alcaloides

Ensayos macro y semimicro: Se pesé 1g de material vegetal. Se agreg6é 2 gotas de
solucidén de hidréxido de amonio al 10% (p/v), luego afiadié 25mL de metanol a 60°C.
Se filtro con papel filtro Whatman 1y acidifico el filtrado con acido clorhidrico 2N. La
solucion resultante se dividio en 4 tubos y se evalud de la siguiente manera:

Tubo 1: 5 gotas del reactivo de Mayer’s (color blanco a crema).

Tubo 2: 5 gotas del reactivo de Dragendorff (color rojo a naranja).

Tubo 3: 5 gotas del reactivo de Wagner (color marrén).

Se utiliz6 como estandar soluciones al 1% de atropina y papaverina. Durante 2 horas se
observa la existencia de precipitados, turbidez o precipitacién de complejos en los tubos.
Cromatografia en capa fina: Se pesé 1g de material vegetal seco molido, se agregé 1mL
de hidréxido de amonio al 10% (p/v) y se extrajo con 5mL de metanol.

Se colocd en bafio maria a 60°C durante 5 minutos. Se filtré y concentrd.

Se aplicd en una placa de silica gel 60 F2s4, utilizando como estandar una solucion de
atropina y papaverina al 1% en metanol.

Fase movil: tolueno-acetato de etilo-dietilamina (70:20:10); acetato de tilo-metanol-agua
(100:13.5:10), cloroformo-dietilamina (90:10); acetona-agua-amonio concentrado
(90:7:3).

Deteccidn sin tratamiento quimico: UV 254 nm fluorescencia, UV 365 nm algunos
fluorescen azul o amarillo.

Deteccidn con Reactivo de Dragendorff: Zonas cafés o naranjas en vis, los colores no

son estables.

Investigacion de flavonoides y antocianinas

Ensayos macro y semimicro: Se extrajo 3g de material vegetal pulverizado con10mL de
etanol o metanol al 80%, filtrar y concentrar. Se enfri6 a temperatura ambiente y se
trituro el residuo con 15mL de éter de petrdleo hasta que la extraccion fue incolora. Se

disolvid el residuo en 30mL de metanol al 80%, se filtro y dividio en 5 tubos:
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Tubo 1: 0.5mL de &cido sulfurico concentrado.

Tubo 2: Se agregaron 5 gotas de cloruro férrico al 10% (p/v).

Tubo 3: Se agreg6 0.5mL de &cido clorhidrico concentrado y se calenté en bafio de maria
por 5 minutos (prueba de leucoantocianinas).

Tubo 4: Se agreg6é magnesio metélico y 0.5mL de &cido clorhidrico concentrado.

Tubo 5: Se agreg6 un alcali a un extracto acuoso.

Tubo 6: Se agreg6 una solucion de &cido bérico en anhidrido acético.

Tubo 7: Testigo.

Se evaluaron las reacciones de color y/o formacion de precipitado comparados con el
testigo. Desarrollo inmediato de color flavonas y flavanoles (amarillo a rojo),
flavonoides (rojo a magenta), flavanonas (rojo, magenta, violeta, azul), isoflavonas
(amarillo); isoflavononas, chalconas y auroras no dan coloracion.

Cromatografia en capa fina: Se extrajo 1g de material vegetal seco pulverizado con
10mL de metanol por 5 minutos en bafio de maria a 60°C.

Se filtrd la solucion y se aplicd sobre las cromatoplacas de silicagel 60 F2ss. Como
estandar se empled una solucion de flavonoides al 0.05% en metanol (10pL).

Fase movil: Acetato de etilo-4cido férmico-4cido acético glacial-agua (100:11:11:27),
n-butanol-acido acético-agua (40:7:3:30:10).

Deteccion sin tratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, zonas azules o amarillas.
UV 365nm, dependiendo la estructura fluorescen amarillo, azul o verde.

Deteccidn con Productos Naturales (NP/PEG): Fluorescencia intensa enUV-365nm.
Solucién 1: Solucién metandlica al 1% de difenilboriloxietilamina (NP).

Solucion 2: Solucion etandlica al 5% de polietilenglicol 4000 (PEG).

Investigacion de saponinas

Prueba de espuma:

Tubo 1: 100mg de material vegetal pulverizado y seco.
Tubo 2: 2mL de control de saponinas (0.5%).

Tubo 3: 2mL de agua.
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e A cada tubo se le adicion6 10mL de agua destilada. Se calentd en bafio de maria a 60°C
durante 30 minutos. Al tapar y enfriar, se agitaron vigorosamente 30 a 40 segundos.

e Se reposaron los tubos durante 30 minutos, y observo la formacion de capa de espuma.
Si una capa de espuma mayor de 3cm persistia en la superficie liquida después de 30
minutos se asumia la presencia de saponinas.

e Cromatografia en capa fina: 2g de material vegetal seco, se extrajo con 10mL de etanol
al 70% con reflujo por 10 minutos. Se evapord a 5SmL y se procedio a aplicar 25-40uL
en una cromatoplaca de silica gel 60 Fsa.

e Estandar de saponinas al 0.1% en metanol (10pL).

e Fase movil: Cloroformo-metanol-agua (64:50:10), n-butanol-acido acético (50:10:40).

e Deteccion: Reactivo de sangre, zonas hemoliticas blancas en fondo rojo. Reactivo de
Liebermann-Burchard, UV-365 o0 VIS zonas azules y verdes de saponinas esteroidales,
rojas y violetas de triterpenoides. Reactivo de Komarowsky, zonas azules, amarillas y
rojas. Vainillina-acido sulfdrico y anisaldehido-acido sulfdrico, zonas azules, violetas,

amarillentas.

Investigacion de aceites volatiles

e Cromatografia en capa fina

e Maétodo A: Se extrajo 1g de material vegetal pulverizado con 10mL de diclorometano
agitando por 15 minutos. Se filtrd y evaporé en bafio de maria a 60°C a sequedad.

e Sedisolvidé en 1mL de tolueno y aplicar 20-50uL en cromatoplaca de silica gel 60 Fasa.

e Estandar: Solucion de tolueno 1:30 de mentol, timol, anisaldehido, anetol, 1,8-cineol.

e Fase movil: Tolueno-acetato de etilo (93:7).

e Deteccion: Anisaldehido-acido sulfurico, vainillina-acido sulfarico. Se observan Zonas

azules, verdes, rojas y cafés en visible.

55

—
| —



Extraccion continua por percolacion

Para la obtencion de los extractos, se tamizaron los materiales vegetales secos en

floracion de las tres variedades de O.basilicum L. y O. micranthumW., y se extrajo por

percolacién con el disolvente organico etanol. La capa de droga debe ser cinco veces el

didmetro medio del equipo segun la Farmacopea Alemana (Sharapin, 2000; Kuklinski, 2000).

En un percolador previamente limpio y seco, se colocd un poco de algodén en la parte
inferior y papel filtro cortado de acuerdo al diametro del percolador.

Se peso la cantidad de materia vegetal a utilizar de acuerdo al tamafio del percolador.
Se humedecié el material vegetal con el disolvente adecuado para la extraccion,
utilizando un vaso de precipitado.

Se transfirié todo el material al percolador y se agregd el disolvente hasta cubrir el
material vegetal.

Se dejé reposar el tiempo necesario para llevar a cabo la extraccion, esto dependia del
material vegetal (18 a 24 horas).

Se abrid la llave de la parte inferior y se dejé gotear el liquido a una velocidad adecuada.
Se recogio el liquido en un erlenmeyer y se afiadio suficiente disolvente extra segln se
requeria, hasta obtener el volumen de disolvente agregado al inicio.

El material s6lido que ha quedado, se presiona fuertemente y el liquido obtenido se afiade
al percolado obtenido anteriormente.

La solucién obtenida puede utilizarse para producir extractos o tinturas. Para preparar
los primeros, el liquido obtenido (menstruo) se concentr6 en rotavapor o y se repitio la
operacion hasta que se agoto la droga con el disolvente recuperado; las tinturas solo se

ajustan a volumen en funcion de la concentracion deseada (1:5, 1:8 0 1:10).

Concentracion usando rotavapor

Luego de extraer el material vegetal por percolacidn, se concentrd este por medio de

un rotavapor. El proceso de concentracion busca aumentar el contenido de sélidos totales en

el extracto con la finalidad de alcanzar residuo seco, y producir extractos blandos como etapa
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preliminar en la produccion de extractos duros, y luego colocarlo en una desecadora
(Kuklinski, 2000).

Se verifico que estuvieran conectadas todas las conexiones eléctricas.

Se coloco el balon colector y se fijo con la llave respectiva.

Se reviso el nivel de agua del bafio de calentamiento.

Se encendid el bafio y se mantuvo la temperatura entre 50-60°C, dependiendo del equipo
puede haber pérdidas de 10-20°C entre el bafio de calentamiento y el interior del balon
de evaporacion, en todo caso el balén de evaporacion no deberd tener una temperatura
mayor de 40°C.

Se reviso que la llave de alimentacion del refrigerante estuviera cerrada.

Se coloco el balon con la muestra y se sujetd al vastago con la llave correspondiente.
Se encendid el boton, que permite girar el balon que contiene la muestra, a una
revolucion adecuada.

Se conectd un sistema de enfriamiento o por lo menos de circulacion de agua del chorro.
Se encendio la bomba de vacio durante el tiempo necesario para iniciar la destilacion.
Cuando iniciaba la destilacion, se apagaba la bomba de vacio.

Se encendié la bomba de vacio cuantas veces era necesario hasta que se agotd el
disolvente del balon de evaporacién o ya no destilaba ningun liquido, lo que queria decir
que el vacio de la bomba no era suficiente para evaporar la mezcla de disolventes

contenida en el balon de evaporacion.

Aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias odoriferas de naturaleza oleosa encontradas

practicamente en todos los vegetales; son muy numerosos y estan ampliamente distribuidos

en distintas partes del mismo vegetal: en las raices, tallos, flores y frutos (Kuklinski, 2000).

Se lavo el aparato clevenger con metanol y agua destilada para eliminar cualquier
contaminante.

Se peso 40g de la muestra.
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Se coloco la muestra pesada en un balén de 1000mL.

Se agregd agua destilada al balén hasta humedecer la muestra de forma uniforme, de tal
manera que todas las particulas de la muestra estuvieran humedas.

Se armo el equipo de extraccion de aceites esenciales clevenger.

Se coloco agua en las secciones de descarga del clevenger.

Se agreg6 de 2-4mL de n-pentano sobre la seccion de descarga, que sirve como trampa
para el aceite extraido.

Se encendi6 la bomba neumatica para recircular el agua del condensador, la cual debe
de mantenerse a una temperatura entre 10-15°C.

Se enciende la plancha de calentamiento para iniciar la ebullicién.

Se destilé durante 4 horas.

Se apagd la plancha de calentamiento y se esperd a que terminara de producir
condensacion.

Se recolecto el destilado de la regidn de descarga en un balon aforado de 100mL.

Se colocd el destilador en el rotavapor a 60rpm con una temperatura de bafio de maria
de 40-45°C y un vacio de 350mmHg para eliminar el hexano.

Se transfiri6 el aceite recuperado a un vial pesado y determinar la masa del mismo.

Se guardo la muestra de aceite recolectado a baja temperatura.

Pruebas de pureza

Cenizas totales

Esta prueba se realiz6 sobre el material pulverizado para obtener el contenido de

minerales que contenia el material en estudio. EI método se basa en la destruccion por

calcinacién de la materia organica presente en la muestra y su respectiva determinacién

gravimétrica del residuo (Sharapin, 2000).

Se calent6 un crisol por cada variedad durante dos horas en una mufla a una temperatura

de 625°C, posteriormente se apag0 Y se sacaron los crisoles de la misma al dia siguiente.
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Se pesaron e identificaron.

Se distribuyo de 2g del material en estudio sobre cada crisol.

Se incineraron las muestras contenidas en los crisoles, durante 2 horas en la mufla, a una
temperatura de 625°C; se sacaron los crisoles de la misma al dia siguiente.

Se pesaron los crisoles con la materia incinerada. Los crisoles se manipularon con pinzas
especiales.

Se calculd el contenido total de cenizas, utilizando la siguiente férmula.

% de cenizas: peso final — peso inicial del crisol vacio * 100
Peso exacto de la droga

Determinacion de humedad

Para determinar el porcentaje de humedad del material vegetal se seleccioné una parte

representativa de la cantidad total, como muestra, asegurando su homogeneidad. Se molid la

muestra y distribuy6 en un platillo para luego introducirlo en la balanza que determing el

contenido de humedad (Real Farmacopea Espariola, 2002).

Se seleccion6 una parte representativa de la cantidad total como muestra.

Se homogeniz6 la muestra mezclando o agitando.

Se evito toda influencia de calor al moler la muestra.

Se moli6 la muestra con mortero; utilizando los platillos de muestra desechables y se
distribuyé la muestra fina y homogéneamente (5 a 15¢).

Se encendio la balanza de humedad y se seleccioné programa de secado.

Se obtuvo resultado pasado el tiempo de espera.

Citotoxicidad contra A. salina

El ensayo de letalidad de A. salina se basa en la posibilidad de causar la muerte de

larvas de este crustaceo cultivadas en el laboratorio. En este método se determiné el valor de

la concentracion letal media de compuestos y extractos en medio salino (Solis, et al., 1993;
Jaki, et al., 1999).
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En un vaso de precipitar, se disolvieron 35g de la sal de mar en litro de agua destilada.
Se hizo una marca en el vaso para indicar el volumen de agua.

Se hirvio por treinta minutos y se complet6 el volumen que se evaporé segun la marca.
Se filtrd y refrigerd hasta el momento de usar, la solucidn es estable por 1 mes a
temperatura de 6-8°C.

Se forrd la mitad de una pecera con plastico oscuro.

Se colocd en un vaso de precipitar 200 mL del agua de mar y se aired por treinta minutos.
Se coloco el agua en la pecera y se agregaron 40mg de huevecillos en el &rea cerrada
(lado oscuro).

Se incubaron por 48 horas a temperatura ambiente y con luz artificial. Al eclosionar los
nauplios (larvas) se trasladaron al area abierta de la pecera (lado con luz).

No se movid la pecera después de agregados los huevos, ya que pasan estos al area
cerrada y esto no permite el conteo de nauplios.

Se pesaron 4mg del extracto a ensayar y se disolvieron con 2mL de agua de mar en
vortex.

Luego se agregd por triplicado en una microplaca: 100uL del extracto disuelto + 100uL
de agua de mar con 10 a 15 nauplios.

Control negativo: 100uL de agua de mar, 100uL de agua de mar con 10 a 15 nauplios.
Se incubo a temperatura ambiente con luz artificial por 24 horas.

Se contod en el estereoscopio el nimero de nauplios muertos. Seguidamente se agrego
metanol a los pozos, se esperd 15 minutos y se contd de nuevo todos los nauplios.

En el caso de aceites esenciales, se midieron 25uL del aceite esencial y se disolvieron
con 1mL de agua destilada. Se afiadié 0.1% de dimetilsulféxido.

Se sonifico la solucion para optimizar la solubilidad.

Se coloco por triplicado en cada pocillo de una microplaca 100puL de agua de mar
conteniendo los nauplios con la ayuda de una pipeta automatica. Se pescaron los nauplios
de dos en dos por 5 veces con un tip amarillo, se corto la punta del tip, utilizando una

pipeta automatica de 20uL para asegurarse de que quedaran 10 nauplios/100uL.
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e Se emplearon distintas concentraciones crecientes para la solucion ensayada (12uL,
5uL, 2uL). Al final cada pocillo contuvo: la cantidad de pL de la solucion de aceite
segln su dilucién y 100pL de agua de mar con 10 nauplios y los pL suficientes para
completar un volumen de 200uL por pozo. Se realizé por triplicado.

e Control negativo para cada tratamiento: 100uL de agua de mar y 100pL de agua de mar
con 10 nauplios.

e Control positivo para extractos: 100uL de alguna sustancia de actividad citotoxica
reconocida. Puede utilizarse algin extracto que haya mostrado actividad en estudios
previos u otros y 100uL de agua de mar con 10 nauplios.

e Control de disolventes utilizados en la elaboracion de las soluciones de extractos realizar
controles con los solventes utilizados para disolver las muestras analizadas.

e Secalculé: % nauplios muertos = # nauplios muertos en los tres pozos (X) *100

# nauplios de los tres pozos (Y)
e Si el porcentaje de nauplios muertos es mayor del 50%, se repetia la prueba utilizando
dosis de 1.0, 0.5y 0.25 mg/mL.
e Se obtuvieron los valores de X y Y en cada dosis y se determing el valor de DLso con el
programa de computadora Finney (DOS).
e Si el porcentaje es menor del 50% la citotoxicidad es mayor de 1mg/dL (Solis, et al.,
1993; Jaki, et al., 1999).

4.  Tamizaje de la actividad larvicida

Los mosquitos constituyen un grupo de insectos de gran importancia, debido a que
muchas de sus especies son vectores de agentes causales de enfermedades humanas con gran
importancia en la salud publica, como por ejemplo la malaria y el dengue (Alvarez, 2002).
Desde hace algin tiempo diversos estudios (Pérez, Rodriguez, Lara, Montes &Ramirez,
2004) han evaluado el efecto larvicida en una gran cantidad de extractos acuosos y etandlicos
provenientes de una gran cantidad de plantas en busqueda de alternativas con menos riegos

que los insecticidas 6rganos sintéticos y con bajo costo econdmico y ambiental.
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Se coloco en un vaso de precipitar 200mL del agua del chorro y se dejo reposar por 48
horas.

Se agregaron unos 40mg de huevecillos de A. aegyptiy A. albimanus.

Se incubaron por 24 horas a temperatura ambiente.

Se pesd 1mg del extracto a ensayar y se disolvié con 1mL de agua de chorro reposada.
En la microplaca se agreg6 por triplicado: 100uL del extracto disuelto y 100uL de agua
del chorro reposada con 10 a 15 larvas.

Control negativo: 100uL de agua del chorro reposada con 10 a 15 larvas.

Se incubd a temperatura ambiente (25-28°C) en un lugar oscuro durante 24 horas.

Se contd en el estereoscopio el nimero de larvas muertas y se determind la CLioo
(concentracion letal al 100%) (Thangam & Kathiresan, 1997; Zarroug, et al., 1988;
Chariandy, et al., 1999).

Se calculd: % larvas muertas = # larvas muertas en los tres pozos *100

# larvas de los tres pozos

Disefio experimental

Disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion se dividi6 en dos partes:

a. Estudio descriptivo observacional de corte transversal

Muestras: por conveniencia

Variables

Cualitativas
Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas microscopicas
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Tamizaje fitoquimico

Cuantitativas

Cenizas totales

indice de estomas

Porcentaje de humedad
Rendimiento de aceites esenciales

Rendimiento de extractos etanélicos

Anaélisis descriptivo

Se recolectaron 5 ejemplares frescos de cada una de las variedades de O. basilicum en
etapa de floracién, y se tomaron 5 hojas maduras de similar estructura a las cuales se les
realizaron cortes a mano alzada de la parte del apice, limbo superior, limbo inferior y
peciolo de la hoja. En total se realizaron100 cortes a mano alzada para cada una de las
secciones de la hoja, en los cuales se contabilizaron el nimero de tricomas, estomas y
glandulas de aceites.

Para el tamizaje fitoquimico se tomé un total de 10 hojas maduras de similar estructura,
a las cuales se les realizd por triplicado las pruebas histoquimicas, y la prueba
confirmatoria en tubo por triplicado, para evidenciar claramente las reacciones o
caracteristicas propias de cada espécimen.

Para confirmar la presencia de metabolitos secundarios se realizd por triplicado la
técnica de cromatografia en capa fina para cada una de las variedades de O. basilicum.
Se recolectd 5 ejemplares frescos de cada una de las variedades de O. basilicum en etapa
de floracion, de las cuales se tomaron 5 hojas maduras de similar estructura a las cuales
se les realiz6 la técnica del diafanizado para contabilizar el nimero de estomas, y calcular

el indice de estomas y tricomas segun variedad.
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e Se obtuvieron aproximadamente 250 gramos de material seco de O. micranthum y de las
tres variedades de O. basilicum, para los ensayos de cenizas totales y porcentajes de
humedad que se realizaron por triplicado. De los aceites esenciales y extractos etanolicos
al 50% obtenido de material seco de dichas plantas se calculd el porcentaje de
rendimiento obtenido.

e Paralas variables cualitativas se realiz6 un cuadro comparativo de presencia/ausencia de
estructuras y metabolitos.

e Las variables cuantitativas se evaluaron con medidas de tendencia central (media,
mediana, desviacién estandar y rango).

e A fin de detectar si hay o no diferencia entre las 4 variedades, se realizd la prueba de
Kruskall-Wallis para cada variable. Si se comprueba que hay diferencia se realizara la
prueba de comparaciones multiples pareada. Se realizara la prueba de Mann-Whitney si
hubiera 2 variedades que presenten un mismo tipo de estructura, en caso de que una
variedad presente un solo tipo de estructura se describird por medio de las medidas de
tendencia central ya indicadas.

e En el caso de las variables semicuantitativas se calculo la mediana y el rango.

b. Estudio experimental

Extraccion etandlica al 50% y de aceites esenciales de cada planta para evaluar la

citotoxicidad.

i.  Actividad citotoxica contra nauplios de A. salina.

Ensayo cuantal, donde se compar6 el nimero de nauplios de A. salina inicial (de 10
a 15 nauplios por cada dosis) con el nimero de nauplios muertos después del contacto por
24 horas con los extractos etandlicos al 50% y aceites esenciales en las siguientes
concentraciones: 1.0, 0.5, y 0.25 mg/dL
Variables de interés

e Variable dependiente: Muertes de nauplios de A. salina.
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e Variable independiente: 4 extractos etandlicos al 50% y 4 aceites esenciales de las

plantas de estudio.

Anélisis: Regresion no lineal, no paramétrica por medio de transformacion probit, calculando
en cada caso la DLsg con un intervalo de confianza del 95% (5 réplicas) por medio del

método de Finey.

ii. Actividad larvicida

Ensayo cuantal, donde se compar6 el nimero de larvas inicial de tercer estadio de A.
albimanus y A. aegypti (1 larva por cada dosis) con el numero de larvas muertas después del
contacto por 24 horas con los extractos etandlicos al 50% y aceites esenciales en las

siguientes concentraciones: 1.0, 0.5, y 0.25 mg/dL.

Variables de interés
e Variable dependiente: Muertes de larvas de primer estadio de A. albimanus y A. aegypti.
e Variable independiente: 4 extractos etandlicos al 50% y 4 aceites esenciales de las

plantas de estudio.

Analisis: Regresion no lineal, no paramétrica por medio de transformacion probit, calculando
en cada caso la DLso con un intervalo de confianza del 95% (5 réplicas) por medio del método

de Finey.
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VIll. RESULTADOS

A CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y DESCRIPCION BOTANICA

1. Descripcion diagnostica

Para una rapida identificacion de las plantas se proponen las siguientes descripciones

diagnosticas de las tres distintas variedades

a. Ocimum basilicum L. (Variedad morada)

Planta herbacea de aproximadamente 50 cm de altura, tallo cuadrangular pubescente,
hoja delgada, peciolada, opuesta, de forma aovada, aserrada y algo velloso en los nervios,
apice agudo y la base redondeada, de color morado en la nervadura central. Las flores se
presentan en largos ramilletes terminales, con corola rosécea a violeta de aproximadamente
4 mm de largo (Figura 1). La droga seca esta constituida por hojas, flores y pedunculos, es

de color café verdoso oscuro, con presencia de olor similar al clavo

Figura 1. Ocimum basilicum var morada
Material vegetal fresco
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b. Ocimum basilicum L.(Variedad blanca)

Planta herbacea de aproximadamente 50 cm de altura, tallo cuadrangular
pubescente; hoja delgada, peciolada, opuesta, de forma aovada, aserrada y algo velloso en
los nervios, apice agudo y la base redondeada. Las flores se presentan en largos ramilletes
terminales, de color blanco o tenuemente rosadas (Figura 2). Tienen los cuatro estambres y
el pistilo apoyados sobre el labio inferior de la corola. La droga seca esta constituida por

hojas, flores y pedunculos, de color café verdoso, con presencia de olor similar al clavo.
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Figura 2. Ocimum basilicum var blanca
Material vegetal fresco

C. Ocimum basilicum L. (Variedad genovese)

Planta herbacea de méaximo 45 cm de altura, tallo pubescente, hojas glabras de
coloracion verde brillante, aovadas, pecioladas con bordes lisos, base redondeada. Las flores

se presentan en largas vainas terminales con corola blanca de aproximadamente 4mm de



http://es.wikipedia.org/wiki/Estambre
http://es.wikipedia.org/wiki/Pistilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Corola

largo. La muestra seca constituida por hojas, es de color verde opaco, con presencia de leve

olor similar al clavo.

Figura 3. Ocimum basilicum var genovese
Material vegetal fresco

2. Recoleccion y herborizacién de ejemplares frescos

Se recolectaron ejemplares frescos de tres variedades cultivadas en Guatemala de O.
basilicum: blanca, morada y genovese. La variedad blanca y morada fueron recolectadas en
el jardin de plantas medicinales y ornamentales Campos del CEDA de la Facultad de
Agronomia, y la variedad genovese fue recolectada en vivero comercial de plantas. Estas
muestras fueron llevadas al Herbario Biologia Guatemala (BIGU) donde se identificaron
como dicha especie segun la Flora de Guatemala. Ademas se herborizaron y depositaron en
este herbario tres ejemplares de cada variedad de O. basilicum los cuales fueron registrados

e incorporados a las colecciones con los niumeros (60601).




B. CARACTERES MICROMORFOLOGICOS E HISTOLOGICOS DE LAS

TRES VARIEDADES DE O. basilicum

1. Hoja

a. Ocimum basilicum var morada

En el corte transversal del meséfilo se observa una hoja dorsiventral. La epidermis
adaxial es uniestratificada con células heterogéneas, de paredes periclinares delgadas y
convexas con cuticula delgada. El parénquima en empalizada presenta células altas que
ocupan aproximadamente dos terceras partes del grosor del meséfilo y en el parénquima

esponjoso se presenta aerenquima. Ambos parénquimas son del tipo clorenquimatico.

La epidermis abaxial posee células ligeramente méas pequefias que las de la epidermis
adaxial pero con las mismas caracteristicas. Se observa una coloracion morada caracteristica

en las células epidérmicas, mayormente en la epidermis abaxial (Figura 4 A).

El indumento esta formado por pelos glandulares y no glandulares. Los pelos
glandulares se presentan de dos tipos, las glandulas de aceite que en ambos lados (abaxial y
adaxial) se encuentran sobre depresiones epidérmicas formadas por un pie corto unicelular y
una cabeza unicelular con cuatro cabezas secretoras en su interior (Figura 5 A) y tricomas

glandulares con pie unicelular y cabeza unicelular (Figura 7 A). Los pelos no glandulares se
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observan sobre elevados en la epidermis, pluricelulares, algunos agudos y curvos, uniseriado,

3-5 celular con paredes engrosadas y levemente verrucosas (Figura 6 A).

A nivel del nervio medio se observa un haz colateral en forma de abanico, rodeado
por parénquima, dentro del floema se observan pequefios grupos de esclereidas. Bajo la
epidermis se observa en ambos lados de la nervadura, colénquima angular 1-2 celular (Figura

7A).

En el diafanizado, en la cara adaxial se observan células epidérmicas grandes y
alargadas de paredes anticlinales sinuosas, numerosos estomas diaciticos y a lo largo de la
nervadura central se pueden observar tricomas alargados (Figura 8). En la cara abaxial se
observa la epidermis formada por células de menor tamafio con paredes anticlinales
marcadamente sinuosas y numerosos estomas diaciticos (Figura 9). En ambas caras se
observan dos tipos de pelos glandulares, los unicelulares pequefios y las glandulas de aceite
de distintos tamafios, asi como tricomas simples uniseriados pluricelulares de 3-4 células

(Figuras 8 y 9).

En el disociado se pudo observar células epidérmicas en laminas, glandulas
secretoras, esclereidas, traqueidas, colenquima, tricomas globosos y tricomas verrucosos,

segmentos de xilema helicoidal, gotas de aceite (Figura 10).
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b. Ocimum basilicum var blanca

En el CT del meséfilo se observa una hoja dorsiventral. La epidermis adaxial es
uniestratificada con células heterogéneas, de paredes periclinares delgadas y convexas con
cuticula delgada. El parénquima en empalizada presenta células altas que ocupan
aproximadamente dos terceras partes del grosor del mesofilo, y el parénquima esponjoso

presenta aerenquima. Ambos parénguima son del tipo clorenquimatico.

La epidermis abaxial posee células ligeramente méas pequefias que las de la epidermis

adaxial presentando las mismas caracteristicas (Figura 4 B).

El indumento estd formado por pelos glandulares y no glandulares. Los pelos
glandulares se presentan de dos tipos, las glandulas de aceite que en ambos lados (abaxial y
adaxial) se encuentran sobre depresiones epidérmicas formadas por un pie corto unicelular y
una cabeza unicelular con cuatro cabezas secretoras en su interior (Figura 5 B) y tricomas
glandulares con pie unicelular y cabeza unicelular (Figura 7 B). Los pelos no glandulares se
observan sobre elevados en la epidermis, pluricelulares, algunos agudos y curvos, otros un
poco mas engrosados y no curveados, uniseriado, 3-5 celular con paredes engrosadas y
levemente verrucosas (Figura 7 B), otros son de superficie, aduncados, uniseriados, de 3-4

celulas en donde se observa a la ultima célula aguda y ligeramente verrucosa (Figura. 6 B).

A nivel del nervio medio se observa un haz colateral en forma de abanico, rodeado

por parenquima; dentro del floema se observan pequefios grupos de esclereidas. Bajo la
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epidermis se observa en ambos lados de la nervadura, colénquima angular 1-2 celular (Figura

7 B).

En el diafanizado, en la cara adaxial se observan células epidérmicas grandes y
alargadas de paredes anticlinales sinuosas, numerosos estomas diaciticos (Figura 11). En la
cara abaxial se observa la epidermis formada por células de menor tamafio con paredes
anticlinales marcadamente sinuosas y numerosos estomas diaciticos (Figura 12). En ambas
caras se observan dos tipos de pelos glandulares, los unicelulares pequefios y las glandulas
de aceite de distintos tamafios, asi como tricomas simples uniseriados pluricelulares de 3-4
células y tricomas de superficie unicelulares y bicelulares del margen de la hoja de y xilema

helicoidal (Figuras 11y 12).

En el disociado se pudo observar células epidérmicas en laminas, glandulas
secretoras, esclereidas, traqueidas, segmento de la epidermis papilosa de la nervadura central
con tricomas de dos células con paredes engrosadas, tricomas globosos segmentos de xilema

helicoidal, gotas de aceite (Figura 13).

c.  Ocimum basilicum var genovese

En el CT del mesdfilo se observa una hoja dorsiventral. La epidermis adaxial es
uniestratificada con células heterogéneas, de paredes periclinares delgadas y convexas con
cuticula delgada. El parénquima en empalizada presenta celulas de regular tamafio que

ocupan aproximadamente un poco mas de la mitad del grosor del mesofilo, y el parénquima
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esponjoso presenta aeréenquima. Ambos parénquima son del tipo clorenquimatico (Figura 4

Q).

El indumento estd formado por pelos glandulares y no glandulares. Los pelos
glandulares (glandulas de aceite) se presentan en ambos lados (abaxial y adaxial) y se
encuentran sobre depresiones epidérmicas formadas por un pie corto unicelular y una cabeza
unicelular con cuatro cabezas secretoras en su interior (Figura 5 C). Los pelos no glandulares
se observan mayormente bicelulares, curvos, uniseriados, de paredes delgadas, sobre elevado

en la epidermis, con cristales en su interior y el extremo curveado (Figura 6 C).

A nivel del nervio medio se observa un haz colateral en forma de arco, rodeado por
parénquima; dentro del floema se observan pequefios grupos de esclereidas. Bajo la
epidermis se observa en ambos lados de la nervadura, coléngquima angular 1-2 celular (Figura

7C).

En el diafanizado, en la cara adaxial se observan células epidérmicas grandes y
alargadas de paredes anticlinales, estomas diaciticos (Figura 14). En la cara abaxial se
observa la epidermis formada por células de menor tamafio con paredes anticlinales y
estomas diaciticos (Figura 15). En ambas caras se observan dos tipos de pelos glandulares,
los unicelulares pequefios y las glandulas de aceite de distintos tamafios, asi como tricomas

simples uniseriados pluricelulares de 2-3 células y xilema helicoidal (Figuras 14 y 15).
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En el disociado se pudo observar, células epidérmicas, células parenquimaticas,
glandulas secretoras, esclereidas, traqueidas, segmento de la nervadura central, tricomas de

dos células con paredes engrosadas, tricomas globosos, segmentos de xilema helicoidal,

gotas de aceite (Figura 16).

Y L o
Figura 4. Corte transversal de hoja. (A) Ocimum basilicum var morada (B) Ocimum basilicum var
blanca (C) Ocimum basilicum var genovese. (A), (B) y (C) Sin tefiir. 400X.

Figura 5. Corte transversal de hoja. (A) Ocimum basilicum var morada (B) Ocimum basilicum var
blanca (C) Ocimum basilicum var genovese. (A), (B) y (C) Sin tefiir. 400X.




Figura 6. Corte transversal de hoja. (A) Ocimum basilicum var morada (B) Ocimum basilicum var
blanca (C) Ocimum basilicum var genovese. (A), (B) y (C) Sin tefiir. 400X.

Figura 7. Corte transversal de hoja. (A) Ocimum basilicum var morada (B) Ocimum basilicum var
blanca (C) Ocimum basilicum var genovese.400X. (A) Tincion: Safranina 1%,(B) Sin tefiir, (C) Tincion:
Azul de cresil.
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Figura 8. Diafanizado. Cara abaxial Ocimum basilicum var morada. (A)Celulas
epidérmicas y estomas diaciticos (B) Glandulas de aceite (C) Glandulas de aceite (D)
Tricomas alargados 400X.
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Figura 9. Diafanizado. Cara adaxial Ocimum basilicum var morada. (A)Pelos glandulares

unicelulares pequefios y tricoma (B)Glandula de aceite (C) Tricomas en nervadura central
(D) Celulas epidérmicas y estomas diaciticos 400X.
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Figura 10. Disociado. Ocimum basilicum var morada. (A) Esclereidas y traqueidas (B)
Tricoma bicelular (C) Tricoma globoso (D) Tricoma unicelular 400X.
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Figura 11. Diafanizado. Cara adaxial Ocimum basilicum var blanca. (A) Celulas
epidérmicas y estomas diaciticos (B) Tricoma unicelular (C) Tricoma uniseriado y pelo
glandular (D) Xilema helicoidal 400X.
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Figura 12. Diafanizado. Cara abaxial Ocimum basilicum var blanca. (A) Células
epidérmicas (B) glandulas de aceite (C) Tricoma unicelular (D) Glandula de aceite 400X.

Figura 13. Disociado.Ocimum basilicum var blanca. (A) Escleridas y traqueidas (B)
Células epidérmicas en lamina (C) Epidermis papilosa (D) Xilema helicoidal. 400X.
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Figura 14 Diafanizado.Cara adaxialOcimum basilicum var genovese. (A) Celulas
epidérmicas (B) Xilema y glandulas de aceite (C) Tricoma uniseriado (D) Tricoma globoso.
400X.
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Figura 15: Diafanizado.Cara adaxialOcimum basilicum var genovese. (A) Celulas
epidérmicas (B) Tricoma alargado (C) Tricoma globoso (D) Tricoma globoso y glandulas
de aceite. 400X.
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Figura 16: Disociado.Ocimum basilicum var genovese. (A) Segmento de nervadura central
(B) Tricoma bicelular (C) Tricomas globosos (D) Esclerida 400X.

2. Peciolo

a. Ocimum basilicum var morada

En el corte transversal se observa de contorno semicircular, posee la cara ventral
limitado por I6bulos. La epidermis es uniestratificada con células redondeadas, por debajo
de esta se muestra un colénquima angular 1-2 celular. Se observa un haz colateral en forma
de arco, rodeado por parénquima, el floema se encuentra acompafiado de pequefias secciones
de esclerénquima. En la cara ventral se observa colénquima angular 2-4 celular; en direccién

a cada uno de los lobulos se observan dos hacecillos con casquetes de colénquima. Se




observan también pelos glandulares de tres tipos, unos de pie corto unicelular y cabeza
globosa unicelular, y los otros de pie alto unicelular y cabeza globosa Yy no glandulares

tricomas simples uniseriados de 2-3 célular (Figura 17 A).

b. Ocimum basilicum var blanca

En el corte transversal se observa la epidermis uniestratificada con células
redondeadas, por debajo de esta se muestra un colénquima angular 1-2 celular. En la cara
ventral se observa colénquima angular 2-4 celular; en direccion a cada uno de los l6bulos se
observan dos hacecillos con casquetes de colénquima. Se observa un haz colateral en forma
de arco, rodeado por parénquima, el floema se encuentra acompafiado de pequefias secciones
de esclerénquima. En la cara ventral se observa colénquima angular 2-4 celular; en direccion
a cada uno de los I6bulos se observan dos hacecillos con casquetes de colénquima. En la

cara adaxial se observan algunos tricomas simples uniseriados de 2-3 células (Figura 17 B).

C. Ocimum basilicum var genovese

En el corte transversal se observa la epidermis uniestratificada con células
redondeadas, por debajo de esta se muestra un colénquima angular 1-2 celular. Se observa
un haz colateral en forma de letra “C”, rodeado por parénquima, el floema se encuentra
acompafiado de pequefias secciones de esclerenquima. En la cara ventral se observa

colénquima angular 2-4 celular. En direccion a cada uno de los I6bulos se observan restos
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de hacecillos con casquetes de coléngquima. En la cara adaxial se observan algunos tricomas

simples uniseriados de 2-3 células y también pelos glandulares (Figura 17 C).

Figura 17: Corte transversal de peciolo. (A) Ocimum basilicum var morada (B) Ocimum basilicum var
blanca (C) Ocimum basilicum var morada. (A) y (C) Tincién: azul de cresil. (B) Tincién: Lugol 400X.

3. Tallo

a. Ocimum basilicum var morada

En el corte transversal, el tallo se presenta de forma cuadrangular, se observa la
epidermis uniestratificada con células poligonales aplanadas y coloracién morada (Figura 17
A); colénquima de tipo angular con células isodiametricas3-5 celular; por debajo se
distinguen el parénquima cortical (Figura 18 A). El cilindro vascular esta formado por cuatro
secciones continuas separadas de forma opuesta por 1 0 2 hacecillos, separados a su vez por
cambium interfascicular. Todos los haces son de tipo colateral abierto, poseen xilema
endarco y se aprecia el cambium vascular. Fasciculos de fibras esclerenquimaticas
periciclicas, limitan al floema. Abundante parénquima medular, ambos parénquimas

presentan conductos de aceite.
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El indumento esta formado por tricomas de superficie uniseriados 1-3 célulares. Se
observan pelos glandulares de tres tipos: de pie corto y cabeza globosa, de pie alto y cabeza

globosa y glandulas de aceite con pie corto unicelular y cabeza 1-2 celular (Figura 17)

b. Ocimum basilicum var blanca

El tallo se presenta de forma cuadrangular con los cuatro extremos redondeados,
epidermis unistratificada con células poligonales aplanadas, con leve coloracion morada
(Figura 18 B); colénquima de tipo angular con células isodiametricas de 1-3 células; por
debajo se distinguen el paréngquima cortical (Figura 19 B). Los haces vasculares forman casi
un cilindro completo, aunque se observa cambium interfascicular en los cuatro achatamientos
del tallo. Asi mismo se observan elementos de los vasos del xilema y células del
esclerénquima. El indumento estd formado por tricomas de superficie uniseriados 1-3
célulares. Se observan pelos glandulares de tres tipos: de pié corto y cabeza globosa, de pie
alto y cabeza globosa y glandulas de aceite con pié corto unicelular y cabeza 1-2 celular

(Figura 18 B).

C. Ocimum basilicum var genovese

El tallo se presenta de forma cuadrangular con una hendidura pronunciada en dos de los
lados opuestos, la epidermis, uniestratificada con células ovaladas a cuadrangulares con
paredes tangenciales planas y cuticula prominente sin coloracion caracteristica (Figura 18

C); colenquima, con celulas isodiametricas 4-6 celular; por debajo se distinguen el
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parénquima cortical que rodea al floema y xilema (Figura 19 C). El cilindro vascular esta
formado por cuatro secciones continuas separadas de forma opuesta por 1 o 2 hacecillos,
separados a su vez por cambium interfascicular. Todos los haces son de tipo colateral abierto,
poseen xilema en arco y se aprecia el cambium vascular. Fasciculos de fibras
esclerenquimaticas periciclicas, limitan al floema. Parénquima medular abundante. El
indumento esta formado por tricomas de superficie uniseriados 1-3 celulares. Se observan
pelos glandulares de tres tipos: de pie corto y cabeza globosa, de pie alto y cabeza globosa y

glandulas de aceite con pie corto unicelular y cabeza 1-2 celular (Figura 18 C).

Figura 18. Corte transversal de tallo. (A) Ocimum basilicum var morada (B) Ocimum basilicum var
blanca (C) Ocimum basilicum var genovese. (A) Tincion: Lugol (B) Tincién: Sulfato férrico y (C) Sin
tefiir. 400X.

Figura 19. Corte transversal de tallo. (A) Ocimum basilicum var morada (B) Ocimum basilicum var
blanca (C) Ocimum basilicum var morada. (A) (B) y (C) Tincién: azul de cresil. 400X.
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Tabla 1. Resumen de caracteres histoldgicos y micromorfoldgicos.

Variedad O. basilicum var. O. basilicumvar.  O. basilicum
morada blanca var. genovese
Estomas diaciticos + + +
Glandula productora de aceite + + +
Tricoma glandular + + +
Tricoma pluricelular + + +
Tricoma aduncado + + +
Tricoma verrucoso + + +
Hoja con venacion reticulada + + +
Haz vascular colateral en + + -
forma de abanico en la
nervadura central
Haz vascular colateral en - - +
forma de arco en la nervadura
central
Tallo cuadrangular + + +

+: Presente; -: Ausente

4. Indice de Estomas

Se calculé el indice de estomas para las tres variedades de O. basilicum y O. micranthum,
se observa que O. micranthum presenté mayor indice, seguido por O. basilicum variedad
morada, luego O. basilicum variedad blanca y por ultimo O. basilicum variedad genovese

(Tabla 2).
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Tabla 2. indice de estomas encontradas en la cara abaxial y adaxial en las hojas de
las plantas de estudio.

Variedad indice de

estomas

calculado
Ocimum basilicum var. blanca 11
Ocimum basilicum var. morada 14
Ocimum basilicum var. genovese 9
Ocimum micranthum 26

C. TAMIZAJE FITOQUIMICO

1. Identificacién microquimica

La reaccion de alcaloides fue débilmente positiva para las tres variedades de O.
basilicum, principalmente en la nervadura central y el peciolo (Figura 20), se observaron
grasas Yy aceites en las tres variedades, con menor proporcion en la variedad genovese. Se
identificaron en la cuticula, la epidermis, el parénquima en empalizada y en las glandulas
productoras de aceite, asi también en la epidermis del peciolo y del tallo (Figura.21). La
reaccion de mucilagos fue moderadamente positiva en el mesdéfilo y en el xilema de la
nervadura central para las tres variedades (Figura.22), asi también como en el floema del

tallo en las tres variedades (Figura 19) y (Tabla 3)
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Figura 20. (A) Ocimum basilicum var morada (B) Ocimum basilicum var blanca (C) Ocimum basilicum
var morada. (A) (B) y (C) Tincion: Dragendorf. 400X.

_‘\ g
A
Figura 21. (A) Ocimum basilicum var morada (B) Ocimum basilicum var blanca (C) Ocimum basilicum
var morada. (A) (B) y (C) Tinci6n: Sudan IV. 400X.

Figura 22. (A) Ocimum basilicum var morada (B) Ocimum basilicum var blanca (C) Ocimum basilicum
var morada. (A) (B) y (C) Tincion: azul de cresil. 400X.




Figura 23. (A) Ocimum basilicum var morada (B) Ocimum basilicum var blanca (C) Ocimum basilicum
var morada. (A) (B) y (C) Tincion: Acido sulfurico. 400X.

Tabla 3. Resumen de caracteristicas microquimicas de las tres variedades de Ocimum
basilicum

[72]
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Metabolito 2 2 3 8 2 .
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Hoja Ocimum basilicum var. blanca + + ++ + + -
Tallo Ocimum basilicum var. blanca + + ++ + o+ -
Hoja Ocimum basilicum var. morada + + ++ + + -
Tallo Ocimum basilicum var. morada + + ++ + o+ -
Hoja Ocimum basilicum var. genovese +* + + + + -
Tallo Ocimum basilicum var. genovese + + + + + -

+: Positivo; -: Negativo; ~+: Débilmente positivo

1. Cromatografia en capa fina

Se determing la presencia de metabolitos secundarios por medio de cromatografia en
capa fina. Se obtuvo como resultado que O. basilicum en sus variedades morada y blanca y

O. micranthum presentan los 4 metabolitos estudiados. O. basilicum en la variedad genovese




no presento flavonoides ni saponinas, Unicamente presento alcaloides y flavonoides (Tabla

4)

Tabla 4. Determinacion de metabolitos secundarios de las plantas de estudio utilizando
cromatografia en capa fina.

0. 0 0.
basilicum . basilicum O.
basilicum )
var. var. micranthum
var. blanca
morada genovese
Aceites + + + +
volatiles
Alcaloides + + + +
Flavonoides + + - +
Saponinas + + - +
+: Presente; -: Ausente
( |
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D. CARTILLA MICROGRAFICA

En base a la morfologia de la droga fresca, a los cortes realizados y las imagenes obtenidas
de hoja, peciolo y tallo de cada una de las tres variedades de O. basilicum, se realizaron las
respectivas cartillas micrograficas

1. Ocimum basilicum var. morada

ik
R

A. Rama florida; B. Corola y caliz florifero en vista lateral; C. Vista frontal de del caliz florifero y
la corola mostrando los estambres; D. Vista abaxial de la hoja E. Vista adaxial de la hoja
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A.Vista de corte transversal de tallo B. Acercamiento de estructuras vasculares de
tallo C. Nervadura central D. Vista de corte transversal de peciolo E. Glandula
de aceite en cara adaxial de hoja.




F. Estomas diaciticos en diafanizado de cara abaxial G. Tricoma globosa en diafanizado de
cara adaxial H. 1. Tricoma bicelular de paredes engrosadas 2. Tricoma 4- celular verrucoso 3.
Tricoma 3-celular verrucoso 4. Tricoma aduncado 5. Pelo glandular bicelular 6. Pelo glandular
unicelular 7. Pelo glandular pie corto unicelular y cabeza unicelular. 8. Tricoma pluricelular

curvo
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2. Ocimum basilicum var. blanca

A. Rama florida; B. Corola y caliz florifero en vista lateral; C. Vista frontal de del caliz florifero y
la corola mostrando los estambres; D. Vista abaxial de la hoja E. Vista adaxial de la hoja
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A.Vista de corte transversal de tallo B. Acercamiento de estructuras vasculares de tallo C.

Nervadura central D. Vista de corte transversal de peciolo
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E. Estomas diaciticos en diafanizado de cara abaxial F. Tricoma globosa en diafanizado de
cara adaxial G. H.1. Tricoma bicelular de paredes engrosadas 2. Tricoma 4- celular verrucoso
3. Tricoma 3-celular verrucoso 4. Tricoma aduncado 5. Pelo glandular bicelular 6. Pelo
glandular unicelular 7. Pelo glandular pie corto unicelular y cabeza unicelular. 8. Tricoma

pluricelular curvo




3. Ocimumbasilicum var. genovese

A. Rama florida; B. Corola y caliz florifero en vista lateral; C. Vista frontal de del caliz florifero y
la corola mostrando los estambres; D. Vista abaxial de la hoja E. Vista adaxial de la hoja
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A. Vista de corte transversal de tallo B. Acercamiento de estructuras vasculares de tallo C.
Nervadura central D. Vista de corte transversal de peciolo




E. Estomas diaciticos en diafanizado de cara abaxial F. Tricoma globosa en diafanizado de cara
adaxial G.Tricomas pluricelulares uniseriados de 3-4 celular H.Glandula de aceite en mesofilo.
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E. DETERMINACION DE HUMEDAD Y CONTENIDO DE CENIZAS TOTALES

Se determinaron parametros fisicoquimicos de humedad y contenido de cenizas
totales a las tres variedades de O. basilicum y comparando con lo que se encontraba reportado
para O. micranthum. Primeramente se observo que se obtuvo mayor porcentaje de humedad
en O. micranthum seguido por O. basilicum variedad blanca y por ultimo en proporcion
similar O. basilicum variedades morada y genovese. En el porcentaje de cenizas totales, se
obtuvo que O. basilicum variedad morada es la que presento mayor este parametro, seguido
de O. basilicum variedad blanca luego O. micranthum y por ultimo O. basilicum variedad
genovese. Debido a que O. basilicum variedad blanca y variedad morada presentaron cenizas
totales mayores a 10, se les realizd la prueba de cenizas &cidas insolubles (Tabla 5). Se realizd
el analisis estadistico de esto pardmetros con la prueba de Kruskall- Wallis para determinar
si existia diferencia o no entre las tres variedades de O. basilicum y O. micranthum. No se

evidencio diferencia significativa para ninguno de los dos parametros (Tablas 6 y 7)

Tabla 5. Porcentaje de humedad, cenizas acidas insolubles y totales de las plantas a

estudio.
0.
] O. basilicum  O. basilicum basilicum O.
Variedad ; *
var. morada var. blanca var. micranthum
genovese
Porcentaje de humedad
(%) 7.49 9.01 7.47 11.43
1 0

Cenizas totales (%) 13.98 12.73 6.67 8.74
Cenizas acidas 248 2.44 N/A N/A

insolubles (%)
N/A: No aplica debido a que el % de cenizas totales no es mayor a 10%.
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Tabla 6. Analisis estadistico de Porcentaje de Humedad de las variedades

X S NC(95.0%) IC (95.0%) P
O. basilicum variedad morada 7.55 0.72 2.11 5.43-9.66
O. basilicum variedad blanca  9.05 0.47 1.70 7.35-10.75
O. basilicum variedad genovese 7.52 0.57 1.87 5.66-9.39 0.000458962
O. micranthum 11.30 0.16 0.99 10.32-12.29

X= Media; S=desviacion estandar; NC= nivel de confianza; IC= intervalo de confianza;

Tabla 7. Analisis estadistico de Cenizas totales de las variedades

X S NC (95.0%) IC (95.0%) P
O. basilicum variedad morada 13.98 0.01 10.33 0.41-21.07
O. basilicum variedad blanca  12.73 0.12 8.55 1.50-18.60 6.82X10%
O. basilicum variedad genovese 6.69 0.17 2.98 2.78-8.75
O. micranthum 8.80 0.38 3.90 3.70-11.51

X= Media; S=desviacion estandar; NC= nivel de confianza; IC= intervalo de confianza;

F. RENDIMIENTO DE EXTRACTOS ETANOLICOS Y ACEITES ESENCIALES

Se midio el rendimiento en porcentaje de los extractos acuosos y de aceites
esenciales. Se obtuvo mayor rendimiento de extracto y aceite en la O. basilicum
variedad morada y menor porcentaje de extracto y aceite en O. basilicum variedad

blanca (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de rendimiento de extractos y aceites esenciales de las plantas a

estudio.
. O. basilicum  O. basilicum O. basilicum 0.
Variedad var. .
var. morada var. blanca micranthum
genovese
Porcentaje de
rendimiento del extracto 91.26 3230 5786 .

(%)

Porcentaje de
rendimiento del aceite 4.03 1.39 1.75 3.16
esencial (%)
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G. TOXICIDAD

Se determind la actividad larvicida en los aceites esenciales y los extractos de las cuatro
plantas estudiadas. Ninguna de estas presento actividad larvicida utilizando Aedes aegypti
(Tabla 9) ni utilizando Anopheles albimanus (Tabla 10).

Asi mismo se realizaron pruebas de toxicidad aguda en Artemia salina y ninguna de las

cuatro plantas estudiadas lo presentd (Tabla 11).

Tabla 9. Tamizaje de la actividad larvicida utilizando Aedes aegypti con los aceites
esenciales y extractos etanolicos de las plantas de estudio.

CP

m o m O 0O
S 8 8 8 2 2 £ 2

CN
CSEE

CSAE

[

Larvas de primer estadio
% 10 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0
100% % 10 10 10 10 1/0 10 10 1/0 10 1/0
% 10 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0

Larvas de segundo estadio

% 10 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0
100% %0 10 10 10 10 1/0 10 10 1/0 10 1/0
% 10 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0

Larvas de tercer estadio
% 10 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0
100% % 10 10 10 10 1/0 10 10 1/0 10 1/0
% 10 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0

Larvas de cuarto estadio
% 10 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0
100% % 10 10 10 10 1/0 10 10 1/0 10 1/0

/0 10 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0
CP: Contenido en el pozo; []: Concentracion; CN: Control negativo; CSEE: Control solvente extracto
etandlico al 50%; CSAE: Control solvente aceite esencial (N-pentano); EA: Extracto etandlico Ocimum
basilicum variedad morada; EB: Extracto etanélico Ocimum basilicum variedad blanca; EC: Extracto
etanélico Ocimum basilicum variedad genovese; ED: Extracto etanélico Ocimum micranthum; AA: Aceite
esencial Ocimum basilicum variedad morada; AB: Aceite esencial Ocimum basilicum variedad blanca; AC:
Aceite esencial Ocimum basilicum variedad genovese; AD: Aceite esencial Ocimum micranthum
Los valores presentados en la tabla indican: Nimero de nauplios iniciales/NUmero de nauplios muertos
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Tabla 10. Tamizaje de la actividad larvicida utilizando Anopheles albimanus con los
aceites esenciales y extractos etanolicos de las plantas de estudio.

% Z EuJ Ii(J < m O &) m @) )
O 0 %) L T} L L § < < <
@) @)
I

Larvas de primer estadio

0 10 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0

100% % 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0

0 10 10 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0

Larvas de segundo estadio

0 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0 1/0

100% 0 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0 1/0

%0 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0 1/0

Larvas de tercer estadio

%0 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0

100% 0 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0 1/0

%0 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0

Larvas de cuarto estadio

%0 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0 1/0

100% 0 10 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0 1/0

0 10 10 10 10 10 1/0 1/0 1/0 1/0 1/0
CP: Contenido en el pozo; []: Concentracion; CN: Control negativo; CSEE: Control solvente extracto etanélico
al 50%; CSAE: Control solvente aceite esencial (N-pentano);EA: Extracto etan6lico Ocimum basilicum
variedad morada; EB: Extracto etandlico Ocimum basilicum variedad blanca; EC: Extracto etanélico Ocimum
basilicum variedad genovese; ED: Extracto etandlico Ocimum micranthum; AA: Aceite esencial Ocimum
basilicum variedad morada; AB: Aceite esencial Ocimum basilicum variedad blanca; AC: Aceite esencial

Ocimum basilicum variedad genovese; AD: Aceite esencial Ocimum micranthum
Los valores presentados en la tabla indican: Nimero de nauplios iniciales/NUmero de nauplios muertos
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Tabla 11. Citotoxicidad contra Artemia salina con los aceites esenciales y extractos
etandlicos de las plantas de estudio.

5 =z o < < @ o o m O 0
ommmmmm§<<<
o 0O
[

10/0 10/0 10/0 10/1 10/1 10/0 10/1 10/0 10/0 10/0 10/0
100% 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0

10/0 10/1 12/0 10/1 11/0 11/1 10/0 10/0
50% 10/0 10/0 10/0 11/0 10/0 11/0 10/0 10/0
10/0 11/0 10/0 12/0 10/0 10/0 11/0 10/0

10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
25% 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
10/0 10/0 10/0 10/0 11/0 10/0 10/0 11/0

CP: Contenido en el pozo; []: Concentracion; CN: Control negativo; CSEE: Control solvente extracto
etandlico al 50%; CSAE: Control solvente aceite esencial (N-pentano); EA: Extracto etandlico Ocimum
basilicum variedad morada; EB: Extracto etanélico Ocimum basilicum variedad blanca; EC: Extracto
etanélico Ocimum basilicum variedad genovese; ED: Extracto etanélico Ocimum micranthum; AA: Aceite
esencial Ocimum basilicum variedad morada; AB: Aceite esencial Ocimum basilicum variedad blanca; AC:
Aceite esencial Ocimum basilicum variedad genovese; AD: Aceite esencial Ocimum micranthum

Los valores presentados en la tabla indican: Nimero de nauplios iniciales/NUmero de nauplios muertos
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Se realiz6 una comparacion de los caracteres de identidad de dos especies del género
Ocimum cultivadas en Guatemala, para lo cual se analizaron los resultados del género O.
micranthum reportados por Castillo y Pérez (2011), y se compararon con los resultados
obtenidos en el presente estudio, para tres variedades del género Ocimum basilicum

(variedades morada, blanca y genovese).

La descripcion botéanica para el género O. basilicum y sus tres variedades coincide
con lo reportado por diferentes autores, diferenciandose la variedad morada y la blanca por
la coloracion de sus hojas y flores y con la variedad genovese por la forma y tamafio de las
hojas (Ryding, 1994). Esta descripcion difiere con la de O. micranthum tanto en la forma,

tamafio y coloracion de sus hojas y el tamafio de la planta (Castillo & Perez, 2011).

En el corte transversal (CT) de la hoja de O. basilicum var. Morada, se observa una
coloracion morada caracteristica de la epidermis, la cual difiere de las otras dos variedades y
de lo reportado para la especie O. micranthum (Castillo & Perez, 2011), las cuales no
presentan esta coloracion. Esta es una caracteristica diagnostica al momento de identificar

microscopicamente las variedades y especies de albahaca.

Segun lo reportado por Castillo y Pérez (2011) para O. micranthum, la lamina en el
CT presenta una cuticula delgada seguida de una epidermis uniestratificada con células

heterogéneas, lo cual es similar a lo encontrado para las tres variedades de O. basilicum.
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Tanto en O. micranthum (Castillo & Pérez, 2011) como en las tres variedades de O.
basilicum, el parénquima en empalizada ocupa un poco mas de la mitad del mesofilo y el
resto estd conformado por parénguima esponjoso, lo cual concuerda con lo reportado en la

literatura para O. basilicum (Sam, de la Luz & Barroso, 2002).

La disposicién de los tejidos en el CT de la nervadura central encontrada en este
estudio para O. basilicum, var blanca y morada, coincide con lo reportado para Ocimum
micranthum (Castillo & Pérez, 2011), ya que en ambas especies se observa una disposicion
colateral en el haz vascular en forma de abanico. La disposicion del haz vascular en Ocimum
basilicum var genovese es con un angulo mas cerrado que el de las otras variedades

presentando una forma de arco, constituye una caracteristica distintiva de la variedad.

La presencia de pelos glandulares y no glandulares se relaciona con funciones de
proteccion a la planta pero su mayor importancia se encuentra con el valor para la
identificacion de especies (Renddn-Carmona, Ishiki-Ishihara Terrazas, & Nieto-Lopez,
2006). En el indumento de las tres variedades se observan distintos tipos de pelos no
glandulares que se encuentran sobreelevados en la epidermis, la mayoria son pluricelulares
uniseriados de3 a 5 células, algunos son agudos y curvos con paredes engrosadas y algunas
levemente verrucosas, estas variedades de tricomas son caracteristicas de la familia
Lamiaceae (Solerender, 1908; Metcalfe & Chalk, 1979). Asi también la morfologia y el
numero de celulas tanto en el pie como en la cabeza secretora de los pelos glandulares,
concuerda con lo descrito por Castillo y Pérez (2011) para O. micranthum y también descrito

en la literatura para algunos géneros de la familia (Novoa, Monti & Viscaino, 2005). Por lo
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que esta caracteristica no posee valor diagnéstico para diferenciar entre especies y

variedades.

En el CT del peciolo, se observaron varias similitudes en las tres variedades, ya que
poseen un contorno céncavo-convexo, un haz vascular en disposicion colateral, y las tres
poseen l6bulos prominentes, redondeados con restos de hacecillos con casquetes de
colénquima angular sub epidérmico, caracteristico de la familia Lamiaceae (Disapio, Bueno,

Busilacchi, Quiroga &Severin, 2011).

En los cortes realizados en el tallo se observo que las tres variedades de O. basilicum
presentaron un tallo en forma cuadrangular con vértices muy pronunciados, lados deprimidos
y una pequefia prominencia en la zona media. En la zona cortical de los vértices por debajo
de la epidermis, se observé colénquima angular que ocupa una gran parte del vértice, y en
las prominencias de los lados se reduce el nimero de capas de colénquima observando
principalmente parénquima angular y seguido de este el floema y el xilema en disposicion
colateral, lo cual concuerda con lo reportado para O. micranthum (Castillo & Pérez, 2011),
en donde también se describe la presencia de glandulas productoras de aceite, tricomas
glandulares asi como uniseriados tipo tector de dos o méas células en el limbo, como lo
observado en el presente estudio y lo cual constituye una caracteristica general para otras
especies de labiadas (Novoa, Monti & Vizcaino, 2006, Disapio, Bueno, Busilacchi, Quiroga
& Severin, 2011), por lo que este hallazgo puede ser utilizado para identificar la familia, sin

embargo no es distintivo de la especie.
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Se determind el indice de estomas para cada variedad de O. basilicum y se comparé
con lo reportado por Castillo & Perez (2011) para O. micranthum, siendo esta ultima la que
presento un indice mas alto, seguido por la variedad morada, luego la variedad blanca y por
ultimo la variedad genovese. Se ha observado que el indice de estomas es varia segun las
condiciones ambientales a la que el material vegetal se encuentre expuesto (Torral,
Manriquez, Navarro, Tersi & Naulin, 2010). Ya que la materia vegetal fue recolectada en
diferentes regiones del pais en donde se presentan diversas condiciones ambientales, es
posible que por esta razén presenten variacion en el indice de estomas entre variedades y

especies.

Tanto el diafanizado de hoja como el disociado de hoja de todas las muestras
evidenciaron la presencia de las mismas estructuras las cuales pueden ser utilizadas en el

control de calidad de la especie, mas no de la variedad.

Se determing la presencia de metabolitos secundarios por medio de cromatografia en
capa fina, las variedades moradas y blancas no presentaron diferencia con lo reportado por

Castillo y Pérez (2011) para O. micranthum.

O. basilicum en su variedad genovese difiere en presencia de metabolitos secundarios
con las otras dos variedades y con lo reportado para O. micranthum (Castillo & Pérez, 2011),
ya que no presento flavonoides y saponinas, por lo que este dato puede ser de utilidad para
diferenciar propiedades farmacoldgicas ya que los flavonoides confieren propiedades

antioxidantes (Martinez, Gonzalez, Cukebras & Tufion, 2002) y las saponinas propiedades
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hipocolesteromizante, por lo que una mala identificacion puede interferir con las propiedades

medicinales atribuidas a la especie.

Se realizaron pruebas de pureza para las tres variedades y se compararon con lo
reportado para O. micranthum. Se encontrd que la variedad morada y la variedad genovese
son las que presentan menor porcentaje de humedad, y O. micranthum es la que presenta mas
elevado este parametro. Asi también se determind el porcentaje de cenizas totales,
obteniéndose en mayor porcentaje en la variedad blanca y la morada, lo que determina que
poseen mayor cantidad de residuos fisiologicos de la planta. Debido a que la variedad blanca
y morada presentaron un porcentaje de cenizas totales elevado, se realizo la prueba de cenizas
insolubles en acido las cuales miden la cantidad de silice presente, especialmente como arena
y tierra silicea. Estas dos variedades fueron cultivadas en el mismo suelo por lo que
concuerda la similitud del resultado de cenizas. Cabe resaltar que para futuros estudios es
importante el analisis del suelo de donde se recolectan las variedades para tomar en cuenta
en parametros de control de calidad. Estos resultados proporcionan informacion para el

control de calidad de la materia vegetal.

Los estudios con extractos acuosos y aceites esenciales de diversas plantas han
colaborado con el control vectorial de diversas enfermedades, se centra en la eliminacion del
estado larvario de los mosquitos, reportandose mas de 140 especies de plantas con

propiedades larvicidas (Pérez, Rodriguez, Lara, Montes & Ramirez, 2004).

108

—
| —



De los aceites esenciales y extractos etandlicos estudiados, ninguno presento
actividad larvicida contra Anophelesalbimanus y Aedes aegypti en los cuatro estadios
larvarios en tres distintas diluciones (100%, 50% y 25 %) por lo que el CL 100% > 1 mg/dL.
Estos resultados son concordantes con lo reportado por otros autores, ya que el estudio de
Murugan, Murugan & Noortheen (2007), el extracto de O. basilicum no presenté actividad
citotoxica frente a larvas de los cuatro estadios; existen otros estudios de evaluacion de
citotoxicidad con otros géneros de Ocimum los cuales no han presentado ninguna actividad.
Respecto a O. micranthum segin Barreira, de Morais, Lima & Pinho en su estudio
encontraron que esta planta present6 toxicidad obteniendo un LCso de 67ppm donde existe
una diferencia con los resultados obtenidos, por lo que quedara investigar mas al respecto ya

gue no existen otros estudios similares.

En la determinacion de la toxicidad aguda con el test de Artemia salina, con la
obtencion de los extractos etandlicos como de los aceites esenciales, se puede observar en
los resultados que tanto O. basilicum variedad morada, O. basilicum variedad blanca, O.
basilicum variedad genovese, y O. micranthum no mostraron actividad biocida, por lo que
no fue posible calcular su CLso, y por lo tanto es considerado no téxico ya que una sustancia
es activa cuando su CLso es menor a Img/mL indicando que la actividad biocida se logra a
bajas concentraciones (Mongelli, Coussio & Ciccia, 1995). Estos resultados concuerdan
segun Reyes & Patifio (2007) donde se buscé actividad citotoxica en dos especies de Ocimum
basilicum, una sin pigmentacion y otra con pigmentacion morada, obteniendo del primer
ejemplar un valor de CLsode 20.41 pug/mL después de 24 horas de exposicion, clasificandose

como un aceite de baja toxicidad, mientras que para el segundo ejemplar el resultado de esta
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actividad no fue reproducible. Otro estudio que fortalece nuestros resultados fue realizado
por Gutiérrez (2007) donde el CLsode Ocimum basilicum L. fue de 2133.34 ppm indicando
esto segun parametros establecidos como una sustancia no téxica. Existen mas estudios de
distintas especies de albahaca como por ejemplo el realizado por Parra, Yhebra, Sardifias, &
Buela (2001), donde no se encontro actividad citotoxica a O. gratissimum L. y O. tenuiflorum
L. Una de las limitaciones que sobresale en este estudio es que no se contdé con todos los
datos suficientes de la otra especie en comparacion, y tampoco existen estudios relacionados
con las especies y variedades por lo que no se puede llegar a un resultado concreto, lo que
conlleva a futuras investigaciones. Por todo lo anteriormente descrito, se puede concluir que

ninguna de las plantas estudiadas presentd toxicidad con ambos ensayos realizados.

Con el fin de detectar si hay o no diferencia entre las 4 variedades, se realiz6 la prueba
de Kruskall-Wallis para la comparacion del porcentaje de humedad y de cenizas totales, y en
base a los resultados, se concluye que no hay diferencia significativa entre las variedades

estudiadas.
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X. CONCLUSIONES

O. basilicum en las variedades morada y la blanca se diferencian por la coloracion de sus
hojas y flores y estas con la variedad genovese por la forma y tamafio de las hojas.

Las tres variedades de O. basilicum se diferencian de O. micranthum tanto en la forma,
tamanio y coloracion de sus hojas y el tamafio de la planta.

El indice de estomas es una caracteristica de diferenciacion entre las tres variedades de
O. basilicum y O. micranthum,

Las cenizas acidas es una parametro para diferenciar entre variedades y especie de O.
micranthum y O. basilicum.

La ausencia de flavonoides y saponinas es una caracteristica de diferenciacion en O.
basilicum variedad genovese

O. micranthum y O. basilicum en sus tres variedades, no presentaron toxicidad aguda
contra Artemia Salina.

O. micranthum y O. basilicum en sus tres variedades, no presentaron actividad larvicida

utilizando Aedes aegypti y Anopheles albaminus
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Xl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de actividad farmacoldgica, para comprobar si las tres variedades de O.
basilicum y O. micranthum pueden ser utilizadas indistintamente por la poblacion.
Realizar estudio de metabolitos secundarios por medio de cromatografia de gases para
comprobar o descartar que existan diferencias que no se pueden evidenciar con estudio
de cromatografia en capa fina.

Realizar ensayos acaricidas, de repelentes para mosquitos, biocidas y antifingicos con
las plantas de estudio para determinar si estas pueden ser utilizadas con otros fines a parte

del medicinal y culinario.
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ANEXOS

'ﬁ HERBARIO BIGU

Escuela de Biologia
Facultad de C.C.Q.Q. y Farmacia

Guatemala, 04 de junio de 2012

A QUIEN CORRESPONDA:

Por este medio se hace constar que los estudiantes (as) Miguel Angel
Pontaza Tello carné 200610147; Edson Omar Saban Culajay carné 200610228
e Tlse Margoth Fernandez Paz carné 200510395 de la carrera de Quimica
Biolégica, de la Facultad Ciencias Quimicas y Farmacias, ingresaron al
herbario BIGU el espécimen de la especie Ocimum micranthum Willd. familia
LAMIACEAE la cual fue ingresada al libro de inventario y se le adjudico el
namero de Boucher 60622; por lo que a solicitud de los interesados (as), se
les extiende la presente en el mismo lugar y fecha arriba indicados.

Atentamente

“ID Y ENSENAD A TODOS”

P I

Ing. For. Luis E. Veldsquez Méndez ™
Coordinador a.i.
Herbario BIGU, Escuela de Biologia

USAC, ZONA 12 « Guatemala, C.A. * Telefax: (502) 2476-9856 + 5994-7987 E-mail: marioveliz@yahoo.éom
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HERBARIO BIGU

Escuela de Biologia
Facultad de C.C.Q.Q. y Farmacia

Nl

Guatemala, 28 de mayo de 2012

A QUIEN CORRESPONDA:

Por este medio se hace constar que los estudiantes (as) Miguel Angel
Pontaza Tello carné 200610147; Edson Omar Saban Culajay carné 200610228
e Ilse Margoth Fernandez Paz camé 200510395 de la carrera de Quimica
Bioldgica, de la Facultad Ciencias Quimicas y Farmacias, ingresaron al
herbario BIGU el espécimen de la especie Ocimum basilicum L. familia
LAMIACEAE la cual fue ingresada al libro de inventario y se le adjudico el
ntmero de Boucher 60601; por lo que a solicitud de los interesados (as), se
les extiende la presente en el mismo lugar y fecha arriba indicados.

Atentamente

“ID Y ENSENAD A TODOS”
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/) _MI//./' = a ,

Ing For. Luis E. Velasquez Méndez™*
Coordinador a.i.
Herbario BIGU, Escuela de Biologia

USAC, ZONA 12 « Guatemala, C.A. * Telefax: (502) 2476-9856 « 5994-7987 E-mail: marioveliz@yahoo.com
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