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RESUMEN. Se estudiaron los flavonoides de seis especies austrosudamericanas del gé-
nero llex. Se pudo determinar la presencia de 3-O-diglicésidos basados en quercetina y
de 3-O-monoglicésidos basados en quercetina 0 en kaempferol. En una de las especies se
demuestrala presencia de proantocianidinas. Se establece la distribucién de los compues-
tos en las especies estudiadas y se discute el probable parentesco quimico entre ellas.

SUMMARY. “Comparative Study of Flavonoids on Six Australsouthamerican Species of the
Genus Ilex”. The flavonoids from six Australsouthamerican species of the genus Ilex were stu-
died.They were 3-O-diglycosides based on quercetin and 3-O-monoglycosides based on quer-
cetin or on kaempferol. In one species proanthocyanidins could be detected. The distribution
of the compounds within the species is given and the possible chemical relationship among
them is discussed.

~

INTRODUCCION

El género llex, perteneciente a la familia Aquifoliaceae, es cosmopolita y com-
prende en la actualidad alrededor de 400 especies, la mayor parte de las cuales es de
origen asidtico !. En América, Brasil, con alrededor de 60 especies, es el pais que cuen-
ta con el mayor nimero de ellas. En nuestro pais habitan sélo cinco *3.

Desde el punto de vista economico, la mis importante de ellas es I. paraguarien-
sis A. St. Hil. Tiene uso alimenticio bajo la forma de infusién, cocimiento y mate de
bombilla. Los efectos sobre el organismo son:

a) Facilitar la digestién en individuos con hipotonia géstrica o con secrecién bi-
liar deficiente *. La actividad sobre esta Gltima se debe a los 4cidos cafeoilquinicos pre-
sentes en el vegetal 3.

b) Ejercer accién estimulante sobre el sistema nervioso central ¢, debido a la pre-
sencia de cafeina y teobromina *.

PALABRAS CLAVE: Especies austrosudamericanas de Ilex; Flavonoides; Fitoquimica Com-
parativa.
KEY WORDS: Australsouthamerican Ilex Species; Flavonoids; Comparative Phytochemistry.
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El género Ilex es motivo de estudio desde hace mucho tiempo. Los trabajos mor-
folégicos realizados tienden generalmente a la descripcién de las especies o a la de
las partes del vegetal que se utilizan. Por su lado, los estudios sistem4ticos resultan
dificultosos, debido a dos causas principales ’:

a) Las descripciones y materiales de referencia de muchas especies de este gé-
nero se perdieron en el incendio de la ciudad de Berlin durante la segunda guerra
mundial. .

b) La falta de colecciones bot4nicas bien hechas (flex es un género dioico y no
siempre se tomo6 en cuenta este aspecto cuando se asignaron nombres especificos).

En una primera instancia se hace necesaria una revisién botinica del género.
Pero como muchas veces los caracteres morfolégicos resultan insuficientes para de-
terminar con certeza el rango de validez de las especies, se recurre a otros estudios
que puedan aportar nuevos datos para poder establecerlo con mayor seguridad. En-
tre estos estudios se encuentran los de tipo fitoquimico. Hasta el momento, la mayor
parte de los mismos fueron orientados basicamente a la determinacién de bases x4n-
ticas, principalmente cafeina #'°, aunque también se determiné teobromina en algu-
nas especies ''. El objetivo que se trata de lograr mediante el estudio aqui propues-
to, tomando como compuestos de referencia los flavonoides, es determinar qué se-
mejanzas o diferencias quimica presenta 1. paraguariensis con respecto a las otras es-
pecies austrosudamericanas del género. Ademdis, constituye un aporte novedoso para
permitir mejorar la metodologia para el control de calidad de la especie, dado que los
métodos utilizados no ofrecen garantias suficientes.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Las muestras de hojas para el anilisis fueron provistas por el Ing. Agr. Gustavo
C. Giberti, quien actualmente realiza la revisién bot4nica del género. Dicho material
corresponde a las especies 1. argentina Lillo, I. chamaedrifolia Reisseck, I, integerri-
ma (Veel. Conc.) Reisseck, 1. microdonta Loes., I. paraguariensis A. St. Hil. e I. tau-
bertiana Loes.

Matenrial examinado

I. argentina: Argentina. Provincia de Tucumin, Dpto. Tafi, Cerro San Javier, al bor-
de de la Ruta Provincial 338. Giberti, s.n., 1985.

I. chamaedrifolia: Brasil. Parani. Municipio Quatro Barras, Parque Marumbi, Estra-
da da Graciosa, Monte Sete. Giberti, s.n., 14-XI-1989.

1. integerrima: Brasil. Parand. Camino de Tijucas do Sul e Agudos do Sul, monte na-
tural a2 ambos lados de la carretera. Giberti, s.n., 16-XI-1989 (varios ejemplares).

I. microdonta: Brasil, Parani. Municipio Quatro Barras, Parque Marumbi, Estrada da
Graciosa, Monte Sete. Giberti, s.n., 14-XI-1989.

1 paraguariensis: Argentina, Prov. de Misiones, Ruta Provincial 105, Villa Longa. Gi-
berti, s.n., 1985. Argentina, Provincia de Buenos Aires, Lavallol: I. Santa Catalina, Giber-
ti, s.n., 1989 (cult.).

1. taubertiana: Brasil, Paran4, Municipio Quatro Barras, Parque Marumbi, Estrada da
Graciosa, Monte Sete. Giberti, s.n., 14-XI-1989.
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Métodos

A partir de 5 g de material desecado al aire y molido se realizan extracciones con
metanol (MeOH) al 80% en agua a temperatura ambiente durante 24 hs o con agua
a ebullicién durante 30 minutos 2. La soluci6n resultante se lleva a sequedad a pre-
si6én reducida y el residuo se redisuelve en metanol y se filtra. El extracto crudo asi
obtenido se cromatografia sobre papel Whatman N° 1 en dos dimensiones: la prime-
ra en ter-butanol-icido acético-agua 3:1:1 (TBA) y la segunda en 4cido acético (HOAc)
al 15%, segin la técnica descripta por Marby * para flavonoides. Los cromatogramas
obtenidos se observan al UV antes y después de ser expuestos a vapores de amoni-
aco. Se realiza posteriormente una aspersioén con solucién al 5% de tricloruro de alu-
minio, para detectar flavonoles y/o flavonas. Una alicuota del extracto original se so-
mete a la accién de una sol 2N de 4cido clorhidrico a 100 °C durante una hora para
determinar la presencia de proantocianidinas. Con este tratamiento, las proantocia-
nidinas presentes se transforman en las respectivas antocianidinas coloreadas ™.

Las sustancias reaccionantes con tricloruro de aluminio y las sustancias rojas re-
sultantes del tratamiento 4cido se aislan mediante métodos cromatogrificos. Para los
glicésidos de flavonoles se determina el Rf en TBA y en HOAc 15%, sus espectros UV
en MeOH vy los productos de hidrélisis. Esto comprende la determinacién del aglic6n,
por métodos cromatogrificos y medicion de espectros UV, y de los aziicares que los
acompafian mediante cromatografia en papel frente a testigos (glucosa, galactosa,
rhamnosa, arabinosa y xilosa) utilizando como solvente de corrida isopropanol-agua
(4:1) ¥y como revelador una mezcla de anilina, difenilamina, acetona y 4cido fosf6-
rico 80% (4 ml:4 g: 200 ml:30 ml), colocando los cromatogramas en estufa a 100 °C
durante 5 minutos ¢

En el caso de las protocianidinas, se trat6 de determmar la estructura de la an-
tocianidina resultante del tratamiento 4cido, pero la sustancia encontrada presenta di-
ficultades para su aislamiento.

RESULTADOS

De acuerdo con los métodos descriptos, se pudo establecer que las especies ana-
lizadas contenian los siguientes flavonoides: kaempferol libre, quercetina libre,
kaempferol-3- O-arabinésido, quercetina-3-O-arabinésido, quercetina-3- O-glucésido,
quercetina-3- O-arabinosilglucésido, quercetina-3-O-rhamnosilglucésido (rutina) y
proantocianidinas. Al respecto, la presencia de rutina en 1. argentinay en I. paragua-
riensis ya habia sido reportada %8,

En la tabla 1 se consignan los valores de Rf de los distintos flavonoides hallados
en TBA y HOAc 15% y sus maximos de absorcién al ultravioleta en metanol.

La proantocianidina origina una antocianidina de color rojo que vira al azul en
presencia de vapores de amonfaco. Presenta altos valores de Rf en los sistemas de sol-
ventes para antocianidinas. Se esti tratando de dilucidar su estructura.

La dnstnbucu‘m de los compuestos en las distintas especies se muestra en la ta-
bla 2.

La figura 1 muestra los perfiles cromatogrificos de los flavonoles de las seis es-
pecies analizadas.
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K

COMPUESTO TBA HOAc 15% A, (metanol)
Quercetina 0,57 0,01 370 255
Quercetina-3-O-arabinésido 0,67 0,52 356 254
Quercetina-3-O-gluctsido 0,70 0,45 360 255
Quercetina-3-O-arabinosil-glucésido 0,55 0,66 358 256
?gﬁ:getina-&o-rhamnosil-glucésido 0,58 0,65 356 256
n

Kaempferol 0,75 0,02 368 266
Kaempferol-3-O-arabin6sido 0,70 0,43 350 260

Tabla 1. Valores de Rf de los flavonoides hallados

ultravioleta.

y longitudes de onda de mixima absorcién G Dal

COMPUESTOS

La.

ILch.

11

ESPECIES
Im.

Kaempferol libre
Kaempferol-3-O-arabinésido
Quercetina libre
Quercetina-3-O-arabinésido
Quercetina-3-0O-glucésido

" Proantocianidinas

Quercetina-3-O-arabinosil-glucésido
Quercetina-3-O-rhamnosil-glucdsido

+

+ + +

+

+

+
+

+ +

+

Tabla 2. Distribucion de flavonoides en diferentes especies austrosudamericanas de llex. (1.a.. 1. argen-

tina; I.ch.: 1. chamaedrifolia; Li.: I

taubertiana).

DISCUSION

integerrima; I m.: I. microdonta; 1p.: I. paraguariensis; It.: I

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede determinar la siguiente rela-
ciébn de parentesco fitoquimico entre las especies:

I. chamaedrifolia

v
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I argentina
1. paraguariensts
I taubertiana

1. microdonta

1. integerrima
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Hex argentina HOAc 15% llex chamaedrifolia HOAc 15%

TBA -—j TBA ._r

llex integerrima HOAc 156% llex microdonta HOAc 16%

TBA 4—’ TBA .__T

llex paraguariensis HOAc 15% llex taubertiana HOACc 15%

TBA -—] TBA .—T

Figura 1. Perfiles cromatogrificos de flavonoides de seis especies austrosudamericanas del género Jllex.
1. Kaempferol-3-O-arabindsido. 2. Quercetina-3-O-arabinosilglucésido. 3. Quercetina-3-O-glucésido.
4. Querceting-3-O-arabinésido. R: Rutina (quercetina-3-O-rhamnosilglucosido). C: Cafeoil derivados.
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Esta delimitacién grupal se basa en los siguientes conceptos:

a) I. integerrima es la Unica especie estudiada que produce proantocianidinas.
De acuerdo con Bate-Smith * la presencia de estos compuestos se considera un ca-
racter primitivo. Esta especie, por consiguiente, seria la mis primitiva de las seis.

b) I. chamaedrifolia presenta kaempferol libre y un glic6sido basado en él. Si se
considera a la disminucién de la oxigenacién en el anillo B del esqueleto flavon6li-
co un criterio de avanzada ¥ corresponderia asignar a esta especie el mayor grado evo-
lutivo dentro de las seis mencionadas en este trabajo, sin abrir juicio acerca del esta-
do primitivo o avanzado del género Ilex en su totalidad. Se acepta de este modo el
criterio de Estabrook %, segiin el cual se define el caricter “primitivo” o “avanzado”
dentro de limites precisos.

En esta especie resulta interesante, ademds, destacar el aparente reemplazo de
la rutina por el quercetin-3- O-arabinosilglucésido.

©) Las cuatro especies restantes poseen s6lo derivados quercetinicos. De ellos,
se determin6 solamente la presencia de rutina en 1. argentina, 1. paraguariensis e I.
taubertiana. ‘ -

Resulta importante destacar que, especificamente en el caso de 1. argentinae I.
baraguariensis se establece un estrecho parentesco quimico, dado que los cromato-
gramas son practicamente idénticos. Este hecho est4 corroborando los estudios mor-
fol6gicos que se realizaran sobre ambas especies, dado que una certera determina-
ci6én s6lo es posible mediante una sutil diferencia que aparece solamente en ejempla-
res femeninos 2.

Se establece un subgrupo con 1. microdonta dado que en esta especie aparece
un segundo glicésido (quercetina-3- O-arabinésido) que acompafia a la rutina.

De acuerdo con los datos obtenidos, los flavonoides poseen un cierto valor como
marcadores quimiosistematicos dentro del género. Posteriores estudios, actualmen-
te en realizacién, permitirin establecer con mayor exactitud cu4n ttiles resultan para
resolver problemas de clasificacién de las especies del género llex.
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