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Resumen

Smilax campestriGriseb. -Smilacaceae- es una liana rizomatosa, utilizada en medicina vernacula com
diurética y diaforética. El objetivo de este trabajo es determinar si la produccién de flavonoides en los dif
rentes organos d& campestries constante o si existen diferencias de tipo cuali-cuantitativas. Se trabajé
sobre los 6rganos aéreos y subterraneos de ejempleBesatapestriprovenientes de Puerto Gaboto en

la provincia de Santa Fe. Para el estudio se utilizaron las metodologias estandares descriptas por Mab
col. (1970), Markham (1982) y Waterman y Mole (1994). Los resultados obtenidos demuestran que exi
ten variaciones de tipo cuali-cuantitativas en la produccion de metabolitos secundarios entre los distint
organos. Los 6rganos aéreos, excepto los frutos, producen quercetina, canferol e isoramnetina (libres 'y
cosilados) y proantocianidinas (procianidina y propelargonidina), y la hoja es el 6rgano que produce may
concentracion de esos compuestos. Los frutos producen concentraciones muy bajas de quercetina y |
cianidina y altas concentraciones de glicosidos de cianidina. Los érganos subterrdneos producen querc
na libre y glicosilada y proantocianidinas (procianidina y propelargonidina). El rizoma es el 6rgano sub
terrdneo que produce mayor cantidad de ambos tipos de compuestos. Las yemas de los rizomas solo
ducen antocianos (glucésido y rutinésido de cianidina y de pelargonidina). En los érganos aéreos se detf
ta mayor concentracion de flavonoles que en los 6rganos subterraneos. Mediante el estudio fitoquimi
comparativo de los distintos érganosSlecampestrifue posible establecer variaciones en la produccion
de los flavonoles, las proantocianidinas y los antocianos. Entre los compuestos detectados la querce!
libre y glicosilada se encontraron en todos los érganos de la planta; estos compuestos podrian ser co
derados marcadores dentro de la especie. Ademas, estos resultados permiten diferenciar quimicament
O6rganos aéreos de los subterraneos, y establecer parametros para el control de calidad de la planta.

Compar ative Phytochemistry of flavonoid
in different organs of Smilax campestrisGriseb. -Smilacaceae-

Summary

Smilax campestri&riseb. -Smilacaceae- is a rhizomatous weed, whose rhizome and roots are used in fol
medicine as diuretic and diaforetic. The aim of this work was to establish if flavonoid production in the
different organs o5. campestrigs similar or not. Aerial and subterranean organs from specimess of

campestrigollected in Puerto Gaboto, Province Santa Fe were analyzed by standard procedures accol
ing to Mabry & Markham and to Waterman & Mole. The results showed that there are qualitative anc
gquantitative variations of flavonoid production between aerial and subterranean organs: Aerial organ
except the fruits, produce quercetine, kaempferol, isorhamnetine (free and glycosilated) and proanth

Palabras clave: Smilax campestrisérganos aéreos - 6rganos subterraneos - flavonoles - antocianinas - proantocianidinas.
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cyanidines (procyanidine and propelargonidine). The leaves are the wtgah produce the highest con-
centration of these compounds. The fruits produce very low concentrations of quercetine and procyanidir
and high of cyanidine glycosides. The higest concentration of flavonols was detected in the aerial organ
Subterranean organs produce quecetine (free and glycosilated) and proanthocyanidines (procyanidine
propelargonidine). The rhizome is the subterranean organ which produces the highest concentration
both types of compounds. The buds of the rhizomes only produce anthocyans (glucoside and rutinoside
cyanidine and pelargonidine). Through this comparative phytochemical research of the different organs c
S. campestrig was possible to establish variations in the production of flavonols, proanthocyanidins and
anthocyans. Among the detected compounds, the quercetine (free and glycosilated) was detected in
plant organsthese compounds might be considered as markers for this species. Furthermore this resul
allow the chemical characterization of aerial and subterranean organs, and to establish quality contr
parameters of the plant.

Introduccion blecer diferencias en cuanto a su produccién en
relacién con los diversos factores que afectan a la

Smilax campestri§riseb. -Smilacaceae-, conoci- planta.

da cominmente como “zarzaparrilla” o “zarzapa-

rrilla blanca” es una liana dioica de 2 a 4 metros de

altura, que posee rizomas lignificados, tallos lige-Objetivo

ramente angulosos y aguijones triangulares curva-

dos y zarcillos lignificados. Las hojas son variablesEl objetivo de este trabajo es determinar si la pro-

tanto en la forma como en el tamafio, ovadasguccion de flavonoides en los diferentes érganos es

ovado-lanceoladas, elipticas, oblongas o, rara vezonstante o si existen diferencias de tipo cuali o

cordadas. La venacion de las hojas es retinervadapantitativas.

con tres venas principales paralelas. Sus inflores-

cencias, tanto masculinas como femeninas, se dis-

ponen en umbelas de 30 a 45 flores cada una Materialesy métodos

estan protegidas por bracteas ovado-triangulares

que envuelven 2 ¢ 3 flores. El fruto es una bayaateriales

violacea o negruzca de pulpa dulce (Guaglianone | material vegetal analizado corresponde a tallos

Gattuso, 1991). finos y gruesos, zarcillos, hojas, inflorescencias,
Los rizomas dé&. campestrison utilizados en  frutos, rizomas, yemas de los rizomas y raices de

la medicina vernacula como diuréticos y diaforéti-ejemplares femeninos d&milax campestris

cos, y las hojas, como ténicas y digestivasGriseb. -Smilacaceae- provenientes de Puerto

(Mandrile y Bongiorno de Pfirter, 1991). Ademas, Gaboto, en la provincia de Santa Fe. Un ejemplar

se ha comprobado la actividad antioxidante en losle herbario se encuentra depositado en el

rizomas (Rugnay col., 2003). Museo de Farmacobotanica “Juan Anibal Domin-
Los estudios realizados sobre los érganos aéreguez” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de

os de diferentes ejemplares 8ecampestrihan la Universidad de Buenos Aires, con el nimero

demostrado diferencias tanto de tipo cualitativaBAF-4565.

como cuantitativas en la produccion de metaboli-

tos secundarios (Rugna y col., 2004). Estas difeMétodos

rencias se deben a factores diversos como la distrRara el estudio de los flavonoides se realizo la

bucién geogréfica (Rugna y col., 1999), el estadssiguiente metodologia:

fenoldgico y la dioecia de la planta (Rugna y col., Setomo 1 g de cada 6rgano, al que se le agrego

2002). Dentro de los metabolitos secundarios, lod0 ml de metanol a temperatura ambiente durante

flavonoides son marcadores apropiados para estéres dias, con cambio diario del solvente hasta
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obtener un volumen de 30 ml. Cada extracto asiuccién de metabolitos secundarios entre los 6rga-
obtenido fue concentrado a presién reducida emos aéreos y los subterrdneos:
evaporador rotatorio y se llevd hasta obtener un <Los 6rganos aéreos, excepto los frutos, produ-
volumen de 5 ml. cen quercetina, canferol e isoramnetina (libres y en
Con cada uno de los extractos se realizaron creu forma diglicosilada), mientras que los 6rganos
matografias bidimensionales en TBA (ter butanol subterraneos solo producen quercetina libre y digli-
acido acético - agua, 3:1:1) como primera dimeneosilada (Tabla 1).
sion y AcH 15 % como segunda dimensién (Mabry eLas proantocianidinas (procianidina y prope-
y col., 1970). Se tomaron 2 ml de cada extracto hargonidina) estan presentes tanto en los érganos
se realizaron hidrolizados con una solucién acuoseéreos como en los subterraneos, aunque sus con-
de HCI 2 N para determinar la presencia de aglicazentraciones relativas son variables. Este dato
nes y se estimaron las concentraciones relativas gaede establecerse de la lectura de las concentra-
los aglicones aislados por medio de lecturas espetiones relativas de las proantocianidina a 550 nm,
trofotométricas a 260 y 370 nm; los valores obtenidonde se miden las densidades Opticas. Por trata-
dos fueron interpolados en una curva de absorbamiento acido de las proantocianidinas se obtuvie-
cia en funcién de concentracion de quercetina wn cianidina y pelargonidina (Tabla 3).
canferol. Las antocianidinas originadas por el trata- <La hoja es el érgano aéreo que produce mayor
miento acido fueron comparadas con testigos dmoncentracion de flavonoles y concentraciones
cianidina y pelargonidina (Mabry y col.,1970;relativas de proantocianidinas, mientras que el
Hansen, 1975; Markham, 1982 y Wagner, 1996). rizoma es el 6rgano subterrdneo que produce
Por otra parte, se realizaron extractos de todomayor cantidad de ambos tipos de compuestos
los 6érganos en metanol 50 % y se utilizé el métodfrablas 2, 3 y 4).
de las proantocianidinas para detectar la presencia *En los 6rganos aéreos se detecté mayor canti-
de estos compuestos y asi, poder relacionar las catad de flavonoles que en los 6rganos subterrdneos
centraciones relativas entre los diferentes drgang$abla 2).
analizados. El método se basa en una hidrélisis con <El estudio de los antocianos fue positivo para
BUOH/HCI (HCI al 5 % en n-butanol) para deter-los frutos, donde pudieron determinarse el glucési-
minar las concentraciones totales relativas de pralo y el ramnoglucésido de cianidina; en cambio, en
antocianidinas espectrofotométricamente a 550 nias yemas de los rizomas se determind no solo la
(Waterman y col., 1994). presencia de los mismos glicosidos, sino también
Por udltimo, para el estudio de los antocianos del glucésido y el ramnoglucésido de pelargonidina.
los frutos y de las yemas de los rizomas se realiza-
ron extractos en HCI 0,1 % en metanol. Los com-
puestos fueron aislados por cromatografia descebBiscusion
dente en papel Whatman 3 MM con AcOH 15 %
como solvente de corrida y luego, purificados coe la observacion de las tablas 1, 2, 3y 4 se pudo
BAA (butanol-acido acético-agua, 6:1:2). Losdeterminar la presencia de flavonoles, proantocia-
compuestos puros fueron comparados con glicésmdinas y antocianos distribuidos en los diferentes
dos de cianidina y rutinésido de cianidina y sedrganos dé&. campestris.
midieron sus espectros (Waterman y col., 1994).  La hoja es el érgano que posee mayor diversi-
dad y concentracion de compuestos, tanto al com-
pararla con los drganos aéreos, como con la planta
Resultados entera. Si se analiza desde el punto de vista de la
biosintesis de los flavonoides se observa que la
Los flavonoides que producen los 6rganosSde naringenina es un buen sustrato tanto para la enzi-
campestrisproveniente de Puerto Gaboto, se detama flavanona-3-hidroxilasa, que sintetiza el dihi-
llan en las tablas 1, 2, 3y 4 y se indican sus comtocanferol, como para la flavanona-3’-hidroxila-
centraciones absolutas o relativas, seglin cada casa, que produce eriodictiol. Por lo tanto, se detecta
Los resultados obtenidos demuestran que existeomo productos canferol, quercetina e isoramneti-
variaciones de tipo cuali-cuantitativas en la prona por la actividad de las enzimas flavonol sintasa
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Tabla 1.- Flavonoles y sus glicésidos expresados en concentraciones relativas

Organo Q K ! QRut KRut  IRut
Tallo herbaceo ++ + + ++ + +
Hoja +++ ++ ++ +4++ ++ ++
Tallo sublefioso  ++ + + ++ + +
Inflorescencias + +/- - + +/- .
Zarcillos + +/- +/- + +/- +/-
Fruto +/- - - +/- ; _
Raiz + - - + . }
Rizomas ++ - - ++ . ;

Yemas de rizomas- - - - - -

+++: muy abundante; ++: abundante; +: presente; +/-: vestigios; -: no detectado; Q: quercetina; K: canferol; I: iso
ramnetina; Rut: ramnosil-glucosido.

Tabla 2.- Cuantificacion de los flavonoles & campestrituego del tratamiento acido

Organo Quercetina Canferol | sorhamnetina
(Hg/g)* (Mg/g)** (Mg/g)**
Tallo herbaceo 114+46,7 36+1,1 31+0,9
Hoja 126+7,5 57+1,7 54+1,6
Tallo sublefioso 9445,6 18+0,5 25%0,7
Inflorescencias 67+2 16+0,5 -
Zarcillos 31+0,9 12+0,3 13+0,4
Fruto 10+0,3 - -
Raiz 43+1,3 - -
Rizomas 71+2,2 - -

Yemas de rizomas - - -

* g de quercetina/g de material seco; **g de canferol/g de material seco. -: no detectado.

Tabla 3.- Determinacion de proantocianidinas y lectura de densidades 6pticas a 550 nm

Organo ProCyn ProPlg PA (550 nm)
Tallo herbaceo ++ ++ 1,074 + 0,004
Hoja +++ +++ 3,208 + 0,160
Tallo sublefioso ++ ++ 1,376 £ 0,069
Inflorescencias + + 0.833 + 0,025
Zarcillos +/- +/- 0,213 + 0,006
Fruto + - 0,234 + 0,007
Raiz + + 0,253 + 0,007
Rizomas ++ ++ 0,968 + 0,029

Yemas de rizomas - - -

+++: muy abundante; ++: abundante; +: hallado; +/-: vestigios; -: no detectado; ProCyn: procianidina; ProPIg: prope
largonidina; PA: medida de la densidad 6ptica de las proantocianidinas a 550 nm.
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Tabla 4.- Determinacién de antocianinas Los frutos tienen marcadas diferencias metabo-
- licas con respecto a los otros 6rganos aéreos. En
Organo Cyn Plg  este caso la naringenina es sustrato solamente de la

enzima flavanona-3'-hidroxilasa que produce erio-
Hor dictiol, el cual, a su vez, es sustrato de la flavona-
ola N i ) 3-hidroxilasa (Heller y col., 1994), o todo el dihi-
Tallo sublefioso - - ) . S
Inflorescencias i _drocanferol sufre una 3’-O-hidroxilacion que gene-
ra dihidroquercetina (Schlihen y col, 2004). Por lo

Tallo herbaceo - -

Zarcillos - -

Fruto A . tanto, se obtiene como Unico flavonol la quercetina,
Raiz - - que es glicosilada por la enzima flavonol-3-glico-
Rizomas - - siltransferasa para producir la rutina (Wagner,
Yemas de rizomas ++ ++ 1993). La enzima 3'-O-metiltransferasa no esta

activada en los frutos, como ocurre en las inflores-
+++: muy abundante; ++: abundante; -: no detectado; cencias. Se produce la polimerizacion de los fla-
Cyn: cianidina; Plg: pelargonidina. van-3,4-dioles y los flavan-3-oles para formar la

procianidina (Figura 1) y, ademas, la antocianidina
y de la 3'-O-metiltransferasa (Heller y col., 1994;sintasa actua sobre la leucocianidina para generar
Schlihen y col., 2004) (Figura 1). Los flavonolescianidina. A causa de la actividad de las UDP-anto-
obtenidos son glicosilados por la enzima flavonoleianina-3-glicosiltransferasa se produce el 3-O-
3-glicosiltransferasa que generan los glucésidos glucosido y el 3-O-ramnoglucosido de la cianidina
los rutindsidos (Wagner, 1993). (Heller y col., 1994) (Figura 1).

Por otra parte, existe una inhibicion sobre las El rizoma es el 6rgano subterraneo con mayor
enzimas UDP-antocianidina-3-glicosiltransferasaactividad metabdlica. La naringenina es un buen
dado que la formacion de los antocianos no ocuriustrato, tanto para la enzima flavanona-3-hidroxi-
en la hoja, pero si se produce la polimerizaciéon dasa, que produce el dihidrocanferol, como para la
la leucopelargonidina (flavan-3,4-diol) y, en conseflavanona-3’-hidroxilasa, que genera el eriodictiol
cuencia, da lugar a la formacién de propelargoniditHeller y col., 1994). El eriodictiol lleva a la pro-
na. Ademas, la leucocianidina (flavan-3,4-diol)duccion de quercetina, que, por la actividad de
conjuntamente con la catequina y la epicatequina enzima flavonol-3-glicosiltransferasa, sintetiza
(flavan-3-oles) forman procianidina (Heller y col.,rutina (Wagner, 1993). Por otra parte, la via del
1994) (Figura 1). dihidrocanferol solamente esta activa hacia la for-

Tanto en los tallos herbaceos, como en los tallowacion de leucopelargonidina (Heller y col.,
sublefiosos y en los zarcillos ocurre el mismo metd-994). Hay una inhibicion sobre las enzimas anto-
bolismo que en la hoja. Se producen los flavonolesianidina sintasa, dado que en los rizomas no se
canferol, quercetina e isoramnetina, en que ocurrggroducen antocianos. Pero si ocurre la polimeriza-
las mismas glicosilaciones y las proantocianidinasion de los flavan-3,4-diol y los flavan-3-ol para
procianidina y propelargonidina, aunque en los tre®rmar las proantocianidinas procianidina y prope-
casos las concentraciones fueron menores, y ltargonidina (Heller y col., 1994) (Figura 1).
zarcillos son los de concentraciones mas bajas En los rizomas ocurre el mismo metabolismo que
(Tablas 1, 2, 3y 4). en las raices, aunque las concentraciones de los

En el caso de las inflorescencias, en cambigompuestos son menores (Tablas 1, 2 y 3 y 4).
existe una variacion en el metabolismo con resAdemas, las yemas de los rizomas sintetizan ciani-
pecto a los otros érganos aéreos analizados. Ld&a y pelargonidina como glucésidos y rutindsidos.
inflorescencias no poseen actividad de la enzima Por lo tanto, en este estudio fitoquimico compa-
3’-O-metiltransferasa; en consecuencia, no se praativo de los distintos 6rganos 8e campestrifue
duce isoramnetina. La produccién de flavonoleposible establecer variaciones cuali-cuantitativas
(quercetina y canferol) y de proantocianidinagn el metabolismo de los flavonoides.
(procianidina y propelargonidina) ocurre por la Ademas, de acuerdo con las observaciones reali-
misma via metabdlica que en el resto de los 6rgaadas tanto en este estudio como en otros realizados
nos aéreos (Figura 1). por los autores (Rugnay col., 1999, 2002, 2004), la
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Figural.- Rutas metabdlicas probables pS&tacampestris
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quercetina libre y su diglicésido —la rutina— dad de Buenos Aires porque este trabajo fue reali-
podrian ser considerados como marcadores quimiaado con el Subsidio UBA B083.
taxonomicos dentro de la especie, dado que se pro-
ducen en todos los 6rganos de esta planta.
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