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RESUMEN

Annona squamosa L. (an6n) es una especie conocida y cultivada por sus frutos en todas
las regiones tropicales. Tradicionalmente se emplea como antidiarreico,
antiespasmadico, antiinflamatorio y analgésico, de ahi que fue de interés realizar esta
investigacion para validar la actividad analgésica y antiinflamatoria de la hoja de esta
especie. Fueron identificados, ademas, los principales grupos de metabolitos
secundarios presentes en el extracto acuoso (decoccién) y en el fluido (etanol 30 %), de
hojas frescas y secas, mediante un tamizaje fitoquimico. Ambos extractos fueron
evaluados en los modelos farmacol6gicos de granuloma inducido por algodén en ratas,
contorsiones por acido acético 0,75% (0,1 mL/10 g intraperitoneal) en ratones; las dosis
administradas por via oral fueron equivalentes a 500 y 1 000 mg de material vegetal/kg
de peso corporal, respectivamente. Se realizé un estudio de toxicidad aguda sistémica
segun el método de las Clases Toxicas Agudas en ratas. Se encontraron diferencias en la
composicion de metabolitos secundarios entre ambos extractos. La decoccion inhibid
significativamente y de manera dosis dependiente la respuesta inflamatoria en el
granuloma por algodon y las contorsiones inducidas por &cido acético intraperitoneal, el
extracto fluido fue inactivo. No hubo evidencia de toxicidad aguda causada por ninguno
de los 2 extractos, en la dosis maxima administrada por via oral y equivalente a 10,0 y
15,67 g de material vegetal/kg, respectivamente. Estos resultados permiten validar el
empleo y la seguridad del uso tradicional de la decoccion de hoja fresca de A. squamosa
para tratar problemas de salud relacionados con dolor e inflamacién.

Palabras clave: Annona squamosa L., antiinflamatorio, analgésico, tamizaje
fitoquimico.

Annona squamosa L. es una especie originaria de las Antillas, conocida y cultivada por
sus frutos en todas las regiones tropicales y que, ademas, tiene atribuida
tradicionalmente diversas propiedades medicinales. Entre sus usos populares se citan
varios que pudieran tener relacion con un posible efecto analgésico o antiinflamatorio
del extracto acuoso de las hojas frescas de la planta; entre ellos se pueden citar:
antidiarreico, antiespasmaodico, antiinflamatorio y analgésico.*> La decoccién de hojas
es empleada para aliviar el dolor del bazo en Dominica® y como colutorios, para aliviar
el dolor de muelas en la India.*

Ha sido registrada la presencia en la hoja de: aminoacidos (B-fenilalanina, arginina,
metionina, prolina); carbohidratos (2-carboxiarabinitol, xilosa); alcanol (1-octacosanol,



1-triacontano, 1-traconsanol); aceite esencial 7,0-0,28 % (monoterpenos: a-terpineol
0,09 %; timol); flavonoides (quercetina) y esteroides (B-sitosterol, estigmasterol).s-

Diferentes autores, en el tamizaje fitoquimico, han informado la presencia de alcaloides
y leucoantocianinas; asi como, ausencia de acido cianhidrico, quinonas, saponinas=y
taninos en toda la planta.*

Se realiz6 una busqueda en las bases PubMed, LILACS y NAPRALERT hasta el 30 de
enero de 2006, pero no se encontrd ningun trabajo que demostrara los usos populares
antes mencionados de esta especie.

Debido a la ausencia de confirmacion experimental de los usos etnobotanicos de la
planta, fue de interés realizar este trabajo para identificar los principales grupos de
metabolitos secundarios, validar la actividad analgésica y antiinflamatoria de la hoja de
esta especie y la toxicidad aguda de 2 extractos, acuoso e hidroetanolico al 30 %, de
hoja, como parte de los estudios preclinicos destinados a avalar su uso como
medicamento herbario.

METODOS
Material vegetal y extractos

Se preparo una decoccion al 30 % (30 g de hojas frescas picadas finamente en 100 mL
de agua destilada), en ebullicién, durante 5 min, en recipiente de cristal tapado y un
extracto fluido de hojas secas con etanol al 30 % mediante el método de repercolacion.

Las hojas fueron colectadas por el Dr. Victor Fuentes Fiallo en las areas de la Estacion
Experimental de Plantas Medicinales Dr. Juan T. Roig, provincia La Habana, y una
muestra fue depositada en el herbario de dicho centro con el nimero ROIG 4710.

El secado del material vegetal se realizo en horno a 40 °C con ventilacion.

Se emplearon los indicadores de control de calidad establecidos en las normas cubanas
ramales de salud para droga,* extractos y tinturas.s*

Los valores del control de calidad del extracto fluido fueron: indice de refraccion (n D»
= 1,36685), porcentaje de sdlidos totales (12,76 %), densidad relativa (1,0089) y
contenido alcohdlico (25,0 %).

Estudio fitoquimico

Luego de la preparacion de los 2 extractos, se realizaron diferentes ensayos con
reacciones quimicas de identificacién, mediante cambios de color o formacion de
precipitados, para determinar la presencia de metabolitos secundarios: flavonoides
(Shinoda), compuestos fenolicos (cloruro férrico), alcaloides (Dragendorff y Mayer),
triterpenos y esteroides (Liebermann-Buchard), quinonas (Bortrager), compuestos
lactonicos y cumarinas (Baljet), aminoacidos (ninhidrina), antocianidinas (Rosemhein) y
azucares reductores (Fehling), presentes en ambos extractos.

Estudio farmacoldgico



Modelo de analgesia por acido acético
Se utilizaron ratones machos, convencionales, no isogénicos OF-1 (20-25 g ).

Para los 2 experimentos, los animales fueron seleccionados al azar, en grupos de 10
ratones.

Los animales de los grupos controles negativos recibieron agua destilada o etanol al 25
% de manera isovolumétrica con la dosis administrada de extracto. A los animales del
grupo tratado se les administré la decoccion o el extracto fluido de A. squamosa, en
dosis de 500 6 1 000 mg de material vegetal/kg de peso corporal (pc).

El grupo control positivo recibié indometacina (10 mg/kg de pc) disuelta en bicarbonato
de sodio al 4 %.

Los tratamientos de los grupos controles o con extracto fueron administrados por via
oral (po) mediante sonda orogastrica.

A los 60 min de haber recibido el tratamiento correspondiente, se inyect6 acido acético
0,75 % (0,1 mL/10 g pc) por via intraperitoneal (ip) y se dejé al animal en reposo en su
jaula para medir la variable: nimero total de contorsiones durante 15 min.

Modelo de granuloma por algodén

Se utilizaron ratas machos, no isogénicas, convencionales, de la linea Sprague-Dawley
(150-200 g). En cada experimento, los animales fueron seleccionados al azar para
formar los diferentes grupos.

Los animales de los grupos controles negativos recibieron agua o etanol 25 % de
manera isovolumétrica con la dosis administrada de extracto.

Esta técnica consiste en hacer una incision a cada lado de la linea media del dorso del
torax de cada animal, para introducir subcutaneamente 1 pellet de algodén de 50 mg,
previo decolado de la piel, de manera que quedan situados aproximadamente a 3 cm de
la herida. Se sutura con agrafes Mitchel y se afiade antibiotico (sulfato de estreptomicina
1 %) en la herida para evitar las infecciones.*

Los grupos tratados recibieron extracto acuoso o fluido (500 ¢ 1 000 mg de material
vegetal/kg p.c.), en dosis Unica diaria, y el grupo control positivo recibié indometacina
(5 mg/kg/dia pc) disuelta en bicarbonato de sodio al 4 %, en dosis Unica diaria por 4
dias. Al quinto dia, se procedi6 al sacrificio de los animales y a la exeresis de los
granulomas, estos se llevaron a peso seco constante en un horno con ventilacion a
temperatura de 150 + 10 °C durante 3 h. Los granulomas fueron pesados antes y después
de este proceder, con el propdsito de determinar las variables: contenido acuoso del
granuloma (peso humedo-peso seco=contenido acuoso) y contenido fibrogranuloso
(peso seco-peso del pellet de algodon) en gramos.

Estudio de toxicidad aguda



Se emplearon ratas machos y hembras, no isogénicas, convencionales, de la linea
Sprague Dawley (200 + 20 gramos ). Fue preparada una decoccién de hojas frescas de
A. squamosa al 50 % que tuvo como rendimiento 1,85 % de sélidos totales.

El método empleado fue el de las Clases Tdxicas Agudas (CTA),>* se administrd la
decoccion o el extracto fluido, de hoja por via oral.

La decoccion fue administrada en dosis de volumen maximo (2 mL/100 g) para cada
animal, equivalente a 10 g de material vegetal fresco/kg de pc, calculado a partir del
contenido de solidos totales del extracto acuoso (1,85 mg/mL).

El extracto fluido se suministré en una dosis maxima de 2 000 mg de s6lidos totales/kg
de pc, equivalente a 15,67 g de hoja seca/kg pc.

El grupo control recibié isovolumétricamente agua destilada.

Se emplearon 6 animales por dosis (3 de cada sexo), los grupos fueron conformados de
manera aleatoria. Los animales fueron observados constantemente durante las primeras
4 h, la evaluacion continué diariamente durante 14 dias. El protocolo de estudio tenia
previsto registrar las muertes en las primeras 24 h y cualquier signo clinico durante los
14 dias de observacion, el peso se control6 al inicio y al final del ensayo. Al sacrificar a
los animales, se realiz6 un estudio macroscopico de los érganos.

Las observaciones clinicas a los animales incluyeron: apreciacion del comportamiento y
del el estado fisico general; de las mucosas nasales y oculares en busca de secreciones y
de la piel y el pelaje, sistema respiratorio, circulatorio, nervioso central y autbnomo, en
busca de cambios. Se realiz6, ademas, la palpacion del abdomen, se evalud la actividad
somato motora y se presto especial atencion a la posible ocurrencia de signos como
temblores, convulsiones, diarrea, letargo, salivacion, suefio y coma.

Los animales se pesaron al inicio del estudio ya los 7 y 14.dias
Estudio anatomopatolégico

El estudio anatomopatolégico se realizd a todos los animales al finalizar el tratamiento.
La eutanasia se realizd mediante sobre dosis de éter, para llevar a cabo las
correspondientes observaciones macroscépicas de los siguientes érganos: corazén,
pulmones, rifiones, bazo, higado, estbmago e intestino.

Procedenciay atencidn alos animales

Todos los animales empleados en este estudio, fueron suministrados por el Centro
Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB) y mantenidos
en cajas de poliuretano-T4 en el bioterio del Laboratorio Central de Farmacologia,
Facultad de Ciencias Médicas "Dr. Salvador Allende", a temperatura de 23 °C, humedad
relativa de 50-60 %, un periodo de luz-oscuridad de 12 h cada uno, con libre acceso a
pienso para ratones y ratas ALYCO ® CMO 1000 y al agua. Se tuvieron sin alimento,
pero con libre acceso al agua, durante las 12 h antes del estudio.



Los estudios se realizaron cumpliendo las guias de buenas précticas® y para el cuidado
y uso de animales de laboratorio.>

Procesamiento de los datos

Para el analisis estadistico de los resultados se sometieron a prueba la hipotesis de
distribucion normal de las variables estudiadas, con este propdsito se utilizo el
estadigrafo W y se encontrd que se distribuyen normalmente. Entonces se aplico el
analisis de varianza de una via (ANOVA) para determinar si existian diferencias entre
las medias de los grupos.

El nivel de significacion fue del 5 % (p < 0,05).

RESULTADOS

Estudio fitoquimico

En la tabla se pueden apreciar los metabolitos secundarios presentes en la decoccion de
hojas frescas y en el extracto fluido de hojas secas; se encontraron diferencia en la

composicién entre ambos.

Tabla. Metabolitos secundarios en la decoccion al 30 % de hojas frescas y en el
extracto fluido al 30 % de hojas secas de A. squamosa

| Metabolitos secundarios || Decoccion | Extracto fluido \
Flavonoides | - | + |
Compuestos fenélicos I + | + |
Triterpenos y esteroides I - | - |
Alcaloides | - | + |
Quinonas | - | + |
Cumarinas y compuestos + +

lacténicos

/Aminoacidos I + | + |
Antocianidinas I - | + |

=+
=+

IAz(cares reductores |

+ significa una respuesta positiva para ese metabolito, - significa una respuesta negativa
para ese metabolito.

Ambos extractos mostraron tener compuestos fenolicos, cumarinas y compuestos
lactonicos, aminoacidos y azlcares reductores.

El extracto fluido presento flavonoides, quinonas y antocianidinas en su composicion.
Estudio farmacoldgico

Modelo de analgesia por acido acético



La decoccion al 30 % de hojas frescas disminuy0 significativamente (F=4,582;
p=8,106e2) y de manera dosis dependiente el nimero de contorsiones durante 15 min,
inducidas por &cido acético intraperitoneal en ratones. Las medias de los animales
tratados con ambos extractos, con dosis de 500 y 1 000 mg/kg po, fueron significativas
con relacion al grupo control que recibio agua destilada por la misma via (figura 1).

* =p < 0,05, media + desviacion estandar.
Fig.1. Efecto de la decoccion de hoja fresca de A. squamosa (30 %) sobre las
contorsiones inducidas por acido aceética (0,75 % i.p.) en ratones.

El extracto fluido (etanol al 30 %) de hojas secas, administrado por via oral, en dosis de
500 y 1 000 mg de hoja seca/kg, no modificé significativamente (F = 1,473; p = 0,2382)
las contorsiones inducidas por acido acético ip (figura 2).
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Fig.2. Efecto del extracto fluido (30 %) de hoja seca de A. squamosa sobre las
contorsiones inducidas por &cido acética (0,75 % i.p.) en ratones.

Modelo de granuloma por algodén

La decoccion al 30 % de hojas frescas disminuyd significativamente y de manera dosis
dependiente el contenido acuoso (F=37,297; p=3,630e?) y el fibrogranuloso (F=28,891;
p=1,176e) en la respuesta inflamatoria inducida por algoddn en ratas. Las medias de
ambas variables, de los grupos tratados con dosis de 1 000 y 4 000 mg de material
vegetal/kg po) de extracto fueron significativas en relacion con el grupo control que
recibié agua destilada por la misma via. La dosis de 500 mg/kg no modificé la respuesta
inflamatoria; mientras que, el control positivo que recibié indometacina 5 mg/kg/dia po
inhibi6 significativamente la inflamacion (figura 3).
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* = p < 0,05, media + desviacion estandar, Cont: contenido, Ac: acuoso, FG:
fibrogranuloso.



Fig.3. Efecto de la decoccion de hoja fresca de A. squamosa (30 %) en el granuloma
inducido por algodon en ratas.

El ANOVA mostro una significacion estadistica para las variables: contenido acuoso
(F=11,020; p=1,621e°*) y fibrogranuloso (F=16,738; p=8,017e°) cuando se estudio el
efecto del extracto fluido, preparado con etanol al 30 %, de hojas secas, administrado
por via oral, en dosis de 500 y 1 000 mg de material vegetal/kg. En este experimento la
significacion se debid al grupo control positivo que recibié indometacina 5 mg/kg po
(figura 4).

* = p < 0,05, media + desviacion estandar, Cont: conenido, Ac: acuoso,
FG:fibrogranuloso.
Fig.4. Efecto del extracto fluido (30 %) de hoja seca de A. squamosa en el granuloma
inducido por algodon en ratas.

Estudio de toxicidad aguda

La decoccion (dosis maxima de 2 mL/100 g po) y el extracto fluido (2 000 mg de
solidos totales/kg p.0.) no causaron muerte, signos clinicos, ni dafios macroscopicos en
el estudio de Clases Tdxicas Agudas en los animales.

El aumento de peso fue el esperado para las ratas y no hubo diferencia significativa
entre los tratados con ninguno de los 2 extractos en relacion con los controles (figuras 5-
8).

Valores = mediana, estadigrafo H = 7,310, p = 0,1986.
Fig.5. Variacion de peso en Clases Toxicas Agudas de la decoccidn 50 % de hoja fresca
de A. squamosa en ratas hembras.

Valores = mediana, estadigrafo H = 13,070, p = 0,0227.
Fig.6.Variacion de peso en Clases Toxicas Agudas de la decoccion 50 % de hoja fresca
de A. squamosa en ratas machos.



Valores = mediana, estadigrafo H = 16,545, p = 0,0352.
Fig.7. Variacion de peso en Clases Toxicas Agudas de extracto fluido 30 % de hoja seca
de A. squamosa en ratas hembras.

Valores = mediana, estadigrafo H = 22,365, p = 4,283e -03.
Fig.8. Variacion de peso en Clases Toxicas Agudas de extracto fluido 30 % de hoja seca
de A. squamosa en ratas machos.

DISCUSION

El estudio fitoquimico preliminar mostro diferencia entre los grupos quimicos de
metabolitos secundarios presentes en la decoccion de hoja fresca y en el extracto fluido
de hoja seca.

En el extracto fluido, realizado con un menstruo etandlico al 30 %, fueron detectados 3
grupos de compuestos, los flavonoides, las quinonas y las antocianidinas, que no se
encontraron en el extracto acuoso. Esta diferencia pudiera explicarse, principalmente
por la desigualdad de polaridad del etanol al 30 % respecto al agua; asi como, a que el
extracto fluido, preparado por repercolacion, tiene mayor poder extractivo que la
decoccion o a que en ésta las concentraciones presentes no fueron suficientes para ser
identificadas por los métodos cualitativos de Shinoda para flavonoides, de Bortrager
para quinonas y de Rosemhein para las antocianidinas.

El resultado del tamizaje fitoquimico que se realizé con ambos extractos de hojas
mostrd presencia de aminoacidos y azucares reductores, lo cual es coincidente con los
reportes previos en la bibliografia, donde encontraron aminoacidos 5 y carbohidratos.s°

En el extracto etanolico al 30 % se encontraron flavonoides, como habia sido reportado
previamente, la existencia de ese grupo quimico y especificamente la quercetina.*?

Sin embargo, no se detecto la presencia de esteroides en ninguno de los 2 extractos, a
diferencia de la literatura que sefiala existencia de esteroides (B-sitosterol, estigmasterol)
en las hojas.

El resultado del tamizaje fitoquimico contrasta también con otros publicados, donde se
habia reportado ausencia de quinonas y taninos en toda la planta.:



No haber encontrado esteroides, como informa la literatura, pudiera deberse a multiples
causas, como época del afio, forma de cosecha y secado, variedad de la especie 0 a que
las concentraciones en los extractos pueden haber estado por debajo del limite inferior
de deteccion de los métodos que se emplearon para la determinacion de esos grupos de
metabolitos .

La reaccién al cloruro férrico empleada indico existencia de compuestos fendélicos en
general, lo cual pudiera incluir la presencia de taninos.

El extracto acuoso, decoccidn, inhibi6 significativamente la respuesta dolorosa inducida
por administracion de acido acético intraperitoneal en ratones, asi como, la inflamacion
provocada en el modelo de granuloma inducido por algodoén en ratas. Sin embargo, el
extracto hidroetanolico al 30 % no tuvo efecto en ninguno de los 2 experimentos. Los
resultados alcanzados en esta investigacion constituyen un aporte a la informacion para
la validacidn preclinica del efecto antiinflamatorio y analgésico de la decoccion de hojas
frescas de A. squamosa .

La diferencia de actividad pudiera explicarse porque los 2 extractos estudiados deben
tener una composicion distinta de principios activos por la diferencia de polaridad
existente entre el agua y el etanol al 30 %. Es posible que las sustancias activas,
responsables de las acciones analgésica y antiinflamatoria, deben estar ausentes o en
muy baja concentracion en el extracto fluido.

Los estudios de toxicidad aguda realizados con decoccion, administrado a dosis de
volumen maximo de 2,0 mL de decoccion/100 g po, y con extracto fluido (2 000 mg de
solidos totales/kg po), equivalen a haber administrado 10,0 y 15,67 g de material
vegetal/kg p.o., respectivamente. No existen guias establecidas para evaluar la toxicidad
aguda de plantas medicinales y de medicamentos herbarios, la empleada en este trabajo
establece que la dosis maxima debe ser 2 g/kg para los principios activos y se dice que
no clasifica como toxico (ATCO) cuando no causa muertes.>

Una persona adulta, que consume una planta medicinal de manera tradicional en
decoccidn o infusidn, lo hace aproximadamente en una dosis equivalente a 8 g de
material vegetal seco/24 h, como ocurre con las bolsas filtrantes que se venden
comercialmente y que suelen contener 2 g/bolsa; de esa manera un adulto de 70 kg de
peso consume aproximadamente una dosis de 0,11 g de material vegetal seco/kg/dia.

En este estudio, las dosis para evaluar la toxicidad aguda del extracto acuoso y etandlico
30% fueron 90,90 y 142,45 veces superiores, respectivamente, a las consumidas
habitualmente de manera tradicional. Lo anterior indica que las dosis empleadas en el
estudio toxicoldgico fueron notablemente superiores a las empleadas en adultos
humanos.

Los resultados alcanzados con el extracto acuoso permiten validar el uso tradicional*
de la decoccion de hojas frescas para el tratamiento sintomatico de problemas de salud
donde las actividades farmacoldgicas analgésica y antiinflamatoria puedan resultar
beneficiosas.
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SUMMARY

Phytochemical screening, antiinflammatory activity and acute toxicity of extracts from
leaves of Annona squamosa L.

Annona squamosa L. (sugar apple, sweetsop) is a species cultivated and known by its
fruits in all the tropical regions. It is traditionally used as an antidiarrheal, antispasmodic
and analgesic. That's why we were interested in making this research to validate the
analgesic and antiinflammatory effect of this leave. The main groups of secondary
metabolites present in the aqueous extract (decoction) and in the fluid extract (ethanol
30 %) of fresh and dry leaves, respectively, were identified by a phytochemical
screening. Both extracts were evaluated in the pharmacological models of cotton pellet-
induced inflammation in rats, and writhing test induced by acetic acid 0,75 % (0,1
mL/10 g intraperitoneal) in mice. The orally administered doses were equivalent to 500
and 1 000 mg of plant material/kg of body weight, respectively. A study of systemic
acute toxicity was conducted according to the method of Acute Toxic Classes in rats.
Some differences were found in the composition of secondary metabolites between both
extracts. The decoction significantly inhibited in a dose dependant way the
inflammatory response in the granuloma caused by cotton and in the contortions
induced by intraperitoneal acetic acid. The fluid extract was inactive. There was no
certainty of acute toxicity produced by any of the two extracts in the maximum dose
administered by oral route and equivalent to 10,0 and 15,67 g of plant material/kg,
respectively. These results allow to validate the utilization and safety of the traditional
use of decoction of fresh leaves of A. squamosa to treat health problems related to pain
and inflammation

Key words: Annona squamosa L., antiinflammatory, analgesic, phytochemical
screening.
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