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Resumen

La familia Anonaceae se caracteriza por la presencia de numerosas sustancias bioactivas
de diversa naturaleza quimica. De esta familia se han caracterizado y reportado alcaloides,
flavonoides y acetogeninas. La bioactividad de este tipo de metabolitos de plantas anonaceas
estd asociada a su efecto como insecticidas, antitumoral, antibacterial, antimalarial,
leishmanicida, propiedades antihelminticas y actividad citotoxica. Desde 1982, se han
venido desarrollando bioensayos para la determinacién de la citotoxicidad con la utilizacién
de “camarones de mar” (Artemia salina), el cual es utilizado para el tamizaje toxicol6gico
de extractos de elevada toxicidad, por dichas razones esta investigacion estuvo encaminada
a evaluar la actividad toxica de los extractos de diferente polaridad obtenidos de la corteza
de tallo de Annona cherimolioides. Se aplic6 cromatografia de columna y cromatografia en
capa preparativa para la extraccion y aislamiento de los alcaloides presentes en la corteza
del tallo de Annona cherimolioides. Extractos, fracciones y compuestos depurados de tipo
alcaloidal fueron evaluados para determinar la actividad toxica in vivo sobre Artemia salina.
Se obtuvo un compuesto depurado, en el cual se determin6 la presencia de un nucleo
aporfinico segiin resonancia magnética nuclear 1-H y espectrofotometria. El extracto crudo
mostré mayor toxicidad sobre Artemia salina (< 250 ppm), debido al sinergismo de los
alcaloides presentes en tal extracto y a las propiedades farmacolégicas atribuidas al nacleo
aporfinico presente en los extractos, fracciones y compuestos depurados.
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TOXICACTIVITY OFANNONA CHERIMOLIOIDES (ANNONACEAE)
STEAM BARK EXTRACTS ON ARTEMIA SALINA

Abstract

The Annonaceae family is characterized by the presence of many bioactive substances from
different chemical nature. Alkaloids, flavonoids and acetogenins have been characterized
and reported in this family. The bioactivity of this type of Annonaceae plant metabolites
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is associated with its effect as insecticidal, antitumoral, antibacterial, antimalarial,
leishmanicidal, anthelmintical and cytotoxical properties. Since 1982, bioassays have been
developed for the determination of cytotoxicity with the use of “Brine Shrimp” (Artemia
salina), which is used for toxical screening of high toxicity extracts. This research aims to
evaluate the toxic activity of different polarity extracts obtained from Annona cherimolioides
stem bark. Column chromatography and preparative layer chromatography were applied
for extraction and isolation of the alkaloids present in the Annona cherimolioides stem
bark. Extracts, fractions and alkaloidal type purified compounds were tested in vivo on
Artemia salina to determine cytotoxic activity. A purified compound was obtained, in
which the presence of an aporphine nucleus was obtained according to nuclear magnetic
resonance 1-H (NMR 1-H) and spectrophotometry. The crude extract showed higher toxicity
on Artemia salina (< 250 ppm), due to the synergism of the alkaloids found in this extract
and the pharmacological properties attributed to the aporphine nucleus present in extracts,
fractions and purified compounds.

Key Words: Alkaloids, Annona cherimolioides, Artemia salina, toxicity.

INTRODUCCION

En paises como Colombia, poseedores de una alta biodiversidad, resulta
especialmente importante el estudio de las plantas, extractos o sustancias
puras que presentan significativa actividad terapéutica. Dentro de las multiples
estrategias que se pueden utilizar para la seleccion de especies vegetales como
fuentes de principios activos; el estudio de la letalidad que producen los extractos
sobre larvas de Artemia salina, ha demostrado ser util para tales propositos
(MEYER et al., 1982; LEWAN et al., 1992).

Desde 1982 se han venido desarrollando bioensayos para la determinacion de la
toxicidad con la utilizacién de “camarones de mar” (Artemia salina); los cuales
son utilizados como via inicial de tamizaje téxico de extractos, fracciones y
compuestos depurados para discriminar aquellas muestras de elevada toxicidad,
debido a que presenta buena correlacion con la toxicidad in vitro, demostrando
ser un método adecuado para poner de manifiesto metabolitos secundarios
relacionados con actividades biologicas interesantes (SANABRIA et al., 1997).

La familia Anonaceae se caracteriza por la presencia de numerosas sustancias
bioactivas de diversa naturaleza quimica, en hojas, raiz, corteza de tallo,
frutas y semillas. De esta familia se han caracterizado y reportado alcaloides,
flavonoides y acetogeninas (LEBOEUF et al., 1982; OCAMPO, 2009). La bioactividad
de tal tipo de metabolitos de plantas anonaceas esta asociada a su efecto como
insecticidas, antitumoral, antibacterial, antimalarial, leishmanicida, propiedades
antihelminticas y actividad citotoxica (LEBOEUF et al., 1982; CASTRO et al., 2010;
FLORES & MARTINEZ, 2010).

MATERIALES Y METODOS

Recolecciéon del material vegetal

El material vegetal se colect6 en el municipio de Aranzazu, departamento de
Caldas; un ejemplar reposa en el Jardin Botanico Joaquin Antonio Uribe de
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Medellin bajo el nimero JAUM 037843. Dicho material se extrajo de esta region,
debido a que la poblacion de A. cherimolioides es silvestre, es decir, no presenta
alteraciones antropicas, que podrian alterar la composicién de los extractos.
La corteza seca y molida se sometié a extracciones sucesivas con etanol al 96%
mediante el método de maceracion en frio (AGUILAR et al., 2003), esta percolacion
se llevo a cabo hasta que se obtuvieron filtrados incoloros, momento en el cual se
descart6 el marco (residuo). Al extracto etanolico se le realiz6 un desengrase con
hexano, luego se hizo la extraccion clasica de alcaloides totales, donde el extracto
se disuelve en HCI diluido, con el fin de obtener los alcaloides totales en forma de
sales y, luego, extraerlos puros en medio basico con diclorometano (LOCK, 1994).
Tales sales fueron monitoreadas por cromatografia de capa fina (CCF), reactivo
de Dragendorff y lampara de luz UV, y fraccionadas utilizando cromatografia
de columna (CC), empleando un sistema de solventes como fase movil (CHCL,/
AcOET/MeOH/Hexano). Las fracciones reagrupadas fueron purificadas por CC y
cromatografia en capa preparativa (CCP).

Actividad biolégica

A los extractos y fracciones obtenidas de diferente polaridad, ademas de un
compuesto depurado, se les determind el potencial téoxico de los extractos
mediante la evaluacion de su toxicidad para el crustaceo A. salina. La seleccion del
bioensayo se realizo, considerando que en repetidas ocasiones se ha encontrado
una correlaciéon entre la presencia de alcaloides y acetogeninas toxicas y la
toxicidad mostrada frente al crustaceo por los extractos crudos obtenidos a partir
de distintas especies de Anonaceas (MCLAUGHLIN et al., 1995).

Protocolo experimental para la preparacién de bioensayos de citotoxicidad con
Artemia salina

Los huevos de A. salina se incubaron en una solucién de sal marina a temperatura
ambiente durante 48 h. Las muestras analizadas mediante el bioensayo fueron
llevadas a concentraciones de 1000, 500 y 250 pg/mL, solubilizadas en etanol,
el cual se dejo durante 24 horas a temperatura ambiente para su evaporacion;
posterior a ello, la goma se solubiliz6 en la soluciéon de sal marina (en todos los
casos los ensayos se efectuaron por triplicado). A cada tubo se le agregaron 10
organismos y se incubaron a temperatura ambiente por 24 h, en este tiempo se
realizé un monitoreo cada 4, 6, 8, 12 y 24 horas. Como control se uso6 la soluciéon
de sal marina (MCLAUGHLIN et al, 1995). El calculo de la concentracién letal 50
(CL,,) se efectu6 por medio del método Probit (FINNEY, 1978).

RESULTADOS

Del extracto etanolico de corteza fueron identificados 2 alcaloides (X1 y Clor Q1),
por medio de espectrofotometria (Figura 1); evidenciando, para la fraccion X1,
picos maximos de absorcion en 320 y 400 nm, y para la fraccién Clor Q1, picos
maximos de absorcion en 320 y 420 nm, tipico de sistemas alcaloidales 1, 2, 3
sustituidos oxoaporfinicos o aporfinico (SHAMMA, 1972).
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Figura 1. Absorbancias obtenidas por espectrofotometria a diferentes longitudes de onda de las
fracciones X1 y Clor Q1.

El compuesto depurado X1 se caracteriz6 por medio de RMN "H, donde, el espectro
(CDCl,, 300 MHz) (Figura 2), muestra picos a los ¢ 7,9 - 8,4 ppm y 0 8,5 ppm y
8,8 ppm; evidenciando la presencia de un nucleo oxoapofinico; basados en datos
reportados en la literatura; en el cual se presenta 1 singulete correspondiente
a un grupo metoxilo a § = 3,96 ppm, ademas de un singulete correspondiente a
un grupo metilendioxi a § = 6,31 ppm y la presencia de 6 protones en la region
aromatica. El sistema ABen § = 7,72 ppm (1H, d, J=6,4) y § = 8,83 ppm (1H, d, J
= 4,7) fue asignado a los protones 4 y 5 del anillo B y 4 protones pertenecientes a
un sistema aromatico completo del anillo D; el protén 8 a 8,53 ppm (d, J = 7,7), el
proton 9 a 7,52 ppm (m, J = 6,4), el protéon 10 a 7,15 ppm (s, J = 11,8) y el protén
11 a 9,11 ppm (m, J = 4,7). El grupo metoxilo acoplé en la posicion 3 a 3,96 ppm
y el grupo metilendioxi acoplé en posiciones 1y 2 a 6,31 ppm.
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Figura 2. Espectro RMN ""H fraccién X1 (Oxoaporfinico)
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Los bioensayos de toxicidad in vivo se realizaron para aquellos extractos y
fracciones con los cuales se contaba con la cantidad necesaria: E.C.; A.T.; FH2; FH3;
HB4 y HB6. Se observo que los extractos E.C. y A.T. presentaron mayor toxicidad,
lo cual se puede deber al sinergismo que ocurre entre los alcaloides presentes
en dichos extractos. Para las fracciones FH2; FH3 y los compuestos depurados
HB4; HB6, se evidenci6 menor nimero de individuos muertos, debido a que éstos
presentan un mayor grado de purificacion y sus CL,, presentaron valores mayores
a 1000 ng/mL (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad téxica iz vivo de los extractos de la corteza de tallo de A. cherimolioides.

X CLso (ppm)

E;FII,:‘II{VIAI():,.}/O AT E.C. FH2 FH3 HB4 HB6
4 21,97 0 43,97 5684,16 323176,28 5684,16
6 168,79 43,97 14484,57 13477,02 168,79 14484,57
8 314,97 30,22 6617,76 8388,54 5684,16 14484,57
12 168,79 107,32 630,60 168,79 1344,33 11374,89
24 0 208,28 17,25 1435,38 324,52 11374,89

De acuerdo al espectro RMN 'H, se evidencia un potencial farmacoldgico de tipo
toxico, atribuido al nucleo aporfinoide, el cual esta presente en los extractos y
fracciones sometidos a los ensayos; por estas razones, los resultados permiten
concluir que en la corteza de tallo de A. cherimolioides se encuentran metabolitos
de tipo alcaloidal que posen propiedades farmacologicas de tipo toxico, por lo
cual, se hace necesario continuar estudiando tales principios activos que permitan
determinar las propiedades antitumorales de dichos compuestos, por medio
de estudios de fraccionamiento, identificacion y separacién de los diferentes
componentes para evaluar su actividad individual y en mezclas.

El uso medicinal de las plantas del género Annona por la poblaciéon en
diferentes partes del mundo ha encontrado apoyo en los estudios cientificos que
demuestran la eficacia de estas plantas en diferentes modelos experimentales.
En este contexto, algunos efectos biol6gicos o farmacologicos, se relacionan con
los efectos bioldgicos de tipo toxico, principalmente de los compuestos de tipo
alcaloidal. La bioactividad reportada por la etnobotanica colombiana para esta
especie, podria fundamentarse no s6lo en los diferentes mecanismos ejercidos
por los compuestos fenolicos (flavonoides, acetogeninas, taninos y quinonas),
sino ademas al efecto sinérgico del conjunto de metabolitos secundarios que
pudieron evidenciarse en la planta y a los cuales también se les reconoce tal
actividad (alcaloides y terpenos), explicando asi la alta toxicidad mostrada por el
extracto crudo y la fraccién de los alcaloides totales.
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