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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se aislo seis metabolitos secundarios, a partir
del extracto de la fruta Annona montana.

Los compuestos aislados presentaron Rf de: a) 0.1, b) 0.2, c) 0.4,d) 0.6,e) 0.7,f) 09y
puntos de fusion de: a) 280-290 °C, b) 109-130 °C, c) 310-320 °C, d) 194-200 °C, e)
248-253 °C, f) 235-240 °C.

El aislamiento se lo realiz6 a partir del extracto metandlico de la fruta, en vista de su
caracteristica polar y a su considerable porcentaje citotoxico frente a lineas de cancer
humano detallado en el estudio “Inhibicion del crecimiento de lineas tumorales
humanas, mediante los extractos en acetato de etilo y metanol de Annona montana y
estudio genotéxico mediante ensayo cometa en linfocitos humanos”, desarrollado
en el area de Genética Toxicologica del Centro de Biologia Celular y Molecular de la
UTPL ( Granda y Ojeda, 2010).

El fraccionamiento fue mediante cromatografia de columna (CC) aplicando
simultdneamente cromatografia en capa fina (CCF) para la verificacion de los
compuestos aislados para ello se usé solventes organicos de polaridad ascendente; y
como reveladores Sulfato Cérico y luz ultravioleta (lampara UV de 254 y 366 nm).

La purificacion de los compuestos mayoritarios se realizé desde 320 fracciones
resultantes del fraccionamiento en cromatografia en columna de las cuales se
obtuvieron seis fracciones unidas segun caracteristicas afines y Rf expuesto en
cromatografia de capa fina (CCF).

Los resultados obtenidos permiten conocer y caracterizar compuestos que constituyen
las plantas medicinales con importante aplicacion tradicional como fuente de materia

prima natural.

Palabras claves: Cromatografia de Capa Fina y columna, punto de fusién, Rf,

metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

In the present investigation the isolation of six was realized metabolitos secondary, from
the fruit Annona Montana.

The isolated compounds presented Rf of: a) 0.1, b) 0.2, ¢) 0.4, d) 0.6, e) 0.7, f) 0.9;
fusion point: a) 280-290 °C, b) 109-130 °C, c) 310-320 °C, d) 194-200 °C, e) 248-253
°C, f) 235-240 °C.

Of three extracts obtained with the solvents: hexane, ethyl acetate and methanol,
selected the most cytotoxic previous evaluation of his activity in lines of human cancer,
information considered from the results obtained in the Center of Cellular and Molecular
Biology in the area of toxicological Genetics of Universidad Técnica Particular de Loja.

The isolation realized it from the methanolic extract of the fruit, in view of his polar
characteristic and to his considerable cytotoxic percentage opposite to lines of human
cancer, in contrast, the extract hexane and ethyl acetate, they presented minor level of
citotoxicidad.

The division effected by means of column chromatography (CC) with the help of
chromatography in thin cap (CCF) for the check of praise compounds isolated for it
ascending polaridad used organic solvents; and as developers Sulfate Cérico and
ultraviolet light (lamp UV of 254 and 366 nm).

The purification of the majority compounds was realized from 320 resultant fractions of
the division in chromatography in column of which there were obtained six fractions
joined according to related characteristics and Rf exposed in chromatography of thin
cap (CCF).

The obtained results allow to know and to characterize compounds that constitute the

medicinal plants with important traditional application as source of natural raw material.

Key words: Chromatography of Cap Dies and column, fusion point, Rf.

Xl
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1. INTRODUCCION

En el mundo se estudian cada dia nuevos metabolitos de origen natural para prevenir
o tratar diversas enfermedades que aquejan a la poblacién (Valiente et al. 2003). Estos
estudios nacen de los sistemas de medicina tradicional, basados en plantas por miles
de afos (Bruneton, 2001; OMS, 2000).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que el 80 % de los mas de 6.000
millones de habitantes de la tierra confian en las plantas medicinales para suplir sus
principales necesidades de salud. Ademas registra que el 60 % de los farmacos
comercializados actualmente son de origen vegetal y un 25% contiene principios
vegetales modificados quimicamente (Barthlott et al. 1995; Bussmann, 2006).

En paises sudamericanos como Ecuador, la aplicacion de la medicina natural constituye
relevante importancia en la salud como en el caso de sus comunidades indigenas, donde
se aprovechan los recursos naturales de este pais que posee mayor biodiversidad por
Km? alrededor del mundo (Cerén. 2002). En detalle Loja y Zamora poseen el 36 % del
total de las especies del Ecuador (Myers et al. 2000; Ordofiez et al. 2006; Richter et al.
2005).

Actualmente se conoce que los productos naturales han tenido un impacto directo en
tratamientos anticancerigenos y de enfermedades infecciosas (Abe, 2005). En el area
oncoldgica, muchos de los medicamentos tradicionales han sido aprovechados
alrededor del mundo. Aproximadamente el 62 % de estos han estado relacionados a

un producto de origen natural (Bruneton, 2001).

La (OMS), estima que aproximadamente el 53 % de los compuestos usados en clinica
como agentes antitumorales a nivel mundial, han surgido de metabolitos secundarios o

de algunos de sus derivados semisintéticos.

El relevante interés de aportar y aprovechar el variado recurso natural que nuestro pais
posee impulsa el desarrollo del presente trabajo desde el Instituto de Quimica Aplicada
de la Universidad Técnica Particular de Loja, donde se investiga los metabolitos
secundarios responsables con cierta actividad biolégica a partir de especies vegetales
gue se desarrollan en Loja y Zamora, y que ademas poseen antecedentes medicinales

tradicionales aplicables.



A nivel nacional las provincias de Loja y Zamora Chinchipe son consideradas como
zonas muy importantes y de gran relevancia internacional por la diversidad de especies

y ecosistemas siendo algunos de ellos Unicos en el Ecuador (Ceron, 2002).

En esta investigacion se trabaj6 con el fruto de la especie Annona montana,
recolectada en Catamayo, provincia de Loja, considerada de relevancia medicinal
segun sus habitantes. Segun Liaw, et al., 2004 todos los tipos de Annonas tienen
actividad anticancerigena ya que provoca disminucion de energia en las células
cancerigenas, por lo tanto, poseen toxicidad selectiva contra diversos tipos de cancer
tal es el caso de las células hepéaticas humanas Hep G2 (Liaw, 2004; Miyoshi, 1998).
Dicha actividad podria atribuirse al alto contenido de Acetogenina, sustancia que
presenta actividad semejante a la Adriamicina que es usada en quimioterapia; pero, a
diferencia de esta Ultima su accion es selectiva sobre las células cancerosas sin dafiar
los tejidos sanos. Se dice que la Acetogenina es cerca de 10.000 veces mas efectiva
gue la Adriamicina (Takada, 2000; Wu, 2005).

Hoy en dia se desarrollan y aplican metodologias para fraccionar y aislar metabolitos
secundarios presentes en especies con antecedentes terapéuticos entre los cuales
esta la técnica conocida como cromatografia en columna y de capa fina, que permiten
separar componentes estrechamente relacionados en mezclas complejas (Skoog et al.
2003).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Plantas en la Medicina Tradicional

Los sistemas de medicina tradicional basados en plantas, han sido usados alrededor
del mundo por miles de afios (Bruneton, 2001; OMS, 2000).

Las plantas han cumplido un rol importante para satisfacer necesidades bésicas de las
generaciones pasadas ademas de su trascendente papel en la restauracion de la
salud, acumulando practicas ancestrales de seleccidon, manejo y conservacion de
conocimientos que han sido transmitidos de generacion en generacion (Bruneton,
2001; Pietroni, 1992). Los compuestos de origen natural presentan gran diversidad de
estructuras quimicas, comparado con las pequefias moléculas sintéticas, y con
frecuencia proveen de actividades biologicas altamente especificas (Encarnacion,
1996).

2.2. Metabolitos secundarios

Dentro de los llamados Productos Naturales o Metabolitos Secundarios (MS) se
encuentra una gran cantidad de principios activos que son compuestos quimicos que
se desarrollan en distintas partes u 6rganos de las plantas y que alteran o modifican el
funcionamiento de organos y sistemas del cuerpo humano y animal. La investigacion
cientifica ha permitido descubrir una variada gama de compuestos, de los cuales los
mas importantes desde el punto de vista de la salud, son los aceites esenciales,
alcaloides, glucosidos o heterdsidos, mucilagos, gomas, y taninos. Existen en las
plantas principios activos relevantes denominados nutrientes esenciales, como las
vitaminas, minerales, aminoacidos, carbohidratos y fibras, ademas azucares diversos,

acidos organicos, lipidos y antibiéticos (Pengelly, 1996).

2.3. Importancia de los metabolitos secundarios

A través de la historia, los principios activos de las plantas han sido utilizados por la
humanidad convirtiéendose en una fuente inagotable de compuestos quimicos y
complejas sustancias activas que desde hace muchos afios han sido explotadas por el
hombre (Torres, 2004). En la actualidad solo unos pocos metabolitos se utilizan de
forma industrial, por lo que se ha creado la necesidad de generar opciones y

alternativas de produccién enfocadas al uso sostenible de todos aquellos recursos



vegetales disponibles en el entorno, trabajando activamente en la deteccién y
caracterizacion de sustancias producidas por diferentes especies promisorias que
puedan tener aplicacion en la industria (cosmética, farmacéutica, textilera vy

agroalimentaria) (Torres, 2004).

2.4. Clasificacion de los metabolitos
Los metabolitos se clasifican, segun su estructura quimica, en grupos (Pengelly, 1996):

» Productos resultantes del metabolismo primario desde procesos quimicos que
intervienen en forma directa en la supervivencia, crecimiento y reproduccién como:

glucidos, lipidos, derivados de aminoacidos.

» Productos derivados del metabolismo secundario no son esenciales para el
metabolismo sino que son sintetizadas como defensa, adaptacion, etc., son los mas

importantes como principios activos los mismos que son conocidos como:

2.4.1. Heterdsidos.- Son compuestos que estan formadas por 2 partes: una es un
azucar (p.e. glucosa) y la otra no-azucar o aglucona, aglicon o genina. El enlace entre
ambas es hidrolizable y debe romperse para que se active el compuesto; esta ruptura

es catalizada por fermentos que contiene la misma planta (Bruneton, 2001).

Tabla. 1. Heterdsidos mas importantes con actividad farmacoldgica que constituyen las

plantas.

Tipo Propiedades Ezpecias
Antraquinénicos | Purgantes Cascara sagrada, sen
Cardictonicos | Diuretico. Tonico cardiaco Digital

. Anestésicos. Anti-espasmodicas. _
Clianogenicos . 3 Cerezo. Guindo. Almendro
Hipotensoras
- Artibacterianc. Anticoagu'ante. Protector
Cumarinicas Avena
solar
Fenolicos Febrifugas y antipiréticas Peral. Sauce
Flavonicos Fragilidad capilar. Vitamina C Girasol. Ruda
Ranunculosidos | Irritantes para |a piel Ranuncu/aceas
Saponosidas Hemalisis. Emalientes. Dermatitis Abedul, ,Mm_l" Regalz,
Saponaria, violeta.
Sulfurados Antibicticos Ajo, cebolla, rabano

Fuente: Bruneton. 2001



2.4.2. Polifenoles. Son sustancias que tienen un nicleo bencénico que soporta un
grupo hidroxilo. Se suelen unir a azucares para formar heterosidos pero también se
pueden encontrar libres. Van desde sustancias muy simples, hasta muy complejas
como las ligninas y taninos. Los grupos mas importantes de este grupo son los acidos
fendlicos o fenoles, las cumarinas, los flavonoides, los lignanos, los taninos y las
guinonas (Van Ginkel, 2003).

2.4.3. Terpenoides. Estan formados por la union de un numero entero de unidades de
isopreno (C5). Segun ese numero se clasifican en: Monoterpenos (2 unidades de
isopreno = Cjo ej. Iridoides); Sesquiterpenos (3 unidades de isopreno = Cis €j.
Lactonas); Diterpenos (Cgo); Triterpenos Cgzp e€j.saponinas); Carotenos (Cao);
Politerpenos (C,) (Bruneton, 2001).

2.4.4. Alcaloides. Grupo de productos naturales de mayor interés en la farmacognosia.
Dentro de este grupo se encuentran sustancias toxicas incluso a bajas dosis. El primer
alcaloide aislado fue la morfina (Sertiirner, 1805). En 1819 se le dio el nombre de
alcaloides debido a su naturaleza basica. Debido a su gran complejidad, aunque
comenzaron a aislarse en el siglo XIX, la determinacion de su estructura fue posterior.
Ej. Drogas con alcaloides derivados del tropano (Cocaina); drogas con alcaloides
derivados de la quinoleina (Quinina); drogas con alcaloides derivados de la

isoquinoleina (Opio) (Bruneton, 2001).
2.5. Otros metabolitos secundarios

2.5.1. Mucilagos y gomas.- Son polisacaridos heterogéneos, formados por diferentes
azucares y en general llevan acidos urdnicos. Se caracterizan por formar disoluciones
coloidales viscosas, geles en agua. La diferencia entre goma y mucilago es dificil y se
suele equiparar todo con gomas. Actualmente se considera que la diferencia esta en
gue los mucilagos son constituyentes normales de las plantas, mientras que las gomas
son productos que se forman en determinadas circunstancias, mediante la destrucciéon

de membranas celulares y la exudacion (Pengelly, 1996).



Fig.1. Biosintesis de los metabolitos vegetales
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2.6. Solventes organicos

Son compuestos organicos basados en el elemento quimico carbono. Produce efectos

similares al alcohol y anestésicos (Gatterman, 1993).

Los solventes industriales de mayor uso son los cementos (tricloroetileno,
tetracloroetileno), los pegamentos (tolueno, acetato de etilo y varias acetonas), el
thinter (destilados de petrdleo, benceno, acetona, tricloroetileno, tetracloroetileno) y los

removedores de barniz o pintura (acetona, tolueno, benceno, cloruro de metileno).



Los solventes constituyen un grupo heterogéneo de hidrocarburos volatiles derivados
del petréleo y del gas cuyo punto de ebullicion es bajo por lo que se evaporan al entrar
en contacto con el aire. Su importancia y patron de uso determinan su clasificacion en:

solventes activos, cosolventes, solventes laterales y diluyentes.

Dentro de la metodologia se hace uso de los solventes Hexano, Acetato de Etilo y
Metanol que son solventes organicos en polaridad ascendente.

2.6.1 Hexano

Liquido inflamable, volatil e incoloro, componente de la gasolina y del petréleo, olor
ligeramente aromético, soluble en alcohol acetona y éter. Se usa especialmente como
extractor de aceites vegetales, para efectuar reacciones de polimerizacion y como

materia prima para sintesis organicas (Gatterman, 1993).
2.6.2. Acetato de etilo

Liquido incoloro, facilmente inflamable, hierve a 74-77°C, se obtiene por destilacion del
alcohol con acido acético. Se ocupa en extracciones liquidas, en la industria de

fragancias, tinta, pintura, saborizantes, etc., (Gatterman, 1993).
2.6.3 Metanol

Liquido incoloro de olor caracteristico, soluble en acetona, esteres. Arde con llama
débilmente luminosa y es miscible con agua en todas las proporciones (Gatterman,
1993).

2.7. Extracto Vegetal Total

Mezcla compleja, con multitud de compuestos quimicos, obtenido con solventes
apropiados, por procesos fisicos, quimicos y/o microbiologicos a partir de una fuente
natural y utilizable en cualquier campo de la tecnologia (Pardo, 2002). Los extractos de
plantas medicinales se utilizan por el hombre desde la antigiedad para la cura de
multiples dolencias. Se obtienen mediante la separacion de porciones biolégicamente
activas presentes en los tejidos de plantas, con el uso de un solvente como: alcohol,
agua, mezcla de estos u otro solvente selectivo y un proceso de extraccion adecuado
(Pharmacopea, 2007).


http://www.monografias.com/trabajos15/fundamento-ontologico/fundamento-ontologico.shtml
http://www.monografias.com/trabajos5/lacel/lacel.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/alcoholismo/alcoholismo.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/problemadelagua/problemadelagua.shtml

2.7.1 Consistencia de los extractos

Alzate en 1990, descubrié la consistencia ideal que debian tener los extractos. De

acuerdo con este aspecto comunmente los extractos se clasifican en cuatro grupos:
2.7.1.1 Extractos blandos

Tienen la consistencia de la miel espesa; algunas veces, debido a la absorcion de la
humedad atmosférica, presentan una consistencia menos densa (Barreto, 1997).

2.7.1.2 Extractos firmes o de consistencia pilular

Como su nombre lo indica, deben tener una estrecha semejanza con la masa con la
cual se fabrican o manufacturan las pildoras; deben tener la caracteristica especial de
no adherirse a los dedos (Barreto, 1997).

2.7.1.3 Extractos secos

Anteriormente se los conocia con la denominacién de “sales esenciales”. Son los
extractos en los cuales el disolvente ha sido casi completamente eliminado. Contiene
tan solo del 5 al 8 % de agua. Se reducen facilmente a polvo y facilitan su manipulacion
y dosificacion. La forma farmacéutica de extractos secos aparece en Vvarias
farmacopeas (Belga, Norteamericana, Noruega y Mexicana), pero no indican un
método exacto para la preparacion de este tipo de extractos. Golaz les dio el nombre
de extractos unitarios y los recomienda para la preparacion de tinturas y jarabe
(Barreto, 1997).

2.7.1.4 Extractos fluidos

Son preparados en una forma tal que el peso del extracto corresponde exactamente al
peso de la sustancia empleada como medicamento, desecada al aire y pulverizada
(Barreto, 1997).

2.8. Caracteristicas de los extractos

Estudios realizados por Corpas y Barrero entre 1988 y 1991, permitieron fundamentar

las siguientes caracteristicas especificas de los extractos:

a. Los extractos bien preparados son de color mas o menos oscuros; cuando han sido

preparados al vacio, son ligeramente mas claros.
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b. Algunos son de color café amarillento, otros rojizos; los extractos provenientes de
hojas son verdosos debido a la clorofila
Su aspecto debe ser liso, fino y homogéneo.

d. Su olory sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima que les ha dado
su origen. Cuando son mal preparados, adquieren olor a caramelo o confitura poco
conocida.

e. La solubilidad de los extractos es variable y esta en relacion directa con el tipo de
preparacion al cual fueron sometidos.

f. Los extractos acuosos son completamente solubles en agua y producen una
solucién transparente, algunas veces ligeramente turbia, debido a que han sido
preparados con mucha anterioridad.

g. Los extractos alcohdlicos son parcialmente solubles en agua y algunas veces son
totalmente insolubles especialmente los extractos que han sido preparados con
alcohol fuerte tienen un excelente indice de disolucion, en el mismo titulo
alcoholimeétrico del alcohol con el cual han sido preparados.

h. Los extractos alcohdlicos preparados con hojas, dan soluciones coloreadas de
verde, pues la eliminacion de la clorofila no puede ser total (Cordell, 1995),
posteriormente se propuso ensayos generales para someter a los extractos a

pruebas especificas para observar su calidad y composicion final (Barreto, 1997).

2.9. Conservacion de los extractos

La incorrecta conservacion de los extractos puede alterar o modificar notoriamente la
naturaleza del producto. En principio, un extracto de tipo pilular se conserva mejor que
un extracto acuoso. Algunos extractos se descomponen al aire, absorben humedad
atmosférica, se recubren de hongos y permiten el desarrollo de gérmenes bacterianos
(Barreto, 1997).

Segun Corpas y Barriga (1993), la conservacion de los extractos es indispensable y

deben cumplir las siguientes condiciones:

a. Se deben conservar protegiéndolos de la luz, aplicado para aquellos extractos a los

cuales no se les adicionado ninguna materia extrafia como antioxidantes.
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b. Los envases deben estar bien tapados. Condicion para aquellos extractos que han

sido objeto de la adicion de productos extrafios, de naturaleza fisico-quimica definida.

c. Se deben conservar en un ambiente seco (Barreto, 1997).

2.10. Aplicacién de métodos de extraccion

Deben obedecer a la informacion de la naturaleza quimica de las sustancias, presentes
en la planta y al propésito de la investigacion. Frecuentemente se usa la extraccion con
solventes organicos de bajo punto de ebullicion (alcohol, acetato de etilo) y de baja
reactividad. Algunas veces es conveniente desengrasar el material vegetal con éter de
petréleo (extracto etéreo) o hexano Los métodos de extraccion se basan en las
diferentes solubilidades de los diversos compuestos encontrados en el material vegetal,
asi, para sustancias de baja polaridad (lipidos) se utilizan como solventes el éter de
petroleo y cloroformo; para sustancias de mediana y alta polaridad el acetato de etilo,
etanol y acetona (Arévalo, 1996). Los extractos son evaporados bajo presion reducida

o liofilizados, en el caso de extraccion con agua (Arévalo, 1996).

2.11. Técnicas Cromatograficas

Las técnicas cromatograficas se basan en la separacion de las sustancias presentes en
una mezcla compleja al poner ésta en contacto con una fase mévil (liquido o gas) y otra
estacionaria (sélida o liquida) que permanece fija. Las sustancias van a migrar a través
de la fase estacionaria arrastradas por la fase movil, a distinta velocidad segun su
afinidad o solubilidad en una u otra fase. Las sustancias mas afines por la fase
estacionaria migraran mas despacio, y las mas afines por la fase moévil, mas deprisa.
Ajustando los pardmetros cromatograficos se separan todos los componentes de una
mezcla compleja como lo es un extracto. Los tres tipos mas comunes son la
cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia de gases (CG) y la de liquidos (HPLC)
(Palomino, 2001).

2.11.1. Cromatografia en capa fina (CCF-TLC)

Es una herramienta para determinar el nUmero de componentes de una mezcla y como

una prueba preliminar para realizar una cromatografia en columna, entre otros
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(Brewster, 1979). En cromatografia en capa fina, el grado de elucion de las sustancias
depende de su polaridad, asi como de la polaridad del eluyente utilizado (Palomino,
2001).

2.11.2. Cromatografia en columna (CC)

Es una técnica de separacion de una mezcla compleja en bandas o zonas discretas
gue pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente, misma que se controla por
cromatografia en capa fina, de tal manera que se puede separar cada componente de
la mezcla (Abbot, 1970).

2.12. Rf- Factor de retenciéon

Es la relacion que existe entre la distancia del punto aplicaciéon a la mancha (a) y la
distancia del punto de aplicacion al frente del eluyente (b) asi: Rf = a/b (Moore J. y
Dalrymple D 1976)

2.13. Cristalizacion

Este proceso consiste en: la disolucién de un compuesto solido en un disolvente ideal,
separacion de las impurezas insolubles por filtracion en caliente, formacion de cristales
al bajar la temperatura, separacion de los cristales de las aguas madres por filtracion y

lavado de los mismos con el disolvente frio (Svanoe, 1950).

Aunque algunas sustancias son solubles en algunos disolventes y muy insolubles en
otros, en estos casos es recomendable un disolvente en que la muestra sea muy

soluble y otro en que la muestra sea totalmente insoluble (Abbott, ; Andews, 1970)
2.14. Punto de Fusion

El punto de fusidon de una sustancia solida, es la temperatura a la cual la fase sélida y

la fase liquida se encuentran en equilibrio (Willard, 1976)
2.15. Especie en Estudio

Las Annonaceae son una familia de Angiospermas del Orden Magnoliales. Consta de
130 géneros con unas 2300 especies que se distribuyen por los trépicos del Nuevo y
Viejo Mundo, el norte de Australia y las islas del Pacifico. Forman parte del complejo
ranaliano lo que las hace tener una historia evolutiva muy antigua, es conocida también

como guandbana de monte de las cuales se cultiva sus frutos, ademas se utiliza la
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infusion de esta planta para aliviar la gripe e insomnio. (Mootoo et al., 2000). Annona

montana se la encuentra principalmente en las areas tropicales de América, Africa y

Sureste de Asia, ya que estas plantas son importantes fuentes de frutos comestibles,

aceite de fragancia, y la medicina popular la utiliza para diversos fines. (Liaw et al.,
2004).

Annona montana.

# e e o W B

FAMILIA: ANNONACEAE.

NOMBRE CIENTIFICO: Annona montana MacL.

NOMBRE COMUN: Guanabana de monte o falsa guanabana.

ORIGEN: Amazonia o las Antillas.

DISTRIBUCION: Costa y Amazonia 0-500.

DESCRIPCION BOTANICA: Arbol pequeiio de 10 a 15 m de altura, con

ramificaciones bajas, follaje denso, verde oscuro, hojas simples, alternas, verde
oscuras Yy brillosas en el haz, elipticas o eliptico oblanceoladas, hasta 25 cm de
largo y 8 cm de ancho, base obtusa y apice corto y acuminado. Flores grandes,
solitarias, ubicadas en el tronco principal o en las ramas, caliz verde, corola
amarilla. El fruto es un sincarpio oviforme o redondeado, hasta 25 cm de largo y 15
cm de didmetro, cascara verde con numerosos apiculos carnosos rectos,
frecuentemente color amarillo cuando madura, pulpa blanquecina o amarilla, medio
fibrosa, mucilaginoso, con fuerte aroma; numerosas semillas, obovadas, cerca de

1,5 cm, marrén amarillentas.

14



# USOS: Medicina nativa aplicada en estados de ansiedad, depresion, nerviosismo,
antiparasitario, fiebres, astringente para la diarrea y la disenteria
# MODO DE USO: Infusion, decocciéon y maceracion.

2.16. Annonaceae en Ecuador

Segun el Dr. Xavier Scheldeman, las annonaceas se desarrollan en el sur del Ecuador
en regiones montafiosas donde constituye el “punto de maxima diversidad”, aunque el
origen de las mismas no es definido, ciertos autores sugieren que esta especie podria
originarse en Mesoameérica y que fue introducido por comerciantes pre-Incaicos en el
Sur del Ecuador y en el Norte de Perl donde la especie sufri6 una segunda
diversificacion (Ordofiez et al 2006).

Actualmente, las annonaceaes estan presentes en sitios naturales o en huertos semi-

domesticados en los valles interandinos del Ecuador, Peru y Bolivia.
2.17. Importancia de la Familia Annonaceae en Medicina Tradicional y el Cancer.

En 1982 se reportd al primer miembro de una nueva clase de metabolitos secundarios
en plantas, la uvaricina, aislada de las raices de Uvaria acuminata (Annonaceae) (Alali
et al., 1999). El descubrimiento de “acetogeninas de anonaceas” (ACG) con un amplio
rango de actividad biologica como la antiparasitaria, insecticida, antimicrobiana,
antifangica y antitumoral ha dado un impulso importante a las investigaciones
bioquimicas y farmacologicas de estas moléculas (Zafra-Polo et al., 1998; Cavé et al.,
1997), ya que este tipo de metabolitos secundarios son considerados como
compuestos mas potentes antitumorales en los dltimos afos. (Liaw et al., 2005). Su
actividad esta relacionada con la capacidad inhibitoria del transporte de electrones a
nivel del complejo mitocondrial | (NADH ubiquinona oxidoreductasa). (Andrade et al.,
1990). Ademas de su potente actividad citotoxica de xenotransplantes in vivo a una

concentracion de 10 mg/kg (Wang et al., 2002).
2.18. Relacién Annona montana - actividad bioldgica

Entre la gran diversidad de plantas usadas en medicina tradicional se encuentra la
Annona montana (Annonaceae). De esta familia se han obtenido mas de 400
compuestos, dieciocho de estos pertenecen a las acetogeninas de Annona montana las

cuales han sido aisladas a partir de frutas y hojas de la planta. (Wang et al., 2002). Esta

15



clase de productos naturales son aplicados como anticancerigenos, citotoxicos,
antiparasitario, insecticida y efecto inmunosupresor; ademéas de considerarse como el

origen para el desarrollo de drogas potenciales. (Liaw et al., 2005).
2.19. Descripcién de las acetogeninas de la familia Annonaceae

Estructuralmente, la mayoria de las acetogeninas poseen una cadena alifatica de 35 6
37 &omos de carbono con uno, dos o tres anillos tetraQhidrofuranicos (THF)
adyacentes o0 no, asi como substituyentes oxigenados (hidroxilos, cetonas y epdxidos)
localizados a lo largo de ésta. En uno de sus extremos presentan un anillo lacténico
metil sustituido, a, B insaturado, en ocasiones saturado o rearreglado como
cetolactona. También se han descrito compuestos con dobles enlaces en la cadena
alifatica, compuestos con anillos epoxi o tetrahidropirano (THP) asi como lineales Fig. 1
(Bermejo et al., 2005).
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Capitulo Il



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General:

e Obtencion y caracterizacion de algunos Metabolitos Secundarios mayoritarios del

fruto de Annona montana.

3.2. Objetivo Especificos:

1. Obtener los extractos organicos (hexano, acetato de etilo, metanol) del fruto de

Annona montana.

2. Seleccionar los extractos mas activos con actividad inhibitoria del crecimiento celular

en lineas de cancer humano SNC (Prostata, Leucemia, Colon, Mama, Pulmon).
3. Fraccionar en cromatografia de columna el extracto con mayor actividad biologica.

4. Caracterizar de los metabolitos secundarios aislados del extracto mas optimo.

3.3. Fin del Proyecto

Obtener mediante fraccionamiento en cromatografia de columna los metabolitos
secundarios mayoritarios constituyentes del fruto de la especie vegetal en estudio,
Annona montana, a partir de un extracto previamente seleccionado por su actividad

biologica frente a lineas celulares cancerosas.

3.4. Propoésito del Proyecto

Determinar caracteristicas de los metabolitos aislados desde el extracto total
seleccionado del fruto de Annona montana, y conocer las particularidades fisicas de

Sus compuestos.

18



3.5. Componentes del Proyecto

1. Ubicacién y recoleccion de la especie vegetal a estudiar.

2. Obtencion de los extractos totales.

3. Evaluacion citotoxica en lineas de cancer humano de los extractos totales
obtenidos.

4. Fraccionamiento en cromatografia de columna del extracto seleccionado.

5. Purificacion de los compuestos obtenidos.

6. Determinaciéon de las caracteristicas fisicas y fitoquimicas de los compuestos
aislados.

3.6. Hipotesis del Proyecto

¢cTendra el género Annona metabolitos secundarios con actividad inhibitoria de

crecimiento en lineas celulares de cancer humano?

3.7. Andlisis e Interpretacidon de Datos

Previos resultados de citotoxicidad de los extractos totales obtenidos del fruto de
Annona montana, se procedera al fraccionamiento, separacion y la purificacion de los
metabolitos secundarios del extracto seleccionado mediante cromatografia en columna
y de capa fina (CCF) (Hostettmann y Hostettmann, 1963; Bolliger y Brenner, 1965).
Para la identificacion de dichos compuestos se tendra en cuenta los criterios: color y
punto de fusion, cromatografia, eluyentes, coloracion, revelador y pruebas quimicas

cualitativas como espectroscopia UV (Valiente y Torrenegra, 2003).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Recoleccion de la Muestra Vegetal

El fruto entero y tierno de Annona montana. (Annonaceae) fue recolectado en
Guayquichuma, ubicado en el canton Catamayo de la provincia de Loja en agosto del
2007.

Tabla 2. Ubicacioén de la especie en estudio.

Chirimoya de campo Annona montana Guayquichuma Loja
Fuente: La autora

4.2. Tratamiento de la Muestra Vegetal
El fruto entero de la especie fue triturado uniformemente en pequefas partes y luego
secado a 37 °C durante una semana, para deshidratar la muestra y facilitar su

extraccion.

4.3. Obtencion de Extractos

El fruto seco se sometid a tres extracciones con solventes de polaridad ascendente
(hexano, acetato de etilo y metanol respectivamente bajo tres repeticiones sucesivas),
mediante el método de maceracion estatica libre de luz durante 24 h, donde se utilizo

670 g de fruto seco y 3500 mL de solvente para cada extraccion.

Tabla3. Cantidad de extracto obtenido con cada solvente.

Hexanico 3.13
Metanolico 36.48
Acetato de Etilo 100.5

Fuente: La autora

La extraccion se basa en la solubilidad de los diversos compuestos existentes en la
materia vegetal, asi, para sustancias de baja polaridad como lipidos y clorofila se
utilizan como solventes éter de petrdleo, hexano y cloroformo; para sustancias de

mediana y alta polaridad el acetato de etilo, el etanol, metanol y la acetona (Arévalo,
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2010). A continuacién se muestra el esquema del procedimiento para la obtencion de
los extractos.

Fig. 3. Esquema del procedimiento para la obtencion de extractos.

|
FRUTO Annona montana I—*‘ .~ Tierno-verde

|
S~
RECOLECCION Y SELECCION DE LA MUESTRA VEGETAL

U

TRITURACION

818

SECADO

4

MACERACION

4

| FILTRACION

0

B
< EXTRACT! OI_§_ /
\/

AcOEtL

HEXANO MeOH

Fuente: La Autora

4.4. Seleccion del Extracto a Fraccionar

La eleccidon se baso en un estudio previo de citotoxicidad en lineas de cancer humano
realizado por las Bioquimicas Glenda Granda y Carla Ojeda en el estudio “Inhibicién del
crecimiento de lineas tumorales humanas, mediante los extractos en acetato de etilo y
metanol de Annona montana y estudio genotoxico mediante ensayo cometa en
linfocitos humanos”, desarrollado en el area de Genética Toxicologica del Centro de
Biologia Celular y Molecular de la UTPL

La tabla a continuacion detalla el porcentaje de inhibicién de los dos extractos con
mayor actividad citotéxica, de los que se trabajo el extracto metanolico considerando su

caracteristica polar en relacién al extracto en Acetato de etilo.
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Tabla 4. Inhibicién de los extractos en lineas de cancer humano.

A-549 D-384 MCF-7 RKO PC3
Pulmon Glia Mama Colon Prostata

Acetato de etilo 90.16 | 89.67 | 78,82 | 88.34 | 80,99
Metanol 68.26 73.25 | 70,12 | 88.42 | 69,85

Fuente: Granda G, Ojeda C.

4.5. Separacién Liquido- Liquido

Se utiliz6 una mezcla Metanol- agua en relacién 8:2 para disolver totalmente el extracto
metanolico ya seleccionado, se obtuvo el primer volumen (V1) referente a la cantidad

de Diclorometano que se adicioné como segundo volumen (V2), lo que provoco la
separacion de dos fases.

Fig.4. Esquema de separacion liquido-liquido

EXT. METANOLICO W= 24.88g

DILUCION

88mle— MeOH: AGUA — 22ml V1= 110ml
8:2

+ CH)Cl, |[v2=110ml

DICLOROMETANO

SEPARACION

FASE CH,Cl, FASE ACUOSA

Fuente: La Autora
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4.6. Concentracion de las fases separadas

Se realizdé con ayuda de un rotavaporador (Heidolph) a una temperatura promedio de
35 °C a presion reducida.

4.7. Fraccionamiento en Cromatografia de Columna

El extracto seco (6,92 g) fue sometido a fraccionamiento en cromatografia en columna
(CC) con silica gel (Merck) 0,015-0,040 mm en relacién 50:1, misma que eluida en
solventes de polaridad creciente.

4.8. Cromatografia de Capa Fina (CCF)

Continuamente se realizé ensayos en cromatografia de capa fina (CCF) donde se
utilizé una placa de silica gel 60 F,s4 (fase directa). Los solventes utilizados para la fase
movil fueron: Hexano: Acetato de etilo (1:1), y Acetato de etilo: Metanol (1:1) los cuales
permitieron la separacion e identificacion de los compuestos. La visualizacion posterior
se realizd con luz UV 254 y 366 nm. Luego se midié las distancias recorridas
denominada Rf que permite localizar los compuestos bioactivos (Choma 2005). Los Rf
de los compuestos quimicos que se muestran en las placas se calcularon de acuerdo a

la férmula siguiente:

Fig. 5. Medida de los Rf en la placa de silica gel 60 Fs,4

*

!

Distancia desdes &l
orgen al frente del
sobvents

Distancia desde el crigen hasta & compussho

Distancia desde

Distancia dead f ongen al frente def sovente «l origen hasta

1
1
1
I
1
1
|
1
1
|
el compussio :
1
|
1

{ = mmmmm |

[ ] ¥ » Origen

Fuente: Silva et al 2008
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4.9. Unién, purificacion y caracterizacion de fracciones

La union de las fracciones se efectud en relacion a la altura de las manchas y similitud
visual que estas reflejaron ante el revelador utilizado (Sulfato cérico) y ante luz UV 254-
366 nm. Las mismas que fueron tratadas mediante la aplicacion de solventes de
distinta caracteristica polar de tal manera que se purificaran los compuestos
mayoritarios por precipitacion. La caracterizacion se efectud a partir de seis fracciones
ya unificadas con ayuda de cromatografia en capa fina, reveladores (Sulfato cérico-
lampara UV 254 y 366 nm) y punto de fusion respetivo a cada una de ellas. La union y
la relacién de las proporciones utilizadas para el fraccionamiento se detallan en el

cuadro a continuacion.

Tabla 5. Unién de las fracciones obtenidas.

SOLVENTE PROPORCION FRACCIONES
Hex-AcOEt 4:6 109-205
Hex-AcOEt 3:7 206-214
Hex-AcOEt 5:95 224-255
AcOEt-MOH 5:5 256-263
AcOEt-MOH 3.7 264-276
AcOEt-MOH 1:9 284-295

Fuente: La autora
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5. RESULTADOS

Se aislé y caracteriz6 seis metabolitos secundarios, determinados bajo técnicas de
revelado en funcién de sus Rf, punto de fusion, solubilidad, sus caracteristicas fisicas

generales.

En base a las especificaciones ya mencionadas se describe a continuacién los

resultados obtenidos en cada fase hasta el aislamiento de los compuestos.

5.1. Rendimiento del material utilizado

En relacién al peso fresco de material vegetal recolectado (4120 g) con el peso seco
(670 g) del fruto en formacion de la especie Annona montana, el resultado de
rendimiento es de 16,3 %. Este valor indica ser bajo en relacion al peso de la muestra

fresca recolectada segun la formula detallada a continuacion.

Material seco
R (%)= -— x 100
Material humedo

5.2. Extractos obtenidos

Se obtuvo las siguientes cantidades de extractos bajo la utilizacién de hexano, acetato
de etilo y metanol aplicados en el material vegetal seco del fruto de Annona montana,
mismos que fueron concentrados por rotavaporacion. En la siguiente tabla se detalla

cantidad en gramos ademas de sus correspondientes rendimientos.

Tabla 6. Detalle de los extractos obtenidos.

EXT.1 EXT. 2 EXT.3
Solvente Hexano AcOet MeOH
Peso (g) 3.13 35.12 77.88
Rendimiento % 0.46 5.24 11.6

Fuente: La autora.
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5.3. Rendimiento de la fase orgénica resultante de la separacion liquido-liquido

De 77.88 g resultante de extracto metanolico total sometido a separacion bajo los
solventes: diclorometano, metanol y agua, se obtuvo 6.92 g correspondiente a la fase

orgénica, mismo que corresponde al 8.89% de rendimiento.

5.4. Resultado del Fraccionamiento en columna de la fase orgénica.

Los componentes de la mezcla organica se separaron en zonas o bandas localizadas a
lo largo de la columna. El aislamiento de las especies separadas por su fase movil
permitié recoger las bandas individuales que salen de ella, obteniéndose en total 320
fracciones, de las cuales se obtuvieron seis metabolitos secundarios mayoritarios con
caracteristicas similares determinadas por cromatografia en capa fina.

La tabla a continuacion explica datos especificos de las fracciones obtenidas.
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Tabla 7. Resumen del fraccionamiento mediante cromatografia en columna del fruto de

Annona montana.

Eluyente Proporcion Fracciones Fracgiones
combinadas
Hexano 100 1-5
90:10 6-26
80:20 27-48
75-.25 49-65
70:30 66-85
68:32 86-106
65:35 109-121
63-37 122-133
60:40 134-176
Hex:AcOEt 55:45 177-188
53:47 189-111
50:50 112-123 109-205
47:53 124-145
44:56 146-167
40:60 168-188
35:65 189-205
30:70 206-210
20:85 211-212
ACOET 100 215-220 206214
80:20 221-223
60:40 224-255 224-255
55:45 256-263 256-263
YRS 50:50 264-276 264-276
40:60 277-283
30:70 284-295 284-295
20:80 296-305
10:90 306-312
Metanol 100 313-320

Fuente. La autora
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5.5. Caracterizacion de los metabolitos secundarios obtenidos.

Tabla 8. Resultados de caracterizacion de cada una de fracciones obtenidas.

PESO(g) 0,028 0,00757 0,0646 0,015 0,0204 0,01
COLOR Lila blanquecino Café claro Verdoso Café Café
SOLUBILIDAD Cl,CH;

PUNTO DE FUSION °C 280-290 109-130 310-320 194-200 248-253 235-240
LAMPARA UV 254nm/366nm Fluorescente

REVELADOR Sulfato cérico

Prueba de Dragendorf + + + o B B
Presencia de saponinas - - - + + +

Fuente. La autora

Tabla 9. Valor del Factor de retencion da las fracciones purificadas.

Rf AM-a AM-b AM-c AM-d AM-e AM-f

| |

Rf 0,1 0,2 0,4 0,6 0,7 0,9

Fuente. La autora
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Tabla10. Determinacion de alcaloides en CCF

AM-d
Reactivo de
Dragendorf
Resultado - +

31

Fuente. La autora
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6. DISCUSION

La medicina natural ha venido desarrollando a largo del tiempo, précticas terapéuticas
que pretende conseguir el alivio o curacion de las enfermedades por medio de los
productos de origen natural. Se conocen mas de 3000 plantas medicinales, pero el
namero de vegetales en la naturaleza es mucho mayor, por lo que las posibilidades
reales en el mundo de la investigaciébn son inmensamente superiores a las conocidas.
De ahi la importancia de aplicar metodologia confiable que garantice el uso de las
plantas medicinales como fuentes de compuestos activos para el tratamiento de varias

enfermedades (Botz, et al. 2001).

El primer aspecto importante a considerar para el analisis de los resultados lo
constituyen las etapas que se cumplieron para este estudio. Inicialmente previos
resultados de determinacion de citotoxicidad de los tres extractos obtenidos en lineas
de cancer humano realizado en el Centro de Biologia Celular y Molecular, se hizo la
eleccion del mas optimo entre ellos; en este caso se utilizd el extracto metandlico total
cuyo porcentaje promedio de inhibicion es de 73,98 % luego de la exposicion, que a
pesar de ser un valor ligeramente menor en relacién al extracto obtenido con Acetato
de Etilo con el 85,50 %; la eleccion del mismo se basé en estudios ya realizados
donde refieren que el metanol es capaz de extraer gran cantidad de: saponinas,
triterpenoides, flavonoides, taninos, alcaloides y quinonas ademas de estar relacionado
con aplicacion tradicional en que la maceracion se efectia con agua o etanol, solventes
de caracteristica polar (Parekh et al. 2005; Chih et al. 2005). La presencia de
terpenoides y saponinas esta relacionada con la actividad anticancerigena que posee
la familia annonaceae, pues los terpenoides constituyen el mas amplio conjunto
conocido como metabolitos secundario de los vegetales, la investigacion en estos
compuestos ha tenido una gran expansion debido a sus diversas actividades
bioldgicas, incluida la antitumoral in vitro, citotoxica (Arroyo et al.2005), como pesticida,

antiparasitaria y de efecto inmunosupresor.

Estas diversas actividades biolégicas son probablemente explicadas por la inhibicién de
la enzima NADH ubiquinona oxidoreductasa o complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial (Tormo et al. 1999). De esta manera se explica la razén de la actividad

citotoxica del extracto ensayado.
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Las saponinas ademas constituyen un amplio grupo de heterésidos muy frecuentes en
los vegetales (Bruneton, 2001), con propiedad antimicética, antibacteriana
antiinflamatoria, antioxidante, anticancerigena (Lin et al., 1996). En relacién al caso
existe una familia de saponinas triterpenoides (avecina de Acacia victoriae) que
disminuye la proliferacién celular del tumor e induce apoptosis (Haridas et al., 2001);
también inhiben moléculas proinflamatorias tales como sintasa de O6xido nitrico
inducible (iNOS) y la expresion de la ciclooxigenasa 2 (COX2) (Haridas et al., 2001);
como otro ejemplo, las saponinas de la soya suprimen el crecimiento in vitro de las
células de adenocarcinoma de colon (Sung et al., 1995); asi como las propiedades
anticancerigenas atribuidas a la presencia de acetogeninas (Tormo et al. 1999).

Los alcaloides como annoretine, argentinine, liriodenine, oxoaporphine son metabolitos
constituyentes de la familia Annonaceae responsables de la actividad citotéxica (Wu,
1992), mismos que podrian estar relacionados con los alcaloides encontrados en la
presente investigacion pero que podrian cerciorarse con la aplicacion de técnicas mas

especificas como RMN o HPLC.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1. CONCLUSIONES

# Las técnicas y modelos de investigacién basados en la medicina tradicional

&+

como fuente invaluable de conocimiento, dan inicio a las continuas
investigaciones en afan de conocer que elementos son responsables de tal o

cual actividad y es capaz de aliviar enfermedades

Los modelos en investigacion de la citotoxicidad proporcionan datos preliminares
importantes a los extractos selectos de las plantas, para que de esta manera se
continde con el aislamiento e identificacién de aquellos metabolitos secundarios
constituyentes de determinada especie vegetal, como en el caso de la especie
estudiada que parti6 desde su evaluacion citotoxica para la presente

investigacion.

En conclusidn las fracciones unidas 109-205, 206-214 y 224-255 se detectaron
la presencia de saponinas por su caracteristica presencia de espuma en las
fracciones 256-263, 264-276, 284-295 se detectaron alcaloides mediante la
aplicacion de reactivo de Dragendorf, mismas que podrian estar relacionadas
con las acetogeninas responsables de la actividad citotoxica relevante en la
familia annonaceae, por lo tanto, la especie vegetal Annona montana es una
fuente importante de compuestos que siendo de origen natural pueden ser

utilizados para la sintesis de moléculas utiles farmacolégicamente.

# Ademas estos resultados hacen referencia al uso de esta especie en la medicina

tradicional y estudios ya realizados en la misma entre ellas lo referido a
tratamientos de ansiedad, nerviosismo y antiparasitaria 0 antimicotica gracias a
la presencia de alcaloides y saponinas que constituyen un amplio grupo de

heterdsidos muy frecuentes en los vegetales (Bruneton, 2001).
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7.2. RECOMENDACIONES

#¢ Se recomienda continuar con el estudio de esta especie utilizando sus semillas,
hojas o corteza ya que podria ofrecer resultados satisfactorios y especificos,
como alternativa a una gran variedad de metabolitos secundarios con aplicacion

medicinal.

¢ Realizar estudios fitoquimicos de mayor profundidad mediante técnicas
modernas que permitan la separacion de compuestos mMAas puros, Ssu
identificacion y la evaluacion de su actividad: asi mismo, se deberia continuar
buscando mayores evidencias experimentales, que corroboren la actividad

biolégica.

# Aplicar estudios in vitro ya de las fracciones obtenidas de tal manera que los
resultados que se puedan obtener se relacionen con los resultados del extracto

total.

¢ Determinar la elucidacién estructural y realizar las respectivas pruebas

biologicas de los compuestos ya aislados.

¢ Finalmente continuar con estudios en especies vegetales con antecedentes

etnobotanicos a fin de respaldar la aplicacion medicinal de los mismos.
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