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Resumen

Este trabajo aborda el estudio de los taninos condensados (proantocianidipie} de
drachilensiskK. Presl. Se estudiaron comparativamente los extractos metandlicos de los
tallos herbaceos y las raices. En los tallos herbaceos se determind la presencia de prode
finidina, que se encuentra principalmente bajo la forma de compuestos de alto peso
molecular (polimeros), mientras que en las raices se detectd pyopilara y proapi-
geninidina (una 3-desoxi-proantocianidina), ambas formando compuestos de bajo peso
molecular

Se considera que la elevada concentracion de taninos en los tallos herbaceos cons
tituye un posible mecanismo de defensa contra los predadores. Por otro lado, debido a si
estructura quimica, los taninos condensados presentes en los tallos aéreos herbace
podrian actuarademas, como atrapadores de radicales libres y agentes antivirales.

CONDENSED TANNINS FROM EPHEDRA CHILENSIS K.
PRESL (=E. ANDINA POEPP. EX MAY.) - EPHEDRACEAE-

Summary

The aim of this paper was to study the presence of condensed tannins (proanthocyanidins
from Ephedra chilensis K. Presl. Methanolic extracts obtained from young stems and
roots of the plants were analyzed and compared. The only proanthocyanidin detected in
the stems was prodelphinidin. In the roots progelaidin and proapigeninidin were
detected. Quantitative fiErences between young stems and roots were found, with higher
contents of total phenols and proanthocyanidins in young stems. These results are in
agreement with the presence of higher molecular weight compounds (polymers) in the
stems, while in roots appear mostly lower molecular weight compounds. The higher
concentration of tannins in young stems could be considered as a sort of defense
mechanism against predators. On the other side, due to their chemical structure they
could be a source of compounds that would act as free radical scavenger and antiviral

%ﬂdéaavez apigeninidina — delfinidinaEphedra chilensis— pelagonidina -proantocianidinas - taninos condensados.
Key words: apigeninidin - condensed tannins — delphinidiiphedra chilensis- proanthocyanidins - pelgonidin.
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Intr oduccién El objetivo de este trabajo consiste en
determinar el perfil de los taninos condensa-

El génerdcEphedra(Ephedraceae) ha sido ob-dos deE. chilensispara establecer las rela-
jeto de andlisis, ya sea por la importancia filoeiones con las demas especies del género que
genética en el estudio de las relaciones entoeecen en la Ayentina, como también el po-
Gimnospermas y Angiospermas, como por dible papel que desempefian esos compuestos
valor medicinal de las especies que lo confordesde los puntos de vista bioquimico y ecol6-
man (Dominguez, 1928; Hunzikdi949). gico.

Entre las especies que crecen en la Re-
publica Agentina se encuentiphedra chi- Materiales y métodos
lensisK. Presl(=E. andinaPoepp. ex May
conocida vulgarmente con el nombre de “pin
go-pingo”. Crece en la Cordillera de los An-
des, desde el norte de Mendoza hasta el no$e emplearon las partes aéreas y las raices de
de Santa Cruz, y se la encuentra hasta en ldistintos ejemlares deE. chilensis prove-
3.000 metros sobre el nivel del m&e trata de nientes de Aerosilla Penitentes, en la Provin-
la especie sudamericana mas polimorfa, conma de Mendoza, en abril de 1986; Leg. A.A.
resultado de las distintas condiciones ecoldgizurni, s/n. El material degnbario se encuentra
cas donde se desarrolla. depositado en la Catedra de Farmacobotanica

Los estudios fitoquimicos previos hande la Facultad de Farmacia y Bioquimica, Uni-
demostrado la presencia de taninos condenszersidad de Buenos Aires.
dos (proantocianidinas A en especies de
Ephedrade la Agentina (Gurni y col., 1982; L o
Gurniy col., 1984; Gurni y col., 1988). Caracterizacion de las proantocianidinas

El término “tanino puede_ Ser def'n,'d9 La caracterizacion de las proantocianidinas fue

Bfectuada segun las técnicas de Mabry y col.

1- ?piraclcl’_”aj Losl tgl”'”os SON COMPUES- 197y y Markham (1982). Se tom6 1 g de las
0S Tenolicos SolUDIES €n agua que PUgs, o5 44reas herbaceas y 1 g de las raices del
den precipitar proteinas de solumone%

aterial vegetal secado al aire. Luego se reali-
acuosas. z4, en cada caso, la extraccion con 10 ml de
2- Quimica Un tanino verdadero debe te-metanol 80%, durante 24 horas a temperatura
ner: (i) peso molecular en el rango 1.00mpjente. Se obtuvo asi el extracto original
— 3.000; (ii) suficientes hidroxilos metanglico (EOM).
fendlicos para formar complejos con La conversion de proantocianidinas en
proteinas y otras macromoléculas qu@ntocianidinas se efectué mediante trata-
contengan grupos carbonilos y aminos; yniento 4cido. Se llevé a sequedad 1 ml del
(iii) formar puentes de hidrégeno con ma-£0M en un tubo de ensaypposteriormen-
cromoléculas suceptibles de autooxidate, el residuo se redisolvié en 5 ml de HCI
cion. 2N. Luego se colocé el tubo con la solucion
Por otro lado, si se tiene en cuenta eén un bafio de agua a 100 °C durante una
grupo biosintético al cual pertenecen, puedenora. Las proantocianidinas se transformaron
ser clasificados en taninos condensados (proaasi en antocianidinas, y fueron extraidas en
tocianidinas, R), objeto de este andlisis, tani-alcohol amilico. El color rojo intenso que
nos hidrolizables (derivados de los acidos gélpresent6 la fase amilica sugiere la presencia
co y elagico) y florotaninos, presentes en lade antocianidinas.
algas pardas (Retz de Carvalho y col., 2000).

Material vegetal
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El aislamiento y la purificacién se rea-EOM (dilucion 1:10) y 3 ml de cloruro férrico
lizaron mediante cromatografia de la fracciéi®,1 M. Luego de 3 minutos se mezclaron con 3
amilica en capa delgada (TLC) de celulosa eml de ferricianuro de potasio 0,008 M. Des-
los solventes: forestal (cido acético-acido clopués de 15 minutos fue leida la absorbancia a
hidrico conc.-agua, 30:3:10); férmico (acido720 nm. La curva de calibracion fue confec-
férmico-acido clorhidrico conc.-agua, 5:2:3) ycionada con &cido tanico.

BAA (butanol-acido acético-agua, 6:1:2).

La identificacion se realizé mediante la ., .
determinacioén de los valores de Rf por croma'—:_raccIon d,e fenole§ totales que preci-
tografia en TLC de celulosa empleando distinPitan proteinas (taninos condensados)

tos solventes: férmico, forestal y BAA, frenteFue empleada una modificacién de la técnica

a testigos de cianidina, pejanidina, delfini- descripta por Hagerman y Butler (1978): se

dir]a y apigeninidina. a'mtzién se_e_mplearon. mezclaron 250 lydel EOM (1:10) y 1 ml de
métodos de espectroscopia UV-visible, cons%

it olucion de seroalbumina bovina (0,2 M
tentes en la obtencién del espectro en MeO

HClv | teri luacion de | = ~'pbuffer acetato, pH 5,0; 0,17 M cloruro de
yla posterior evaluacion de oS corrimien-g, ; , y 1,0 mg/ml de seroalblmina bovina

tos observados cuando se emplea una so'“”ﬂﬁccién V) y fue mantenida a temperatura
0,
al 5% de AIC| en MeOH. ambiente durante 15 min. La suspension fue

I?ara el mapeo de, IOS’. gompu_estos X entrifugada a 5.000 G y se descarto el
efectud una cromatografia bidimensional de brenadante. Se lavé el precipitado con bu-

EOMber; TL? gg;elulqia. Se emplljplieCBAﬁfer acetato 0,2 M, pH 5,0 y posteriormente se
(sec-butanol-acido acético-agua, 14:1: )Co_n,]Pesuspendié en 1 ml de solucién acuosa al 1%
solvente de corrida para la primera dimensio

ilsulf i DS).
y acido acético al 6% para la segunda. B/V de dodecilslfato de sodio (SDS)

Luego se colocaron 24 ml de agua de-
Los cromatogramas fueron reveladossioniZ

- o i ada en un erlenmeyer; se agrego la solu-
- 0, - - ., Lo
con "a'”!””?a HCI (vainilina 5% en ete_mol aCl ¢ion de SDS y 3 ml de cloruro férrico 0,1 M. A
do clorhidrico conc., 4:1), con posterior calen

tamient tufa & 100 °C d ©5 mi los 3 minutos se agregaron 3 ml de ferricianuro
amiento en estuta a urante > min. 4q potasio 0,008 M. Después de 15 minutos

fue leida la absorbancia a 720 nm.
Estudio histoquimico Esta técnica permite la comparacién di-
recta de los resultados obtenidos con los prove-
Con el objetivo de determinar la localizaciomientes de la determinacion de fenoles totales.
de las proantociandinas, se efectuaron cortes
sobre los tallos herbaceos mediante un micréto- . ., .
mo de deslizamiento. Posteriormente se realiZg€t€rminacion de taninos condensados
la reaccion de la vainillina-HCI sobre los cor-(Método de la proantocianidina)
tes. Las células que contenian proantocianid

- ] e acuerdo con la técnica descriptaiater-
nas adquirieron un color rojizo intenso.

many col. (1994 ke colocaron 7 ml de reactivo
(se prepara agregando 0,7 g de sulfato ferroso
Determinacion de fenoles totales heptahidratado a 50 ml de &cido clorhidrico

concentrado y se lleva a 1 litro con butanol) a
Esta determinacion se realizé de acuerdo ca00 pl del EOM (1:10) en un tubo de ensayo
la técnica descripta enatérman y col. (1994). con tapa arosca, y se llevé a ebullicién en bafio
En un erlenmeyer de 50 ml se colocaron 25 mile agua por 40 min. Una vez frio se midio la
de agua desionizada. Se agregaron 250 pl dbsorbancia a 550 nm.
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Precipitacion de proteinas en geles deAnalisis estadistico

agarosa ,
9 Los resultados estan expresados como mg de

Esta determinaciéon se realiz6 de acuerdécido tdnico/g de material seco (= SD). En el
con la técnica descripta enadiérman y col. analisis estadistico se empleo el programa Gra-
(1994). Se prepararon placas de Petri coph Pad Prisfh

un gel de agarosa al 1% p/v enfea’50mM

AcOH y 60 uM acido ascérbico ajustado

pH 5,0 con NaOH. El biér fue llevado a Resultados

100 °C para disolver la agarosa. Se enfri6 Bl estudio de los extractos permitié determi-
45 °C y se agrego0 la seroalbumina bovina mar la presencia de apigeninidina, pgtenidi-

una concentracién de 0,1% pRosterior- na y delfinidina. Las estructuras quimicas de
mente 9,5 ml de esta solucidn se colocaroestos compuestos se presentan en la figura 1.
en las placas de Petri y se dej6 enfriar a 4 En el cuadro 1 se muestran las caracte-
°C. Se cortaron discos de 4 mm de diametrdsticas de los compuestos.

con un sacabocados. Se colocaron 10 pl de Estos compuestos se encuentran bajo la
los extractos en los huecos y fueron incuforma de proantocianidinas. El tratamiento
badas a 30 °C durante 96-120 h. El desacido (hidrélisis del EOM) transforma las
rrollo de halos de precipitacion indicé unaproantocianidinas incoloras en sus correspon-
reaccion positiva. dientes antocianidinas coloreadas.

Figura 1.- Estructura quimica de las antocianidinas

OH
OH
+
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=
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Cuadro 1- Caracteristicas de los compuestos aislados de los extradpketiea chilensis

Color visible Rf x 100 Reaccion con
t AP -
Compuesto (medio &cido) . Ao MEOH-HCI AICI,
Foresta| Formico BAA

Apigeninidina amarill.o— ;
pigeniniai anaranjado 75 44 74 476 negativa
Pelagonidina rojo 68 33 80 520 negativa
Delfinidina rojo-violdceo | 32 13 42 546 positiva

Cuadro 2- Distribucion de las#en los éganos analizados dgphedra chilensis

Organo

Pro-delfinidina

Pro-pelargonidina

Pro-apigeninidina

Tallo aéreo herbacep

++

Raiz

=+

+

La distribucién de los compuestos ercacién, son las que reaccionan con vaini-
los tallos aéreos herbaceos y las raices se defna-acido clorhidrico y se tifien de rojo
lla en el cuadro 2. intenso, hecho que denota la presencia de

Los perfiles de proantocianidinas obtePA. En la epidermis la reaccion paré P
nidos de las cromatografias bidimensionales $ae negativa (Figura/®). Células aisladas
caracterizan por la presencia de compuestos de la médula contienerARFigura 2B).
elevado peso molecular (polimeros) de Los resultados correspondientes a los
prodelfinidina en las porciones aéreas herbé&studios de fenoles totales, fraccion de polife-
ceas. Este perfil contrasta con las observaciooles que precipitan proteinas (taninos conden-
nes realizadas en los cromatogramas proveniesados) y los taninos condensados (determina-
tes de las raices, donde solamente se encuelos por el método de la proantocianidina) se
tran presentes propeggmidina y proapigeni- presentan en la tabla 1.
nidina bajo la forma de compuestos de bajo En la reaccién de precipitacion de protei-
peso molecular nas en placa, se observé el desarrollo de halos de

El estudio histoquimico realizado sobreprecipitacion solamente para los extractos pro-
los tallos herbaceos permitié detectar la presenientes de tallos aéreos herbéceos.
sencia de polifenoles en las células de la epi- El diametro del halo de precipitacién de-
dermis y del parénquima cortical. sarrollado para la muestra proveniente de las par-

Dentro del parénquima cortical, estes herbaceas aéreas es equivalente a una con-
posible diferenciar algunas células que proeentracién de 20 mg de &cido tanico/g de material
ducen una reacciéon fuertemente positivaeco; este valor concuerda con el obtenido en el
para los fenoles,yque por su forma y ubi- estudio de taninos condensadaoa(@ 1).

o
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Figura 2.- Reaccién de vainillina para proantocianidinas

Figura 2A Figura 2B

s

- ] : s s } i

Se observa reaccion positiva en las células de$e observa reaccién positiva en las células ais-
cortezay la reaccién negativa en la epidermisladas de la médula.

: Pz reos con crecimiento secundario, demostraron
Discusion la presencia de propetpmidina y proapige-
Los estudios fitoquimicos llevados a cabainidina (Gurni y col., 1988). Podrian existir
sobre otras especiesgantinas del género por lo tanto, rutas metabdlicas diferentes para
Ephedra (Gurni y col., 1988), permitieron los 6ganos con crecimientos primario y secun-
separatas especies analizadas@wss gu- dario, dado que se observa una mayor comple-
pos, caracterizados por la presencia o ajjidad biosintética en los secundarios, donde co-
sencia de proantocianidinas. En consecuemrxisten proantocianidinas (propganidina) y
cia, E. chilensisintegrael primer grupo jun- 3-desoxi-proantocianidinas (proapigeninidina).
tamente cork. ochreata Miers., E. breana  Ademas, la observacion de los cromatogramas
Phil.y E. frustillata Miers. Por otro lado, indica que los compuestos trihidroxilados y
E. americana H. et B.ex Will. y E. triandra monohidroxilados no se sintetizan simultanea-
Tul. Emend. Hunzson las especies en lasmente en un determinadagé@no.
gue, hasta el presente, no se ha detectado la  En las partes herbaceas de la planta, la
presencia deA(Cuadro 3). prodelfinidina aparece fundamentalmente bajo
Los estudios realizados &nchilensis  la forma de polimeros y explicaria los altos va-
gue involucraron el andlisis de los tallos aélores para fenoles totales (41,56 + 3,74 mg aci-
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do tanico/g material seco). Del total de los feCuadro 3.- Ordenamiento de las especies de
noles presentg aproximadamente el 42% co-acuerdo con la presencia — ausencia de proan-
rresponde a compuestos que pueden precipitarcianidinas

proteinas. Este resultado es concordante con los

elevads valores de densidad éptica obtenidoff
con el método de la proantocianidina.
Los extractos provenientes de las raicef

presentaron bajos niveles de fenoles totales (9,p2 Proapigeninidina, Propelargonidina,

+ 2,64 mg acido tanico/g material seco). La re
accion de precipitacién de proteinas resulté ngt
gativa, mientras que para la reaccién de la proél
tocianidina se obtuvo un valor muy bajo. Esto
resultados concuerdan con el perfil obtenido €
la cromatografia bidimensional, donde solamer
te es posible determinar la presencia de corfr

puestos de bajo peso molecular y que carecgn

de poder precipitante (Graficos 1y 2).

Presencia de poantocianidinas

Prodelfinidina:
Ephedra breana
Ephedra chilensis
Ephedrafrustillata

Prodelfinidina:

Ephedra ochreata

La presencia en los tallos herbaceos ¢

proantocianidinas formadas por la polimeriza

cién de compuestos que presentan 3 hidroxttUSENCIA DE PROANTOCIANIDINAS

los fendlicos adyacentes, podria constituir un
defensa quimica contra predadores, debido

las propiedades precipitantes de proteinas qle

Ephedra americana
Ephedratriandra

tienen estos compuestos, y que fueron obser-

vadas en la reaccién en tubo y por el método
bioquimico de precipitacion en placa.

Gréfico 1.- Contenido de fenoles totales y proantocianidinas en los diferegersodr
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Datos expresados como mg de acido tanico/g material seco + SD.
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Grafico 2.- Contenido relativo proantocianidinas en los diferentganis
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Datos expresados como densidad Optica (Absorbancia a 550 nm).

Estos compuestos podrian actuar como Existen evidencias de que las proanto-
disuasivos de la alimentacion, debido a queianidinas pueden desempefiarse como atrapa-
producen la precipitacion de proteinas de ldores de radicales libres y como agentes anti-
saliva, y como antidietarios debido a la dismivirales (De Bruyne y col., 1999). Las caracte-
nucién de la digestibilidad de las proteinas diedsticas quimicas de lasARpresentes en los
tarias (Hagerman y col., 1992). tallos herbaceos (polimeros que contienen tres

En cambio, las raices presentan comhidroxilos adyacentes en el anillo B flavonoi-
puestos de bajo peso molecular que no se couico) sugieren que podrian presentar activida-
portan como taninos en los ensayos realizadages antioxidantes y antivirales.
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