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Abstract: Ephedra tweediana (Ephedraceae), known as "tramontana™ is used in folk medicine as antiasthmatic. Aqueous extracts obtained
from young stems, woody stems and underground parts were analyzed and compared. In lignified stems was detected proapigeninidin
(whose identity was confirmed by comparison with a control apigeninidin subjected to FAB-MS, UV, HPLC, 1H-NMR and IR
spectroscopy), while underground organs were detected proapigeninidin and propelargonidin (by comparison with a control pelargonidin
whose identity was established by studies of TLC/HPTLC, and UV-visible spectroscopy). These compounds were not observed in the
herbaceous stems. The herbaceous stems had the highest concentrations of total flavonoids and hydroxycinnamic acids. Uderground organs
had the highest concentration of tannins and proanthocyanidins. In herbaceous stems a strong positive reaction for flavonoids was detected.
No positive reaction was observed for proanthocyanidins. In the periderm of woody aerial stem a positive reaction for flavonoids and
proanthocyanidins were observed. In the underground organs, flavonoids and proanthocyanidins were located mainly in the more external
tissues. This work is the first contribution to the dynamic of E. tweediana polyphenols.

Keywords: flavonoids, hydroxycinnamic acids, proanthocyanidins, total phenols.

Resumen: Ephedra tweediana (Ephedraceae), conocida como “tramontana”, es empleada en la medicina popular como antiasmatico. Se
analizaron comparativamente los extractos acuosos de los tallos herbaceos, lignificados y partes subterraneas, provenientes de ejemplares
femeninos y masculinos. En los tallos lignificados se determind la presencia de proapigeninidina (cuya identidad fue corroborada por
comparacion con un testigo de apigeninidina sometido a estudios de FAB-MS, UV, HPLC, 1H-NMR y espectroscopia IR); mientras que en
los érganos subterraneos se determind la presencia de proapigeninidina y propelargonidina (la identidad de la pelargonidina fue establecida
por comparacion con un testigo de pelargonidina sometido a estudios de TLC/HPTLC y espectroscopia UV-Visible). Estos compuestos no
se observaron en los tallos herbaceos. Los tallos herbaceos presentaron las mayores concentraciones de flavonoides y &cidos
hidroxicindmicos totales. Los 6rganos subterraneos presentaron la mayor concentracién de taninos y proantocianidinas. En los tallos
herbaceos se detect6 una reaccion fuertemente positiva para flavonoides. No se observo reaccion positiva para proantocianidinas. En el tallo
aéreo lignificado se observd una reaccién positiva para flavonoides y proantocianidinas a nivel de la peridermis. En los érganos
subterraneos, los flavonoides y proantocianidinas se localizaron principalmente en los tejidos mas externos. Este trabajo constituye el primer
aporte a la dinamica de polifenoles de E. tweediana.
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INTRODUCCION

Ephedra tweediana Fisch & C. A. Mey. emend. J. H.
Hunz. (Ephedraceae), es una de las 10 especies del
género Ephedra que crecen en la RepuUblica
Argentina (Hunziker, 1996). Se desarrolla en el Sur
de Brasil (Rio Grande do Sul), Uruguay y norte y este
de Argentina, donde se desarrolla en bosquecillos
riberefios hasta la Isla de Martin Garcia y Sierra de
Balcarce (Hunziker & Novara, 1998).

En la Republica Argentina es conocida con el
nombre vulgar de “tramontana” (Hunziker & Novara,
1998), empleandose principalmente las partes aéreas,
por similitud con Ephedra sinica Stapf. (“Ma-
Huang”) y otras especies del género, en el
tratamiento de afecciones pulmonares (asma).

E. tweediana es un arbusto trepador, dioico,
de hasta 6 m de altura. Presenta ramas flexuosas,
péndulas o inclinadas, de 0,7-1,6 mm de diametro
con internodios de 2,0-7,5 cm. Hojas pequefias,
caducas, decusadas, de 2-5 mm. Estrobilos
microsporangiados globosos, de 4-7 mm, simples o
ramificados, generalmente sésiles, opuestos o0
aglomerados en los nudos. Bracteas en 3-7 pares,
soldadas entre si hasta la mitad de su altura.
Estrébilos megasporangiados de 8-10 mm de
longitud, con pedunculo de 0,3-2,0 cm. Brécteas
decusadas, rara vez ternadas; cuando maduros
globosos, rojos, de 10-12 mm, con 2 (-3) semillas,
divergentes en el apice. Semillas aovadas con cara
ventral plana, castafias, rugosas, de 6,0-7,5 mm de
longitud por 3-4 mm de ancho (Hunziker y Novara,
1998).

En lo que respecta a los estudios fitoquimicos
sobre especies del género Ephedra, los primeros
estudios se centraron en la determinacion de la
presencia de efedrina y posteriormente extendiéndose
al andlisis de otros alcaloides relacionados (Diez,
1938; Calastremé Cortejana, 1951; Cui et al., 1991;
Abourashed et al., 2003; Mc Cooeye et al., 2003;
Sullivan et al., 2003; Chiang & Sheu, 2004; Andraws
et al., 2005; Echeverria & Niemeyer, 2012;
Niemeyer, 2014). La efedrina es escasa o nula en las
especies que se desarrollan en la Argentina (Diez,
1938; Correa, 1947; Castrelamé Cortejarena, 1951;
Gurni & Moreira, 1974), y no ha sido detectada en E.
tweediana (Boff et al., 2008). Investigaciones mas
recientes demostraron que Ephedra no posee solo
efedrina 'y sus derivados como compuestos
nitrogenados, sino también compuestos provenientes
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de la catélisis del triptofano, los &cidos quinolina-2-
carboxilicos como el acido quinurénico y sus
derivados 6-OH, 6-OCHz; y 7-OCHs, ademés de
diferentes aminoacidos no proteicos (Caveney et al.,
2001).

Otros estudios realizados en éste género
estuvieron centrados en el andlisis de compuestos no
nitrogenados, entre ellos los polifenoles. Se
detectaron vicenina | y vicenina Il (flavonoides
derivados de C-glicosil-flavonas) en hojas de
Ephedra chilensis C. Presl. (Castledine & Harborne,
1976), flavonoides en Ephedra americana H. et B. ex
Willd. (Bonilla & Pareja, 2014), asi como
proantocianidinas (taninos condensados) (Gurni &
Wagner, 1982; Gurni & Wagner, 1984; Gurni &
Wagner, 1988; Ricco et al., 2002; Ricco et al., 2003;
Ricco et al., 2004; Ricco et al., 2006; Ricco et al.,
2007).

En lo que respecta a los polifenoles de E.
tweediana, resultados preliminares han sido
publicados por Iturbe et al. (2013).

El objetivo de este trabajo fue el andlisis
cuali-cuantitativo de los polifenoles presentes en
Ephedra tweediana y su histolocalizacion en los
diferentes 6rganos analizados.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El material analizado correspondi6 a los tallos aéreos
herbaceos, lefiosos y  partes  subterraneas,
provenientes de ejemplares femeninos y masculinos
de Ephedra tweediana Fisch & C. A. Mey. emend. J.
H. Hunz. Argentina, Provincia de Buenos Aires. Pdo.
de Hurlingham. Espontanea creciendo en el predio
del INTA-Castelar. H. G. Bach 424 (BAB) 27-10-
2010. Duplicado: BAF.

Extraccion en medio acuoso

Se realizaron cocimientos (decocciones) al 5% p/v
segin Farmacopea Argentina (2013). A 5 g de cada
material, pulverizado, contenidos en un erlenmeyer,
se adicionaron 100 mL de agua destilada y se llevd a
ebullicién durante 20 min. Se dej6 enfriar a 40° C y
se filtr6. EIl residuo se lavd con agua destilada hasta
volumen final de 100 mL de extracto.

Extracto aceténico
Se realizaron extractos al 5% p/v. 1g de cada material
vegetal, previamente secado y molido, se extrajo con
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20 mL de acetona al 70%, a temperatura ambiente,
durante 48 h. Posteriormente el extracto se filtro y el
filtrado fue empleado en la cuantificacion de los
taninos condensados (proantocianidinas).

Cuantificacion de fenoles totales

Fueron determinados mediante el método de Folin—
Ciocalteu de acuerdo con Makkar et al. (1993).
Alicuotas (50 pL) de los extractos fueron transferidas
a tubos de ensayos y el volumen llevado a 500 pL
con agua desionizada. Se adicionaron a continuacion
250 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 1,25 mL de
solucién acuosa de carbonato de sodio al 20%. Luego
de 40 min la absorbancia fue medida a 725 nm. Se
realizé una curva de calibracion con acido tanico. El
contenido de los fenoles totales fue expresado como
equivalentes de acido tanico (ATE: mg &cido tanico/g
material seco). Todas las mediciones se efectuaron
por triplicado.

Cuantificacién de taninos totales

El contenido de los taninos totales fue determinado
por el procedimiento de Folin—Ciocalteu, luego de
remover los taninos mediante su precipitacion con
solucion de seroalbimina bovina (BSA) (buffer
acetato 0,2 M pH 5,0; cloruro de sodio 0,17 My 1,0
mg/mL de fraccion V de BSA). A 1 mL de solucion
de BSA se le adiciond 1 mL de extracto. Luego de 15
min a temperatura ambiente, los tubos fueron
centrifugados a 5000 g. Alicuotas del sobrenadante
(50 pL) fueron analizadas segun el procedimiento
arriba descrito. Los valores obtenidos fueron restados
de los correspondientes a los fenoles totales
obteniéndose el total de los fenoles que se comportan
como taninos (taninos totales) (Ricco et al., 2011). El
contenido de taninos totales fue expresado como
equivalentes de 4cido tanico (ATE: mg acido tanico /
g material seco). Todas las mediciones se efectuaron
por triplicado.

Determinacion de taninos condensados (Método de
la Proantocianidina)

Se realiz6 de acuerdo con la técnica descripta en
Waterman and Mole (1994). Se colocaron 7 mL de
reactivo (se prepara agregando 0,7 g de sulfato
ferroso heptahidratado a 50 mL de &cido clorhidrico
concentrado y se lleva a 1 litro con butanol) a 500 uL
del extracto acetonico en un tubo de ensayo con tapa
a rosca, y se llevd a ebullicion en bafio de agua por
40 min. Una vez frio se midié la absorbancia a 550
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nm. El contenido de proantocianidinas fue expresado
como densidad Optica (OD) a 550 nm. Todas las
mediciones se efectuaron por triplicado.

Este método involucra una depolimerizacion
acida de las proantocianidinas  presentes,
obteniéndose las correspondientes antocianidinas. Es
necesario realizar los extractos en acetona dada la
limitacion de un maximo del 6% de agua en el medio
de reaccion, segun consta en Waterman and Mole
(1994).

Cuantificacion de flavonoides totales

Alicuotas de 0,1 mL de cada extracto fueron
adicionadas a 1,4 mL de agua desionizada y 0,50 mL
del reactivo de flavonoides (133 mg tricloruro de
aluminio, 400 mg acetato de sodio en 100 mL de
solvente constituido por 140 mL metanol, 50 mL
agua, 10 mL &cido acético). Luego de 30 min a
temperatura ambiente, la absorbancia fue medida a
402 nm (Maksimovic et al., 2005).

Se realiz6 una curva de calibracion con
rutina. El contenido de flavonoides fue expresado
como equivalentes de rutina (RE: mg rutina/g
material seco). Todas las mediciones se efectuaron
por triplicado.

Cuantificacion de acidos hidroxicindmicos totales
Se determind mediante una modificacion de la
metodologia descripta por Dao and Friedman (1992).
Alicuotas de 50 uL de cada extracto fue llevado a
volumen (2 mL) con etanol absoluto. Se determind la
absorbancia a 328 nm. Se realiz6 una curva de
calibracion con acido clorogénico. Los valores se
expresaron como equivalentes de &cido clorogénico
(CAE: mg de acido clorogénico g material seco). Los
ensayos se realizaron por triplicado.

Caracterizacion de las proantocianidinas

La caracterizaciéon de las proantocianidinas (que
involucra la conversion de proantocianidinas en
antocianidinas, aislamiento e identificacién) fue
efectuada segun las técnicas de Mabry et al. (1970) y
Markham (1982).

Conversion  de las
antocianidinas

Se efectué por medio de un tratamiento acido. Se
llevd a sequedad 1 mL del extracto acuoso y el
residuo se redisolvié en 5 mL de HCI 2N. Se llevo
posteriormente a 100° C en un bafio de agua durante

proantocianidinas  en
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una hora. Las proantocianidinas se transforman asi en
antocianidinas, las que son extraidas con alcohol
amilico. La observacion de color rojo intenso en la
fase amilica sugiere la presencia de estos compuestos.

Aislamiento y purificaciéon

Se realiz6 mediante cromatografia en capa delgada
(TLC y HPTLC) de celulosa de la fraccion amilica,
en los solventes Forestal (4cido acético-acido
clorhidrico-agua, 30:3:10) y Férmico (&cido férmico-
acido clorhidrico-agua, 5:2:3).

Identificacion

Se realiz6 mediante la determinacion de los valores
de Rf por cromatografia en TLC y HPTLC de
celulosa empleando distintos solventes: Formico,
Forestal y BAA (butanol-acido acético-agua, 6:1:2),
frente a testigos de apigeninidina, cianidina,
pelargonidina y delfinidina. También se emplearon
métodos de espectroscopia UV-visible, consistentes
en la obtencion del espectro en MeOH-HCI vy
posterior evaluacion de los corrimientos observados
cuando se emplea una solucién al 5% de AICI; en
MeOH.

Obtencion de transcortes
A partir de material fresco, se realizaron cortes
mediante el empleo de un micrétomo de
deslizamiento.

Los cortes fueron observados mediante el

HO )4
N
e
OH

M)

~
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empleo de microscopia de campo claro, de luz
polarizada y fluorescencia.

Anadlisis histoquimico

Sobre los cortes se efectuaron las siguientes
reacciones histoquimicas (Agudelo et al., 2013):

- NP (solucion al 1% en metanol del éster B-etilamino
del 4cido difenilbdrico) para la deteccion de
flavonoides.

- Vainillina/HCI (solucién de vainillina al 1% en
etanol + HCI conc., 4:1) para la deteccion de
proantocianidinas.

RESULTADOS

Estudio de polifenoles

El empleo conjunto de estudios colorimétricos y
cromatograficos  permite  obtener  informacion
relevante sobre el perfil de polifenoles de E.
tweediana.

El estudio de las proantocianidinas
(resultadas del clivaje &cido) permitié determinar la
presencia de apigeninidina  (una  3-desoxi-
proantocianidina) en los tallos lignificados vy
apigeninidina y un compuesto de caracteristicas
fisicoquimicas y espectroscopicas correspondientes a
pelargonidina en los 6rganos subterraneos (Figura 1),
provenientes de los taninos  condensados
proapigeninidina 'y propelargonidina, respectiva-
mente. Estos compuestos no fueron detectados en los

tallos herbaceos.
OH
o .
(1
Z OH
OH

()

Figura 1
Estructuras quimicas de las antocianidinas aisladas: Apigeninidina (1) y Pelargonidina (2)

La identidad de los compuestos se determiné
por comparacion con testigos de apigeninidina y
pelargonidina (aislados anteriormente en nuestro

laboratorio), mediante la obtencion de los valores de
Rf en estudios de cromatografia y co-cromatografia
en capa delgada (TLC y HPTLC) en distintos
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sistemas de solventes. Ademas se realizaron estudios
de espectroscopia UV-visible de los compuestos
aislados (que permitieron obtener los valores de los
Amax del espectro original, como asi también aquellos
provenientes de los corrimientos frente al reactivo
AICls, con el objeto de determinar el grado de
hidroxilacion del anillo B del esqueleto
flavonoidico). La reaccién con AIClI; es negativa para
ambos compuestos (no se observa desplazamiento del
espectro original), debido a la presencia de un solo
grupo hidroxilo en el anillo B.

La identidad del testigo de apigeninidina fue
corroborada oportunamente por estudios de FAB-MS,

Dinamica de polifenoles en E. tweediana

UV, HPLC, 'H-NMR vy espectroscopia IR, segun
consta en Boveris et al., (2001). La identidad del
testigo de pelargonidina fue establecida mediante
estudios de TLC/HPTLC: Rf Forestal: 68, Rf
Férmico: 33, Rf BAA: 80; espectroscopia UV-visible:
Amax 527 nm, AICl3: negativo.

Los resultados del analisis fisicoquimico para
los compuestos aislados se detallan en la Tabla 1.

Los resultados del analisis cuantitativo de
fenoles totales, taninos totales, proantocianidinas,
flavonoides totales y &cidos hidroxicinamicos totales
se detallan en la Tabla 2.

Color visible Fes I
Compuesto (medio 4cido) Amax MeOH-HCI | Reaccion con AICI3
Forestal | Formico | BAA
L Amarillo- ;
Apigeninidina anaranjado 75 74 476 Negativo
Pelargonidina Rojo 68 80 527 Negativo
Tabla 1
Caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos aislados.
_ ) . Acidos
- Taninos Taninos Flavonoides n Ao
Organo Fenoles totales totales condensados totales Hidroxicinamicos
totales
Q 2,23+£0,24 Negativo Negativo 1,81 +0,30 1,77 +£0,12
Tallo herbaceo
3 5,40 + 0,48 Negativo Negativo 4,85+ 0,70 573+1,11
Q 2,25+0,44 0,43+£0,14 0,45+0,10 0,49 £0,10 0,25 = 0,05
Tallo lignificado
a8 2,36 £ 0,50 0,20 + 0,07 0,25+ 0,10 0,82 £ 0,26 0,54 +£0,19
Q 3,68 £ 0,28 1,00 £ 0,28 1,17 £ 0,20 0,61 +£0,28 0,38 £0,11
Subterraneo
g 3,561+0,12 0,88+0,13 0,93+0,15 0,58 + 0,14 0,27 £0,12
Tabla 2

Fenoles totales (mg acido tanico / g mat. seco), taninos totales (mg acido tanico / g mat. seco),
proantocianidinas (Abs. 550 nm), flavonoides totales (mg rutina / g mat. seco) y acidos hidroxicindmicos
totales (mg acido clorogénico / g mat. seco).

Estudio histoquimico
Tallo herbéaceo. Se observa una epidermis uniestrata,
grupos de fibras celuldsicas que forman estriaciones.

Hacia el interior el parénguima clorofilico o
asimilador formado por dos o tres capas celulares.
Los haces vasculares son colaterales. En el centro se
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observa la presencia de una médula bien desarrollada
(Figura 2).

En este 6rgano se puede observar la reaccion
positiva al NP principalmente a nivel de la cuticula,
poniendo de manifiesto la presencia de flavonoides

Dinamica de polifenoles en E. tweediana

epicuticulares. Se observa una reaccion difusa a nivel
del parénquima asimilador, que se ve dificultada por
la presencia de una alta concentraciéon de clorofila
(Figura 3).

Figura 2 (Tallo herbaceo)

Se observa una epidermis uniestrata, grupos de fibras celul6sicas que forman estriaciones. Hacia el interior
el parénquima clorofilico o asimilador formado por dos o tres capas celulares. Los haces vasculares son
colaterales. En el centro se observa la presencia de una medula bien desarrollada.

Aumento: 100x

Figura 3 (Tallo herbaceo)

Se puede observar la reaccion positiva al NP principalmente a nivel de la cuticula, poniendo de manifiesto la
presencia de flavonoides epicuticulares. Asimismo se observa una reaccién difusa a nivel del parénquima
asimilador, que se ve dificultada por la presencia de una alta concentracién de clorofila.

Aumento: 400x

Tallo aéreo lignificado

Se observa un desarrollo tipico de crecimiento
secundario, con alta relacion cilindro central/corteza.
Se destaca principalmente la reaccion positiva al NP
a nivel de la peridermis, la cual adquiere una
coloracion amarilla intensa (Figura 4). En el mismo

organo se puede ver la reaccion positiva con el
reactivo vainillina, en grupos celulares internos de la
peridermis. Las celulas que contienen
proantocianidinas adquieren coloracidn rojiza (Figura
5).
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Figura 4 (Tallo aéreo lignificado)

Se observa un desarrollo tipico de crecimiento secundario, con alta relacion cilindro central/corteza. Se
destaca principalmente la reaccion positiva al NP al nivel de la peridermis (con alta concentracion en las
capas externas), la cual adquiere una coloracién amarilla intensa.

Aumentos: 100x y 200x

Figura 5 (Tallo aéreo lignificado)
Reaccidn positiva con el reactivo vainillina, en grupos celulares determinados de la peridermis. Las células
gue contienen proantocianidinas adquieran una tipica coloracion rojiza.
Aumento: 200x

Raiz secundaria

En la raiz secundaria se observa que la reaccion
positiva al NP se produce, principalmente, en el
primer estrato celular de la peridermis, asi como en
células aisladas del parénquima cortical (Figura 6).
Se observa ademas una reaccion positiva con el

reactivo vainillina, particularmente en los grupos
celulares internos de la peridermis. Las células que
contienen proantocianidinas adquieran coloracion
rojiza. Se observa ademas la presencia de flobafenos
(taninos condensados oxidados) que otorgan una
coloracion pardo-rojiza a las capas mas externas de
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las raices (peridermis) (Figura 7). Por otra parte, en almidén (Figura 8).
éste Organo se detectd ademas la presencia de

Figura 6 (Raiz secundaria)
Se observa reaccion positiva al AEDBE, principalmente en el primer estrato celular de la peridermis, asi
como en células aisladas del parénquima cortical.
Aumento: 100x

Figura 7 (Raiz secundaria)

Presencia de flobafenos a nivel de la peridermis. Reaccién positiva con el reactivo vainillina, particularmente
en grupos celulares internos de la peridermis. Las células que contienen proantocianidinas adquieran
coloracion rojiza.

Aumentos: 100x y 400x
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Figura 8 (Raiz secundaria)
Observacion de almidén a la luz polarizada. Presencia de almidén en el parénquima cortical.
Aumento: 200x

Rizoma

Se observa reaccion positiva al NP, que se produce
principalmente a nivel de la peridermis, asi como en
células aisladas del parénquima cortical (Figura 9).
Por otro lado, en lo que respecta a los taninos, se
observa la presencia de flobafenos en la peridermis,
otorgandole una coloracion pardo-rojiza. En lo que
respecta a las proantocianidinas, también se verifica

una reaccién positiva con el reactivo vainillina a nivel
de la peridermis. No se detectdé la presencia de
proantocianidinas en el resto de la estructura (Figura
10).

Por otra parte, en éste érgano se detectd
ademas la presencia de almidon en el parénquima
cortical.

Figura 9 (Rizoma)
Reaccion positiva al NP en las capas celulares internas de la peridermis.
Aumento: 200x
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Figura 10 (Rizoma)
Presencia de flobafenos a nivel de la peridermis. Reaccion positiva con el reactivo vainillina. Las células que
contienen proantocianidinas adquieran coloracion rojiza.
Aumentos: 200x y 400x

DISCUSION
Los resultados obtenidos muestran diferencias cuali-
cuantitativas en el perfil de polifenoles.

En lo que corresponde al andlisis de las
proantocianidinas,  éstos  compuestos  fueron
detectados en los tallos lignificados y en las partes
subterraneas. En los tallos lignificados se determind
la presencia de proapigeninidina (que por clivaje
acido origina apigeninidina), mientras que en los
organos subterraneos se determind la presencia de
proapigeninidina y propelargonidina (que por el
tratamiento  &cido origina un compuesto de
caracteristicas fisicoquimicas y espectroscopicas
afines a pelargonidina), segin comparaciéon con
compuestos de referencia.

Si se comparan estos resultados con los
obtenidos en estudios previos en especies de Ephedra
que se desarrollan en la Republica Argentina (Ricco
et al., 2002; Ricco et al., 2003; Ricco et al., 2004;
Ricco et al., 2006; Ricco et al., 2007), puede
observarse que la proapigeninidina también es
detectada como Unica antocianinidina en los tallos
lignificados de Ephedra americana H. et B. ex Willd.
y Ephedra breana Phil., ya que en Ephedra chilensis
C. Presl. y Ephedra frustillata Miers se encuentra
junto a la propelargonidina. Es de destacar la
ausencia de reaccién positiva para proantocianidinas
en los tallos herbaceos, situacién que es compartida

con E. triandra Tul. emend. J.H. Hunz., ya que en el
resto de las especies analizadas (E. americana, E.
breana, E. chilensis, E. frustillata y E. ochreata) se
detecto la presencia de prodelfinidina.

Desde el punto de vista bioquimico se puede
inferir que existe un cambio metabdlico asociado a su
desarrollo, puesto que en los tallos con estructura
primaria (herbéceos) no se detectan
proantocianidinas, mientras que en aquellos érganos
que presentan un mayor grado de lignificacion, las
proantocianidinas  se encuentran presentes,
indistintamente del sexo de los ejemplares
analizados.

Si se efectda un andlisis cuantitativo, puede
observarse que los tallos herbaceos presentan las
mayores concentraciones de fenoles, flavonoides y
acidos hidroxicindmicos totales, estableciéndose
diferencias significativas con los demé&s O6rganos
analizados.

Dentro de los tallos herbéaceos, aquellos
provenientes de los materiales masculinos
presentaron las mayores concentraciones de todos los
metabolitos presentes. Las concentraciones de
fenoles, flavonoides y acidos hidroxicinamicos
totales presentes en los ejemplares femeninos
representan el 41, 37 y 31%, respectivamente, del
total presente en los ejemplares masculinos,
constituyendo unam clara diferencia ligada al sexo.
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Cuando se analizan los tallos lignificados, no
se observan diferencias significativas en la
concentracion de fenoles totales, entre los ejemplares
femeninos y masculinos.

En el caso de los ejemplares femeninos,
predominan los taninos, mientras que en los
ejemplares masculinos predominan los flavonoides y
acidos hidroxicindmicos, marcando asi una clara
diferencia metabdlica entre los materiales femeninos
y masculinos.

En lo que respecta a los d&rganos
subterraneos, practicamente no se observan
diferencias significativas en las concentraciones de
los diferentes metabolitos analizados, cuando se
comparan ambos sexos. Cuando se comparan con los
tallos herbaceos vy lignificados, los 6rganos
subterraneos presentaron la mayor concentracion de
taninos totales y proantocianidinas  (taninos
condensados).

En el estudio andtomo-histoquimico no se
observaron diferencias entre los materiales femeninos
y masculinos. En los tallos herbaceos se detecta una
reaccion fuertemente positiva para flavonoides a
nivel de la cuticula y difusa en el parénquima
cortical, constituyendo una barrera protectora contra
la radiacion solar, dada la conocida capacidad de los
flavonoides de interaccionar con la luz UV.

En el tallo aéreo lignificado se observa un
desarrollo tipico de crecimiento secundario, con alta
relacion cilindro  central/corteza. Se  destaca
principalmente la reaccion positiva al NP
(flavonoides) a nivel de la peridermis (con alta
concentracion en las capas externas) y también para
proantocianidinas, que pudo detectarse en grupos
determinados de células, no observandose una
reaccion difusa, determinando una clara localizacion
espacial de las células productoras de
proantocianidinas.

En lo que respecta a los d&rganos
subterraneos, la localizacion de los flavonoides y las
proantocianidinas, junto a la presencia de los
flobafenos  (taninos  condensados  oxidados),
localizados principalmente en los tejidos mas
externos (peridermis de raiz secundaria y rizoma),
permitiria inferir una accién protectora por parte de
estos compuestos frente a la microflora del suelo,
dadas las conocidas propiedades antimicrobianas de
dichos polifenoles.

Por ultimo, como se indicara anteriormente,
el principal uso de E. tweediana (en la medicina

Dinamica de polifenoles en E. tweediana

tradicional) es en el tratamiento de afecciones
pulmonares (asma), uso que se le adjudica a esta
especie dada su similitud morfoldgica con E. sinica.
Esta accion se considera que estd mediada
principalmente por la presencia de efedrina
(compuesto broncodilatador no hallado en E.
tweediana), por lo que la presencia de polifenoles
(flavonoides, proantocianidinas, entre otros) podria
ocupar un lugar preponderante en dicha actividad.
Perez-Zoghbi and Castro-Piedras (2015) trabajaron
con cortes de pulmén de humano y ratén y sobre un
modelo de asma en ratén con el objeto de determinar
la accion del flavonoide quercetina. Los resultados
obtenidos sugieren que la broncodilatacién y la
reduccion de la inflamacion de las vias respiratorias y
de la hiperreactividad es mediada por la accion del
flavonoide quercetina.

Por otro lado puede mencionarse el trabajo de
Mali and Dhake (2011), correspondiente a una
revision de plantas con actividad antiasmatica, donde
puede observarse la mencién de muchos polifenoles
(flavonoides,  flavonas, taninos,  flavanoides,
flavanonas, isoflavonas, derivados hidroxicinamicos,
entre otros) como componentes principales en
especies con actividad broncodilatadora, antialérgica,
antiinflamatoria, antiespasmd-dica, anti-anafilactica e
inmunomoduladora, entre otras.

Al presente, no se han realizado trabajos que
involucren a extractos derivados de E. tweediana
como agentes terapéuticos en estudios de enfermedad
pulmonar. No obstante, la presencia de polifenoles no
deberia ser minimizada, dadas las comprobadas
actividades bioldgicas de éstos compuestos.

CONCLUSION

Por lo anteriormente expresado, se observan
diferencias significativas en los perfiles de
polifenoles, variaciones que responden tanto a los
diferentes 6rganos como al sexo de los materiales
analizados. Estas variaciones deben ser tenidas en
cuenta al momento de realizar extractos o preparados
que involucren a E. tweediana en su composicion, ya
qgue podrian traducirse en variaciones de sus
actividades 77bioldgicas.
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