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Resumen

La “Redondita de Agua” (Hydrocotyle bonariensis L.) es una planta autdctona del continente americano
muy utilizada por los nativos para el tratamiento de las afecciones cutaneas. Debido a su gran parecido
fisico y a la semejanza de sus propiedades, es muy frecuente su confusion con la “Centella” (Centella
asiatica (L.) Urb.). El siguiente trabajo tiene por objetivo establecer parametros macro y microscépicos,
asi como también fitoquimicos, que permitan la diferenciacion de una, de la otra ya sea, en estado seco,
entero, fragmentado o en polvo. Se establecieron parametros histoanatdémicos de hoja, tallo, peciolo y
fruto para la caracterizacién y comparacion botanica de Hydrocotyle bonariensis L. con Centella asiatica
(L.) Urb., asi como también se desarrollaron cromatografias en capa delgada (TLC) con el mismo fin. Por
otra parte, se analizd la presencia de acido ursolico y oleandlico para el potencial uso de esta especie
como materia prima en medicamentos.
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1.Introduccion

Las plantas se han utilizado como herramienta para restablecer la salud desde tiempos antiguos, no
so6lo por el hombre, sino también incluso por muchos animales. La diferencia entre ambos radica en que
el hombre dio un paso mas alla del uso instintivo de los animales al tomar una actitud mas racional hacia
su utilizacion.

Através de la experiencia, una investigacion mas exhaustiva y los distintos medios de transmision de
la informacion, el ser humano fue adquiriendo diversos conocimientos sobre las propiedades medicinales
de las plantas. Este variado repertorio de saberes conformé la base de la terapéutica de multiples culturas
a lo largo de la historia.

Los registros escritos mas antiguos sobre uso de plantas medicinales fueron confeccionados por el
pueblo sumerio hace 5000 afios. Dichos registros referian a mas de 250 plantas, entre las cuales se
destacan la amapola, el belefo y la mandragora (Bauer Petrovska, 2012). Con el paso del tiempo, estos
registros fueron apareciendo en todas las culturas antiguas. Como ejemplo de ésto puede citarse:

» El Papiro de Ebers (pueblo egipcio, 1700 a.C.), donde figura como hierbas medicinales la menta,
el ricino, el anis, los &loes, etc. (Pergola, 2009).

» ElPen Tsao (China, 2800 a.C.), primer herbario médico, es una compilacion que incluye 365 plantas
confeccionado por Shen Nung, también conocido como El Emperador Rojo (Pergola, 2009).

» Loslibros sagrados indios, Vedas, también mencionan el tratamiento con plantas medicinales, como
por ejemplo la pimienta, la nuez moscada y el clavo de olor (Bauer Petrovska, 2012).

» La Biblia y el Talmud reflejan el uso de la mirra y el incienso en rituales aromaticos que acompa-
Aaban a determinados tratamientos (Bauer Petrovska, 2012).

En la Antigua Grecia, varios personajes de importancia histérica se dedicaron al estudio de las plantas
medicinales y sus usos en la terapéutica. Como ejemplo pueden citarse a Herodotus (500 a.C.), quien
refiere a los usos del ricino, Orpheus, al ajo y al eléboro; y Pitagoras, a la cebolla albarrana, la mostaza y
la col. Pero uno de los mas importantes fue el padre de la medicina, Hipdcrates, en cuyos escritos pueden
encontrarse mas de 300 plantas clasificadas en funcién de su accién fisiolégica (Bauer Petrovska, 2012).

Con la expansién del Imperio Romano, muchos de los saberes sobre medicina se expandieron por
el continente europeo. Pero la personalidad mas destacada de esta época fue Galeno (s. Il d.C.), quien
sento las bases de la anatomia y clasificé las enfermedades segun su origen (internas, externas y por
conjugacion de ambos tipos). Esta clasificacion perdurd durante toda la Edad Media hasta la llegada de
Vesalio (Pergola, 2009).

Cabe destacar que durante la Edad Media, el conocimiento sobre plantas medicinales, la habilidad
para curary para la preparacion de drogas, paso a los monasterios, donde se manejaban con un nimero
muy limitado de plantas (Bauer Petrovska, 2012). Esto, sumado a la inquisicion, generé el poco avance
en las ciencias en general (Pergola, 2009). Pero gracias a las invasiones arabes, nuevos conocimientos
en la materia serian introducidos en Europa paulatinamente (Pergola, 2009).

Mientras que esto ocurria en el viejo continente, en la América Precolombina, el uso de plantas me-
dicinales ya se habia desarrollado. Utilizaban los estigmas del maiz como diurético, el pimiento para las
afecciones cutaneas (cocimiento de las hojas), calculos renales (cocimiento de la corteza), en el tratamiento
de heridas (emplastos de la resina) y contra parasitos (supositorios a base de la resina). Otra planta muy
utilizada fue la ipecacuana por sus propiedades eméticas. Cabe destacar la obtencion de balsamos del
grupo del benjui, actualmente conocido como balsamo del Peru (Pergola, 2009).

Superada la Peste Negra, el descubrimiento de América, los viajes de Marco Polo y la invencion de
la imprenta en el siglo XV, comienza el Renacimiento y surgen las figuras de Paracelso, Samuel Hahne-
mann y, mas adelante, Thomas Sydenham. Estos hombres revolucionaron la terapéutica del Medioevo
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y ampliaron el repertorio terapéutico e incluyeron las medicinas que se utilizaban en el Nuevo Mundo
(Pergola, 2009; Bauer Petrovska, 2012).

Los distintos aportes de los cientificos de la época sentaron las bases de un nuevo movimiento ideolo-
gico que marcaria la historia: el lluminismo. Esta ideologia significé un verdadero avance para la ciencia
médica, viéndose favorecida también, por la introduccién de nuevas plantas medicinales gracias a las
expediciones botanicas realizadas por los espafioles en América.

Con la implementacion de nuevas especies en la terapéutica, fue necesaria su clasificacion. Tal tarea
fue realizada en el siglo XVIII por el naturalista sueco Carl von Linneo. Esto contribuyé a disminuir los
errores en el uso de la fitoterapia, evitdndose asi la confusion de las especies (Pergola, 2009).

A partir de siglo XIX nuevos elementos se suman a la terapéutica, entre ellos, el aislamiento de mu-
chos principios activos a partir de su fuente vegetal. Como por ejemplo: la morfina y otros alcaloides de
la amapola (1806), la quinina (1820), la estricnina (1817), etc (Bauer Petrovska, 2012).

A medida que nos adentramos en el siglo XX, la fitoterapia es dejada de lado y nace la industria far-
macéutica, la cual se basa en la utilizacién del principio activo aislado. Posteriormente, estos farmacos
se modificaron para mejorar su accién terapéutica y disminuir sus efectos adversos. Es aqui cuando
aparecen los medicamentos de sintesis y semisintesis (Pergola, 2009).

Hoy en dia, la industria farmacéutica es una de las industrias mas poderosas a nivel global. Constan-
temente se encuentra en la busqueda de nuevos e innovadores farmacos con los cuales responder a la
demanda sanitaria actual. Por esta razén, y debido a que la obtencion de farmacos a partir de la sintesis
es limitada para el desarrollo de moléculas de novo complejas, la industria se ha inclinado hacia la bus-
queda de sustancias que proporcionen una estructura basica a partir de la cual trabajar. Estas complejas
estructuras abundan en las plantas, quienes de por si pueden tener actividad terapéutica. Gracias a ello,
el uso de plantas medicinales ha tenido un resurgimiento en nuestros tiempos, no sélo como materia prima
para la elaboracién de medicamentos, sino como un nuevo tipo de medicamentos: Los Medicamentos
Fitoterapicos o Medicamentos Herbarios.

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) define a los
medicamentos fitoterapicos como aquellos “...que contengan como principio activo drogas vegetales puras
y/o mezclas definidas de estas y/o preparados de drogas vegetales, tradicionalmente usadas con fines
medicinales, y que no contengan sustancias activas quimicamente definidas o sus mezclas aun cuando
fuesen constituyentes aislados de plantas, salvo los casos que asi se justifiquen” (Res. 144/98, 1998).

Segun la base de datos estadisticos sobre el comercio de mercaderias (COMTRADE) de la Division
de Estadisticas de las Naciones Unidas, en el afio 2011, en el mundo se exportaron el equivalente a Us$
2.415.643.353 en plantas con fines medicinales, cosméticos o como insecticidas, etc. Siendo que, en
el aflo 2008, solo se exportaron Us$ $1.562.871.976 (UN COMTRADE, s.f.). Lo que refleja la creciente
importancia que va adquiriendo el uso de plantas medicinales en la actualidad.

En la Argentina, la utilizacion de plantas medicinales autéctonas como materia prima para medica-
mentos apenas esta iniciando. Por lo que es de vital importancia realizar una investigacion metddica y
exhaustiva de la flora local para poder asi responder eficientemente a los nuevos desafios que presenta
la terapéutica e, insertarnos y posicionarnos en este creciente mercado a nivel mundial.

Pero desgraciadamente, cuanto mas rentable sea este mercado, mas factible es la introduccién de
productos alterados y adulterados. Lo cual es de especial preocupacién porque supone un potencial
riesgo para la salud de quienes los consumen. Esto se debe, no sélo a que la cantidad de los principios
activos pueda ser menor o nula con respecto a los legitimos, sino también al agregado de otras especies
que contengan sustancias nocivas para el individuo.

Por ello, es necesario el desarrollo de métodos eficientes para diferenciar aquellos que son legitimos
de los que no lo son, y asi poder asegurar la calidad y seguridad de las plantas medicinales que utilizaran
tanto los pacientes como los laboratorios para la fabricacion de nuevos medicamentos.
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2. Objetivos

Objetivos Generales
» Diferenciar macroscopica, microscopica y fitoquimicamente Hydrocotyle bonariensis L. de Centella
asiatica (L.) Urb. a fin de evitar la adulteraciéon de una con la otra.
Objetivos Especificos

* Analizar los elementos caracteristicos de las hojas, tallos, peciolos y frutos de Hydrocotyle
bonariensis L.

» Describir las caracteristicas diferenciales de hoja, tallo, peciolo y fruto de Hydrocotyle bonariensis
L.

» Determinar la presencia de acido ursélico y/u oleandlico en Hydrocotyle bonariensis L. ya sea como
aglucon de los principios activos o como triterpenos libres.

» Establecer parametros histoanatomicos y fitoquimicos que permitan el reconocimiento de Hydrocotyle
bonariensis L., ya sea, entera, fragmentada, pulverizada o el extracto de la misma.

» Establecer un perfil cromatografico por Cromatografia en Capa Delgada (TLC) de los metabolitos
secundarios presentes en las partes aéreas de Hydrocotyle bonariensis L.



Tesinas Comparacion Histoanatomica y Fitoquimica entre Hydrocotyle bonariensis L.y Centella asiatica (L.) Urb

3.Antecedentes
3.1. Generalidades del Género Hydrocotile L.

El género Hydrocotyle L. (Apiaceae, Hydrocotyloideae) se encuentra ampliamente distribuido por todo
el mundo y esta compuesto por diversas especies herbaceas anuales y perennes adaptadas a varios tipos
de humedales (Alvarez et al., 2008). Incluido por primera vez dentro de las Umbeliferas por Tournefort a
finales del siglo XVII (Diaz Pita, 2011), actualmente cuenta con alrededor de 80 especies distribuidas a
nivel mundial (Lucena et al., 2001), habiendo en Argentina 13 especies (Zuloaga & Morrone, 1999). De
estas 13 especies pueden citarse:

. bonariensis Lam.

. bowlesioides Mathias & Constance
. chamaemorus Cham. & Schitdl.
. callicephala Cham.

. cryptocarpa Speg.

. exigua (Urb.) Malme.

. filipes Mathias.

. indecora DC.

. leucocephala Cham. & Schitdl.
. modesta Cham. & Schitdl.

. H. pusilla A. Rich.

. H. ranunculoides L.f.

. H. verticillata Thunb.

R g g g e e e e i i

Usos tradicionales de Algunas especies del Género Hydrocotile L.

Hydrocotyle bonariensis L.: se destaca su uso tradicional contra los eritemas cutaneos (Lucena et al.,
2001). Sus otros usos tradicionales se mencionan en la seccion correspondiente.

* Hydrocotyle ranunculoides L.f.: Posee similares usos a H. bonariensis. La raiz tiene propiedades
diuréticas y desobstruyente del higado. También se utiliza para enfermedades infecciosas (Lucena
et al., 2001).

Otras Hydrocotyles con ensayos que demuestran actividad terapedtica

* Hydrocotyle javanica Thunb.: posee una potente capacidad para neutralizar el veneno de algunos
ofidios, por lo que tiene un potencial uso como coadyuvante en la terapia contra el envenenamiento
producido por mordeduras de serpientes, especialmente contra los efectos locales del veneno de
cobra (Kumarapppan et al., 2011).

* Hydrocotyle leucocephala Cham. & Schitdl.: posee diacetilenos inmunosupresores, ceramidas y
cerebrésidos que demostraron ser activos en el ensayo de produccion de citoquinas inducida por
lipopolisacarido (LPS) para IL-10, IL-12 y TNF-q; por lo que tendria un potencial uso en el tratamiento
de la artritis reumatoidea (Ramos et al.,2006).

* Hydrocotyle sibthorpioides Lam.: demostré actividad antitumoral en ratas (Yu et al., 2007) y efecto
protector en el dafio hepatico y la fibrosis inducida por la ingesta cronica de alcohol en ratas (Huanga
et al.,, 2013).

* Hydrocotyle umbellata L.: ha demostrado tener efecto ansiolitico y sedante en ratones (Rocha et
al., 2011).

10
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3.2. Centella asiatica (L.) Urb.

Conocida como Indian pennywort, Gotu kola, Hidrocoétile o simplemente Centella (Alfa Beta, s.f.), es
una planta herbacea perteneciente al género Centella L. (antes Hydrocotyle asiatica L. ) originaria de la
zona paratropical del océano indico que, con el tiempo, fue expandiéndose a distintas zonas geograficas,
incluyéndose el norte de nuestro pais (Lucena et al., 2001; Zuloaga & Morrone, 1999) (Fig. 1).

Su amplia distribucion a lo largo del mundo ha permitido su variada utilizacion a través del tiempo,
adjudicandole multiples propiedades en funcion de la cultura que la ha implementado, coincidiendo todas
en su eficacia en el tratamiento de afecciones dérmicas diversas.

Figura 1. Centella asiatica (L.) Urb. (Alonso, 2009).

Cabe aclarar, que si bien Hydrocotyle asiatica L. es un sinénimo de Centella asiatica (L.) Urb., el gé-
nero al que pertenece actualmente esta planta es el de Centella L. y no el de Hydrocotyle L. (Zuloaga &
Morrone, 1999).

Pese a su gran semejanza, el género Centella L. se diferencia del Hydrocotyle L. “...por la presencia
de vainas foliares y frutos de mayor tamafio con costillas secundarias” (Lucena et al., 2001, p. 28).
Parte Usada

Partes aéreas desecadas o la planta entera (WHO, 1999).

Descripcion Macroscopica

La Centella asiatica (L.) Urb. es una planta herbacea, perenne y polimorfa de mas-menos 20 centime-
tros de alto. Posee estolones y tallos postrados de los cuales brotan entre uno y tres peciolos. Sus hojas
verde grisaceas son simples, pecioladas, paralinervadas y su lamina es orbicular-reniformes. Miden 1,5
a 7 centimetros de ancho y de 1 a 6 centimetros de largo. Su apice es redondeado, obtuso a truncado y
de margen crenado. Sus peciolos fistulosos miden hasta 15 centimetros de largo y estan ensanchados
en la base (Argentina, Ministerio de Salud de La Nacion, s.f.; WHO, 1999).

1
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Sus inflorescencias son pequenas umbelas simples que contienen generalmente 3 a 5 flores sési-
les, de color blanco o rosado palido y con pedunculo generalmente corto. El fruto es un diaquenio liso
y comprimido con aspecto orbicular. Es tan ancho como largo y esta comprimido lateralmente. Posee
7 nervaduras(costillas) por mericarpio, pericarpio muy grueso, reticulado y de color pardo oscuro. Sus
semillas son pequefias y comprimidas (Argentina, Ministerio de Salud de La Nacion, s.f.).

Descripcion Microscépica

La epidermis de la hoja posee células poligonales de paredes rectas y estomas en ambas caras, en
su mayoria del tipo rubiaceo o paracitico y una pequefia proporcion de anisociticos. Presenta cuticula
estriada y tricomas eglandulares simples, uniseriados, retorcidos y generalmente con 2 a 3 células. La
diferencia entre la epidermis superior e inferior radica en que esta ultima posee células de mayor tamafio
y escasos tricomas.

La seccion trasversal de ambas epidermis (Fig. 2) esta constituida por células rectangulares, tangen-
cialmente aplanadas y alternadas con células papilosas cuadrangulares.

El parénquima en empalizada abarca 2 a 3 capas de células y el parénquima lagunoso, 6 a 7 capas
con varios espacios intercelulares, algunas células incluso presentan drusas de oxalato de calcio. La
nervadura muestra 2 o 3 capas de células sin cloroplastos. También puede observarse que el colénquima
estéa constituido por 2 o 3 capas de células. La zona parenquimatosa también posee 7 haces vasculares,
los cuales poseen 15-23um de diametro. Se puede apreciar rodeando la nervadura media, un numero
variable de canales secretores.

Estoma

Drusa de oxalato de calcio

Canal Secretor

X0 77 Colénquima
e q

- Esclerénquima

Parénquima clorofiliano

o) Floema
M "<
[Z0%0 | Tejido secretor

Figura 2. Corte transverso de hoja de Centella asiatica (L.) Urb. 40x (Simbologia Metcalfe y Chalk) (Argentina, Ministerio de
Salud de La Nacién, s.f.).

El peciolo (Fig. 3) posee un contorno circular, levemente aplanado y con un aspecto canaliculado. Las
células de la epidermis son cuadrangulares, algo papilosas con tricomas eglandulares y estomas similares
a los de la hoja, posee una cuticula delgada y estriada. Mientras tanto, en la posicion subepidérmica, se
observan entre 2y 3 filas de colénquima, llegando a 5 en las aristas. Posee 7 haces vasculares colaterales
dispuestos en circulo y en el parénquima que los separa, pueden apreciarse drusas de oxalato de calcio
y varios canales secretores. Cabe destacar, que cada arista lleva un haz vascular reforzado del lado del
floema por fibras (Argentina, Ministerio de Salud de La Nacion, s.f.).

12
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e Colénquima
.&:}. 2RI

Parénquima clorofiliano

Floema

Xilema

Figura 3. Corte transverso de peciolo de Centella asiatica (L.) Urb. 40x (Simbologia Metcalfe y Chalk) (Argentina, Ministerio de
Salud de La Nacién, s.f.).

En el caso de fruto (Fig. 4), éste posee células poligonales en la epidermis, haces de vasos anulares
y angostos, y células parenquimatosas que contienen drusas de oxalato de calcio. (WHO, 1999).

Figura 4. Fruto de Centella asiatica (L.) Urb. 25x (Argentina, Ministerio de Salud de la Nacion, s.f.).
Droga en Polvo

La Centella en polvo es de aspecto verde grisaceo en el cual se observan fragmentos de epidermis
con células poligonales, estomas paraciticos, tricomas eglandulares largos, delgados y retorcidos; células
parenquimatosas con drusas de oxalato de calcio; fibras y fragmentos de nervadura con vasos lefiosos
estrechos y anillados (Argentina, Ministerio de Salud de La Nacién, s.f.).

Constituyentes Fitoquimicos

Los méas importantes principios activos de Centella asiatica (L.) Urb. son los acidos triterpénicos asiatico
y madecasico, y sus ésteres glicosidicos o sapondsidos: asiaticosido y madecasosido (Fig. 5) (WHO, 1999).

rha-gle-gle- = CH.OH
oxe)

O-g-rhamnopyranosyl-(1-4)- OH
Of-0-glucopyranosyl{i—6)-
f-o-glucopyranosyl HO 0, 0,

or

O-6-deoxy-ur-L-mannopyranosyl-
(1-4)-0[}0?Iuoopyranusyl- HO

(1-6}-fFp-glucopyranasyl OH OH H

aslalic acid Ri=H , R2=0H asiaticoside R1=H , R2=rha-glc-gle-
madacassic acid R1=0H , R2=0OH madecassoside  R1=0H , R2 = rha-gle-gle-

-Figura 5. Estructura molecular de los acidos asiatico y madecasico, y sus glicésidos (WHO, 1999).
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Otros sapondsidos: centellésido, brahmdsido, brahminé-sido y las centellosaponinas B, C y D.

También posee flavonoides como el kampferol, la quercetina y sus heterésidos, acidos grasos como
linoleico, lignocérico, linolénico, oléico, palmitico, elaidico y estearico.

Ademas, contiene aceites esenciales (3-cariofileno, trans-farneseno, a-humuleno, a-copaeno, germa-
creno D, etc.) (Bruneton, 2001), taninos, fitosteroles (campesterol, sitoesterol, estigmaesterol), mucilagos,
resinas, aminoacidos libres (alanina, serina, aminobutirato, aspartato, glutamato, lisina y treonina), un
alcaloide (hidrocotilina) y un principio amargo (vallerina) (Alonso, 2009).

Farmacologia

Se ha observado en ensayos in vitro de cultivos de fibroblastos humanos, que bajas dosis de asiatico-
sido, asi como de &cido asiatico y madecasico, estimulan la produccién de colageno tipo | (WHO, 1999)
por parte de los fibroblastos y de mucopolisacéaridos (Bruneton, 2001). Algunos autores atribuyen esta
actividad sélo al acido asiatico y sus derivados (Bruneton, 2001).

En el caso de la prevencion de las cicatrices queloides o hipertréficas, el mecanismo de accion parece
ser doble, por un lado incrementa las sintesis de colageno y mucopolisacaridos ya mencionadas, y por el
otro, inhibe la fase inflamatoria de este tipo de cicatrices. También se ha propuesto que los asiaticésidos
estimulan la actividad de los miofibroblastos y colageno inmaduro, lo que interferiria con la formacion de
cicatrices.

El mecanismo por el cual el extracto de Centella asiatica (L.) Urb.es eficaz para el tratamiento de las
Ulceras estomacales y duodenales inducidas por el estrés, estaria asociado a una actividad depresora del
sistema nervioso central por parte de ésta, debido a un incremento en la concentracién de GABA (acido
y-aminobutirico) en el cerebro.

Otros ensayos clinicos respaldan su uso en los trastornos venosos, en el tratamiento de la lepra, y
otras patologias cutaneas (WHO, 1999).
Usos Terapéuticos y Tradicionales

Los usos terapéuticos, ya sean respaldados por datos clinicos, tradicién o datos folkldricos, se aprecian
en el siguiente cuadro:

Usos

Respaldados por datos clinicos Tratamiento de heridas, quemaduras y ulceras.
Prevencion de cicatrices queloides e hipertroficas.

Aceleracion de la curacién de heridas post-trauma y
postquirargicas cronicas.

Oralmente, en el tratamiento de Ulceras estomacales
y duodenales inducidas por el estrés.

Descritos en farmacopeas y medicina Tratamiento de Ulceras leprosas y desérdenes venosos.
tradicional
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Descritos en medicina folclérica, sin Terapia de albinismo, anemia, asma, bronquitis,
respaldo de datos clinicos o coélera, sarampidn, constipacion, dermatitis, diarrea,
experimentales mareos, dismenorrea, disenteria, disuria, epilepsia,

hematemesis, hemorroides, hepatitis, hipertension,
leucorrea, nefritis, desérdenes nerviosos,
neuralgia, reumatismo, sifilis, dolor de dientes,
ureitis, varices, celulitis, ictericia, y como
antipirético, analgésico, antiinflamatorio, agente
“cerebrotonico”.

Los cataplasmas han sido utilizados en el tratamiento
de contusiones, esguinces, fracturas cerradas y
furunculosis.

Cuadro 1. Usos Terapéuticos de Centella asiatica (L.) Urb. (WHO, 1999).

Otras acciones respaldados por ensayos clinicos: las geninas tienen accién antifungica contra el
Pytyrosporum ovale, accién antibacteriana contra el Propionibacterium acnesy otras bacterias patégenas,
y accion antifermentativa. Esto permite su aplicacién sobre la piel agredida (Alonso, 2009).

Efectos No Deseados

En el uso tépico e inyeccion intramuscular, se ha descripto sensacion de quemazoén y dolor, asi mismo
y menos frecuente, dermatitis de contacto, esta ultima pudiéndose deber a algin componente sensibi-
lizante en la preparacién. En el uso oral, las sobredosis o su uso prolongado, puede producir irritacion
gastrica, nauseas, ictericia, aumento de las enzimas hepaticas, dafio hepatico, afectar el ciclo menstrual,
hiperglucemia e hipercolesterolemia (WHO, 1999; EMEA, 2010).

Interacciones

No se han reportado interacciones (WHO, 1999; EMEA, 2010)

Contraindicaciones

La Centella asiatica(L.) Urb no debe administrarse en mujeres embarazadas debido a que en estudios
hechos en animales ha demostrado ser abortivo por via oral. Su uso tépico no se recomienda a aquellos
pacientes que presenten hipersensibilidad a cualquiera de sus componentes o a otras plantas de la misma
familia (WHO, 1999; EMEA, 2010).
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Algunos Productos Medicinales, Cosméticos y Alimenticios Comercializados en el Pais que

Contienen Centella asiatica (L.) Urb.

Nombre Principio Forma Cantidad Indicacién Laboratorio
Comercial Activo Farmacéutica
Nio Marine Plus Algas Marinas Crema 200 g Anticelulitico Lagos
+ centella o Reductor
asiatica. + asoc.
Caramelos con Centella asiatica | Caramelos 10 unidades Anticelulitico San Ceferino
Centella asiatica
Gold Nutrinat
Centella asiatica Centella asiatica | Comprimidos 40 unidades Anticelulitico Natufarma
Centella asiatica Centella asiatica | Comprimidos 20 unidades Anticelulitico ISA
Centella asiatica Centella asiatica | Comprimidos 30 unidades Anticelulitico La Serranita
Centella asiatica Centella Comprimidos 60 unidades Anticelulitico H. Médica
Garden House asiatica (50 mg) Argentina
Centella asiatica Centella asiatica | Capsulas 30y 60 Anticelulitico Drog.
Gold Fish unidades Argentina
Centella asiatica Centella asiatica | Comprimidos 12 Blisters de | Suplemento Biokosma
Plus 10 comprimidos Dietario
cada uno
Centella Centella asiatica | Comprimidos 30 unidades Bioestimulante| Wunder
asiatica WP Pharm
Centella Complex Centella asiatica | Comprimidos 20y 40 Anticelulitico Natural San
unidades
Centella Plus Centella asiatica | Comprimidos 30 unidades Suplemento Drog.
Dietario Argentina
Centella Centella asiatica | Crema 200 g Anticelulitico Temis-Lostalo
Queen NF Emulsion
Gel Exfoliante 200 g
para ducha
Centella Crema fria 200 g Bioestimulante
asiatica + asoc. para piernas
Comprimidos
Recubiertos 30 unidades Bioestimulante
Crema fria 200 g Anticelulitico
para piernas
cansadas
Crema para
celulitis 200 g Anticelulitico
Gel Anticelulitico Centella asiatica | Gel 200 mL Anticelulitico Drog.
Argentina
Hierbas del Centella asiatica | Crema 240 g Fitoterapico Hierbas del
Oasis Crema Oasis
Masajes
Reductores
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Hierbas del Centella asiatica, | Comprimidos 15 Blisters de | Suplemento Hierbas del
Oasis Suplemento Té verde, Ginkgo 10 comprimidog Dietario Oasis
Dietario + asociados cada uno
No Cell Centella asiatica | Tabletas 60 unidades Anticelulitico Empresa
Nutricién Arg.

Flebonat Centella asiatica | Comprimidos 30 unidades Flebotodnico Lafarmen

+ asoc.
Saint Gottard Centella asiatica | Saquitos 25 unidades Tisana Pharmamerican
Tisanas Celulitis + asoc. S.R.L.
Centella Queen Centella asiatica | Comprimidos 30 unidades Suplemento Temis-Lostalo
Complex + asoc. Dietario
Ginkan Baliarda Centella Ovulos 6y12 Antimicrobiano| Baliarda

asiatica + unidades y

miconazol + Reepitelizante

metronidazol + Vaginal

asoc.
Goicoechea Centella Crema 400 g Venotoénico Genomma
Crema mama asiatica + Lab.

cacao
Clevosan Centella Pomada 10,30y 60¢g Cicatrizante y | Baliarda

asiatica + Protector

Neomicina +

Oligbmeros Polvo 10y 3049 Dérmico

procianiddlicos

Centella Spray 20 mL

asiatica +

Tetracaina

Cuadro 2. Productos en el Mercado argentino que contengan Centella asiatica (L.) Urb. (Clyna S.A., 2013).

3.3. Hydrocotyle bonariensis L.

También conocida como “redondita de agua”, “paraguita” o “caa-ay” (Vivot et al., 2012), es una planta
herbacea ampliamente distribuida en Estados Unidos, Peru, Chile, parte de Brasil y Argentina (Silva et
al., 2009) (Fig.6). En la Republica Argentina, es cominmente hallada en pajonales, prederas humedas y
en los médanos del este y sur de la Provincia de Buenos Aires (Ouvifia et al., 2009).

Figura 6. Hydrocotyle bonariensis L..
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Descripcion Macroscoépica

Hierbas con tallos estoloniferos, nudos radicantes, pardos o blancos, rojizos, glabros y entrenudos
largos, entre 1,5-9,0 cm long. Hojas largamente pecioladas, ldmina peltada, orbicular a suborbicular,
glabra, con 11-19 nervios, base levemente emarginada, margen con 11 a 19 Iébulos, cada Iébulo con
3-5; peciolo y escapo glabros, de igual o mayor diametro que los estolones, de 3-40 cm long. Peciolo
con insercion levemente excéntrica en la lamina. Estipulas pequefias, membranaceas, castafias y con
puntos rojizos. Umbelas compuestas, con 6-16 radios y con algunas flores cortamente pediceladas entre
ellos, las umbélulas con flores hasta de 3° orden (raro 4° o 5° orden). Involucro con bracteas de 2 mm,
céncavas, aovado-triangulares a aovado-lanceoladas, apice agudo. Flores con pedicelos filiformes de
1-6 mm long. Pétalos color crema con manchas purpureas, irregularmente triangular, 0,5-1,0 mm long.
por 1,0-1,2 mm lat. Estambres de 1,2 mm long.; filamentos filiformes, atenuados en el apice. Estilopo-
dio plano, estilo filiforme, después de la antesis levemente atenuado, de 1 mm long. Fruto lateralmente
comprimido, orbicular, apice subemarginado, base emarginada, de 1,8-3,0 mm long. por 1,6-2,0 mm lat.
(Lucena et al., 2001, p. 22) (Fig. 7).

Figura 7. Hydrocotyle bonariensis L., planta entera.

Constituyentes Fitoquimicos

En la familia Apiaceae, las saponinas han sido reportadas en pocos géneros, entre ellos el género
Hydrocotyle L. (Tabopda et al., 2012).

En el caso de H. bonariensis L., se han aislado seis saponinas triterpénicas de tipo oleanana, siendo
éstas derivadas del barrigenol (Fig. 8).

Sus nombres completos son:

*  3-O-{b-D-glucopyranosyl-(1->2)-[a-L-arabinopyranosyl-(1 ->3)]-b-D-
glucuronopyranosyl}-21-O-(2-methylbutyroyl)-22-O-acetyl-R1-barrigenol

*  3-O-{b-D-glucopyranosyl-(1->2)-[a-L-arabinopyranosyl-(1->3)]-b-D-glucuronopyranosyl}-
21-0-(2-methylbutyroyl)-28-O-acetyl-R1-barrigenol

*  3-O-{b-D-glucopyranosyl-(1->2)-[a-L-arabinopyranosyl-(1->3)]-b-Dglucuronopyranosyl}-
21-O-acetyl-R1-barrigenol

*  3-O-{b-D-glucopyranosyl-(1->2)-[a-L-arabinopyranosyl-(1->3)]-b-D-glucuronopyranosyl}-
R1-barrigenol
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»  3-O-{b-D-glucopyranosyl-(1->2)-[a-L-arabinopyranosyl-(1->3)]-b-D-glucuronopyranosyl}-
22-0-(2-methylbutyroyl)-A1-barrigenol

. Saniculosido R,

Los primeros cinco compuestos han recibido el nombre de bonariendsidos A, B, C, D y E respectiva-
mente (Tabopda et al., 2012).

2-methylbutyroyl (Mb)

R R? R3 A
1 OMb Ac H \ICI!/
2 OMb H Ac acetyl (Ac)
3 OAc - -
4 OH H H
5 H Mb H
6 OMb o -

Figura 8. Estructura quimica de sapondsidos de H. bonariensis (Tabopda et al., 2012).

También posee otros compuestos como aceites esenciales, los cuales fueron identificados en un 77,1%
a partir de la hidrodestilacion de las hojas de Hydrocotyle bonariensis L.. Los constituyentes volatiles ob-
tenidos fueron en su mayoria monoterpenos (58,1%), siendo el (+)-limoneno el principal y encontrandose
libre de su enantiomero. Asi mismo se hallaron sesquiterpenos (19%, destacandose el y-muuroleno) v,
en menor concentracion, E-cariofileno, sabineno, a-copaeno, d-cadineno y y-terpineol (Silva et al., 2009).

Usos Tradicionales y Potenciales

Las hojas machacadas y en cataplasma se utilizan para tratar heridas infectadas e inflamaciones
del cutis. Tiene accidn diurética, hepatica, antihidrépica y pectoral en infusién y su decoccion se aplica
externamente para desaparecer las pecas. El jugo también posee propiedades diuréticas y, ademas, es
emético y se lo utiliza para enfermedades de pulmon, higado, vejiga y bazo (Vivot et al., 2012).

Es la planta mas utilizada por las poblaciones indigenas de América del Sur contra los eritemas cu-
taneos (Lucena et al., 2001).
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Ademas, tanto el extracto metandlico como la infusién obtenidos a partir de las partes aéreas de H.
bonariensis L., han demostrado tener actividad antiinflamatoria tépica, siendo el extracto metandlico el
mas activo (Ouvifia et al., 2009).

Algunos Productos Medicinales, Cosméticos y Alimenticios Comercializados en el Pais que
Contienen Hydrocotyle bonariensis L.

Nombre Principio Forma Cantidad | Indicacién Laboratorio
Comercial | Activo Farmacéutica
Sisairos Hydrocotyle Crema 50 g Dermofitoterapéutico | Arcano S.A.
bonariensis
+ Aloe vera

Cuadro 3. Productos en el Mercado argentino que contengan Hydrocotyle bonariensis L. (ANMAT, 2010).

3.4. Acido Ursélico y Oleanélico

Los acidos ursdlico y oleandlico (Fig. 9) son acidos triterpénicos pentaciclicos presentes en una gran
variedad de plantas. Estos compuestos han cobrado importancia en los ultimos anos debido a sus variadas
y potencialmente utiles actividades:

El acido ursélico ha demostrado actividad como inhibidor de la proliferaciéon de algunas lineas celulares
tumorales, al igual que algunos derivados del mismo (Ma et al., 2005). También se le han encontrado otros
usos potenciales al demostrarse que reduce la atrofia muscular y estimula el crecimiento del musculo en
ratén (Kunkel et al., 2011), ademas tiene funcion cardioprotectora (Liobikas et al., 2011), hepatoprotectora,
antiinflamatoria y antihiperlipidémica (Liu, 1995).

El acido oleandlico, al igual que el acido ursdlico, ha demostrado tener actividad antitumoral, hepato-
protectora, antiinflamatoria y antihiperlipidémica (Liu, 1995). También se ha comprobado que posee una
débil actividad anti-HIV in vitro (Mengoni et al., 2002) y es un débil inhibidor de la entrada del virus de
la hepatitis C. Por esta razén, se han estado ensayando derivados del mismo que han demostrado una
mayor potencia (Yu et al., 2013).

Figura 9. Estructura quimica de los acidos oleandlico (a) y ursolico (b) (Merk Research Laboratories, 2001).
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4.Materiales y Métodos
Material Vegetal

Las partes aéreas (hoja, tallo y peciolo) de Hydrocotyle bonariensis L. fueron recolectadas en las
dunas al norte de la ciudad de Villa Gesell, Provincia de Buenos Aires, durante el mes de noviembre del
afo 2012. Mientras que los frutos fueron recolectados en la misma localidad en la Avenida 6 y Paseo
102, durante los meses de enero y febrero del afio 2013.

Las partes aéreas desecadas de Centella asiatica (L.) Urb. fueron provistas por la Universidad de
Belgrano.

Técnicas Histolégicas

El material vegetal fue identificado por la Dra. Etile Spegazzini y secado a temperatura ambiente. La
siguiente seccién solo se aplico a Hydrocotyle bonariensis L., salvo el calculo del Indice de Estomas y de
Empalizada, que se le realizé también a Centella asiatica (L.) Urb..

Hojas

1- Vista Superficial: Para la observacién de las epidermis foliares (superior e inferior) e inervacion a
través de un microscopio éptico (MO), se procedio a diafanizar y eliminar la cutina con la técnica
de Carpano et al. (1994). Para determinar el indice de Estomas se calculé a través de la siguiente
férmula (Wallis, 1968):

IE = ]XIOO

[ E
(Cep. + E)

Donde IE es el indice estomatico; E es el nimero de estomas por campo de observaciény C_ es
el numero de células epidérmicas por campo de observacion.

El recuento se realiz6 diez veces tal y como sefala la técnica de Wallis (1968).

Para el célculo del indice de empalizada, se enfocd la epidermis superior y se dibujaron cuatro
células epidérmicas adyacentes y luego se enfoco el parénquima en empalizada subyacente, sin
mover el preparado, para dibujar las células que correspondian a las epidérmicas seleccionadas
anteriormente. Se procedi6 luego a contar las células en empalizada que se hallaban en el area
delimitada por las células epidérmicas. Si una célula estaba interceptada por el limite externo del
area considerada, ésta se incluia en el calculo sdlo si mas de la mitad se encontraba dentro este
area.

La formula utilizada fue la siguiente:

Siendo IE_ el indice en empalizaday C
epidérmicas (Albrecht et al., 2005).

el numero de células en empalizada, debajo de 4 células

emp’

Esta medicion se realizé en diez campos distintos y se promediaron los indices obtenidos.
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2- Transcortes: Se realizaron cortes transversales con un micrétomo de Ranvier a partir del material
seco. Los cortes se diafanizaron y se colorearon con safranina para poder distinguir los distintos
tejidos.

Tallo y Peciolo

Transcortes: Se practicaron cortes transversos con un micrétomo de Ranvier. Los cortes se diafani-
zaron y colorearon con safranina.
Fruto

Transcortes: Se practicaron cortes transversos con un microtomo de Ranvier. Los cortes se diafani-
zaron y colorearon con safranina.
Droga en Polvo

1- Se llevaron a polvo los tallos y hojas del material vegetal.

2- El polvo se diafanizd y se observé al microscopio.

3- Se establecieron elementos histolégicos de diagnéstico de cada érgano.

4

Se realizaron reacciones histoquimicas sobre el polvo con Anisaldehido Sulfurico.

Analisis Fitoquimico
Preparacion De Los Extractos

Tanto para la preparacion de los extractos de Centella asiatica (L.) Urb. como de Hydrocotyle bonariensis
L., se utiliz6 el material seco y molido de las partes aéreas (hojas, tallos y peciolos).

Se realizaron ocho extractos, cuatro de cada planta, con las siguientes técnicas:

a- Extraccién de saponinas: A partir del método modificado de Wagner y Bladt (1996), se macero por
tres dias, 2 g de la droga seca y fragmentada con 10 mL de etanol al 70%. El filtrado se evaporé
a 5 mLy 20-40 L de esta solucion se utilizaron para la Cromatografia en Capa Delgada (TLC).

Aproximadamente 3 mL del extracto anterior fue mezclado y agitado en una ampolla de decantacion
con 5 mL de n-butanol saturado con agua. La fase con n-butanol se separ6 y concentré a 1 mL; 20
WL fueron utilizados para la TLC.

b- Extracciéon de triterpenos y otros compuestos no polares: Se maceraron 2 g de la droga
fragmentada y desecada con 10 mL de cloruro de metileno durante tres dias. El filtrado se evaporé
a 3 mLy 20 pL fueron utilizados para la TLC.

c- Extraccion de triterpenos, saponinas hidrolizadas y otros compuestos no polares: Siguiendo
el método modificado de Wagner y Bladt (1996), se tomaron 2g de la droga fragmentada y desecada
y se la calent6 bajo reflujo durante una hora con 30 mL de una solucién 0,5 M de acido sulfurico.
El filtrado fue mezclado dos veces con 20 mL de cloruro de metileno. El extracto combinado de
cloruro de metileno fue deshidratado con sulfato de sodio anhidro, filtrado y llevado a sequedad.

El residuo se disolvié en 2 mL de una solucién cloruro de metileno-metanol (1:1), y 10 yL de esta
solucién se utilizaron para la observacion de los aglicones de las saponinas, los triterpenos y otros com-
puestos no polares por TLC.
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Cromatografia en Capa Delgada (TLC)

Soluciéon Muestra: Extracto etandlico, extracto butandlico (saponinas semipurificadas), extracto de
cloruro de metileno (triterpenos libres) y extracto hidrolizado de saponinas de Centella asiatica (L.) Urb.
e Hydrocotyle bonariensis L..

Preparacion de las Soluciones Estandares:
Se preparé una solucién estandar que contenia 3,0 mg/mL de acido ursélico y 2,0 mg/mL de acido
oleandlico en metanol (Tian et al., 2010).

Sistema Cromatografico para Saponinas:

Extractos Utilizados: Extractos etandlicos y butandlicos de Centella asiatica (L.) Urb. e Hydrocotyle
bonariensis L..

Fase Estacionaria: Cromatofolios Silicagel Merk HF 254 (250 mm).

Fase Movil: cloroformo-acido acético glacial-metanol-agua (60:32:12:8).

Desarrollo: Hasta una distancia de 10 cm.

Revelado: Una vez retirada la placa de la camara, se marco el frente del solvente y se la dejo secar al
aire y se la observo bajo la luz UV-254 nm. A continuacion se rocio el reactivo anisaldehido-4acido sulfurico
y se calent6 la placa a 100 °C durante 5 a 10 minutos. Luego se examiné la placa al visible.

Sistema Cromatografico para Triterpenos y Otros Compuestos No Polares:

Extractos Utilizados: Extractos hidrolizados y sin hidrolizar de cloruro de metileno de Centella asiatica
(L.) Urb. e Hydrocotyle bonariensis L..

Estandar Utilizado: Solucién estandar de acido ursdlico y oleandlico.

Fase Estacionaria: Cromatofolios Silicagel Merk HF 254 (250 mm).

Fase Movil: tolueno-acetato de etilo (9:1).

Desarrollo: Hasta una distancia de 10 cm.

Revelado: Se utilizé el mismo procedimiento sefialado en el sistema anterior.

5.Resultados
Hoja

En vista superficial (Fig. 10) se observaron: epidermis con células de bordes rectos, siendo la superior
mas estriada. En ambas se apreciaron estomas paraciticos.

Epidermis superior
@) ] @, 200x
/[ &@ Q?
i L@[

Epidermis inferior

Figura 10. Vista superficial de estomas en Epidermis de Hydrocotyle bonariensis L.

El indice de estomas para la epidermis superior dio un valor promedio de 14, mientras que para la
inferior dio 20; siendo el promedio igual a 17. También se observaron tricomas eglandulares unicelulares.

Los transcortes de hojas (Fig.11 y 12) mostraron una estructura bifasial y se aprecié una hipodermis
por debajo de la epidermis superior. Cabe destacar la presencia de varios canales secretores.
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El indice de empalizada dio un valor promedio de 3,50.

_ Esclerénquima

QONODOONODN0OONN0N

i1 Parénquima clorofiliano

Floema
Mmﬂmmﬂmﬂmmﬂmn Xilema

fo—lo 0045 | Tejido secretor

Figura 11. Corte transverso de hoja de Hydrocotyle bonariensis L. 40x (Simbologia Metcalfe y Chalk).

Colénquima

Parénquima
Clorofiliano

Haz Libero- Lefioso

Canal Secretor

Figura 12. Hoja: Canal secretor y haz Libero-Lefioso, mesdfilo

Tallo y Peciolo

El tallo (Fig. 13) presento haces Libero-lefiosos de estructura bicolateral y se detectaron abundantes

canales secretores.

Parénquima
clorofiliano

Floema

Colénquima
Esclerénquima

Xilema

Tejido secretor

Figura 13. Corte transverso de tallo de Hydrocotyle bonariensis L. 40x (Simbologia Metcalfe y Chalk) y
detalle del microscopio 6ptico.
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El peciolo no presento médula, poseia mas de siete haces libero-lefiosos y abundantes canales se-
cretores.

Canal secretor
400x

Peciolo J
100x &

Figura 14. Corte transverso del peciolo de Hydrocotyle bonariensis L. 100x y un canal secretor 400x.
Fruto

El fruto (Fig. 15), fuertemente comprimido lateralmente, poseia mericarpio glabro y canales incospicuos
y rudimentarios.

Parénquima clorofiliano

Floema

" 2 Tejido secretor
Ias

Figura 15. Corte transverso de fruto de Hydrocotyle bonariensis L. 40x (Simbologia Metcalfe y Chalk) y vista externa a 25x.

En su exterior pudieron apreciarse cinco costillas primarias, estando la dorsal notablemente mas
desarrollada que las laterales y éstas, a su vez, mas que las medianas que aparecian simplemente ar-
queadas. Las valleculas mas profundas eran las comprendidas entre las costillas medianas y laterales.
Cabe destacar que su cara comisural era plana.
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Droga en Polvo

Hydrocotyle bonariensis L. en polvo se observaron fragmentos de epidermis con células poligonales,
estomas paraciticos, tricomas eglandulares largos y unicelulares; células parenquimatosas; fibras y frag-
mentos de nervadura con vasos lefiosos anillados y reticulados.
Analisis Fitoquimico

Los distintos extractos ensayados fueron comparados a través de distintos sistemas cromatograficos
y revelados con luz UV-254 nm y anisaldehido sulfurico. Obteniéndose asi, un perfil caracteristico para
cada uno.
Sistema Cromatografico para Saponinas

Fase Movil: cloroformo-acido acético glacial-metanol-agua (60:32:12:8).

Fase Estacionaria: Cromatofolios Silicagel Merk HF 254 (250 mm).

Revelado: Uv 254 nm

Referencias

1: Extracto Etandlico de Centella
asiatica (L.) Urb.

2: Extracto Etandlico de Hydrocotyle
bonariensis L.

3: Extracto Butanodlico de Centella
asiatica (L.) Urb.

4: Extracto Butandlico de Hydrocotyle
bonariensis L.

Figura 16. TLC del sistema para saponinas revelado con luz Uv 254 nm.
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Extracto Extracto Extracto Extracto

Etandlico de Etandlico de Butandlico de Butanélico de
Centella asiatica Hydrocotyle Centella Hydrocotyle

(L.) Urb. bonariensis L. asiatica (L.) bonariensis L.
Urb.

R Color R¢ Color R¢ Color R Color
0,12 Celeste | 0,11 Celeste | 0,75 Celeste 0,57 | Celeste
0,57 Celeste | 0,46 Celeste | 0,87 Rojo 0,62 | Celeste
0,71 Celeste | 0,57 Celeste 1 Rojo 0,67 Azul

oSscuro

0,75 Celeste | 0,62 Celeste 0,87 | Celeste

0,87 Rojo 0,67 Azul 1 Celeste
oscuro

1 Rojo 0,71 Celeste

0,87 Celeste
1 Celeste

Tabla 1. Rf y colores de las bandas de la TLC para saponinas revelada con luz Uv 254 nm.

Revelado: Anisaldehido sulfurico al visible

Referencias

1: Extracto Etandlico de Centella
asiatica (L.) Urb.

2: Extracto Etanolico de Hydrocotyle
bonariensis L.

3: Extracto Butandlico de Centella
asiatica (L.) Urb.

4: Extracto Butandlico de Hydrocotyle
bonariensis L.

* » 1
K
S~ g
1 2 3 4

Figura 17. TLC del sistema para saponinas revelado con anisaldehido sulfarico.
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Extracto Extracto Extracto Extracto
Etanolico de Etanolico de Butanoélico de Butanoélico de
Centella Hydrocotyle Centella Hydrocotyle
asiatica (L.) bonariensis L. asiatica (L.) bonariensis L.
Urb. Urb.
R, Color R, Color R, Color R, Color
0 Marrén 0 Marrén 0,1 Gris 0,28 Gris
claro oscuro claro
0,03 Gris 0,18 Gris 0,25 Gris 0,46 Gris
claro claro claro
0,1 Gris 0,25 Gris 0,28 Gris 0,63 Marrén
oscuro claro claro
0,18 Gris 0,32 Gris 0,41 Gris 1 Gris
claro oscuro oscuro oscuro
0,28 Gris 0,37 Gris 0,46 Gris
oscuro
0,41 Gris 0,41 Gris 0,55 Azul
OSCuro oscuro
0,46 Gris 0,46 Gris 0,7 Gris
oscuro oscuro claro
0,55 Azul 0,56 Marrén 0,95 Azul
claro
0,7 Azul 0,63 Marrén 1 Gris
claro oSscuro
0,95 Azul 0,95 Azul
1 Gris 1 Gris
oSscuro oscuro

Tabla 2. Rf y colores de las bandas de la TLC para saponinas revelada con anisaldehido sulfurico.

Sistema Cromatografico para Triterpenos y Otros Compuestos No Polares

Fase Movil: Tolueno-Acetato de Etilo (9:1)

Fase Estacionaria: Cromatofolios Silicagel Merk HF 254 (250 mm).
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Revelado: Uv 254 nm

Referencias

T: Solucion Estandar de Acido Ursolico y
Oleandlico

1: Extracto de Cloruro de Metileno de
Centella asiatica (L.) Urb.

2: Extracto de Cloruro de Metileno de
Hydrocotyle bonariensis L.

3: Extracto Hidrolizado de Centella
asiatica (L.) Urb.en Cloruro de Metileno

4: Extracto Hidrolizado de Hydrocotyle
bonariensis L. en Cloruro de Metileno

Figura 18.TLC del sistema para triterpenos y otros compuestos no polares revelado con luz Uv 254 nm.
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Tabla 3. Rf y colores de las bandas de la TLC para triterpenos y otros compuestos no polares revelada con luz UV-254 nm.
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Testigo Extracto de Extracto de Extracto Extracto
Cloruro de Cloruro de Hidrolizado de Hidrolizado de
Metileno de Metileno de Centella Hydrocotyle
Centella Hydrocotyle asiatica (L.) bonariensis L.
asiatica (L.) bonariensis L. | Urb. en Cloruro | en Cloruro de
Urb. de Metileno Metileno
R; | Color R Color R¢ Color R Color R Color
0 | Blanco 0 Verde 0 Verde 0 Verde 0 Verde
oscuro oscuro oscuro
1 | Blanco | 0,35 Rojo 0,4 Marrén 0,07 | Celeste 0,47 | Celeste
042 Marrén 0,47 Celeste 0,13 Blanco 1 Blanco
0,47 Celeste | 0,50 Rojo 0,46 Rosa
0,50 Rojo 0,57 Marrén 1 Blanco
0,57 Marrén 1 Blanco
oscuro
0,59 Rojo
0,67 Azul
0,76 Blanco
1 Blanco
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Revelado: Anisaldehido sulfurico al visible

Referencias

T: Solucion Estandar de Acido Ursélico y
Oleandlico

1: Extracto de Cloruro de Metileno de
Centella asiatica (L.) Urb.

2: Extracto de Cloruro de Metileno de
Hydrocotyle bonariensis L.

3: Extracto Hidrolizado de Centella
asiatica (L.) Urb.en Cloruro de Metileno

4 Extracto Hidrolizado de Hydrocotyle
bonariensis L. en Cloruro de Metileno

Figura 19. TLC del sistema para triterpenos y otros compuestos no polares revelado con anisaldehido sulfdrico.
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Testigo Extracto de Extracto de Extracto Extracto
Cloruro de Cloruro de Hidrolizado de Hidrolizado de
Metileno de Metileno de Centella Hydrocotyle
Centella Hydrocotyle asiatica (L.) bonariensis L.
asiatica (L.) bonariensis L. | Urb. en Cloruro en Cloruro de
Urb. de Metileno Metileno
R, Color R, Color R, Color R, Color R, Color
0 Marrén 0 Marrén 0 Marrén 0 Marrén 0 Marrén
0SCuro oscuro 0oSscuro oscuro oscuro
0,17 Violeta 0,22 Gris 0,06 Marron 0,06 Marron 0,06 Marron
0SCuro claro 0oSscuro oscuro oscuro
0,32 Lila 0,31 Violeta 0,17 Violeta 0,17 Violeta 0,17 Violeta
0oSscuro oscuro oscuro
1 Marrén 0,38 Lila 0,25 Gris 0,31 Lila 0,31 Violeta
oscuro claro
0,47 Lila 0,27 Azul 0,47 Lila 0,47 Lila
0,51 Marron 0,32 Violeta 0,51 Marrén 0,51 Lila
claro claro
0,63 Amarillo 0,39 Lila 0,63 | Amarillo | 0,53 Lila
0,72 Amarillo 0,41 Lila 1 Marron 0,63 Marron
oscuro oscuro
0,88 Marron 0,49 Lila 0,88 Marrén
oscuro
1 Marrén 0,51 Lila 1 Marrén
oscuro oscuro
0,62 Marrén
0,65 Marrén
0,70 Amarillo
0,74 Amarillo
0,88 Marrén
1 Marrén
oscuro

Tabla 4. Rf y colores de las bandas de la TLC para triterpenos y otros compuestos no polares revelada con anisaldehido
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6.Discusion
Analisis Botanico

Diferencias Macroscopicas
La hoja de C. asiatica (L.) Urb. presento forma orbicular, mientras que la de H. bonariensis L. es redonda.

En cuanto al fruto, Centella asiatica presentd 7 costillas e Hydrocotyle bonariensis, 5.

Diferencias Microscoépicas
Hoja:

La hoja, Centella asiatica (L.) Urb. presentd estomas paraciticos y anisociticos, cristales de oxalato de
calcio (drusas), vasos anillados, tricomas eglandulares pluricelulares; mientras que Hydrocotyle bonariensis
L., estomas paraciticos, vasos anillados y reticulados, tricomas eglandulares unicelulares y ausencia de
cristales de oxalato de calcio.

Valores Cuantitativos de Hoja:

indice de Estomas:

Centella asiatica (L.) Urb.: 8,0 — 8.6 — 9,2 Hydrocotyle bonariensis L.: 12 — 17 — 22

indice de Empalizada:

Centella asiatica (L.) Urb.:2-4-6 Hydrocotyle bonariensis L.: 3 — 3,5 -4

Peciolo:

Centella asiatica (L.) Urb. presenté médula y un numero de haces vasculares igual a siete e Hydrocotyle
bonariensis L., no poseia médula y sus haces vasculares eran mayores a siete.

Analisis Fitoquimico

Sistema Cromatografico para Saponinas

Revelado al Uv 254 nm (Fig. 16)

Se pudo apreciar que los extractos etandlicos sélo tenian en comun las bandas correspondientes a
los R;iguales a 0,57 y 0,71 (las bandas en 0,87 se excluyeron por ser de distinto color). La banda de Rf
igual a 0,67 en los extractos de Hydrocotyle bonariensis L. fue muy caracteristica, permitiendo asi una
facil diferenciacion de los de Centella asiatica (L.) Urb.. Otras bandas que permitieron la diferenciacion
de Hydrocotyle bonariensis L. de Centella asiatica (L.) Urb., fueron las bandas de R, 0,11; 0,46 y 0,62
de los extractos etandlicos, unicamente presentes en el perfil de la primera, y la ausencia de una banda

celeste a 0,75, presente en el perfil de la segunda.

En los extractos butandlicos, practicamente se mantuvieron los mismos perfiles con respecto a sus
equivalentes etandlicos a excepcion de los Rf de menor valor, los cuales estaban ausentes.

Revelado con Anisaldehido Sulfurico (Fig. 17)
En el caso de los extractos etandlicos de Centella asiatica (L.) Urb. (1) e Hydrocotyle bonariensis L.
(2), se pudieron apreciar bandas comunes en ambos perfiles y otras que los diferenciaba. Ambos perfiles

presentaban las correspondientes a los R; 0,18; 0,41; 0,46 y 0,95. Siendo el resto de los Rf indicados
en la Tabla 1, distintos. Cabe destacar a las bandas con R iguales a 0,1; 0,55 y 0,7 del extracto 1 como
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diferenciales de Centella asiatica (L.) Urb. y a las de R.iguales a 0,25; 0,32; 0,37; 0,56 y 0,63 del extracto
2 como diferenciales de Hydrocotyle bonariensis L..

En lo referente a los extractos butandlicos de Centella asiatica (L.) Urb. (3) e Hydrocotyle bonariensis
L. (4), las bandas gris oscuro (R.=0,41) y azul (R, = 0,55) del extracto 3 eran exclusivas de C. asiatica (L.)
Urb., mientras que la banda marron claro (R, = 0,63) del extracto 4, era propia de Hydrocotyle bonariensis L..

Al comparar los extractos butandlicos con sus respectivos extractos etandlicos, se observé que, en el
caso de Hydrocotyle bonariensis L. se mantuvieron las bandas marrones (R,= 0,63y 0,46), perteneciendo
éstas muy probablemente a las saponinas de la misma. Mientras que en el caso de Centella asiatica (L.)
Urb., las bandas que mas se destacaron y mantuvieron fueron las bandas con los R, iguales a 0,41; 0,46
y 0,55, las cuales también, muy probablemente correspondian a las saponinas propias de esta planta.

Sistema Cromatografico para Triterpenos y Otros Compuestos No Polares
Revelado al Uv 254 nm (Fig. 18)

Alaluz ultravioleta no se observo la banda correspondiente a la solucion estandar de los acidos ursdlico
y oleandlico dado que éstos absorben a 210 nm (Tian et al., 2010).

Al comparar los perfiles de los extractos sin hidrolizar, se apreciaron las marcadas diferencias entre
ambos. Se pueden citar las bandas roja, marrén, azul y blanca correspondientes a los R.0,35; 0,42; 0,67
y 0,76; sélo presentes en C. asiatica (L.) Urb. (1). Mientras que en H. bonariensis L. (2) no se apreciaron
bandas que sean exclusivas de este extracto, sino mas bien comunes al de C. asiatica (L.) Urb. (1).

En el caso de los extractos hidrolizados, en ambos casos se observé un menor niumero de bandas,
destacandose de manera diferencial las de R,igual a 0,07; 0,13 y 0,46 de color celeste, blanco y rosa
respectivamente, en el extracto de C. asiatica (L.) Urb. (3), y 0,47 de color celeste en el de H. bonariensis
L. (4). Esto permitiria una diferenciacién mas sencilla entre ambos extractos que en el caso anterior, donde
se comparaban ambos extractos sin hidrolizar. Ademas se evitaria la necesidad de recurrir al anisaldehido
sulfurico para revelar la placa.

Revelado con Anisaldehido Sulfurico (Fig. 19)
Pudo observarse que la solucion estandar de acido ursolico y oleandlico corrié hasta un R iguala 0,17.

Refiriéndose a los extractos, se observé un perfil mucho mas complejo que en la TLC anterior. A
excepcion del extracto de cloruro de metileno de Centella asiatica (L.) Urb. (1), todos los demas presentaron
una banda violeta oscuro a un R igual a 0,17. Esto confirmaria la presencia de &cido ursélico y oleandlico
como tal en Hydrocotyle bonariensis L. y, posiblemente, formando parte de alguna de las saponinas u
otra de las estructuras triterpénicas.

En el caso del extracto hidrolizado de Centella asiatica (L.) Urb. (3), la razén por la que se apreci6
esa banda a ese R, pudo ser porque, a partir de la hidrolisis de alguno de sus componentes, se obtuvo
acido oleandlico y/o ursalico.

A partir de lo analizado anteriormente, puede afirmarse que C. asiatica L. no posee cantidades
significativas de acido ursdlico y/u oleandlico como tal, sino que como parte de uno de sus componentes,
y que H. bonariensis L. posee acido ursdlico y/u oleandilico libre y posiblemente formando parte de otros
componentes (para esto ultimo seria necesario cuantificar).

Volviendo a la comparacioén entre los perfiles cromatograficos, para los extractos de cloruro de metileno
sin hidrolizar las bandas que mas se destacaron fueron, la ya mencionada a R.igual a 0,17, la banda azul
a 0,27, y las bandas marrones a 0,62 y 0,65 presentes so6lo en H. bonariensis L. (2), mientras que en
C. asiatica (L.) Urb. (1) solo estuvieron presentes las banda amarilla de R, igual a 0,63.
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Al comparar los perfiles de los extractos hidrolizados, sélo se apreciaron tres diferencias, la presencia
de una banda marrén a un R igual a 0,88 y una lila a 0,53 solamente en el extracto de H. bonariensis L.
(4). Mientras que en el extracto de C. asiatica (L.) Urb. (3), la banda al R igual a 0,63 era amarilla.

Se pudo observar la conservacion, la desaparicién y la concentracion de algunas bandas, ademas de
lo referido a la banda de R=0,17. Esto ultimo ocurrié de manera notable en el caso del extracto hidrolizado
de H. bonariensis L. (4), en las bandas de R igual a 0,63 y 0,88. Por lo que varios de los componentes
que se hidrolizaron, se transformaron en otros que ya se encontraban como tales en la planta. Seria
interesante en un trabajo posterior la identificacion y cuantificacion de dichos componentes y evaluar su
utilidad, si la tuviesen.
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7.Conclusiones

Dado los caracteres macroscopicos y microscopicos enunciados en el Cuadro 4, se diferencian las
dos especies, ya sean enteras, fragmentadas o pulverizadas.

Diferencias Centella asiatica (L.) Urb. Hydrocotyle bonariensis L.

Macroscépicas

Hoja Orbicular Redonda
Fruto: Namero de Costillas 7 5
Microscépicas

indice de Estomas 8.0-8,6-9.2 12-17-22
indice de Empalizada 2-4-6 3-3,60-4

Tricomas Eglandulares Pluricelulares Eglandulares Unicelulares
Paraciticos y algunos ] N
Estomas . Sélo Paraciticos
Anisociticos
Cristales Drusas de Oxalato de Calcio No se observan

Vasos Lefiosos Anillados Anillados y Reticulados

Cuadro 4. Diferencias Macro y Microscopicas entre Centella asiatica (L.) Urb. e Hydrocotyle bonariensis (L.).

Las cromatografias en capa delgada (TLC) de los diversos extractos de Hydrocotyle bonariensis L. y
Centella asiatica (L.) Urb., permitieron la obtencioén de un perfil caracteristico de la primera y su diferen-
ciacion con el de la segunda. Asi mismo, se destaca la alta probabilidad de que Hydrocotyle bonariensis
L. contenga acido oleandlico y/o ursdlico, lo que permitiria su uso como materia prima para la obtencién
de éstos.
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Los resultados obtenidos facilitaran el control de calidad de ambas especies ademas de proveer
elementos botanicos y caracteristicas fitoquimicas anteriormente no descriptos para H. bonariensis L..

Un estudio mas exhaustivo de los componentes fitoquimicos de H. bonariensis L. (identificacion,
cuantificacion, ensayos de actividad, etc.) nos permitiria aprovechar de manera eficiente esta especie
cuya importancia terapéutica y econémica es ignorada y que, por sus usos tradicionales, podria ser con-
siderada como la “Centella Americana”.
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