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RESUMEN. La actividad captadora deradicales libres de 53 extractos de diferente polaridad pertenecien-
tes a especies de la familia Annonaceae fue evaluada por € método del DPPH (2,2-difenil-1-picryl hidra-
zil). Se calcul 6 el por centaje de decoloracion del radical DPPH midiendo €l cambio en la absorbancia a 517
nm; determindndose para cada extracto la ECs (concentracion de extracto necesaria para decolorar €l ra-
dical DPPH en un 50%). En general fueron mas activos los extractos metandlicos, indicando que los meta-
bolitos con mayor actividad captadora de radicales libres presentan alta polaridad. Adicionalmente fue
evaluada la citotoxicidad de los extractos sobre lineas celulares U-937 (promonocitos humanos) y se obtu-
vieron los respectivos valores de CL 5, (Concentracion Letal 50). Algunos extractos con alto poder para es-
tabilizar radicales libres mostraron menos citotoxicidad que los controles utilizados, hidroxitolueno butila-
do (BHT) y silimarina.

SUMMARY. “Free Radicals Scavenger Activity and Cytotoxicity of Annonaceae Family Colombian Plants’. Free
radicals scavenger activity of 53 extracts of different polarity which belong to species of Annonaceae family was
evaluated by DPPH (2,2-diphenil-1-picryl hydrazil) method. The percentage of DPPH radical was calculated
measuring the change in absorbance at 517 nm; ECxgq (Extract concentration necessary to decolorate DPPH radi-
cal in a50%) was determined for each extract. In general, methanolic extracts were more active, indicating that
metabolites with a high free radical scavenger activity present high polarity. Additionally, cytotoxicity of extracts
on U-937 (human promonocytes) cellular lines was evaluated. Corresponding values of CLgg (Lethal concentra-
tion 50) were obtained. Some extracts with a high power in order to stabilize free radicals showed to be less cyto-
toxic than the controls used: butylated hydroxytoluene (BHT) and sylimarin.

INTRODUCCION

El metabolismo oxidativo es esencial para el
funcionamiento celular; sin embargo puede ser
perjudicial en la medida en que las especies no-
civas (radicales libres) generadas durante este
proceso no sean inactivadas oportunamente me-
diante sistemas de defensa enziméaticos como la
superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxi-
dasa 6 por la accion de antioxidantes como Vi-
taminas E y C, beta-caroteno o flavonoides, en-
tre otros antioxidantes primarios, los cuales pue-
den estabilizar radicales libres donando un &to-
mo de hidrégeno rapidamente para formar un
nuevo radical mas estable que el primero, dete-

niendo asi la fase de propagacion de la oxida-
cion 1,

Se ha sugerido, basandose en fuertes eviden-
cias, que los radicales libres pueden generar
cambios oxidativos sobre las biomoléculas, de-
sencadenando graves patologias entre las que se
cuentan aterosclerosis, cancer, envejecimiento,
diabetes, inflamacion y enfermedades degenera-
tivas 28,

Las acciones nocivas de los radicales libres
sobre el organismo han promovido la basqueda
de moléculas con propiedades antioxidantes co-
mo potenciales agentes terapéuticos, unido a la
creciente preocupacion por los efectos téxicos
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producidos por los antioxidantes sintéticos utili-
zados en la preservacion de alimentos; esto re-
fuerza la urgencia de obtener sustancias antioxi-
dantes menos toxicas y de amplia utilidad en las
industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica
911 siendo los vegetales una potencial fuente de
obtencién debido a que sintetizan y acumulan
en sus érganos gran variedad de metabolitos se-
cundarios como respuesta a estimulos o condi-
ciones ambientales 12, entre ellos, sustancias con
capacidad captadora de radicales libres tales co-
mo compuestos fendlicos, carotenoides, vitami-
nas y compuestos nitrogenados 1314,

Colombia es considerada como uno de los
paises que posee mayor biodiversidad en Amé-
rica Latina, gracias a la privilegiada situacion ge-
ogréfica, reportdndose 50.000 especies denro de
su flora, de las cuales cerca de 6.000 poseen al-
gun tipo de caracteristica medicinal 5. Particu-
larmente se encuentra una gran variedad de es-
pecies pertenecientes a la familia Annonaceae,
distribuidas ampliamente por todo el pais, ha-
llandose la mayor diversidad de especies en las
regiones Amazonica (54%), Pacifica (27.5%) y
Andina (27%); tan solo en el departamento de
Antioquia se encuentran alrededor de 70 espe-
cies 16; en dicha familia se han reportado meta-
bolitos secundarios con variada actividad biol6-
gica, entre los que se encuentran las acetogeni-
nas con actividad sobre el complejo enzimatico
ubiquinona oxidorreductasa 22. No obstante, el
conocimiento que se tiene de ellas es escaso
puesto que sélo se hacen descripciones de nue-
vos registros para la flora 24, no contandose con
informacion sobre el estudio quimico de los me-
tabolitos presentes; sin embargo, a nivel mun-
dial, multiples usos se han reportado en medici-
na tradicional para diversas especies pertene-
cientes a esta familia 25.

Las busquedas bibliogréficas sobre la activi-
dad bioldgica o caracterizacion fitoquimica de
las especies en estudio mostrd que para cinco
de las especies (Desmopsis panamensis, Ephe-
dranthus colombianus, Pseudomalmea boyaca-
na, Rollinia pittieri y R. exsucca) no existe nin-
gun reporte bioldgico (segun bases de datos NA-
PRALERT, ScienceDirect) y que para muchas de
las especies no hay reportes especificos.

Teniendo en cuenta el amplio rango de acti-
vidad hallada en la literatura para la familia An-
nonaceae 17-23, la posibilidad de acceso al mate-
rial vegetal y haciendo énfasis en la necesidad
de aprovechar los recursos vegetales disponi-
bles en la budsqueda de nuevas sustancias con
potencial actividad antioxidante, se han selec-
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cionado 14 especies de Anonéceas de los géne-
ros Annona, Desmopsis, Ephedrantus, Guatteria,
Oxandra, Pseudomalmea Rollinia y Xylopia, pa-
ra evaluar su actividad captadora de radicales li-
bres y citotoxicidad sobre la linea celular U-937
(promonocitos humanos).

MATERIALESY METODOS
Reactivos

El DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) e hi-
droxitolueno butilado (BHT) se adquirieron de
Sigma Chemical Co, metanol de EMD, cromato-
placas de Silicagel 60F,5, Merck, silimarina-Gen-
Far® (mezcla de flavolignanos de Silybum ma-
rianum (Asteraceae), lote 050903.

Material vegetal

La seleccion del material vegetal se basé en
la disponibilidad y accesibilidad de coleccion en
los departamentos de Antioquia (corregimiento
de Lomas aisladas del municipio de Turbo) y
Santander (municipio de Cimitarra), segun la fe-
nologia disponible se recolectaron especimenes
en igual estado de crecimiento y la identifica-
cién taxondmica fue realizada por comparacion
con colecciones disponibles en el Herbario Uni-
versidad de Antioquia, en donde reposan los
respectivos vouchers cuyos nimeros son: Anno-
na spraguey (A1068), Desmopsis panamensis
(A1070), Ephedranthus columbianus (A1074),
Guatteria sp.(A1082), Guatteria cestrifolia
(A1075), Guatteria cf. Tonduzii (A1073), Guat-
teria tonduzii (A1071), Guatteria petiolata
(A1081), Oxandra venezuelana (A1030), Pseu-
domalmea boyacana (dos especimenes nom-
brados 1 y 2) (A1039, A1040), Rollinia exsucca
(A1069), Rollinia pittieri (A1072), Xylopia aro-
matica (A1052 y Xylopia discreta (A1043).

Extraccion

El material vegetal fue separado, de acuerdo
con la fenologia, en tallos, hojas y frutos, seca-
do a 30 °C en estufa con corriente de aire, moli-
do y extraido en hexano y metanol hasta agota-
miento; los extractos obtenidos, 53 en total (Ta-
bla 1), se concentraron a presion reducida, y
fueron guardados protegidos de la luz directa a
4° C hasta el momento del ensayo.

Ensayo espectrofotométrico del DPPH para
determinar la ECgy de los extractos

El ensayo espectrofotométrico se basa en lo
propuesto por Band-Williams et al. 26. Para ello
de cada uno de los extractos se prepararon so-
luciones concentradas (10.000 ppm), las cuales
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Especie Parte planta/ Citotoxicidad sobre Captacion deradicaleslibres
Tipo de Extracto Céulas U-937 CL 5 (pg/ml) DPPH ECsgq (ug/ml)
H/ He 21.0+£2.0 >1000 £ 0.0
Annona spraguey H/ M 169 +£4.1 181.9 + 13.1
T/ He 435+ 9.3 >1000 + 0.0
T/M 90.5 £ 12.6 41721
H/ He 11 +31.3 >1000 £ 0.0
H/ M 1225+ 0.5 167.8 +11.4
Desmopsis panamensis T/ He 307,5 £ 28.8 1431+ 12.6
T/ M 2515+ 7.6 414+11
H/ He 65.5 + 22.7 505.3 + 16.2
H/ M 165.5 £ 14.6 789+6.4
Ephedranthus columbianus T/ He 120+ 3.0 186.2 + 13.0
T/ M 19.0 £ 3.0 >1000 £+ 0.0
H/ He 117.0 £ 20.2 >1000 + 0.0
H/ M 41555 62.2 £ 4.0
Guatteria cestrifolia T/ He 1120+ 16.1 >1000 £ 0.0
T/ M 190.5 £ 31.8 40529
H/ He 745+ 15 >1000 % 0.0
H/ M 122.5 £ 20.6 21.7+£25
Guatteria cf. tonduzzi T/ He 16.0 £ 6.1 >1000 £ 0.0
T/ M 205.0 + 31.3 421.5 + 38.0
H/ He 199.5 + 23.7 >1000 £ 0.0
H/ M 87.0+12.1 120+ 04
Guatteria tonduzii T/ He 1275+25 679.2 £ 56.3
T/ M 286.5 £ 6.6 137.7 £ 13.9
P/ He 155+ 35 >1000 £ 0.0
Guatteria petiolata ** P/ M >1000 £ 0.0 6.0+ 1.3
H/ He 127.5 £ 40.9 >1000 = 0.0
H/M 99.1£9.2 78.0+ 15
Guatteria sp. T/ He 120.0 £ 9.1 617.3 £ 32.9
T/ M 425+76 120+ 0.8
H/He 93.8+1.6 7533+ 255
H/ M >1000 £ 0.0 948 £5.1
Oxandra venezuelana T/ He 720+ 16.1 >1000 £ 0.0
T/ M 3415+ 15 1254 + 3.4
H/ He 86.74 + 33.1 >1000 £ 0.0
Pseud | b 1 H/ M 20.0£8.1 1258 £ 1.3
seudomalmea boyacana T/ He 93.2 + 0.9 >1000 + 0.0
T/M 283.0+4.1 151.1 £ 4.7
H/He 95.8 £ 1.6 750.3 £ 25.5
Pseud | b 2 H/ M 87.0+7.1 90.69 + 4.31
seudomaimea boyacana T/ He 2314 +9.7 634.4 + 75.2
T/ M 429.9 + 454 152.6 £ 9.6
H/ He 55+0.9 >1000 £ 0.0
H/ M 1395+ 0.5 6.0+ 0.5
Rollinia exsucca T/ He 39.0+2.0 1059 + 4.6
T/ M 35+15 313.2 + 36.8
H/ He 170.5 + 47.0 1939+ 144
H/ M 3470+ 384 38417
Rollinia pittieri T/ He 45+25 137.3+13.8
T/ M 259.0 + 20.2 492714
H/ He 28.0+£2.0 282.3 +23.1
Xylopia aromética H/ M 353.5 + 27.8 436 +54
T/ He 109.0£7.1 >1000 £ 0.0
T/ M 579.0 £ 29.3 279 +22
H/ He 1192+ 2.4 111.8 £ 11.8
H/ M 28.7+6.4 90.0+£7.1
Xylopia discreta T/ He 194.7 £ 2.8 654.1 + 18.4
T/ M 240.9 + 3.5 2035+ 125
BHT - 468 £ 25 207.4 +18.8
Silimarina - 38728 847 7.7

Tabla 1. Actividad captadora de radicales libres y citotoxicidad de extractos de plantas de la familia Annonaceae.
F: Fruto; T: Tallo; H: Hojas; P: Planta completa; He: Hexano; M: Metanol. ** Datos excluidos en el anlisis estadistico.
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fueron mezcladas en proporcion 1:2 (v/v) con la
solucion metandlica de DPPH (5,07x10-5M). La
concentracion de la solucion de DPPH en cada
ensayo fue ajustada en el rango (3,8 x 10-5 - 6,3
x 10-5 M), de acuerdo con la ecuacion:

Ajs17 = 20,36 [DPPH] + 0,02338 r2 = 0,9960

La absorbancia a 517 nm fue tomada exacta-
mente cinco min después de iniciada la reac-
cién y la decoloraciéon fue comparada con una
solucién que contenia la misma proporcién
(1:2) de metanol y DPPH.

El porcentaje de decoloracién del DPPH fue
calculado de acuerdo con la siguiente expre-
sion:

Am — Abm
%Decoloracion = 1 — * 1000

Abppp

donde Am: Absorbancia de la muestra, Abm:
Absorbancia del blanco de la muestra y Abpppy:
Absorbancia del blanco del DPPH.

La solucion inicial fue diluida al 75, 50, 25,
10, 5y 1%, con el fin de calcular, para cada ex-
tracto, la ECsy 0 concentracién de extracto nece-
saria para decolorar en un 50% el DPPH. Se to-
maron, cuatro mediciones de cada una de las
concentraciones de extracto y se aseguré que la
variabilidad entre ellas no superara el 10% 27.

Para calcular, a partir de los porcentajes de
decoloracién del DPPH, los valores de ECsg, se
utiliza el paquete estadistico GraphPad Prism®
para manejar el modelo de curva dosis- respues-
ta, el cual esta definido por cuatro parametros:
valor méximo en el estado estable, valor mini-
mo en el estado estable, EC5y y pendiente. El
programa utiliza la Ecuacion de Hill o ecuacién
logistica de cuatro parametros definiendo la res-
puesta (Y) como funcién de la dosis (X) 28,

Maximo — Minimo

Y = Minimo +
1+ 10 ((logECsp - X) (Hillpendiente))

Ensayo de citotoxicidad

La evaluacion de la actividad citotdxica se re-
alizé sobre células promonociticas humanas de
la linea U-937 29), utilizando el micrométodo en-
zimatico MTT [3-(4,5-dimethilthiazol-2-il]-2,5 di-
feniltetrazolium bromido) 0. Las células U-937
se mantuvieron en cultivo como células en sus-
pension en medio RPMI 1640 (Gibco BRL,
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Grand Island, NY) enriquecido con 10% de sue-
ro fetal bovino (SBF) inactivo a 37 °C y 5% de
CO, a una concentracion de 3 x 105 células/mL
y haciendo cambio de medio cada dos dias. El
dia del ensayo se lavo las células centrifugando
a 400 x g durante 10 min. Se descarto el sobre-
nadante y el botdn de células se resuspendio en
medio RPMI 1640 suplementado con 10% de
SBF. Las células se contaron y se ajustaron a
una concentracion de 1 x 106 células/mL de RP-
MI con 10% de SBF. En cada pozo de un plato
de 96 pozos se dispensaron 100 pL de células.
Luego se adicionaron 100 pL de una solucion de
los diferentes extractos disueltos en DMSO, en
un rango de concentracion final de 3 a 100
pg/mL.

Las células se incubaron a 37 °C con 5% CO,
durante 96 h, cambiando el medio a las 48 h.
Después de 96 h se agregd 10 pL de MTT (10
mg/ml) a cada pozo y se incubd la placa duran-
te 3 h. La reaccion enzimética se detuvo por la
adicién de 100 pyL de una solucién al 50% de
isopropanol y 10% de dodecil sulfato de sodio.
Los pozos se incubaron un tiempo adicional de
30 min a temperatura ambiente y se ley6 la den-
sidad 6ptica a 570 nm, que es directamente pro-
porcional a la produccion de Formazan, utili-
zando un lector ELISA (Bio Rad).

Las células cultivadas en ausencia de trata-
miento pero mantenidas bajo las mismas condi-
ciones sirvieron como control del ensayo. Se re-
alizaron tres experimentos independientes cada
uno de ellos por triplicado para la determina-
cién de la citotoxicidad de cada extracto. Los re-
sultados se expresan como CL50 calculados por
el método probabilistico Probit 3.

Andlisis estadistico

Fue empleado el paquete estadistico Graph-
Pad Prism® Version 4.00 para Windows, (Graph-
Pad software, Inc, San Diego CA 2003) para cal-
cular la ECsy y sus parametros estadisticos (bon-
dad de ajuste, intervalos de confianza, error es-
tandar). Los resultados fueron analizados utili-
zando el test Bonferroni en una tabla ANOVA -
doble via y aplicando una distribucién de fre-
cuencias.

RESULTADOS

La actividad captadora de radicales libres de
los extractos de plantas de la familia Annonace-
ae fue medida espectrofotométricamente utili-
zando el DPPH, un radical libre estable de colo-
racion violeta en solucién metanolica que absor-
be radiacién fuertemente a 517 nm y contiene



un electron desapareado, el cual es estabilizado
en presencia de antioxidantes primarios, resul-
tando una decoloracidon estequiométrica con
respecto al nimero de electrones donados, de
tal manera que la interaccién de un potencial
antioxidante con el DPPH depende de su con-
formacién estructural con requerimientos rela-
cionados con la presencia de grupos hidroxilo y
estructuras que soportan el radical libre recien-
tementemente formado 32.

En general, segun el anélisis estadistico reali-
zado, la distribucién de frecuencias mostré que
el 75% de las especies de Annonaceae evalua-
das presentan una CLsy mayor de 41.5 pg/mL
siendo menos citotoxicas que los controles em-
pleados (BHT vy silimarina). El BHT es un antio-
xidante sintético utilizado ampliamente en la in-
dustria alimentaria, farmacéutica y de cosméti-
cos. Sin embargo su uso ha sido restringido am-
pliamente debido a los problemas de seguridad
que ha presentado 89. En el presente estudio se
evalud la citotoxicidad del BHT y la silimarina
sobre lineas celulares U-937 obteniendo una
ClLgo de 46,8 y 38,7 ug/mL respectivamente. En
cuanto a la actividad captadora de radicales li-
bres, el 50% de los extractos evaluados presen-
tan una EC5, menor o igual a 167,8 ug/mL; com-
parada con 207,4 y 84,7 pg/mL del BHT vy sili-
marina, respectivamente.

El extracto metandlico de Guatteria pettiolat-
ta (planta completa) es interesante, bien por su
buena actividad captadora de radicales libres
(ECso = 6.0 pg/mL), como por su baja citotoxici-
dad (CLgp > 1000 pg/mL). Otros extractos consi-
derados también relevantes en el estudio debido
a su buena actividad captadora de radicales li-
bres son los extractos metandlicos de las hojas
de Rollinia exsucca (ECsy = 6.0 ug/mL), Guatte-
ria tonduzzi (ECsy = 12.0 pg/mL), Guatteria cf.
Tonduzzi, (ECsg = 21.7 pg/mL), Rollinia pittieri
(ECsq = 38.4 pg/mL), Guatteria cestrifolia (ECsg
= 62.2 ug/mL) y extractos metandlicos de los ta-
llos de Guatteria sp. (ECsq = 12.0 pg/mL), Xylo-
pia aromatica (ECsy = 27.9 pg/mL), Guatteria
cestrifolia (ECsy = 40.5 pg/mL), Desmopsis pana-
mensis (ECsy = 41.4 pg/mL), Annona spraguey
(ECso = 41.7 pg/mL) y Rollinia pittieri (ECsy =
49.3 pg/mL).

CONCLUSIONES

El estudio logré6 comprobar que en las espe-
cies analizadas de la familia Annonaceae, los
metabolitos con mayor actividad captadora de
radicales libres son de caracter polar y que por
su parte los agentes responsables de la citotoxi-
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cidad son, generalmente, no polares. Por lo tan-
to, la utilizacion de alguna de estas plantas para
un estudio que pretenda aislar sus componentes
activos con potencial actividad antioxidante,
puede partir de la preparacién de un extracto
alcohdlico de la parte aérea (tallos y hojas).

De los 58 extractos evaluados 12 se conside-
ran muy promisorios debido a su alta actividad
captadora de radicales libres (ECs, menor de 50
ug/ml) comparados con los controles utilizados,
de tal manera que se justifica su fraccionamien-
to con el fin de encontrar los metabolitos res-
ponsables del efecto o comprobar la existencia
de un sinergismo entre ellos. Los resultados ob-
tenidos en el presente estudio hacen ver estos
extractos como fuente de futuras investigaciones
que amplien la evidencia en cuanto a su activi-
dad antioxidante y vislumbren posibles aplica-
ciones.

Se demostrd, una vez mas, que la técnica del
DPPH es rapida, y que puede ser utilizada para
la evaluacion de la actividad captadora de radi-
cales libre en matrices complejas como los ex-
tractos vegetales.

La familia Anonaceae, segun la literatura
consultada, presenta importancia terapéutica da-
da su actividad bioldgica relacionada principal-
mente con acciones antiparasitarias y antitumo-
rales 17-23, En el presente trabajo se evidencia
adicionalmente en forma novedosa el potencial
antioxidante de especies de esta familia, lo cual
podria ser de gran importancia en la busqueda
de sustancias activas contra patologias causadas
por radicales libres
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