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Abstract: Annona purpurea is a plant used in ethnomedicine in the northern region of Colombia, which has no scientific reports on the
composition of their essential oil (EO) and biological activities. In this work, the leaves EO of young/old trees were characterized by GC-
MS and NMR, and their antiradical/cytotoxic properties were evaluated. 3-Eudesmol (68.9%) and a-eudesmol (16.8%), and germacrene D
(55.6%) and bicyclogermacrene (20.3%), were the representative compounds of the leaves EO of young/old trees, respectively. The NMR
analysis showed the distinctive signals of the main constituents identified. The TAA values (mmol Trolox®/kg ES) obtained from the EO of
young/old trees were 165 + 8 and 602 + 38. The EO of young/old trees evaluated on human lymphocytes were “moderately toxic” with LCso
(ng/mL) of 145.5 + 0.7 and 346 = 8. Finally, the cytotoxicity in human erythrocytes revealed that the old tree EO was not haemolytic (LCso
> 1000 pg/mL, 4.3 + 0.6%); while the young tree EO was hemolytic (LCso 490 + 48 pg/mL).

Keywords: Annona purpurea, B-Eudesmol, Germacrene D, Antiradical capacity, Cytotoxicity in lymphocytes, Cytotoxicity in erythrocytes

Resumen: Annona purpurea es una planta empleada en etnomedicina, en la regién norte de Colombia, que no tiene reportes cientificos
relacionados con la composicion de su AE y sus actividades biol6gicas. En este trabajo, los AE de hojas de arboles joven/adulto se
caracterizaron por GC-MS y RMN Yy se evaluaron sus propiedades antiradicalarias/citotoxicas. Los AE de hojas de arboles joven/adulto
estuvieron representados por B-eudesmol (68.9%) y a-eudesmol (16.8%), y germacreno D (55.6%) y biciclogermacreno (20.3%),
respectivamente. El analisis por RMN mostrd las sefiales distintivas de los constituyentes mayoritarios identificados. Los valores de TAA
(mmol Trolox®/kg SE) obtenidos por los AE de arboles joven/adulto fueron 165 + 8 y 602 + 38. Los AE de arboles joven/adulto evaluados
sobre linfocitos humanos fueron “moderadamente toxicos” con valores de CLso (ug/mL) de 145.5 = 0.7 y 346 + 8. Finalmente, la
citotoxicidad en eritrocitos humanos revel6 que el AE de arbol adulto no fue hemolitico (CLso > 1000 pg/mL, 4.3 £ 0.6%); mientras que, el
AE de arbol joven fue hemolitico (CLso 490 + 48 pg/mL).

Palabras clave: Annona purpurea, B-Eudesmol, Germacreno D, Capacidad antiradicalaria, Citotoxicidad en linfocitos, Citotoxicidad en
eritrocitos.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AE — Aceite esencial; MWHD — Hidrodestilacion
asistida por la radiacion de micro-ondas; GC-MS —
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas; Ir — indice de retencion con programacién
lineal de temperatura; RMN — resonancia magnética
nuclear; BHA — Butilhidroxianisol; ABTS* — cation-
radical del 4cido 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico; FBS — Suero fetal bovino; SDS — Dodecil
sulfato de sodio; D.l. — Diametro interno; d.f. —
Espesor de fase estacionaria; @ - gradiente de
temperatura; ElI — ionizacién electronica; CDCl; —
cloroformo  deuterado; TAA -  Capacidad
antioxidante total; ca. — aproximadamente; SE -
Sustancia evaluada; CLsp — Concentracion letal al
50%; RBC — Red Blood Cells; rpm — revoluciones
por minuto.

INTRODUCTION

Annonaceae es una familia pantropical con cerca de
128 géneros y 2300 especies (900 spp., en América)
(Kessler, 2011) que crecen en alturas menores de
2000 m (Murillo, 2001). La mayoria de las especies
son arboles (2-20 m) con frutos los cuales se utilizan
como alimento (Condit et al., 2011) y sus hojas y
ramas, en medicina tradicional (Bele et al., 2011).
Uno de los géneros de mayor importancia econémica
es Annona cuyas especies se distinguen por tener
frutos con carpelos fusionados (Kelly, 2000; Vidal-
Hernandez et al., 2014). Dentro de las especies de
Annona mas importantes y estudiadas (composicién
guimica y bioactividades) se encuentran A. muricata
L., A. squamosa L., A. cherimola Mill., A. reticulata
L. entre otras (Gupta, 2004; Bermejo et al., 2005;
Pandey & Barve, 2011; Ragasa et al., 2012; Alitonou
et al., 2013; Ferreira et al., 2013; Chavan et al., 2014;
Gonzélez-Esquinca et al., 2014; Ngueguim et al.,
2014; Ravaomanarivo et al., 2014; Solomon-Wisdow
etal., 2014).

Por su parte, A. purpurea, la especie de
interés, tiene algunos reportes sobre la quimica de los
metabolitos  fijos (alcaloides aporfinicos vy
acetogeninas) de hojas, tallo y semillas asi como de
las actividades biolégicas de sus extractos y
sustancias aisladas, e.g., citotoxicidad en linea celular
tumoral, accion antiplaquetaria, antibacteriana y
leishmanicida (Cepleanu et al., 1993; Chang et al.,
1998a; Chang et al., 1998b; Chavez & Mata, 1999;
Chang et al., 2000; Cérdenas et al., 2005; Luna-
Cazares y Gonzéalez-Esquinca, 2008).

En Colombia, el género Annona comprende
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26 especies que incluye a Annona purpurea Moc &
Sessé ex Dunal (&rbol de 2-10 m), que en la region
norte colombiana se encuentra en los departamentos
de Sucre, Cordoba, Bolivar y Atlantico (Murillo,
2001; Rodriguez et al., 2012). Las hojas y corteza de
esta especie se han utilizado en las comunidades
campesina/afrodescendiente, preparadas en bafios y
cocciones, con fines magico-religiosos y para tratar
estados febriles, inflamatorios y como antimalarico
(Gémez-Estrada et al., 2011; Jiménez-Escobar, 2012;
Véasquez-Londofio, 2012). La especie se le conoce
como Matimba, Guandbana Matimba, Guandbana
cimarrona, Guanacona, Gallina Gorda, Gallina ciega,
Mal olor (debido a olor “desagradable” que presentan
sus hojas) (Rodriguez et al., 2012; Vasquez-
Londofio, 2012). En otros paises latinoamericanos se
le denomina Ilama, Chincua (México), Toreta,
Soncoya (Costa Rica), Sincuya (ElI Salvador),
Soncuya (Honduras), Guanabana Torete (Panama),
Catiguire, Tucuria (Venezuela) (Salazar & Soihet,
2001; Grandtner, 2005; Grandtner & Chevrette,
2013).

De acuerdo con los usos etnobotanicos
anteriormente mencionados, se hace necesario
estimar un grado de “seguridad” de la utilizacion de
la planta, relacionada con estudios de citotoxicidad in
vitro sobre linfocitos y eritrocitos, por el empleo de
las hojas en coccidn (ingesta) y bafios (uso topico),
respectivamente; junto con la valoracién de la
capacidad antiradicalaria asociada al uso de las
mismas para los procesos inflamatorios. Asimismo, la
comunidad que ha empleado A. purpurea sefiala que
las hojas tienen un “olor desagradable”, lo que resulta
de interés para el analisis de metabolitos secundarios
volatiles. Asi, el propdsito de este trabajo fue
caracterizar ~ quimicamente  los  componentes
responsables del olor de la hojas (relativo a la
composicion de los aceites esenciales) por GC-MS,
de plantas joven/adulta de A. purpurea, del municipio
de Repelon (Atlantico, Colombia) y determinar
algunas bioactividades in-vitro, e.g., capacidad
antiradicalaria (método cation-radical ABTS+) y
toxicidad en modelo celular humano (linfocitos vy
eritrocitos), de estos mismos AE.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Los reactivos utilizados fueron diclorometano (grado
analitico, J.T. Baker), etanol (grado analitico, J.T.
Baker), metanol (grado analitico, J.T. Baker),
dimetilsulfoxido (grado ACS, Merck), Trolox®
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(&cido-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-arboxilico,
97%, Sigma), a-tocoferol  (97%,  Sigma),
butilhidroxianisol (BHA, 99%, Sigma), ABTS (sal de
diamonio del acido 2,2"-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico, 999%, Sigma),
persulfato de potasio (97%, Merck), medio RPMI
1640, [+] L-Glutamine (Gibco®) Suero fetal bovino
(FBS Certificado, Gibco®), Solucién buffer PBS (pH
7.4), SDS (Dodecil sulfato de sodio, 99%, Merck),
azul Tripan (CssH24NeNasO14S4, Sigma), Penicillin
Streptomycin (Gibco®).

Material vegetal

Las muestras (en estado fresco) de hojas de arboles
joven/adulto de A. purpurea Moc. & Sessé ex Dunal
se recolectaron en los meses de noviembre (2013) y
junio (2014) en la zona rural del municipio de
Repelon (Atlantico), en las coordenadas 75°
10733.33"" longitud Oeste y 10° 32" 24.13" latitud
Norte. La identificacion  taxondmica  (N°
COL579240) fue realizada en el Herbario Nacional
Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la
Universidad Nacional de Colombia por J. Murillo.

Aislamiento de aceites esenciales

El aislamiento de los AE se llevo a cabo por el
método de hidrodestilaciébn en un equipo tipo
Clevenger modificado con reservorio Dean-Stark,
colocando el material vegetal (200 g) en un bal6n de
1 L con agua (400 mL). El calentamiento del sistema
se realiz6 a través de la radiacion de micro-ondas en
un horno convencional (marca Whirpool modelo
WMS07ZDHS - Potencia de salida 700 W) y se
efectuaron cuatro extracciones consecutivas, con
tiempos de 15 min. El AE se separd por decantacion,
se secO con Na,SO, anhidro y una alicuota del AE
recolectado (50 pL) se diluyé con 1 mL de CHClI;
para su analisis por GC-MS.

Analisis por cromatografia de gases-espectrometria
de masas

Los AE de hojas de A. purpurea se analizaron en un
cromatografo de gases Tracel310 acoplado a un
detector selectivo de masas I1SQ (Thermo Fisher
Scientific, Inc.), con inyector split/splitless (relacion
split 1:20) y columna Rxi®-1ms (30 m x 0.25 mm
D.I. x 0.50 um d.f., Restek Co., Bellefonte) con fase
estacionaria 100% poli-dimetilsiloxano. El gas de
arrastre utilizado fue helio (99.999%) a 1 mL/min. La
rampa de calentamiento utilizada en el horno
cromatogréafico fue: 50° C (5 min) @ 2° C/min hasta
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150° C (10 min) y @ 3° C/min hasta 250° C (5 min).
Los espectros de masas se obtuvieron por ionizacion
electronica (EI, 70 eV) en un analizador maésico
cuadrupolar con rango de masas m/z 40-350, en el
modo de barrido completo de radiofrecuencia (full
scan). Las temperaturas de la fuente de iones y linea
de transferencia fueron 230° C y 250° C,
respectivamente. Los datos cromatogréficos y
espectroscépicos se procesaron con el software
Thermo Xcalibur™ (Version 2.2 SP1.48, Thermo
Fisher Scientific, Inc.).

Los indices de retencion fueron obtenidos
usando los datos de hidrocarburos alifaticos saturados
entre Cs-Css. La identificacion de los metabolitos
secundarios fue realizada por comparacion de los
espectros de masas con las bases de datos NIST11,
NIST Retention Index y Wiley9 y por comparacion
de los indices de retencion reportados en la literatura
(Joulian & Konig, 1998; Adams, 2004; NIST
Chemistry WebBook, 2014).

Andlisis por resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN de hidrégeno (*H) y de
carbono (*3C) de los AE fueron adquiridos a 400
MHz y 100 MHz, respectivamente, en un
espectrometro Bruker avance-400. Los
desplazamientos quimicos se reportaron en ppm
usando TMS como referencia interna (escala 8) y se
empledé cloroformo deuterado (CDCls) como
disolvente y patron interno (*H: & 7.26 ppm; 2C:
77.00 ppm). Las constantes de acoplamiento (J) se
expresaron en Hz.

Capacidad antiradicalaria frente al catién-radical
ABTS*

La estimacion de la capacidad antioxidante
equivalente al Trolox®, expresada como capacidad
antioxidante total (TAA, mmol Trolox®kg SE -
Sustancia evaluada) de los AE y los antioxidantes
“control” (a-tocoferol y BHA) se llevd a cabo
siguiendo el protocolo descrito por Mufioz-Acevedo
et al. (2011). Para estas mediciones se utiliz6 un
lector multipozo multimodal FLUOstar Omega
(BMG LabTech, Germany). Todos los experimentos
se realizaron por quintuplicado.

Citotoxicidad in-vitro sobre linfocitos humanos

El aislamiento de los linfocitos se realizé de acuerdo
con los procedimientos de Marquez et al. (2008) y
Calderdn-Segura et al. (2012) utilizando sangre
periférica de donantes sanos (18-30 afios). De este
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tipo de sangre se separaron las células monocitos y se
resuspendieron en medio RPMI 1640, enriquecido
con suero fetal bovino (15%) vy antibidtico
(penicilina- estreptomicina 1%). La suspension
celular fue ajustada a ca. 3000 células/uL y se
sometieron a diferentes concentraciones de los AE
entre 100-1000 pg/mL (preparadas a partir de una
solucion estandar del AE de 10000 pg/mL en
DMSO), durante 30 min a 37° C. Después de la
incubacion una alicuota de la muestra se mezclé con
una solucién de azul Tripan 0.4% (1:1). La viabilidad
celular porcentual se determind utilizando la camara
de Neubauer en un microscopio de contraste ZEIS
(Microscopio Nikon, 40 X), discriminando células
vivas (blancas) y células muertas (azules). Todos los
experimentos se realizaron por quintuplicado. Los
donantes voluntarios firmaron el permiso de
consentimiento ético.

Actividad hemolitica in-vitro sobre eritrocitos
humanos

Para la evaluacion de la actividad hemolitica se
siguié la metodologia propuesta por Yang et al.
(2005) con algunas modificaciones. Se tomaron
muestras de sangre periférica de pacientes sanos en
tubos heparinizados de la cual se separaron los
eritrocitos (Red Blood Cells - RBC) por
centrifugacion a 2500 rpm durante 10 min. A partir
de este procedimiento se prepard una suspensién de
RBC al 4 % en PBS (pH 7.4) y se sometio a
diferentes concentraciones de los AE entre 100-1000
pg/mL, durante 30 min a 37° C. Luego de la
incubacidn, la solucién se centrifug6é a 3000 rpm por
10 min y se tomo el liquido sobrenadante, al cual se
le midi6 la absorbancia a 540 nm, en el lector
multipozo FLUOstar Omega. Todos los experimentos
se llevaron a cabo por quintuplicado y se utilizaron
como controles positivo y negativo soluciones de
SDS al 1% vy de buffer PBS (pH 7.4),
respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicién quimica de los AE por GC-MS

En los AE de las hojas de los &rboles joven/adulto de
A. purpurea se identificaron por GC-MS, 6-13
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compuestos (cantidades relativas > 0.9%). Estos
correspondieron ca. 100% del total. EI andlisis
composicional, los Ir calculados y reportados en la
literatura, las cantidades relativas y rendimientos
porcentuales de los AE de las hojas se presentan en la
Tabla 1. Segln este andlisis, se encontr6 que B-
eudesmol (68.9%) y a-eudesmol (16.8%) fueron los
componentes mayoritarios del AE de hojas del arbol
joven 'y, que germacreno D (55.6%) vy
biciclogermacreno (20.3%) caracterizaron al AE de
hojas del arbol adulto. Ademés, de la diferencia
basada en la quimica de los dos AE, estos también
difirieron en sus caracteristicas fisicas asi: el AE de
las hojas del arbol joven fue un sélido blanco en
forma de agujas; mientras que, el AE de las hojas del
arbol adulto fue un liquido traslicido ligeramente
amarillo. Los rendimientos respectivos de los dos AE
fueron 0.06% y 0.1%. Las corrientes ionicas totales
reconstruidas y los espectros de masas de los
componentes mayoritarios de los dos AE se muestran
enlas Figuras 1y 2.

Debido a que en la literatura cientifica
revisada no se encontraron reportes sobre la
composicion quimica del AE de las hojas de A.
purpurea ni sobre sus actividades bioldgicas, la
discusion se basara en los reportes de las especies
estrechamente relacionadas. Asi, de acuerdo con la
revision realizada por Fournier et al. (1999) sobre los
AE de la familia Annonaceae, hasta la fecha de su
publicacion los AE de las hojas de las especies de
esta familia se caracterizaron por su alto contenido de
hidrocarburos sesquiterpénicos, siendo el mas
frecuente el cariofileno. Al comparar con los AE bajo
estudio, existio cierta correlacion, en cuanto a la
familia de compuestos mayoritarios (sesquiterpenos)
para el AE de las hojas del arbol adulto, aunque
difirié en el compuesto representativo (germacreno
D); mientras que, para el AE de hojas del arbol joven
no hubo coincidencia. Asi, se reporta por primera vez
a los eudesmoles (o- y B-) como componentes
mayoritarios (~ 86%) del AE de una de las especies
perteneciente al género Annona, a pesar de que estos
sesquiterpenoides se han identificado en otras
especies del género, pero en cantidades relativamente
bajas.
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Tabla 1
Analisis composicional por GC-MS de los AE de hojas de arboles joven/adulto
de Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal.

Constituyentes Ir-calc Ir-Lit Ca:ntldad relatll\lla, %
a-Pineno 929 931 1.4 3.7
Sabineno 965 964 tr
B-Pineno 972 970 1.7 3.2
B-Mirceno 977 979 tr
trans-p-Ocimeno 1042 | 1041 0.9
Bicicloelemeno 1327 1327 tr
6-Elemeno 1333 1334 tr
a-Cubebeno 1342 1344 tr
a-Copaeno 1378 | 1376 tr 15
B-Bourboneno 1387 | 1386 tr tr
B-Cubebeno 1383 | 1384 tr 1.4
B-Elemeno 1387 | 1387 0.9
p-Cariofileno 1423 | 1424 tr 5.3
p-Copaeno 1429 | 1430 tr
y-Elemeno 1433 | 1432 tr
a-Humuleno 1454 | 1456 tr
allo-Aromadendreno 1460 1459 tr 1.9
Germacreno D 1481 1480 ---- 55.6
Biciclogermacreno 1493 | 1499 — 20.3
a-Muuroleno 1495 | 1494 tr
y-Cadineno 1508 | 1507 | - tr
6-Cadineno 1513 1514 15
Germacreno B 1533 1534 2.1
Elemol 1534 1535 tr
trans-Nerolidol 1547 1548 tr 1.9
Espatulenol 1578 | 1577 8.5
Oxido de cariofileno 1576 | 1576 2.6
y-Eudesmol 1625 | 1626 tr
t-Cadinol 1628 | 1628 tr
t-Muurolol 1627 1628 tr
a-Cadinol 1636 1637 tr
B-Eudesmol 1642 | 1641 | 68.9
ao-Eudesmol 1644 1643 16.8
7-epi-a-Eudesmol 1647 | 1644
Benzoato de benzilo 1766 1765 tr
Benzoato de feniletilo 1845 1848 tr
Carisona 1923 1926 tr
Total, % 100 100
Rendimiento AE, % 0.06 0.1

Calc. — Calculado; Lit. — Literatura; | — AE hojas de arbol joven;
Il - AE hojas de arbol adulto
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Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas/104



Mufioz-Acevedo et al. Quimica y propiedades citotoxicas/antiradicalarias de los aceites esenciales de Annona purpurea

[~ 2800
[~ 2600
[~ 2400
[~ 2200
[~ 2000
- 1800
- 1600
[~ 1400

~1200

[~ 1000

[~ 800

[~ 600

[~ 400

[~ 200

3
¥

4.0 3.5
1 (ppm)

100
95
o0
85
80
75
70
65
60
55 52.57
50
45
40
35
30
25
20
15 1aTa a7.90
10
a45.37 55.94
10.12 22,i4223 11 51,77 3s.a3 ooy M ﬂMAAJ\ i, h,‘ MM‘M 62;t® 69;37 7482 83.95

e A e L e e s B T e | R
15 20 25 30 35 40 a5 50 55 60 65 70 75 80

Time (min)

a

o]

100 161.12

91.04a

81 119.08
79.04

35 77.02 93.06

30 133.08
120.12

25 s54.98 =

20 67.04

69.04

= 107.10 162.17
53.04 65.01 o 204.15
117.07

10 43.04
5. ’ 51.02
o=l

147.10
57.08 134.13 160.07
[ | ‘ [ ||| 163.18 189.13
1 - TN | . . | ; L HH e . bl S b

60 80 100 120 140 160 180 200
m/z

82.09 1231.11

Figura 2
Espectro de 'H-RMN y corriente idnica total reconstruida del AE de hojas de arbol adulto de Annona purpurea
junto con el espectro de masas (El, 70 eV) del germacreno D
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Asimismo, la comparacién de la composicion
quimica entre los AE bajo estudio con los de otras
especies difirieron en algunos casos, con los
componentes identificados y por otro lado, en cuanto
a sus cantidades relativas: asi, los AE de las especies
de A. cherimola (México, Venezuela y Egipto), A.
muricata (Benin, Nigeria, Vietnam y Egipto), A.
reticulata (Nigeria y Vietnam), A. coriacea, A.
senegalensis, A. glabra (Vietnam y Egipto), A.
squamosa (Vietnam y Egipto), A. crassiflora, A.
vepretorum, A. pickelii, A. salzmannii y A. foetida
(Brasil) estuvieron caracterizados respectivamente
por el alto contenido de biciclogermacreno (18.2%),
germacreno D (57.7%) y p-elemeno (25.0%); B-
cariofileno (13.6-38.9%), eugenol (30.2%), B-pineno
(20.6%) y bicicloelemeno (23.6%); acetato de trans,
trans,farnesilo (19.0%), ar-turmerona (12.0%) y B-
elemeno (5.9-16.6%), p-cariofileno (8.3-14.9%),
germacreno D (9.3-22.8%); biciclogermacreno
(39.8%); citronelal (30.0%), geranial (17.2%) y
citronelol  (14.8%); p-cariofileno (21.5-37.1%),
germacreno D (17.7%); PB-cariofileno (24.5%) y B-
gurjuneno (42.5%); a-amorfeno (43.6%) y E-
cariofileno (17.7%); biciclogermacreno (43.7%) y
espatulenol (11.4%); biciclogermacreno (20.3-45.4%)
y E-cariofileno (14.6-27.8%), d-cadineno (22.6%);
biciclogermacreno (35.1%) y E-cariofileno (14.2%)
(Rios et al., 2003; Kossouoh et al., 2007; Costa et al.,
2009; Siqueira et al., 2011; Ameen et al., 2011;
Ramirez et al., 2011; Costa et al., 2011; Costa et al.,
2012; Costa et al., 2013; Elhawary et al., 2013;
Oliani et al., 2013; Owolabi et al., 2013; Thang et al.,
2013; Sirena et al., 2014).

Finalmente, en la literatura cientifica revisada
s6lo se encontrd una especie (Guatteriopsis friesiana)
perteneciente a la familia Annonaceae que contiene
un AE con alto contenido de eudesmoles
(particularmente B-eudesmol (51.6%)) (Costa et al.,
2008).

Caracterizacion estructural de los AE por 'H-*C-
RMN

De acuerdo con el analisis por GC-MS (Tabla 1), los
componentes mas abundantes para los AE de las
hojas de los arboles joven/maduro fueron el [-
eudesmol y el germacreno D, en cantidades
superiores al 55%. Para confirmar la presencia de los
dos componentes mayoritarios y obtener los perfiles
caracteristicos de los AE, éstos fueron analizados por
IH-13C-RMN (Figuras 1y 2). Las sefiales registradas
en los perfiles de los AE y la asignacion de las
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mismas relacionadas con B-eudesmol y germacreno D
se presentan a continuacion.

AE hojas arbol joven

Sélido blanco en forma de agujas. Componentes
mayoritarios: f-eudesmol (~ 69%) - C1sH260 GC-MS
(El, 70 eV), m/z (%): 222.19 (M*, 2), 59.04 (100) y
a-eudesmol (~ 17%) - CisH260. GC-MS (EI, 70 eV),
m/z (%): 222.19 (M*, 4), 59.04 (100). Sefiales
caracteristicas. *H-RMN (CDCls, 400 MHz): § 4.71
(d), 4.44 (d), 2.32 (t), 2.29 (), 2.02 (1), 1.75 (t), 1.70-
1.30 (m), 1.28 (s), 1.24 (d), 1.21 (s), 1.20 (s), 1.18
(dd), 1.15 (s), 1.13-1.08 (m), 1.04 (dd), 1.00-0.80
(m), 0.77 (s), 0.70 (s) ppm; *C-RMN (CDCls, 100
MHz): & 151.3, 121.2, 105.5, 73.1, 50.1, 49.9, 49.6,
46.8, 42.0, 41.3, 40.3, 38.0, 37.0, 36.0, 32.3, 27.7,
27.3, 27.3, 26.9, 25.2, 24.5, 23.6, 23.1, 22.6, 22.5,
21.3,16.4, 15.7 ppm.

Las sefiales que correspondieron a f-
eudesmol fueron H - § 4.71 (1H,, “d”, J=1.6 Hz,
H2aC=), 4.44 (1Hb, “d”, J=1.6 Hz, HaC=), 2.32
(IHa, “t”, J=4.0 Hz, =C-CHaa-), 2.29 (1Hp, “t”,
J=3.6 Hz, =C-CH2ap-), 2.02 (1H, “t”, J=2.8 Hz, =C-
CH(CH,)-C-), 1.70-1.30 (9H, “m”, -(CH)s-CH-),
1.28 (1H, s, -OH), 1.20 (6H, s, -C-(CHs),), 1.18
(1Ha, dd, -C-CHzap-C), 1.04 (1Ha, dd, -C-CH2ap-C),
0.70 (3H, s, -CH3) ppm; ¥C - & 151.3 (-C=CHy),
105.5 (-C=CH,), 73.1 (-C-(CHs),), 49.9 (-CH,-CH-
C=), 49.6 (-CH-(CH2)2-), 42.0 (-CH2-C(CHa3)-CHz-),
413 (-CH:-C(CH3)-CH.-), 37.0 (=C-CH.-CH:-),
36.0 (-CH,-C(CH3)-CH>-), 27.3 (-C-(CH3)2), 27.3 (-
C-(CHa)2), 25.2 (-CH-CH2-CH-), 23.6 (-CHs), 22.5 (-
CH-CH2-CHy-), 16.4 (-CH2-CH2-CHz-) ppm. Las
sefiales remanentes de los espectros de *H-1*C-RMN
adquiridos pertenecieron al a-eudesmol.

AE hojas arbol maduro

Liquido traslicido ligeramente amarillo.
Componentes mayoritarios: germacreno D (~56%) -
CisHza. GC-MS (El, 70 eV), m/z (%): 204.15 (M*,
12), 161.11 (100) y biciclogermacreno (~20%) -
CisH2a. GC-MS (E|, 70 eV), m/z (%) 204.15 (M+',
10), 121.09 (100). Sefales caracteristicas. tH-RMN
(CDCls, 400 MHz): & 5.78 (d), 5.25 (dd), 5.13 (dd),
4.85 (dd), 4.79 (d), 4.74 (d), 4.72-4-60 (m), 4.35 (d),
2.47-2.15 (m), 2.14-1.80 (m), 1.70 (dd), 1.67-1.63
(m), 1.59 (t), 1.51 (s), 1.48 (d), 1.47-1.39 (m), 1.32-
1.21 (m), 1.20-1.10 (m), 1.09 (s), 1.06 (dd), 1.02 (s),
1.01-0.96 (m), 0.95-0.88 (m), 0.86 (d), 0.83 (s), 0.81
(d), 0.79-0.75 (m), 0.72 (s) ppm; *C-RMN (CDClI;,
100 MHz): & 149.0, 135.7, 134.1, 133.7, 129.8,
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126.6, 124.8, 109.2, 53.1, 41.3, 40.9, 37.3, 34.6, 32.9,
30.2, 294, 27.1, 26.9, 26.6, 26.1, 23.7, 20.9, 19.5,
16.7, 16.0, 15.6 ppm.

Las sefiales caracteristicas para germacreno
D fueron 'H - & 5.78 (1H, d, J=16 Hz, =C-HC=CH-
CH-), 5.25 (1H, dd, J=16, J=10 Hz, =C-HC=CH-
CH-), 5.13 (1H, dd, J=11.2, J=4.8 Hz, H3C-C=CH-
CHz-), 479 (1H, d, J=2.4 Hz, -C=CHaa), 4.74
(1Hy, d, J=2.4 Hz, -C=CHoaap), 2.47-1.80 (7H, m, -
CH,-CH,-CH-CH-, =CH-CH,-CH»-C=), 1.51 (3H, s,
CH3-C=CH-), 1.47-1.10 (3H, m, -CH»-CH-CH-
(CHs)2), 0.86 (6H, d, J=6.8 Hz, -CH-(CHs)2) ppm;
13C - 5 149.0 (-C=CH,), 135.7 (HsC-C=CH-), 134.1
(=C-HC=CH-CH-), 133.7 (=C-HC=CH-CH-), 129.8
(HsC-C=CH-), 109.2 (-C=CHy), 53.1 (-CH-CH-
(CHs3)2), 40.9 (=C(CHs3)-CH-CH:-), 34.6 (-CH2-CH>-
C=), 32.9 (-CH-CH-(CHz)2), 29.4 (-CH2-CH2-CH-),
27.1 (FHC-CH2-CH>-), 20.9 (-CH=C-CHa), 19.5 (-
CH-(CHz3)2), 19.5 (-CH-(CHs)2) ppm. Las sefiales
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restantes de los espectros de *H-1*C-RMN adquiridos
pertenecieron al biciclogermacreno.

Las sefiales y sus multiplicidades junto con
los acoplamientos de todos los hidrégenos y carbones
olefinicos y metilicos en los espectros de H-13C-
RMN de los AE coincidieron con las mismas
multiplicidades, sefiales y acoplamiento de los
espectros de RMN de B-eudesmol y germacreno D,
de acuerdo con los reportes de la literatura (Maatooq,
2002; Kusuma et al., 2004; Cascon et al., 2012),
confirmando asi la presencia de estos dos compuestos
en los AE.

Actividades biolégicas in vitro

Después de la caracterizacion estructural de los
aceites volatiles de A. purpurea, estos fueron
evaluados para estimar in vitro sus capacidades
antiradicalarias y sus citotoxicidades. Los resultados
de estas determinaciones junto con los valores de las
sustancias control se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2

Capacidad anti-radicalaria, actividad hemolitica y citotoxicidad en linfocitos de los AE de hojas de Annona
purpurea junto con las sustancias “control”

Sustancia evaluada TAA (mmol Actividad hemolitica, Citotoxicidad en
Trolox®/kg SE) CLso (ug/mL) linfocitos, CLso (ug/mL)
a-Tocoferol (Control) 2157 £ 63 NA NA
BHA (control) 7162 + 147 NA NA
Metanol (Control) NA NA (30 £ 2 %, 20 %)
+00
SDS (Control) NA 1%88 ﬁg(/)m/ E) ND
AE hojas jovenes 165+ 8 490 + 48 1455+ 0.7
AE hojas adultas 602 £ 38 (4.3£0.6 %, 346 £ 8
1000 pg/mL)
NA — No aplica

Capacidad antioxidante equivalente al Trolox®
Segin los valores determinados de TAA (mmol
Trolox®/kg AE) de los dos AE evaluados (165 + 8 -
AE arbol joven, 602 = 38 - AE arbol adulto), las
reactividades de los AE hacia el cation radical
ABTS", como una medida de su capacidad
antioxidante, no fueron mayores a los de las
sustancias “control”; no obstante, la capacidad
antioxidante del AE del arbol adulto fue
aproximadamente 4 veces mayor que la del AE del
arbol joven.

La baja reactividad de mostrada por los dos
AE hacia el cation-radical ABTS", posiblemente

estuvo correlacionada con la ausencia de compuestos
capaces de donar electrones y protones (fenoles),
simultdneamente (Sanchez-Moreno, 2002; Prior et
al.,, 2005; Gralmann, 2005). Al comparar estos
resultados con los reportados en la literatura para
especies relacionadas se encontr6 similitud, en cuanto
a la tendencia de una baja capacidad antiradicalaria,
con los AE de A. muricata y A. squamosa (con altos
contenidos de sesquiterpenoides) evaluados por el
método del radical DPPH- (Alitonou et al., 2013), el
cual tiene un mecanismo similar al del catién-radical
ABTS* (Huang et al., 2005).
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Citotoxicidad en linfocitos

La estimacion de la citotoxicidad en linfocitos mostrd
que los AE estuvieron catalogados como
“moderadamente toxicos” puesto que sus CLso fueron
mayores que 100 pg/mL pero menores que 1000
pg/mL (145.5 £ 0.7 - AE é&rbol joven, 346 + 8 - AE
arbol adulto); sin embargo, el AE del arbol joven fue
dos veces mas activo que el AE arbol adulto.

Los componentes responsables de la
actividad mostrada por el AE del &rbol joven son los
eudesmoles, que de acuerdo con un reporte de
literatura, los dos eudesmoles (a- y B-) junto con el
AE que los contuvo mostraron alta actividad
antitumoral y baja toxicidad sistémica in vitro e in
vivo (Ma et al., 2008; Britto et al., 2012).

La comparacion de los resultados obtenidos
para el AE del arbol adulto con los reportes de
literatura para los AE de especies relacionadas e.g.,
A. cherimola, A. glabra, A. muricata, A. squamosa
(con alto contenido de hidrocarburos
sesquiterpénicos), evaluados sobre diferentes lineas
celulares cancerigenas (mama (MCF-7), colon
(CACO-2) e higado (HEPG2)) (Elhawary et al.,
2013; Owolabi et al., 2013) mostré similitudes, en
cuanto a una moderada citotoxicidad.

Actividad hemolitica en eritrocitos

La citotoxicidad en eritrocitos segin la actividad
hemolitica, como una medida de irritabilidad,
permitié determinar que el AE de arbol adulto no fue
hemolitico (CLsp > 1000 pg/mL); mientras que, el
AE de éarbol joven fue moderadamente hemolitico
(CLso 490 + 48 pg/mL, ca. 50% respecto a SDS 1%).
La actividad hemolitica mostrada por el AE de arbol
joven tuvo cierta correspondencia con la toxicidad
mostrada en linfocitos humanos y aporta informacién
sobre el cuidado en posibles aplicaciones de dicho
AE. Para el caso del AE de arbol adulto, la no
actividad hemolitica fue atil para excluir la
posibilidad de toxicidad adicional asociada.

De esta manera, se reportan por primera vez
la capacidad anti-radicalaria frente ABTS*, la
citotoxicidad en linfocitos y actividad hemolitica en
eritrocitos humanos de los AE de las hojas de arboles
joven/adulto de A. purpurea.

CONCLUSIONES

Se reportaron por primera vez las diferencias
composicionales de los AE de hojas de arbol joveny
adulto de A. purpurea junto con sus bajas
capacidades antiradicalarias (método ABTS*) vy
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citotoxicidades moderadas a bajas en células
primarias humanas (linfocitos y eritrocitos). Asi, B-
eudesmol (68.9%) y germacreno D (55.6%) fueron
los constituyentes mayoritarios para los AE de arbol
joven y adulto. La capacidad antiradicalaria de los
AE no fue mayor a la de las sustancias “control”; sin
embargo, la capacidad antioxidante del AE del arbol
adulto fue aproximadamente cuatro veces mayor que
la del AE del arbol joven. Con base en el ensayo de
citotoxicidad en linfocitos, los AE evaluados se
catalogaron como “moderadamente téxicos” (1000
pg/mL > CLso > 100 pg/mL), siendo el AE del arbol
joven dos veces méas activo que el AE arbol adulto.
Finalmente, la citotoxicidad en eritrocitos segln la
actividad hemolitica, como una medida de
irritabilidad, permitié determinar que el AE de arbol
adulto no fue hemolitico (CLso > 1000 pg/mL);
mientras que el AE de arbol joven fue
moderadamente hemolitico (~50% respecto a SDS
1%).
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