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RESUMEN. Se estudiaron las variaciones en el perfil de polifenoles de Tripodanthus acutifolius (Ruiz et
Pav.) Tiegh., en relacion con la infeccion causada por “cochinilla”, analizando comparativamente los ex-
tractos metanolicos de hojas sanas e infectadas. Se determinaron diferencias cuali-cuantitativas cuando se
compararon ambos materiales. El perfil de leucoantocianidinas y proantocianidinas para las hojas sanas
esta caracterizado por la presencia de (+) catequina, (-) epicatequina y catequina-4-f-ol. Para las hojas in-
fectadas se observa un perfil mas complejo de compuestos, determinado por la presencia de (+) catequina
y oligémeros y polimeros derivados de ella. Como resultado del tratamiento acido de los extractos se detec-
ta la presencia de cianidina para ambos materiales. En las hojas infectadas los niveles de fenoles totales,
taninos totales y proantocianidinas son superiores a los detectados en hojas sanas. Estos altos niveles po-
drian estar relacionados con la infeccién y constituir entonces un posible mecanismo de defensa. Debido a
que esta especie es empleada en la medicina popular, es necesario tener en cuenta el estado fitosanitario de
los ejemplares de T. acutifolius empleados como fuente de material vegetal en la elaboracion de infusiones
o extractos, debido a que diferentes perfiles de compuestos podrian traducirse en distintas actividades far-
macolégicas.

SUMMARY. “Variation in Polyphenols Profile of Tripodanthus acutifolius (Ruiz et Pav.) Tiegh. (Loranthaceae)
Infected by “Wood Louse” (Homoptera-Lecanidae)”. The aim of this paper was to determine if variations in
flavonoid profile related to infection with “wood louse” occurred in Tripodanthus acutifolius (Ruiz et Pavén)
Tiegh. So, methanolic extracts from healthy plant leaves were compared to those from infected plants. Quali- and
Quantitative differences were detected. Healthy leaves profile is characterized by (+) catechin, (-) epicatechin
and catechin-4-f-ol. In the infected leaves the profile is more complex, determined by the presence of (+) cate-
chin and oligomers and polymers based on it. As a result of treament with boiling 2N HCI only cyanidin could be
detected in extracts from both kinds of plants. Total phenols and total tannin concentration are consistently high-
er in infected than in healthy leaves. These results could be related to the infection by “wood louse”, and so con-
sidered a possible deffense mechanism. As 7. acutifolius is employed in folk medicine, it is necessary to estab-
lish how the sanitary state of the exemplars can be affected, because variations in flavonoid profile might be re-
sponsible for different pharmacological activities other than expected.

INTRODUCCION

Los polifenoles constituyen un grupo hetero-
géneo de metabolitos vegetales que se caracteri-
zan por poseer varios hidroxilos unidos a uno o
mas anillos aromdticos. Presentan un variado
rango de actividades biolégicas, entre las que se
pueden mencionar la accién sobre sistemas en-
zimaticos, la modulacién de los procesos de in-
munidad celular, inflamacién, como hepatopro-
tectores, antivirales, entre otros !, como asi tam-

bién actividad antioxidante, antihipertensiva y
antibidtica 2. Desde un punto de vista ecolégico,
los taninos son compuestos que intervienen ac-
tivamente en la interaccion bidtica de la planta
con su entorno y particularmente en los meca-
nismos de defensa que regulan la performance
de herbivoros 34.

Dentro del grupo de los polifenoles pueden
destacarse los taninos. A los fines de la presente
publicacién, se considerarin los denominados
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“taninos condensados” o proantocianidinas. Se
acepta que deben tener un peso molecular en el
rango 1.000-3.000 y suficientes hidroxilos fenoli-
cos para formar complejos con proteinas y otras
macromoléculas que contengan grupos aminos
y carbonilos 5. Es asi que la capacidad de for-
mar complejos con proteinas 678, polisacdridos 9
y iones metdlicos 1011 conducen a importantes
efectos nutricionales y fisiologicos.

Tripodantbus acutifolius (Ruiz et Pav.) Tiegh.
es una de las especies que crecen en la Republi-
ca Argentina comprendida en el grupo de los
“muérdagos” 12. Se distribuye en la region sep-
tentrional de los bosques serranos y en la selva
Tucumano-Boliviana, donde parasita especies ar-
boéreas de Leguminosas, Anacardidceas, Sapinda-
ceas, Zigofiliceas y Rosaceas entre otras 13.

Popularmente se conoce con el nombre de
“corpus” y el uso etnomédico registrado de sus
hojas y tallos es como hipotensor, compartido
con otro de los “muérdagos” argentinos, Ligaria
cuneifolia (R. et P.) Tiegh. (Loranthaceae) 13.
Hasta el presente, no se registran antecedentes
cientificos que avalen el uso popular propuesto
para la especie en estudio.

Las “cochinillas” o “insectos escama” consti-
tuyen un grupo heterogéneo pertenecientes al
orden Homopteros, insectos con piezas bucales
perforadoras y chupadoras que se alimentan de
jugos vegetales. Las hembras no tienen alas y la
mayoria quedan inmoéviles y adheridas a las
plantas que atacan. Tienen diversas formas, co-
lores y tamafos: segregan una sustancia cerilea,
pulverulenta o calcdrea (caliza) que les sirve de
camuflaje y las protege de los depredadores.
Atacan, de acuerdo con las especies, hojas, ta-
llos, ramas, troncos y algunas raices (Fig. 1). De-
bido al estado de desarrollo que presenta el in-
secto, no es posible determinar fehacientemente
su identidad (especie). Las caracteristicoas mor-

Figura 1. Hoja de Tripodanthus acutifolius infectada
con “cochinilla”.
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fologicas s6lo permiten adjudicar su pertenencia
a las “cochinillas” o insectos escama.

Debido a la interaccion de los polifenoles
con los sistemas biologicos y dado que 7. acuti-
JSolius es empleado en la medicina popular co-
mo hipotensor, es necesario evaluar el estado fi-
tosanitario de los ejemplares y determinar si el
proceso de infeccion mediado por la “cochini-
lla” se traduce en un cambio del pertfil de polife-
noles, que eventualmente, podria conducir a la
modificacién de sus actividades farmacoldgicas.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal analizado

Se emplearon las hojas provenientes de
ejemplares sanos e infectados con “cochinilla”,
en estado de prefloraciéon, que crecian sobre
Geoffroea decorticans (Hook et Arn) Burkart
(Fabaceae), provenientes de la provincia de Tu-
cuman, localidad de Ciambon (Leg. Wagner,
s.n.). El material de referencia se encuentra de-
positado en el Herbario del Museo de Farmaco-
botanica “Juan A. Dominguez”.

Caracterizacion de las proantocianidinas
(Taninos condensados)

Fue efectuada segun las técnicas de Mabry et
al. % y Markham 15. La conversion de proanto-
cianidinas en antocianidinas se efectué median-
te tratamiento acido. El aislamiento y la purifica-
cion se realizaron mediante cromatografia de la
fraccion amilica en capa delgada (TLC) de celu-
losa en los solventes: forestal (acido acético-aci-
do clorhidrico conc.-agua, 30:3:10); férmico
(acido férmico- acido clorhidrico conc.-agua,
5:2:3) y BAA (butanol-acido acético-agua, 6:1:2).

La identificacion se realizo mediante la deter-
minacion de los valores de Rf por cromatografia
en TLC de celulosa empleando distintos solven-
tes: formico, forestal y BAA, frente a testigos de
cianidina, pelargonidina, delfinidina y apigenini-
dina. También se emplearon métodos de espec-
troscopia UV-visible, consistentes en la obten-
cion del espectro en MeOH-HCI y la posterior
evaluacion de los corrimientos observados
cuando se emplea una solucion al 5% de AICI3
en MeOH.

Para el mapeo de los compuestos se efectud
una cromatografia bidimensional del EOM en
TLC de celulosa. Se emple6 secBAA (sec-buta-
nol-acido acético-agua, 14:1:5) como solvente
de corrida para la primera dimension y acido
acético al 6% para la segunda. Los cromatogra-
mas fueron revelados con vainillina-HCl (vaini-
llina 5% en etanol -acido clorhidrico conc., 4:1),

259



RICCOR.A.,LOZANO V.,LATOR V., GURNI A.A. & WAGNER M L.

con posterior calentamiento en estufa a 100 °C
durante 5 min.

Estudio Histoquimico

Con el objetivo de determinar la localizacion
de las proantociandinas, se efectuaron cortes so-
bre las hojas, colocadas en médula de sauco,
empleando un micrétomo de deslizamiento.
Posteriormente se realizé sobre los cortes la re-
accion de la vainillina-HCI. Las células que con-
tenian proantocianidinas adquirieron un color
rojizo intenso.

Cuantificacion de Fenoles Totales

Esta determinacion se realizo de acuerdo con
la técnica de Price y Butler (Azul de Prusia) des-
cripta en Waterman et al. 16,

Cuantificacion de Taninos Totales

Se empled la técnica descripta por Hagerman
& Butler segin una modificacion de Ricco et al. 17.
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Figura 2. Perfil de proantocianidinas para las hojas
sanas. Se detectan principalmente compuestos de ba-
jo peso molecular.

RESULTADOS

El perfil de leucoantocianidinas y proantocia-
nidinas (P.A., taninos condensados) para las ho-
jas sanas estd caracterizado por la presencia de
(+) catequina, (-) epicatequina y catequina-4-f3-
ol, resultados que concuerdan con los previa-
mente determinados por Wagner 13.

Para las hojas infectadas se observa un perfil
mas complejo de compuestos, determinado por
la presencia de (+) catequina y oligbmeros y
polimeros derivados de ella (Figs. 2 y 3). Los re-
sultados obtenidos en los perfiles cromatografi-
cos bidimensionales, para el material infectado,
estarfan de acuerdo con la presencia de com-
puestos de alto peso molecular (principalmente
polimeros), en relaciéon con su comportamiento
cromatografico. Asimismo, las propiedades eva-
luadas en los ensayos que involucran la precipi-
tacion de proteinas, concuerdan con la presen-
cia de compuestos de alto peso molecular, que
presentan una alta capacidad de union a ellas,

Trip. acutif. inf.
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Figura 3. Perfil de proantocianidinas para las hojas

infectadas. Se detectan principalmente compuestos de

alto peso molecular.

. Rf x 100
Compuesto COIOf v151.ble Apax MEOH-HCl  Reaccién con AlCl
(medio 4cido) Forestal Foérmico BAA
Cianidina Magenta 64 68 535 Positiva
Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas del compuesto aislado.
Material analizado ) Fe{lo.les Totales ) Ta{ut}os Totales
(mg ac. tanico / g mat. seco) (mg ac. tanico / g mat. seco)
Hojas sanas 67,80 + 3,00 10,10 + 3,16
Hojas infectadas 96,87 + 3,49 23,35 + 4,10

Tabla 2. Valores de fenoles totales y taninos totales expresados como mg dc.tanico / g mat. seco + SD.
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obteniéndose valores elevados en la cuantifica-
cién de taninos totales.

Como resultado del tratamiento dcido de los
extractos se detecta la presencia de cianidina
para ambos materiales. Las caracteristicas fisico-
quimicas de este compuesto se presentan en la
Tabla 1. Los valores correspondientes a fenoles
totales y taninos totales se detallan en la Tabla
2.

El estudio histoquimico correspondiente a la
deteccion de P.A. (reaccion de la Vainillina-HCD
permite observar, en las hojas sanas, una reac-
cion levemente positiva principalmente en el
parénquima en empalizada (isobilateral) (Fig.
4). En el material infectado la reaccion es fuerte-
mente positiva y se localizan en las células epi-
dérmicas, en el parénquima en empalizada iso-
bilateral y en células aisladas del parénquima
esponjoso (Fig. 5).

DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, se
observa una modificaciéon cuali-cuantitativa en
el perfil de polifenoles (taninos condensados,
proantocianidinas), donde las hojas infectadas
muestran mayor grado de complejidad cuando
se lo compara con el de las hojas sanas.

Desde el punto de vista bioquimico se ob-
serva un cambio metabdlico, muy probablemen-
te asociado a la infeccién, puesto que en las ho-
jas sanas se detectan solamente compuestos de
bajo peso molecular, en tanto que en las hojas
infectadas se producen compuestos de mayor
peso molecular.

La deteccion de cianidina como resultado del
tratamiento acido indica la presencia de procia-
nidina, cuyos mondémeros corresponden a los

Figura 4. Material sano. Reacciéon de la vainillina-HCI.
Se observa una reaccion levemente positiva principal-
mente en el parénquima en empalizada (isobilateral).
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flavan-3-ol, catequina y epicatequina, y a cate-
quina-4-p-ol. Estos compuestos se hallan distri-
buidos en los diferentes 6rganos vegetales (fru-
tos, semillas, tallos, hojas) de muchas especies
vegetales, donde su principal funcién es la de
proveer proteccién contra microbios patdgenos,
insectos y grandes herbivoros 18.

Desde un punto de vista ecologico, podria
postularse que estos compuestos actuarian en
los procesos de defensa en respuesta a la infec-
cion por cochinilla, que se traduce en la sintesis
de taninos condensados (procianidina) de alto
peso molecular. Estos compuestos podrian ac-
tuar como agentes deterrentes, como compues-
tos antialimentarios o bien afectando el proceso
de oviposicion, entre otros efectos descriptos.

La importancia de los taninos condensados
en la interaccion planta-insecto se debe a sus
multiples formas de accion: en sus formas solu-
bles actuarian como deterrentes de insectos de-
bido a su sabor (astringente) y en su forma in-
soluble actuarian como defensas constitutivas li-
gadas a los procesos de lignificacion. Como an-
tialimentarios, ejercerfan su accion mediante la
union a proteinas dietarias y a enzimas digesti-
vas. También afectarfan el normal desarrollo de
los insectos por unién a proteinas involucradas
en diferentes procesos metabolicos 19. Debe
destacarse que la accién de los taninos no se
restringe a los insectos y son una de las princi-
pales barreras de defensa contra la herbivoria
por mamiferos 20. Si se analiza comparativamen-
te la distribucion tisular de proantocianidinas,
estos compuestos son sintetizados a nivel de la
epidermis y, en alta concentracién, en el mesofi-
lo en las hojas infectadas (en contraposicion a

Figura 5. Material infectado. Reaccién de la vainillina-
HCI. Se observa una reaccién fuertemente positiva
que se localizan en las células epidérmicas, en el pa-
rénquima en empalizada (isobilateral) y en células
aisladas del parénquima esponjoso.
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lo observado en las hojas sanas), distribucion
que podria estar relacionada con el desarrollo
de un mecanismo de defensa.

En lo que respecta a los fenoles totales, la
concentracion en las hojas infectadas se eleva
un 42,88% respecto de las sanas. Los niveles de
taninos totales se elevan un 131,18% en el mate-
rial infectado cuando se lo compara con el ma-
terial sano. En las hojas sanas, los taninos tota-
les representan aproximadamente el 15% del to-
tal de fenoles. En las hojas infectadas esta rela-
cién aumenta al 24%.

Dado que esta es una especie empleada en
la medicina popular y cuyos parametros para el
control de calidad no estin establecidos aun, se
hace imprescindible tener en cuenta el estado fi-
tosanitario de los ejemplares de 7. acutifolius
que se utilizaran como fuente de material vege-
tal en la elaboracion de infusiones o extractos,
debido a que, como se demuestra en este traba-
jo, los pertiles de los compuestos se modifican.
Esta modificacion se podria traducir en variacio-
nes de sus actividades farmacoldgicas.

Este trabajo constituye un punto de partida
para el estudio de la interaccion entre cochini-
lla- 7' acutifolius en lo que respecta al metabolis-
mo de los polifenoles. Los resultados se restrin-
gen solo a los ejemplares analizados provenien-
tes de esta localidad, creciendo sobre el hospe-
dante mencionado y en el estado fenolégico de
prefloracion.
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