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Abstract

The objective of the present work was to extract, isolate, characterize and identify, from the leaves of A. cherimola,
polyphenols and triterpenes steroids that could support their uses in traditional medicine; As well as to establish
chromatographic profiles for the extracts of this species in order to establish the identity and the quality control of
the same. The results found allow to determine the presence of flavonoids and other polyphenolic compounds in the
methanolic extracts n-butanol and aqueous; As well as terpenoids in the chloroform extract. TLC and HPLC-DAD
against controls show that flavonoids and polyphenolic compounds correspond to rutin, isoquercetin and caffeic
acid;, While among the terpenes were ursolic and oleanolic acids. Given the aforementioned antecedents, it is
reasonable to argue that traditional uses of cherimoya could be related to the activity and / or synergy of some of the
flavonoids and polyphenols (rutin, isoquercetin, caffeic acid) and terpenoids (ursolic and oleanolic acids) found .
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue el de extraer, aislar, caracterizar e identificar, a partir de las hojas de A.
cherimola, polifenoles y triterpenos esteroides que pudieran avalar sus usos en la medicina tradicional; asi como
establecer perfiles cromatogrdficos para los extractos de dicha especie a fin de establecer la identidad y el control
de calidad de la misma. Los resultados hallados permiten determinar la presencia de flavonoides y otros compuestos
polifendlicos en los extractos metandlicos n-butanol y acuoso, asi como terpenoides en el extracto cloroférmico. La
TLC y HPLC-DAD contra testigos muestra que los flavonoides y compuestos polifendlicos corresponden a rutina,
isoquercetina y acido caféico; en tanto que entre los terpenos se encontraron los dcidos ursélico y oleandlico. Dados
los antecedentes ya mencionados, es razonable plantear que los usos tradicionales de la chirimoya podrian estar
relacionados con la actividad y/o sinergia de algunos de los flavonoides y polifenoles (rutina, isoquercetina, dcido
cafeico) y terpenoides (dcidos ursélico y oleandlico) hallados.
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INTRODUCCION:

Las plantas son una de las fuentes mas
importantes de medicamentos. Desde los
comienzos de la civilizacion, la humanidad
ha utilizado las plantas medicinales por su
valor terapéutico. Fuente de principios
activos medicinales durante miles de afos,
un gran numero de principios activos que
hoy forman parte de medicamentos
modernos han sido aislados a partir de
fuentes naturales, muchas veces en base al
uso tradicional (Rivera et al., 2013; Walker,
2015)

Segun la OMS, los sistemas de medicina
tradicional siguen desempenando un papel
esencial en el cuidado de la salud. Se
calcula que aproximadamente un 80% de la
poblacion mundial utiliza las plantas y sus
derivados para la atencion primaria de
salud (OMS, 2000; OMS, 2013).

La “chirimoya”, Annona cherimola Mill.
(Annonaceae) es una especie originaria de
América (Safford, 1914). Tradicionalmente,
algunas especies del género Annona han
sido utilizadas en el tratamiento de
diversas afecciones entre las que se
incluyen distintos tipos de cancer (Quispe
et al., 2006; Ruiz Hidalgo et al., 2014).

Las hojas de Annona cherimola se utilizan
en la medicina popular para el tratamiento
de diarreas, golpes o torceduras, por su
accion antiinflamatoria y debido a su
proximidad quimio-taxondmica con otra
especie de la familia Annonaceae, la
“Graviola” o “guanabana” (Annona
muricata L.), se les atribuye también
actividad contra distintos tipos de cancer,
(Quispe et. Al., 2009)

Los tallos y semillas de Annona cherimola
poseen compuestos tales como alcaloides,
terpenoides, flavonoides, dacidos grasos
saturados e insaturados, acetogeninas,
(Gonzdlez  Vega, 2013) que han
demostrado actividad antitumoral. (M.
Quispe et al., 2009)
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Hasta el momento, las pruebas que se han
hecho para validar el uso tradicional de A.
cherimola se han centrado principalmente
en las semillas y frutos, pero muy pocas
sobre sus hojas (Lima et al., 2012; Gonzélez
Vega, 2013).

Objetivos:

- Extraer, aislar, caracterizar e
identificar, a partir de las hojas de A.
cherimola, polifenoles y triterpenos
esteroides que pudieran avalar sus
usos en la medicina tradicional.

- Establecer perfiles cromatogréaficos
para los extractos de A. cherimola, a fin
de establecer identidad y control de
calidad de la especie.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las hojas se recolectaron en Argentina,
provincia de Tucuman durante el 2013.

La determinacion la realizo la Dra. Maria
Rosella. Un ejemplar se depositd en el
Museo “Carlos Spegazzini” de la Facultad
de Cs. Exactas UNLP bajo el registro
LPE1165.

Polifenoles

Extraccion:

Las hojas de A. cherimola (15g) fueron
extraidas por maceracion con metanol
durante 48 hs. El extracto obtenido fue
evaporado a presion reducida, y
posteriormente se efectud una particion
liquido-liquido con cloroformo y n-butanol
quedando un remanente acuoso.
Simulténeamente se realizo una infusion
seguida de filtracion y liofilizacion.
Reacciones de caracterizacion:

Sobre las fracciones cloroférmicas, n-
butanolica y acuosa se efectuaron diversas
reacciones a fin de investigar la presencia
de polifenoles (flavonoides) con los
reactivos de Shinoda, Rosenheim, 'y




soluciones etanolicas al 2% de cloruro de
aluminio, cloruro férrico, acido bérico e
hidroxido de sodio. (Dominguez X.A.,

1973).
Cromatografia en capa delgada (TLC):
Los extractos obtenidos se

cromatografiaron en dos sistemas de
solventes adecuados para polifenoles
(Wagner y Bladt, 1995), en las siguientes
condiciones:

Fase estacionaria: Cromatofolios de
silicagel F254, 60 Merck , 0,25 mm.

Fases moviles: Sistema 1: Acetato de
Etilo/Acido formico/ Acido acético glacial/
Agua destilada (100:11:11:27) Fase
superior y Sistema 2: Acido acético/
Metanol/ Agua destilada (100:13,5:10).
Revelado: Luz UV de 366 nm, con vapores
de amoniaco y Solucion de 4cido 2-
aminoetildifenilborico y calor (105 °C
durante 5 min.)

Siembra:  Extractos  metanolico, n-
butanclico y acuoso de las hojas de A.
cherimola

Sustancias de referencia:  Soluciones
metandlicas 1 mg/ml de rutina,
isoquercetina y &cido caféico.

HPLC

Los extractos liofilizados fueron

resuspendidos en 1 mL de metanol y
centrifugados 13000 rpm durante 10 min.
A partir del sobrenadante se realizaron
diluciones en fase movil (1:100 para el
extracto butanolico y 1:3 para los extractos
en agua y metanol) las cuales fueron
filtradas a través de una membrana de
nylon (0,45 pm) antes de su inyeccion (20
ul) en el sistema cromatogréfico. El equipo
empleado fue un Dionex Ultimate 3000
UHPLC (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA)
configurado con una bomba de doble
gradiente  terciario  (DGP-3000), un
detector de arreglo de diodos DAD-3000 y
una columna BDS Hypersil RP-18 (250 x 4
mm, 5 um, Thermo Scientific).
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La fase movil consistio en una mezcla
tetrahidrofurano: metanol: agua (15:5:85
v/v) cuyo pH se ajusté a 2,5 con &cido
fosforico. Se trabajo a un flujo de 1 ml/min
y la deteccion se realiz6 a 330 nm.

Compuestos Terpénicos:

Las hojas de A. cherimola fueron extraidas
mediante una maceracion al 20% P/V en
cloruro de metileno (primer extracto).
Simulténeamente, se efectu6 una
decoccion al 10% (segundo extracto)
seguida de un fraccionamiento en ampolla
de decantacion con acetato de etilo. La
fase orgénica fue secada con sulfato de
sodio anhidro obteniéndose el “extractivo
de acetato de etilo” (tercer extracto).

Sobre los extractos y fracciones obtenidas
se practicaron las siguientes reacciones:
Reacciones de caracterizacion de terpenos:
Reaccion de Liebermann Bouchard.
Reacciones de  caracterizacion  de
saponinas: Capacidad Afrogena, Poder
emulgente, Reacciones de precipitacion
con soluciones de hidroxido de calcio, y
subacetato de plomo; Reaccion de Fehling
indirecta. (Dominguez X.A., 1973).

Cromatografia en capa delgada (TLC)

Se determinaron los perfiles
cromatogrédficos de los extractos Y
fracciones obtenidos en dos sistemas de
solventes, en las siguientes condiciones:
Fase estacionaria Silicagel 60 F254: 0,25
mm (Merck)

Fase moviles: Sistema 1: Tolueno : Acetato
de etilo (8:2); Sistema 2: DCM : Metanol
(9,5:5).

Deteccion: anisaldehido sulfurico y calor a
105° C durante 5 min.

Siembra: Extractos acuoso, ext. DCM y
extracto acetato de etilo de las hojas de A.
Cherimola.




Sustancias de referencia: soluciones
metanolicas al 1% de acido oleanclico y
acido ursolico

RESULTADOS

Los ensayos para flavonoides permitieron
establecer la presencia de este grupo
fitoquimico en los extractos metanalico, n-
butanol y acuoso.

La TLC contra testigos en los dos sistemas
de solventes utilizados mostraron la
presencia de rutina, isoquercetina y acido
caféico, lo cual fue confirmado por HPLC-
UV contra testigos (ver Figuras 3,4y 5).

Los ensayos fitoquimicos para terpenos
permitieron establecer su presencia en el
extracto diclorometano. Las TLC contra
testigos en los distintos sistemas de
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Fig. 1 2. TLC en el ST EtOAc/MetOH/H,0
(100:13,5:10)

solventes ensayados, demostraron la
presencia de 4cido ursolico y é&cido
oleandlico.

Los sistemas cromatogréficos ensayados
para terpenos, no presentaron buena
resolucion para el extracto acuoso.

Para los extractos DCM y Acetato de Etilo
se determind la presencia, contra testigos,
de dcidos ursolico y oleandlico en ambos
sistemas de solventes.

Rf ssema1  acido oleandlico 0,34; acido
ursolico 0,32

RFsistemaz  @cido oleanolico; acido ursolico
ambos juntos 0,61

1.Rutina Rf:0,38 Vis: Amar UV: Amar Fluor
2.Quercetina Rf:1 Vis: Amar UV: Amar Fluor
3.Isoquercetina Rf:0,52 Vis: Amar UV: Amar Fluor
4.Ac. Clorogénico Rf: 0,47 Vis: incol UV:cel fluor
5. Ac. Caféico: Rf:0,98 Vis: Marr UV:cel fluor

6.Ext. Metandlico Rf:0,38 Vis: Amar UV: Amar Fluor
Rf:0,44 Vis: Amar UV: Rosa Fluor

Rf:0,47 Vis: Amar UV: Rosa Fluor

1.Rutina Rf:0,41 Vis: Amar UV: Amar Fluor
2.Quercetina Rf:0,89 Vis: Amar UV: Amar Fluor
3.Isoquercetina Rf:0,52 Vis: Amar UV: Amar Fluor
4.Ac. Clorogénico Rf: 0,25 Vis: incol UV:cel fluor
5. Ac. Caféico: Rf:0,73 Vis: Marr UV:cel fluor
6.N-Butanol Rf:0,41 Vis: Amar UV: Amar fluor
Rf:0,52 Vis: Amar UV: Amar fluor
Rf:0,73 Vis: marron UV: cel fluor

7.Ext. Cloroformo
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Fig.3. Perfil por HPLC-DAD del extracto acuoso (dilucion 1:3). Se pueden observar los picos
correspondientes a &cido cafeico (tg=13.95 min), rutina (tz=20.65 min) e isoquercetina (tg=27.8

min).
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Fig.4. Perfil por HPLC-
DAD del extracto butandlico (dilucion 1:10). Se pueden observar los picos correspondientes a
acido cafeico (tg=13.95 min), rutina (tz=20.65 min) e isoquercetina (tzg=27.8 min).
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Fig.5. Perfil por HPLC-DAD del extracto metandlico (dilucion 1:3). Se pueden observar los picos
correspondientes a &cido cafeico (tg=13.95 min), rutina (tz=20.65 min) e isoquercetina (tg=27.8
min).
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Para los compuestos encontrados en hojas

de A. cherimola existen  diversos
antecedentes acerca de sus actividades
biologicas.

Asi, para los flavonoides, Ugandhar (2013)
alude a sus efectos antiinflamatorios y
antioxidantes. Del mismo modo es
ampliamente  conocida la  capacidad
antioxidante de estos compuestos (Pineda et
al., 1999; Salkia et al., 2016) y su actividad
antiinflamatoria (Liu, et al 1995; Rauf et al.,
2016), cicatrizante en lesiones gastricas
(Rodriguez et al., 2003), e incluso otras tales
como: antitumoral (Zhang et al., 2007; Hsu et
al., 1997; Kiekow, 2016); hepatoprotector
(Jeong, 1999; Zhao et al.,2015); anti VIH
(Kashiwada et al., 1998; Raphael y Kuttan,
2003; Ahman et al., 2015), Antipertensiva
(Somova et al., 2003).

Para los &cidos ursolico y oleanolico se ha
estudiado su efecto inhibitorio del
crecimiento tumoral en ratones (Yin et. al,
1997; Gimenez et al., 2015), hepatoprotector
(Gwang, 1999), anti HIV (Yoshiri et al., 1998;
Liu, 1995 Dang et al, 2015),
inmunomodulador (Raphael y Kuttan, 2003),
y otros efectos relacionados con la capacidad
antiinflamatoria y antioxidante de estos
compuestos (Somova et al.,2003; Penxia et
al., 2007; Nelson et al., 2015).

CONCLUSIONES

1) Las reacciones preliminares realizadas
permiten determinar la presencia de
flavonoides y otros compuestos polifenclicos
en los extractos metanolicos n-butanoly
acuoso; asi como terpenoides en el extracto
cloroformico.

2) La TLC y HPLC-DAD contra testigos
muestra que los flavonoides y compuestos
polifenclicos  corresponden a  rutina,
isoquercetina y acido caféico; en tanto que
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entre los terpenos se encontraron los acidos
ursolico y oleandlico.

3) Dados los antecedentes ya mencionados,
es razonable plantear que los usos
tradicionales de la chirimoya podrian estar
relacionados con la actividad y/o sinergia de
algunos de los flavonoides y polifenoles
(rutina, isoquercetina, &cido cafeico) y
terpenoides (dcidos ursolico y oleandlico)
hallados.
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