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ACTIVIDAD CAPTADORA DE RADICALES LIBRES DE
ALCALOIDES DE Rollinia pittieri (ANNONACEAE) POR EL
METODO DEL DPPH.

FREE RADICALS SCAVENGING ACTIVITY OF ALKALOIDS FROM Rollinia pittieri
(ANNONACEAE) BY THE DPPH METHOD.

Guillermo L. Montoya P! Edison J. Osorio D.,' Nora S. Jiménez U." y Gabriel J. Arango A."*

RESUMEN

La btisqueda de compuestos con actividad antioxidante es de gran interés para las industrias farmacéuticas
y de alimentos. A través del fraccionamiento cromatogrifico de los tallos de Rollinia pittieri (Annonaceae)
se aislaron 2 alcaloides con actividad antioxidante segiin el método del DPPH, la O-metil-moschatolina
[1] con nicleo oxoaporfinico y la melosmina [2] con ndcleo 7,7-dimetil-1,2,3,9- tetrahidoraporfinico.
Se evaltia ademds un derivado acetilado hemisintético de la melosmina, la O,0-diacetil-melosmina [3],
el cual es sometido al mismo ensayo realizado a las moléculas anteriormente mencionadas. La actividad
de los tres compuestos es comparada con 2 estindares antioxidantes frecuentemente empleados en la
industria de alimentos, el 2-terbutil-hidroxitolueno (BHT) y el 4cido ascérbico. La melosmina reporta
una IC, igual a 3.037 ug/mL, 70 veces mayor a la presentada por el BHT con una IC_ de 207.4 ug/mL. El
dcido ascérbico presenta una IC, de 1.58 ug/mL. La identificacién de los alcaloides se realizé por métodos
espectroscopicos.
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ABSTRACT

The search of compounds with antioxidant activity has great interest for pharmaceutical and food
industries. By chromatographic fractionation of the stems of Rollinia pittieri (annonaceae) two alkaloids
are isolated with antioxidant activity according to the DPPH method: O-methyl-moschatoline [1] with
oxoaporphine nucleous and melosmine with 7,7-dimetyl-1,2,3,9- tetrahidroaporphine nucleus[2]. It is
also evaluated an acetylated hemisynthetic compound from melosmine, O-O-diacetyl-melosmine [3],
which is put under the same test made to molecules previously mentioned. The activity of the three
compounds is compared with two antioxidant standards commonly employed in food industry: 2-tert-
butyl-hydroxytoluene (BHT) and ascorbic acid. Melosmine shows an IC,  of 3.037 ug/mL, which is 70
times better than that for BHT with IC_ 207.4 ug/mL. Ascorbic acid shows an IC50 of 1.58 ug/mL. The
identification of the alkaloids is based on spectroscopic methods.
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INTRODUCCION

El género Rollinia (Annonaceae) comprende 65
especies alrededor del mundo (1). En Colombia
se encuentran 11 especies de Rollinia entre ellas R.
pittieri (2), de la cual no se encontraron reportes con
relacién a su contenido de metabolitos o actividad
biolégica. R. pittieri es un arbol de 15 a 25 m de al-
tura con una distribucién desde Centroamérica en
Costa Rica y Panamd, bordeando la costa pacifica
hasta llegar a Colombia, principalmente en la region
chocoanay en el Santander. En el género Rollinia se
encuentran diferentes tipos de metabolitos como las
acetogeninas y los alcaloides, a este tltimo grupo de
compuestos se le atribuyen diferentes actividades
como antiagregantes plaquetarios (3,4), antimicro-
bianos, antifiingicos (5,6), inhibidores enzimaticos
(7) y citotoxicos (8). Los reportes de actividad exis-
tentes para el género Rollinia y la falta de estudios
sobre la especie R. pittieri, 1a convierten en promi-
soria para la busqueda de compuestos naturales con
actividad biolégica.

En la basqueda de compuestos naturales con ac-
tividad antioxidante, se han encontrado compuestos
fendlicos, carotenoides, tocoferoles, dcido ascorbico
y sus derivados ademds de compuestos nitrogenados
como péptidos, aminodcidos, aminas y alcaloides (9).
Laactividad captadora de radicales libres de alcaloides
con gran cantidad de sustituciones, tales como, gru-
pos hidroxilos aromiticos, acompanados de grupos
alquilicos donadores de protones, hacen de este tipo
de estructuras, moléculas promisorias para su estudio
en relacién a su actividad antioxidante. Se enfatiza en
el hecho, de que los compuestos que poseen muy
buena actividad captadora de radicales libres, son
moléculas que pueden favorecer la disminucién del
riesgo de enfermedades dependientes de procesos
oxidativos, tales como enfermedades neurodege-
nerativas, algunos tipos de cincer, enfermedades
cardiovasculares, cataratas, entre otras (10,11).

El consumo de productos alimenticios que con-
tengan los principales antioxidantes naturales como
vitamina E, vitamina C y carotenos es importante
para un buen funcionamiento del organismo (12-
14). Sin embargo, el suministro otros antioxidantes
exdgenos podria tener efectos benéficos y ser una
alternativa en la prevencién y tratamiento de las
enfermedades antes mencionadas (15). El uso de
los antioxidantes también es importante en la in-
dustria de los alimentos, cosmética, pinturas, acei-

VITAE

tes, polimeros, y en general, para proteger cualquier
sustancia susceptible a la oxidacién mediada por
radicales libres. En la industria de los alimentos, la
investigaciéon sobre nuevos antioxidantes toma un
interés adicional, dado que antioxidantes sintéticos
tales como 2y 3-terbutil-4-metoxifenol (ej, 2-terbu-
til-hidroxianisol, BHA), 2,6-diterbutil-4-metilfenol
(ej, 2-terbutil-hidroxitolueno, BHT) y el terbutil-
hidroquinona (TBHQ) han sido adicionados a los
alimentos, sin embargo, por problemas de toxicidad
(16), el uso de dichos compuestos ha sido recien-
temente cuestionado (17,18). Todo lo anterior, ha
promovido el incremento de investigaciones con el
fin de identificar nuevas moléculas con capacidad
antioxidante las cuales se puedan emplear a menores
concentraciones y demuestren menor toxicidad.
El objetivo del presente estudio, fue identificar
las sustancias responsables de la actividad antioxi-
dante de la fraccién de alcaloides totales (FAT) de
tallos R. pittieri utilizando la habilidad de éstos para
desactivar al radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidra-
zilo (DPPH). Los compuestos aislados [1] y [2]
son alcaloides aporfinicos los cuales se reportan
por primera vez en esta especie. Adicionalmente se
realizaron algunas modificaciones quimicas sobre
la melosmina para determinar él o los grupos fun-
cionales presentes en el esqueleto basico aporfinico
responsable de la actividad antioxidante.

MATERIAL Y METODOS

Procedimientos experimentales generales

Los espectros ultravioleta y los ensayos de la acti-
vidad captadora de radicales libres fueron realizados
en un equipo Spectronic® Genesys 2. Los espectros
IR se corrieron en un equipo Perkin-Elmer (FT-IR)
utilizando un rango de barrido entre 4000y 600 cm™.
Los espectros de masas fueron obtenidos en un Cro-
matégrafo de Gases acoplado a masas HP6890 con
Detector selectivo 5973, columna DB5MS 30x0.25x
0.25, flujo 0.7 mL/min de Helio 5.0 Los espectros de
RMN se corrieron en CDCI, con un espectrémetro
Bruker de 300 MHz.

Quimicos

El radical DPPH fue suministrado por Sigma
Chemical Co, St Louis, Mo. Los reactivos Hi-
dréxido de Amonio y Acido Clorhidrico grado
reactivo y Metanol para andlisis, fueron suminis-
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trados por J. T. Baker. Los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear se realizaron en Cloroformo
Deuterado de Merck.

Material vegetal, extraccion e identificacion
de alcaloides

La especie Rollinia pittieri (Annonaceae) fue
colectada en el Corregimiento de Lomas Aisladas
del Municipio de Turbo (Antioquia, Colombia) por
el biblogo Fernando Alzate, la identificacién de la
especie se realizé en el Herbario de La Universidad
de Antioquia HUA (Voucher A1072); El material
vegetal seco y molido (2.7 Kg) se desengrasé con
n-Hexano; en soxhlet por un periodo de 2.5 dias.
Posteriormente el residuo sélido obtenido se so-
metid a extraccién alcalina (19); obteniéndose asi
la fracciéon FAT (3.8 g).

Una vez comprobada la actividad antioxidante
de la fracciéon FAT, se sometid a fraccionamiento
por cromatograffa en columna utilizando silica
gel 60F, tamano de particula de 0.063-0.2 mm
de didmetro (Merck) y eluyendo con mezclas de
EtOAc-NH OH, obteniéndose 3 fracciones a las
cuales se les comprobé actividad antioxidante. La
fraccién mds activa se purificé mediante croma-
tografia de capa fina preparativa sobre gel de silice
GF,,, (Merck) y cromatografifa en columna con
Sephadex LH-20 (SIGMA) y eluyendo con gra-
dientes de MeOH-CH,Cl, de donde se obtuvo 14
mg de [1] y 28 mg de [2].

O-metilmoschatolina [1]: Cristales naranja; UV
(MeOH) & (loge) 238,273,430 nm. IR V max
cm™ 2947, 1661, 1578, 1204, 1156, 1093. RMN 'H
(CDCI3, 300 MHz): H4 [d 8.21 (1H, d, J= 5.3
Hz)], H5 [8.96 (1H, d, J=5.29)], H8 [8.57 (1H,
d,J=7.8)],H9 [7.52 (1H, t,J= 7.3,]=7.7)], H10
[7.74 (1H, t, J=7.26, J=8,1)], H11 [9.11(1H, d,
J=8.3)], 4.10 (3H,s), 4.19 (3H, s) y 4.08 (3H, s).
RMN "C d ppm (CDCI3, 45 MHz): C1 147.76,
C1’ 1.37, Cla 116.01, C1b 123.21, C2 156.93,
C2’ 62.18, C3 148.86, C3’ 61.84, C3a 145.81, C4
119.59, C5 144.83, C6a 131.5, C7 182.97, C7a
131.83, C8 129.26, C9 128.52, C10 134.74, C11
128.06, C11a 134.94. EIMS (70 eV) m/z 321
M](100), 306 (68), 291 (30), 278 (25), 263 (31),
248 (35), 235 (17), 220 (35).

Melosmina [2]: Polvo naranja, UV (MeOH) A
e (loge): 377 (3.38), 320 (3.17), 308 (316), 251
(3.71), 218 (Sh 3.73), 212 (Sh 3.71), HC1 0.1 N
449 (3.24), 284 (3.68), 278 (3.68), 251 (Sh 3.72),

224 (Sh 3.73) nm. IR V max cm™ 2925, 1734,
1609, 1409, 1305, 1200, 1099. RMN 'H (CDCI3,
300 MHz): H4 [d 7.66 (1, d, 5.7)], H5 [8.42
(1H, d, 5.7)], H8 [7.16 (11, d, 2.5)], H10 [6.85
(1H, dd, 2.5, 8.9)], H11 [8.83 (1H, d, 8.9)], 3.95
(3H, s), 4.13 (3H, s), 1.70 (6H, s). RMN BC 3
ppm (CDCI3, 45 MHz): C11 44.96, C1’ 61.6,
Cla 111.94, C1b 119.96, C2 142.84, C3 143.18,
C3’” 61.6, C3a 127.75, C4 112.88, C5 141.06,
C6a 163.59, C7 42.59, C7° 33.13, C7” 33.13, C7a
147.31, C8 113.96, C9 156.43, C10 114.31, C11
130.06, C11a 119.96. EIMS (70 ¢V) m/z 337 [M]
(100), 322(70), 306(15), 289(30), 277(17), 264(20),
207(23).

Actividad captadora de radicales libres por
el método del DPPH

Para comprobar la actividad antioxidante de ex-
tractos y fracciones obtenidas durante el proceso de
aislamiento de los alcaloides, se procedi6 a realizar
un ensayo sobre TLC (cromatoplacas de silica gel
60 GF, en aluminio de 0.25 mm de espesor). Para
ello, se eluy6 con un sistema EtOAc-NH,OH en
diferentes proporciones y se revelo con una solu-
cién de DPPH al 0.2 % en metanol. Los resultados
aceptados como positivos fueron aquellos que pre-
sentaron la apariciéon de manchas amarillas sobre un
tondo violeta luego de 5 minutos.

Para los alcaloides aislados, el ensayo de actividad
antioxidante se baso en la decoloracién del radical
libre DPPH seguida por espectrofotometria ultra-
violeta de acuerdo a lo propuesto por Brand-Willia-
ms y colaboradores (20). Al DPPH se le aseguraba
la concentracién en el rango 3.8 x 10° - 6.3 x 10 »
M a través de una curva de calibracién descrita por
la ecuacién:

A,.,, = 20.36 [DPPH] + 0.02338

(Prueba de Bondad de ajuste: r2 0.9960, Sy.x 0.02522)

Se midi6 0.5 mL de una solucién stock del com-
puesto, luego se adiciond a 1.0 mL de metanol para
obtener el blanco de la muestra; para la preparacién
de la muestra se tomaron 0.5 mL del compuesto y se
mezclaron con 1.0 mL de la solucién metandlica de
DPPH (0.02 mg/mL); la disminucién en la intensi-
dad del color con respecto a un blanco que contiene
1.0 mL de solucién de DPPH y 0.5 mL de metanol
se midié espectrofotométricamente a una A = 517
nm luego de 5 minutos; posteriormente se realiza-
ron diluciones de la solucién stock de la muestra
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y se evaltio cada una de ellas siguiendo el mismo
procedimiento descrito. El porcentaje de inhibicién
o decoloracién del DPPH que corresponde a cada
concentracién de muestra evaluada se determina
mediante la siguiente expresion:

Dénde Am es la absorbancia de la muestra
(muestra + DPPH), Abm es la absorbancia del
blanco de la muestra (muestra + Metanol) y Ab ..
es la absorbancia del blanco del DPPH (metanol +
DPPH). Con base en los porcentajes de inhibicién
obtenidos para cada concentracién, el resultado se
expresa cémo Concentracién Inhibitoria 50 (IC, ),
es decir la concentracién de muestra a la cual se ha
decolorado en un 50% el DPPH.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de los compuestos aislados

La O-metilmoschatolina presenta una férmula
molecular de C,;H,,NO, para un peso molecular
de 321 m/z, observado en el EI-MS. Presenta mixi-
mos de absorcién en el UV a 238, 273, 430 nm,
tipicos de alcaloides oxoaporfinicos. El espectro
IR sugiere la presencia de un grupo carbonilo a
1661 cm™, y de bandas tipicas del anillo aromatico
a 1579y 1392 cm™.

Figura 1. Principales correlaciones 'H - 'TH COSY de
11y [2].
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El Espectro de RMN 'H mostré la presencia de
6 protones aromaticos y de tres grupos metoxilos.
Los acoplamientos tipicos de los protones perte-
necientes a los anillos aromdticos B y D fueron
corroborados con el experimento 'H - '"H COSY
(Véase tigura 1). Los protones 4 y 5 que pertenecen
al anillo B son [8.21 (1H, d,J = 5.3) y8.96 (1H, d,
J = 5.29)] respectivamente. El protén 8 del anillo
D [8.57 (d, J= 7.8)] presenta una constante de
acoplamiento orto con 9 [7.52 (t, J= 7.7, J=7.3)],
a su vez, el protén 9 presenta una constante de
acoplamiento similar con 8y otra con el protén 10
[7.74 (t,]=7.26,]=8,1)]. El protén 10 muestra dos
acoplamientos orfo con el protén 9 y con el protén
11 respectivamente, y el protén 11 [9.11 (d, ] =
8.3)] acopla con 10. El espectro de RMN BC y
los experimentos JMOD mostraron 10 carbonos
cuaternarios, entre ellos el carbonilico, 3 O-me-
tilos y ausencia de metilenos. Seguidamente en el
experimento HMQC se observaron los carbonos
correspondientes a los protones aromaticos pre-
viamente identificados y con ayuda del HMBC
se corroboraron las posiciones de los carbonos de
los anillos y demds carbonos (metoxilicos) de la
estructura (Véase figura 2).

\[@ ppm
O

[3]
Figura 2. Importantes correlaciones HMBC de [1] y
[2] y carbonos carbonilicos de [3]
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La melosmina fue identificada por las mismas
técnicas espectroscopicas aplicadas para [1]. El
EI-MS m/z presento un pico molecular a 337 el
cual corresponde al peso molecular de la formula
C,,H, ,NO,. El compuesto muestra en el UV méxi-
mos de absorcién caracteristicos de un alcaloide
aporfinico sustituido en 1, 2, 3y 9, los cuales sufren
desplazamiento batocrémico al adicionar HCI 0.1 N
(21). La espectroscopia IR muestra la presencia de
grupos hidroxilo a 3200 cm™, algunas sefales tipicas
de sistemas aromdticos y ausencia de carbonilos lo
cual siguiere un nucleo aporfinico.

El espectro de RMN 'H muestra 2 sefiales perte-
necientes a los 2 protones del anillo B y tres del anillo
D. Posteriormente el experimento 'H - 'H COSY
(Véase figura 1) permiti6 observar los acoplamientos
de los protones aromiticos asi: los protones que per-
tenecen al anillo B en posicién orto presentaron una
constante de acoplamiento caracteristica H 4 [7.66
(1H,d,J =5.7)],H5 [842 (1H, d,]J = 5.7)], los
protones que constituyen el anillo D presentaron
las siguientes constantes de acoplamiento; protones
8 [7.16 (1H, d,J = 2.5)] y 10 [6.85 (1H, dd, ] =
2.5,] = 8.9)] los cuales se encuentran en posicién
meta y los protones 10y 11 [8.83 (1H, d, ] = 8.9)]
se encuentran en posicién orto. En el experimento
JMOD se observaron 5 metinos (aromadticos), 11
carbonos cuaternarios, dos metoxilos y dos metilos.
Mediante las correlaciones observadas en el expe-
rimento HMQC se realizaron las primeras asigna-
ciones carbono-hidrogeno correspondientes a los
protones aromaticos. Luego con ayuda del HMBC
se procedid a asignar cada carbono de la estructura.
(Véase figura 2). El carbono 3 segtn el espectro
HMBC muestra correlaciones con los protones
del grupo metoxilo de esa misma posicién y con el
protén 4 del anillo B, por tal motivo se sugiere la
presencia de un grupo metoxilo en esta posicién. Se-
guin el espectro IR, se observo la presencia de grupos
hidroxilos y teniendo en cuenta que el compuesto
poseia 2 grupos metoxilos, se concluyd entonces que
el compuesto deberfa tener dos grupos OH segin
el peso molecular de 337.

Se procedié entonces a realizar una reaccién de
acetilacion para comprobar la hipétesis anterior (La
reaccion se realizé con anhidrido acético en piridina
por 20 horas), el compuesto acetilado [3] se aisl6 por
TLC preparativa, eluyendo con diferentes mezclas de
EtOAc: NH,OH, procediéndose luego al anilisis

espectral en RMN 'H y BC. El espectro de RMIN
BC del compuesto [3] presentd dos carbonos cua-
ternarios a 169 y 168 ppm pertenecientes a grupos
carbonilos, corroborando asi la acetilacién de [2]
(Véase figura 2). En el espectro RMN 'H, los metilos
del grupo acetato presentaron los siguientes despla-
zamientos [3H (2.47,s)] y [3H (2.35, s)]; ademis se
observo la presencia de dos metoxilos con el mismo
ambiente quimico, 6H (4.04, s), razén por la cual
se sugirié que los dos grupos metoxilos estaban en
posiciones contiguas, y en el carbono numero 1 la
presencia del grupo hidroxilo. Ademis, el protén
11 del anillo D apareci6 a campos mis bajos debido
a la proteccioén ejercida por la presencia del grupo
acetato en posicién 9 del mismo anillo, confirmando
la posicién del grupo hidroxilo.

Actividad captadora de radicales libres de
extractos y alcaloides de Rollinia pittieri

La evaluacién de la actividad antioxidante de las
fracciones y compuestos alcaloidales de R. pittieri
tue realizada utilizando una solucién metandlica
del radical libre estable DPPH, el cual presenta la
ventaja de ser inalterado por ciertas reacciones como
la quelacién de iones metilicos y la inhibicién enzi-
mitica provocadas por algunas sustancias presentes
en matrices complejas (17). La solucién de DPPH
recién preparada es de color parpura oscuro con
un maximo de absorcién a 517 nm, éste color, ge-
neralmente disminuye cuando un antioxidante estd
presente en el medio; asi, las moléculas antioxidan-
tes pueden disminuir los radicales libres del DPPH
(proporcionando dtomos de hidrégeno o electrones
que eventualmente reaccionaran con el DPPH) y
los convierte a un producto incoloro (2,2-difenil-
1-hidrazina o anilogos de hidrazina sustituidos),
produciendo una disminucién en la absorbancia a
517 nm (18). Entre mis rapido la absorbancia de-
crece, es més potente la actividad antioxidante de un
extracto o sustancia en términos de la capacidad de
donar dtomos de hidrégeno o electrones, sin embar-
go, se debe tener precaucién cuando se interpretan
los resultados. Las reacciones que puede sufrir el
DPPH no son simples y se requiere conocer mds
acerca de su quimica (17). No obstante, la prueba
del DPPH, es un ensayo normalmente empleado
en estudios de sustancias antioxidantes y ofrece una
rapida técnica de tamizaje para potenciales compues-
tos antioxidantes.
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Utilizando la aspersién de DPPH sobre placas de
TLC se realiz6 el aislamiento dirigido comprobando
la actividad captadora de radicales de las fracciones
obtenidas durante el proceso de aislamiento segtn la
aparicién de manchas amarillas sobre un fondo viole-
ta, las fracciones conteniendo a [2] presentaron man-
chas intensas de aparicién ripida a un tiempo menor
de 5 minutos, por otra parte, la fraccién conteniendo
a [1] demostré manchas con menor intensidad que
las observadas para la fraccién anterior. Luego del
aislamiento de los compuestos mayoritarios de las
fracciones anteriormente mencionadas, se realizaron
pruebas preliminares en TLC y posteriormente se
procedié a realizar el ensayo espectrofotométrico
segtn lo propuesto por Brand-Williams y colabo-
radores (20).

En el ensayo espectrofotométrico utilizando el ra-
dical libre se observé que el compuesto [ 1] presentaba
una débil capacidad para decolorar el DPPH (datos
no mostrados), lo cual sugiere que otro u otros com-
puestos minoritarios son los responsables de dicha
actividad o se presenta un fenémeno de sinergismo;
mientras que para el compuesto [2] se hall6 una im-
portante actividad captadora de radicales libres, los re-
sultados del ensayo se analizaron a través del paquete
estadistico GraphPad Prism® para Windows versién
4.0. Los datos fueron sometidos a diferentes mo-
delos estadisticos y se optd por el modelo sigmoidal
dosis-repuesta (pendiente variable), obteniendo para

% Inhibicién

. — Melosmina
------- Acido ascérbice

o - BHT

0.5

1.0 15 20 2.5 3.0 35

Log Concentracién

Figura 3. Porcentaje de inhibicién de la decoloracién

del DPPH por distintas concentraciones del alcaloide
[2]. Los datos de concentracién han sido transfor-

mados al logaritmo para adaptacién al modelo estadisti-
co. El promedio de los resultados obtenidos por tripli-
cado se expresan como la concentracién inhibitoria del

50% de decoloracién (IC, ), calculado con GraphPad

Prism® para Windows versién 4.0.
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[2] una IC_ de 3.037 £ 0.18 ug/mL con un 95% de

confiabilidad y un R* de 0.9926 (Véase grafica 3).

Igualmente, se realizé el ensayo utilizando BHT y
icido ascorbico, sustancias antioxidantes cominmente
utilizadas en la industria de alimentos. Estos compues-
tos presentaron una IC_  de 207.4 + 18 ug/mL, R*
de 0.9960 y 1.584 + 0.053 ug/mL, R* de 0.9975
respectivamente, con una confiabilidad del 95%.
Los datos obtenidos se sometieron al mismo trata-
miento estadistico y se adaptaron al mismo modelo
sigmoidal dosis-repuesta (Véase figura 3).

Los resultados muestran a [2] como un potente
antioxidante con relacién al BHT y cercano ala acti-
vidad observada en el 4cido ascérbico; la melosmina
presenta en su estructura dos grupos hidroxilos, los
cuales pueden ser responsables de la donacién de
dtomos de hidrégeno necesarios para la actividad
antioxidante (22), por otro lado, la ausencia de
tales grupos en [1] podria explicar la pobre acti-
vidad observada. En la investigacién de los grupos
funcionales responsables de la actividad captadora
de radicales libres y para corroborar lo anterior, se
realizé el ensayo de actividad captadora de radicales
libres (DPPH) con el compuesto [3], observindose
en cromatografia en capa fina la ausencia de manchas
amarillas, lo cual indica la pérdida de la capacidad
captadora de radicales libres, asumiéndose que la
actividad de [2] es dependiente de la presencia de
los hidroxilos.
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Figura 4. Mecanismo sugerido de la actividad atrapa-
dora de radicales y estabilizacién del alcaloide [2]. El
radical fenoxilo formado al reaccionar con el DPPH, es
estabilizado por deslocalizacion del electrén alrededor
de los anillos aromaticos A, B y D como se indica en
las anteriores figuras resonantes.
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ACTIVIDAD CAPTADORA DE RADICALES LIBRES DE ALCALOIDES DE ROLLINIA PITTIERI (ANNONACEAE) POR EL METODO DEL DPPH.

De acuerdo a lo anterior, se propone un posible
mecanismo de estabilizacién del radical alcaloidal ge-
nerado durante la estabilizacion del radical DPPH,
por medio de una deslocalizacién del electrén alre-
dedor de los anillos aromaticos A, By D (Véase tigura
4). El grupo orfo-metoxi en anillos aromdticos con
un grupo hidroxilo presenta la capacidad de estabi-
lizar el radical ariloxi por donacién de electrones,
aumentando por tanto la eficacia antioxidante y
antirradical (23). El anillo A de [2] presenta dicho
sistema, mientras el anillo D carece de sustituciones
capaces de tales donaciones, por tal motivo, se podria
sugerir que el grupo OH presente en el anillo A, es
el responsable de la actividad captadora de radicales
libres.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demues-
tran que el alcaloide melosmina aislado por primera
vez de tallos de Rollinia pittieri presenta una potente
actividad captadora de radicales libres en compara-
cién con BHT, aproximadamente 70 veces mayor.
Ademis teniendo en cuenta que ambas moléculas
presentan liposolubilidad similar, podemos inferir
que el compuesto alcaloidal es una estructura pro-
misoria como un antioxidante de posible aplicacién
en las industrias farmacéutica y alimentaria.

Debido a la complejidad de los procesos de oxi-
dacién, es obvio que no existe un tnico método de
prueba de modo que refleje de forma completa el perfil
antioxidante de una sustancia estudiada; por lo tanto,
serfa conveniente realizar otros estudios de evaluacién
antioxidante tales como el método de decoloracion del
b-caroteno, ensayos de peroxidacion de lipidos bio-
légicos y proteccion de liposomas de la peroxidacion
inducida por radicales entre otros (23), para garantizar
un mejor perfil antioxidante del alcaloide melosmina
de Rollinia pittieri.
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