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RESUMEN

Especies del género Gnaphalium, son conocidas popular-
mente como vira-viras, es ampliamente reconocido por sus 
propiedades antineoplásicas y sus especies se usan princi-
palmente para tratar problemas de inflamaciones de la prós-
tata. En este estudio se evaluó la actividad antioxidante y 
citotóxica de los extractos totales y fracciones de distintas 
polaridades obtenidas a partir de hojas e inflorescencia de 
la especie Gnaphalium Meridanum (Gnaphalium cf. Poly-
cephalum Michx.). La actividad antioxidante de los extractos 
y fracciones se evaluó empleando el ensayo de captación del 
radical libre DPPH y la actividad citotóxica se determinó con 
el ensayo de reducción del MTT empleando la línea celular 
de macrófagos murinos J-774. Se encontró que las inflores-
cencias son potencialmente antioxidante, con un 9,50% de 
captación del radical por cada mg/L de la fracción etanólica. 
La fracción de acetato de etilo mostró citotoxicidad sobre las 
células J-774 con un DL50 de 120,4 mg/L.

Palabras claves: Gnaphalium meridanum, actividad cito-
tóxica, MTT, actividad antioxidante, DPPH.

SUMMARY
The Gnaphalium genus species, are popularly known as vira-
vira, is widely recognized for its anticancer properties and its 
species are mainly used to treat prostate inflammation pro-
blems. In this study, the antioxidant and cytotoxic activities, 

of total extracts and fractions of different polarities obtained 
from leaves and inflorescences of Gnaphalium Meridanum, 
were evaluated (cf. Gnaphalium Polycephalum Michx.). The 
antioxidant activity, of extracts and fractions, was assessed 
by using the DPPH method and the cytotoxic activity was 
determined by the MTT assay, using the cell line J-774 mu-
rine macrophages. It was found that the inflorescences are 
potentially antioxidant, with 9.50% of the capture free radical 
per each mg/L of ethanolic fraction. The ethyl acetate frac-
tion showed cytotoxicity against J-774 cells with a LD50 of 
120.4 mg/L.

Key words: Gnaphalium meridanum, cytotoxic activity, 
MTT, antioxidant activity, DPPH.

INTRODUCCIÓN
Un amplio número de especies de la familia Asteraceae, en-
tre estas las de los géneros Gnaphalium y Achyroclines, son 
conocidos comúnmente como vira-vira en varias regiones 
del país. Son especies de climas fríos y paramos que abun-
dan en diferentes altitudes de manera silvestre como male-
zas. La especie Gnaphalium meridanum (Gnaphalium cf. 
Polycephalum Michx.) es una de las tantas plantas usadas 
en la medicina tradicional para el tratamiento de afecciones 
de la próstata, más específicamente como antiinflamatorio 
y anticancerígena, también es usada como hemostático y 
contra infecciones de la piel (BERDONCES, 2006).
En este trabajo de investigación se llevó a cabo el estudio 
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de la actividad antioxidante y citotóxica de los extractos y 
fracciones de diferentes polaridades de las partes áreas del 
Gnaphalium meridanum (Gnaphalium. cf. polycephalum 
Michx.) con el fin de evaluar su potencial como anticancerí-
geno como es recomendado etnobotánicamente. 

La actividad antioxidante de sus extractos podría relacionar-
se al mecanismo de acción en la citotoxicidad de la planta.
Estudios sobre Gnaphalium meridanum comprobaron las 
propiedades antiinflamatorias y antihemorrágicas e identifi-
caron, sitosterol, luteolina y acacetina (4´- metil éter de Api-
genina) en el extracto etanólico de hojas (PEDRAZA, 1984), 
compuestos polifenolicos (flavonoides) que se caracterizan 
ampliamente por sus propiedades antioxidantes. Una sus-
tancia citotóxica tiene diferentes mecanismos de acción y 
uno es por la inhibición de los promotores tumorales invo-

lucrados en los procesos de óxido - reducción, por lo que 
es importante conocer la capacidad antioxidante de dicha 
sustancia.

MATERIALES Y MÉTODOS
El material vegetal se colectó en el municipio de Mosquera, 
Cundinamarca, en el humedal el Guali - tres esquinas. 

La identificación taxonómica la realizó el biólogo S. Díaz y se 
depositó un ejemplar en el Herbario Nacional Colombiano 
con el número COL 566670, la planta se identificó como 
Gnaphalium polycephalum, y se determinó sinónimo de 
Gnaphalium meridanum teniendo en cuenta las caracterís-
ticas taxonómicas. (Figura 1)
Figura 1. Fotos de plantas de Gnaphalium meridanum (A) 

Ejemplar recolectado (B)Proceso desecado. (C)Inflorescencia.

 
 

Obtención de los extractos y fracciones 
Se recolectó la planta completa, en estado fresco y en etapa 
de floración y se secó al aire libre en la sombra, se separaron 
las hojas e inflorescencia, y se molieron. El material vegetal 
molido 427,2 g hojas y 329 g de inflorescencias y por se-
parado se extrajeron con AcOEt en un equipo soxhlet, se 
dejó hasta agotamiento. El marco vegetal se extrajo luego 
con EtOH. Los extractos filtrados se concentraron en un ro-
taevaporador Heidolph a presión reducida que se denominó 
ExHAcOET, ExHEtOH, ExIfAcOET y ExIfEtOH para hojas e 

inflorescencias respectivamente, se separaron 20 g ExHA-
cOET y 15 g del ExIfEtOH extracto total de inflorescencia, 
y se sometieron, cada uno, a extracción s/l en un equipo 
soxhlet hasta agotamiento, utilizando como solvente petró-
leo Petrol, CHCl3, AcOEt, EtOH sucesivamente. Los líquidos 
fueron concentrados en un rotavapor Heidolph a presión re-
ducida obteniéndose las fracciones FHPetrol, FHClor, FHA-
cOEt, FHEtOH para las hojas y FIfPetrol, FIfClor, FIfAcOEt, 
FIfEtOH para las inflorescencias (Figura 2)
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RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluación de actividad antioxidante
La actividad antioxidante de los extractos y fracciones de 
las hojas e inflorescencias de G. meridanum se determinó 
utilizando la técnica de decoloración del DPPH. Se prepa-
raron soluciones de concentración de 500, 100 y 10 mg/L 
de la muestra a analizar en MeOH (extractos y fracciones) 
y se mezclaron 0,1mL de cada una de ellas con 0,9mL de 
DPPH•	0.004% m/v. Como blanco se utilizó MeOH y como 
controles positivos y de referencia se usaron soluciones de 
quercetina de 12,8 mg/L, 6,4 mg/L y 0,64 mg/L y soluciones 
de Trolox de 25 mg/L , 12,5 mg/L y 1,25 mg/L(Tabla1).

Todas las lecturas de absorbancia se hicieron a 517nm (Es-
pectrofotómetro Genesys 20) luego de 10 minutos. Cada en-
sayo se hizo por triplicado y se obtuvo la absorbancia prome-
dio en cada caso. Se determinó el porcentaje de Captación 
de Radical Libre DPPH, también denominada capacidad an-
tioxidante, según las siguiente ecuación:

% de Captación = [Aomin – A10min / Aomin ] x100

Aomin absorbancia al tiempo cero de reacción, A10min absorban-
cia a los 10 minutos de reacción.

Tabla 1. Porcentajes de captación del radical libre de
los controles positivos.

 MUESTRA 
Concentración 

(mg/L)
% Captación

 TROLOX

25,03 96,3

12,51 92,96

1,25 29,47

 QUERCETINA

12,8 94,63

6,4 54,61

0,64 15,05

 
 

Figura 2.Diagrama de flujo del proceso de extracción y fraccionamiento del material vegetal G.meridanum
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Para los extractos se trabajó con concentraciones de 500, 
100 y 10 mg/L, se realizaron mediciones de curva cinética a 
360 segundos y se hizo una lectura de longitud de onda de 
517 nm, descrita como la absorbancia óptima para la solu-
ción de DPPH en solución metanólica (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de Captación del radical libre de los ex-
tractos totales de hojas e inflorescencias determinados por 
la técnica DPPH

 MUESTRAS 
Concentración 

(mg/L)
% Captación

 ExHAcOEt

500 93,06

100 29,76

10 2,27

 ExHEtOH

500 92,81

100 91,8

10 16,14

ExlfAcOEt

500 95,85

100 81,55

10 18,45

ExlfEtOH

500 92,72

100 95,03

10 39,43

Para las fracciones de hojas e inflorescencia se trabajaron 
concentraciones de 500, 100 y 10 mg/L, se realizaron me-
diciones de curva cinética a 300 segundos y se leyó en 517 
nm, longitud de onda óptima para la solución de DPPH en 
metanol.

Tabla 3. Porcentaje de Captación del radical libre de las frac-
ciones de hojas e inflorescencias determinados por la técni-
ca DPPH

 
Concentración 

(mg/L)
%  

Captación

Hojas

Fracciones 500 29,81%

FHPetrol 100 11,84

FHPetrol 10 8,25

FHPetrol 500 32,15

FHClor 100 10,26

FHClor 500 89,09

FHAcOEt 100 25,68

FHAcOEt 100 4,57

FHEtOH 10 93,36

FHEtOH 500 34,00

Inflo-
rescencias

FlfPetrol 100 34,00

FlfPetrol 500 25,30

FlfPetrol 100 9,20

FlfClor 500 88,12

FlfClor 100 63,50

FlfAcOEt 500 95,45

FlfAcOEt 100 76,32

FlfEtOH 500 94,09

FlfEtOH 100 93,55

Evaluación de la actividad citotóxica
La actividad citotóxica para los extractos fue determinada a 
través de la medición indirecta del porcentaje de mortalidad 
celular por la técnica del MTT.

Las células se conservaron en condiciones de esterilidad en 
N2 líquido (-190°C) hasta su descongelamiento para activar 
la línea celular. Se empleó la línea celular de macrófagos 
murinos J-774, se descongelo un vial 1’000.000 células y 
se adicionaron en una caja de cultivo estéril de 75 cm2 con 
medio de cultivo RPMI, la caja fue llevada a incubación en 
condiciones estándar (37°C, 5% de CO2, y 100% HR (hume-
dad relativa)) durante una semana. Posteriormente las célu-
las fueron despegadas de la superficie (tripsina 0, 05%) de la 
caja de cultivo y el medio se centrifugo a 3000 rpm durante 
10 minutos, el sobrenadante se retiró y las células se sus-
pendieron nuevamente en un volumen conocido de medio 
RPMI, se tomó una alícuota y se realizó el conteo celular en el 
microscopio. Las células se sirvieron en placas de 96 pozos 
con una densidad de 50.000 células por pozo e incubadas 
durante 24 horas en condiciones estándar. Para el tratamien-
to se adicionaron los extractos y fracciones de G. merida-
num en cada uno de los pozos asignados durante el ensayo. 
Los extractos se adicionaron en concentraciones de 500 y 
100 mg/L, se realizaron tres replicas por concentración, y se 
incubaron en condiciones estándar durante16 horas. Pasado 
el tiempo de tratamiento se adiciono en una concentración 
de 0,5 mg /mL de reactivo MTT en cada pozo, y se incubó en 
condiciones estándar durante 3 horas, luego se solubilizaron 
los cristales de formazan formados en DMSO y se procedió 
con la lectura por fluorescencia en 535 nm y 595 nm en un 
equipo TECAN.

La actividad citotóxica se correlaciona con la viabilidad ce-
lular que se expresa como la cantidad porcentual de células 
viables, después de ser tratadas con los extractos.

%MORTALIDAD= ( 1-    Abs Tratamiento- Abs. Medio de cul-
tivo) X100

Abs Residual
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Donde Abs Residual=Abs. Blanco celular- Abs Medio de cul-
tivo.

Abs. Medio Cultivo es la absorbancia medida para el medio 
de cultivo sin tratamiento con extracto ni cultivo de células.
Abs. Blanco Celular es la absorbancia medida para la canti-
dad específica de células sin tratamiento con extracto, des-
pués de haber sido incubadas con el reactivo de tinción MTT.
Abs. Tratamiento es la absorbancia medida para cada mues-
tra de células incubadas con tratamiento de extracto y reac-
tivo de tinción MTT.

Para la actividad citotóxica de los extractos totales, se re-
portan los datos de porcentaje de mortalidad sobre la línea 
tumoral de macrófagos murinos J-774 y el DL50 para cada 
extracto.

Se determinó la dosis efectiva del extracto total en acetato de 
etilo de la inflorescencia necesario para disminuir la pobla-
ción celular en un 50% (DL50) por interpolación de los datos 
obtenidos en un rango de 100 mg/L a 500 mg/L.

Tabla 4.Correlación de datos obtenidos para actividad antioxidante y citotoxicidad

500 mg/L 100 mg/L 500 mg/L 100 mg/L
ExHAcOEt 93,1 29,8 40,2 28,8 166,3 838,1
ExIfAcOEt 95,9 81,5 52,1 6,3 55 539,5
ExHEtOH 92,8 91,8 16 14 50,3 1366
ExIfEtOH 92,7 95 43,1 4,6 54,6 608,9
FHEtOH 93,4 34 - - 207,8 -
FIfEtOH 94,1 93,5 73,9 15,6 42,7 407,3
FHAcOEt 89,1 25,7 - - 253,4 -
FIfAcOEt 95,4 76,3 86,5 38,9 60,1 120,4
FHClor 32,1 10,3 - - 1180,3 -
FIfClor 88,1 63,5 - - - -
FHPetrol 29,8 11,8 - - 12662 -
FIfPetrol 25,3 9,2 - - 1762 -

DL50 mg/LCE50 mg/L
% CAPTACIÓN %MORTALIDAD

En los resultados obtenidos para actividad antioxidante y 
citotoxicidad se evidencio que la especie Gnaphalium me-
ridanum (Gnaphalium cf. Polycephalum Michx) posee me-
tabolitos con características polares, posiblemente flavonoi-
des, con potencial para captar radicales libres y disminuir el 
porcentaje de supervivencia en células tumorales (Figura3) 

También se evidenció que la inflorescencia es significativa-
mente mejor frente a las hojas en los dos aspectos, encon-
trando que los extractos y fracciones con mayor propiedad 
antioxidante se encontraron en la fracción etanólica de la 
inflorescencia, a la cual le podemos atribuir el porcentaje de 
captación obtenido para el extracto total en acetato de etilo.
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Figura 3.Porcentaje de mortalidad de células de la línea celular tumoral de
Macrófagos murinos J-774

Figura 3.Porcentaje de mortalidad de células de la línea celular tumoral de 
Macrófagos murinos J-774 
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CONCLUSIONES

Los extractos totales en acetato de etilo de hojas e inflores-
cencia de Gnaphalium meridanum (G.cf polycephalum Mi-
chx) poseen actividad antioxidante y citotóxica.

Los extractos evaluados Gnaphalium meridanum (G.cf poly-
cephalum Michx) se encontró que el de mayor captación de 
radical libre fue el de inflorescencia en etanol con un 9,50%.
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inflorescencia de Gnaphalium meridanum (G.cf polycepha-
lum Michx) con un 9,36%.
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yor mortalidad sobre la línea celular tumoral de macrófagos 
murinos J-774, es la fracción obtenida en acetato de etilo a 
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con un 3,89% de muerte celular. 
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