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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar las propiedades fitoquimicas,
antioxidantes y antibacterianas de extractos de hojas de Annona muricata L.
(guanabana), presentes en la provincia de Matanzas. Para ello, las hojas de
plantas sanas fueron lavadas y secadas en estufa a 45°C y luego maceradas.
Las extracciones se realizaron en etanol 90% y agua destilada y las mezclas se
filtraron y concentraron. Se determina la presencia de varias familias de
metabolitos secundarios y se cuantifica el contenido de proteinas,
carbohidratos solubles totales, azUcares reductores y polifenoles solubles. Se
evalla la actividad antimicrobiana mediante la técnica de los pocillos, contra
especies bacterianas Gram negativas y Gram positivas. La caracterizacion
fitoquimica de los extractos mostré la presencia de terpenos, flavonoides,
taninos, cumarinas y saponinas, los cuales poseen diversas actividades
biolégicas. El etanol resulté ser un mejor disolvente que el agua para la
extraccion de los metabolitos secundarios. La presencia de compuestos
polifendlicos sugiere el uso de la Annona muricata L. como candidato
farmacéutico para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo. Se determinaron las concentraciones de azucares reductores,
carbohidratos y proteinas para esta especie como parte de la caracterizacion
fitoquimica general. El extracto etandlico de hojas mostré una actividad
antibacteriana notable frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Proteus sp., lo que indica un uso potencial de los extractos de Annona muricata
L. para el tratamiento de enfermedades infecciosas y relacionadas con el estrés

oxidativo en humanos y animales.
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INTRODUCCION

Desde la antigledad, las plantas se utilizan para el tratamiento de
numerosas enfermedades y en la actualidad, aproximadamente un 25% de las
drogas son derivadas de plantas y otras son sintéticos analogos construidos a
partir de compuestos prototipos aislados de plantas. En muchas comunidades
en paises subdesarrollados, las plantas medicinales constituyen la base
principal para combatir las enfermedades; ya sea por cuestiones culturales o
por el costo elevado de muchos de los medicamentos (Tamilselvan et al.,
2014).

La busqueda creciente de plantas con valores medicinales permite dia a
dia incrementar el conocimiento sobre las propiedades invaluables de muchas
especies vegetales y su explotacion para el tratamiento de numerosas
patologias (Ekaluo et al., 2015a). Estas propiedades estan relacionadas con la
presencia de compuestos fitoquimicos, que debido a la naturaleza vegetal de
los mismos, son generalmente seguros para el consumo, mas accesibles y de
bajo costo (Ikpeme et al., 2014; Ekaluo et al., 2015b).

La resistencia a antibiéticos comerciales constituye uno de los problemas
mas serios y generalizados en el mundo, tanto en hospitales como en
comunidades y provoca una mortalidad elevada cada afio (Gyles, 2011). El uso
inapropiado de estos farmacos es el factor que mas influye en la resistencia a
antibiéticos, lo que hace ineficaces y costosos los tratamientos médicos y
pueden conducir a la muerte del paciente (Djeussi et al., 2013; WHO, 2014).

En muchos animales afectivos o de interés zootécnico, el problema de la
resistencia a antibiéticos también es una situacién patente; lo cual provoca
pérdidas econdmicas cuantiosas, debido a la incidencia elevada de
enfermedades con base infecciosas como la mastitis, que disminuye la calidad
y el precio de la leche (Gasque, 2015).Por estar razones, se buscan
constantemente nuevas clases de antibidticos de origen vegetal para reducir el
fendmeno de la resistencia bacteriana a estos compuestos (Wikaningtyas y
Sukandar, 2016).
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La guanabana (Annona muricata L.) constituye una especie con una
tradicibn amplia como planta medicinal, cuyo uso data desde la etapa
precolombina en América Central (Singh et al., 2014). Las investigaciones
relacionadas con la composicion fitoquimica de esta especie y otras
anonaceas, refieren la presencia de numerosos metabolitos secundarios con
propiedades bioactivas como flavonoides, acetogeninas, taninos, vitamina C,
polifenoles, saponinas, alcaloides, B-carotenos, que pueden tener diversas
propiedades farmacologicas como antiinflamatorias, anticancerigenas,
antioxidantes y antibacterianas, entre otras (Usunomena y Paulinus, 2016;
Kumar, 2017; Robert et al., 2018). El estudio quimico y biolégico de ejemplares
de Annona muricata L. presentes en la provincia, contribuira a valorar las
potencialidades de la misma para el tratamiento de patologias asociadas a
procesos infecciosos y al estrés oxidativo en humanos y animales de interés

Zzootécnico.

Problema cientifico:

Se desconocen las propiedades fitoquimica, antioxidantes y antibacteriana
de extractos de hoja de Annona muricata L. presentes en la provincia de

Matanzas.

Hipotesis cientifica:

La caracterizacion fitoquimica, antioxidante y antibacteriana de extractos de
hojas de Annona muricata L. presentes en la provincia de Matanzas, permitira
tener una valoracién de las potencialidades que presenta esta especie, para su
uso en el tratamiento de enfermedades bacterianas y relacionadas con el

estrés oxidativo en humanos y animales de interés zootécnico.

Objetivo general:
Evaluar las propiedades fitoquimica, antioxidante y antibacteriana de
extractos de hojas de plantas de Annona muricata L. presentes en la provincia

de Matanzas.
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Objetivos especificos:

» Caracterizar la composicién fitoquimica de extractos acuosos y etandlicos

de hojas de Annona muricata L.

> Determinar las propiedades antioxidantes de extractos acuosos Yy

etandlicos hojas de Annona muricata L.

> Determinar el efecto antibacteriano de extractos de hojas de Annona

muricata L. frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia de las plantas como fuente de metabolitos secundarios

con fines médicos, farmacéuticos y agropecuarios

Las plantas medicinales se exploran desde la antigtiedad desde el punto de
vista terapéutico para aliviar enfermedades humanas. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud, aproximadamente el 80% de los paises en
desarrollo como Brasil, China, la India y Tailandia, utlizan la medicina
tradicional como base fundamental y el 85% emplean plantas o sus extractos

como sustancias activas.

Se estima actualmente que existen aproximadamente 420 000 especies de
plantas en la naturaleza, de las cuales un grupo se consideran plantas
medicinales ya que producen uno 0 mas constituyentes activos, capaces de
prevenir o curar enfermedades. Estas plantas contienen un rango de
compuestos efectivos y pueden producir diferentes efectos de acuerdo a la via

de aplicacién de la droga (Jayaprakash, 2017).

En la actualidad se realizan numerosos estudios relacionados con la
identificacion de compuestos bioactivos nuevos, obtenidos a partir de extractos
de plantas medicinales. Se conoce que las plantas constituyen un reservorio de
metabolitos secundarios que son explotados como fuente de sustancias activas

para varios propositos meédicos.

Los metabolitos secundarios de las plantas tienen una aplicacién amplia en
las industrias farmacéutica y alimentaria, en el sector agropecuario, en la
medicina y en estudios de ciencias basicas (Ngo et al., 2013). En las ultimas
dos décadas, cerca de las dos terceras de los medicamentos nuevos
aprobados fueron obtenidos a partir de productos naturales de las plantas
(Newman y Cragg, 2007). Entre los medicamentos disponibles obtenidos por
esta via se pueden citar la artemisinina (Njuguna et al., 2012), el paclitaxel (Qi

et al., 2013) y la camptotecina (Mollica et al., 2012), entre otros.
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El interés por las especies vegetales ricas en metabolitos secundarios con
propiedades farmaceéuticas y medicinales aumenta cada dia, debido a que
numerosos autores determinaron que existe una correlacion entre los usos
tradicionales de las plantas y la presencia de compuestos bioactivos que
justifican sus propiedades biologicas (Consolacion et al., 2014). Ademas,
constituye una via para resolver el problema de la resistencia a antibioticos
convencionales, que representa una de las cuestiones a resolver mas

importantes que enfrenta la medicina moderna.

El problema de la resistencia a antibiotico es un problema mundial. Hasta la
fecha, no se conoce ningin método disponible para revertir la resistencia a
antibioticos en las bacterias. El descubrimiento y desarrollo del antibiético
penicilina durante el siglo pasado, ofrecié esperanza a las ciencias médicas; sin
embargo, este antibidtico es inefectivo contra la mayoria de las bacterias
susceptibles (Chandra et al., 2017).

La resistencia a antibioticos en las bacterias es un fenémeno natural y un
mecanismo que presentan estos microorganismos para enfrentar y adaptarse a
los agentes antibacterianos. Cuando una bacteria adquiere resistencia frente a
un determinado antibioético, esta propiedad genética pasa a la descendencia. El
uso indiscriminado e irracional de los antibidticos provoca la formacion de
nuevas cepas resistentes, las cuales pueden considerarse mas letales que las

formas parentales (lwu et al., 1999).

Los cambios en la constitucion genética de las bacterias que adquieren
resistencia es tan rapido, que la efectividad de los antibiéticos comunes puede
anularse en periodos cortos de cinco afos (Bush, 2004). La Organizacion
Mundial de la Salud mostré su preocupacion en el caso de las infecciones
bacterianas letales como las respiratorias y las que provocan diarrea,

meningitis, tuberculosis, entre otras (WHO, 2002).

Entre los microorganismos referidos como casos de resistencia a
antibioticos esta Staphylococcus aureus. Los estudios con cepas clinicas
aisladas de pacientes mostraron resistencia a mas de tres antibiéticos y por ello

son consideradas cepas de resistencia multiple (Styers et al., 2006).
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Los microorganismos desarrollan la resistencia a antibidticos por varias
vias como la inactivacion de estos por accion de enzimas hidroliticas (Wright,
2005; Wilke et al., 2005), modificacion e inactivaciéon de la estructura de los
antibiéticos (fosforilacion, acetilacion, adelinacién) (Bush y Fisher, 2011) y
mecanismos de transporte a nivel de membrana que permite la expulsién de

los antibioticos hacia el medio exterior (Lin et al., 2002).
2.2. Propiedades funcionales de los metabolitos secundarios de plantas

2.2.1. Aspectos generales sobre el origen y las propiedades de los

metabolitos secundarios

Las plantas producen numerosos compuestos organicos derivados del
metabolismo primario denominados metabolitos secundarios. Estos
compuestos, a diferencia de los metabolitos primarios, no tienen una funcion
directa en procesos vitales como la fotosintesis, la respiracion celular, la
sintesis de proteinas, el transporte de solutos y la asimilacién de nutrimentos
(Olivoto et al., 2017). La sintesis de un metabolito secundario especifico no se
observa en todas las especies del reino de las plantas, sino que es restringido
a una o a pocas especies (Taiz y Zeiger, 2010).

La importancia de los metabolitos secundarios tardd mucho tiempo en
esclarecerse. El avance de la tecnologia, en especial la secuenciacion y la
edicion de genes del genoma de diferentes especies, permitié dilucidar las
funciones de estos compuestos (Wu et al., 2013; Woo et al., 2015; Bortesi y
Fischer, 2015). Hoy se conoce con seguridad las funciones importantes pero
no vitales de estos compuestos, tales como la proteccion contra hongos,
insectos y bacterias patdgenas; proporcionar caracteristicas atractivas a los
polinizadores como color, hedor y sabor y en la dispersién de las semillas.
También actlan como componentes quimicos principales en la competencia
planta-planta y en la simbiosis planta-microorganismo. Sin embargo, los
mismos metabolitos que potencian el desarrollo de las plantas, pueden también
hacer indeseables a estas especies para el consumo humano (Olivoto et al.,
2017).
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La produccion de los metabolitos secundarios por las plantas depende, al
igual que muchos otros caracteres cuantitativos de las plantas, de la interaccion
genotipo — ambiente. Esta interaccidn esta basada fundamentalmente en las
variaciones de los elementos meteoroldgicos como la temperatura, la

humedad, las caracteristicas del suelo, etc. (Gurung et al., 2011).

Los metabolitos secundarios se dividen en tres grupos quimicos
fundamentales: los terpenos, los compuestos fendlicos y los compuestos
nitrogenados. A continuacion se describen las caracteristicas y funciones

generales de estos compuestos.
2.2.1.1. Terpenos

Los terpenos son conocidos también como isoprenoides y constituyen una
clase amplia de metabolitos secundarios que contiene aproximadamente unas
50 000 sustancias identificadas (Vranova et al., 2012). Estos compuestos se
forman por la unién de cinco unidades de carbono que tiene una ramificacion
hidrocarbonada. Se dividen en monoterpeno (10 carbonos), sesquiterpenos (15
carbonos) y diterpenos (20 carbonos). Los terpenos de mayor peso molecular
son los triterpenos, los tetraterpenos y los politerpenos con 30, 40 y méas de 40

carbonos, respectivamente (Taiz y Zeiger, 2010).

Muchas plantas tienen una mezcla de terpenos con compuestos volatiles
gue confieren un olor caracteristico. Entre estas especies estan el limén (Citrus
limonum L.), la menta (Mentha arvensis L.) y la salvia (Salvia officinalis L.),
entre otras. Estos compuestos conocidos como aceites esenciales pueden ser
extraidos de las plantas y son comercialmente importantes en las industrias
farmacéuticas, de alimentos y cosméticos (Olivoto et al., 2017). Algunos
terpenos muestran funciones importantes en el crecimiento y desarrollo de las
plantas como las giberelinas (diterpenos) y los brasinoesteroides (triterpenos).
Aungue algunos terpenos tienen importancia metabdlica, una parte importante
de estos compuestos estan asociados basicamente con la defensa de muchas
plantas contra herbivoros e insectos (Veitch et al., 2008), neméatodos (Soriano

et al., 2004), hongos (Franceschi et al., 2005) y ademas, son utilizados como



Propiedades fitoquimicas, antioxidante y antibacteriana de | 2018
extractos de Annona muricata L.

materia prima para la elaboracion de un rango amplio de productos industriales
(Hall et al., 2013).

La sintesis de los terpenos puede ser inducida por factores ambientales
tales como la temperatura, las radiaciones y la evotranspiracion de las plantas
(Rodriguez-Garcia et al., 2015), por la aplicaciéon exdgena de estimulantes
quimicos como los jasmonatos (Dar et al., 2015) o por dafios mecénicos (Ruel
et al., 1998).

2.2.1.2. Compuestos polifendlicos

Los compuestos fendlicos son el grupo mas extenso de sustancias no
energéticas presentes en los alimentos de origen vegetal. Los polifenoles
presentan como caracteristica de su estructura molecular uno o varios anillos
fendlicos. Se originan principalmente en las plantas, que los sintetizan en gran
cantidad, como producto de su metabolismo secundario. Algunos son
indispensables para las funciones fisiolégicas vegetales. Otros participan en
funciones de defensa ante situaciones de estrés y estimulos diversos (hidrico,
luminoso, etc.) (Kefeli et al., 2002; 2003).

La capacidad de los polifenoles para modular la actividad de diferentes
enzimas, y para interferir consecuentemente en mecanismos de sefalizacion y
en distintos procesos celulares puede deberse, en parte, a las caracteristicas
fisicoquimicas de estas sustancias, que les permite participar en distintas
reacciones metabdlicas de oxidacion-reduccion. Sus propiedades antioxidantes
justifican muchos de sus efectos beneficiosos (Quifiones et al., 2012).

Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcién
del numero de anillos fendlicos que poseen y de los elementos estructurales
que presentan los mismos. Los principales grupos de polifenoles son: los
acidos fendlicos (derivados del &acido hidroxibenzoico o del acido
hidroxicinamico), los estilbenos, los lignanos, los alcoholes fendlicos y los

flavonoides (Figura 1).
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Figura 1.Estructura quimica de diferentes compuestos fendlicos.

Fuente: http://blog.cromlab.es/compuestos-fenolicos-en-aceite-de-oliva-virgen/

La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo
secundario ocurre a través de dos rutas primarias importantes: la via del &cido
siquimico y la via de los poliacetatos (Bravo, 1998). La ruta del &cido siquimico
proporciona la sintesis de los aminoacidos aromaticos (fenilalanina o tirosina), y
la sintesis de los acidos cinamicos y sus derivados (fenoles sencillos, acidos
fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano) (Anexo 1). La ruta

de los poliacetatos proporciona las quinonas y las xantonas.
2.2.1.2.1. Flavonoides

Los flavonoides constituyen la subclase de polifenoles mas abundante
dentro del reino vegetal. Se encuentran mayoritariamente como glucésidos,
pero también pueden aparecer en forma libre (llamados agliconas flavonoides).
Existen varios subgrupos de flavonoides, entre los que estan: flavonoles,
flavonas, flavononas, isoflavonas y antocianidinas (Quifiones et al., 2012)
(Figura 2).

Estos compuestos desempefian un papel importante en la biologia vegetal
ya que responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del
crecimiento y el proceso de diferenciacion de las plantas. Otras funciones
incluyen un papel antifingico y bactericida, confieren coloracion, lo que puede
contribuir a los fendmenos de polinizacion. Otra propiedad que poseen es la
capacidad para fijar metales como el hierro y el cobre (Martinez-Flérez et al.,
2002).
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Figura 2. Estructura basica y tipos de flavonoides.

Fuente: Martinez-Flérez et al. (2002)

Algunos polifenoles son especificos de determinados alimentos (flavanonas
en citricos, isoflavonas en soja); otros, como la quercetina, se pueden
encontraren un gran numero de plantas (frutas, vegetales, cereales,
leguminosas, té, vino, etc.). Los alimentos contienen generalmente una mezcla
compleja de polifenoles. Ademas, numerosos factores medioambientales como
la luz, el grado de madurez o el grado de conservaciéon, pueden afectar al
contenido total de polifenoles. El clima (exposicion al sol, precipitaciones, etc.)
o factores agronémicos (diferentes tipos de cultivos, produccion de fruta por el
arbol, etc.) tiene un efecto importante. La exposicion a la luz es uno de los
principales condicionantes para determinar el contenido de la mayoria de los

polifenoles (Quifiones et al., 2012).
2.2.1.2.2. Antocianinas (flavonoides)

Estos compuestos estan dentro de los flavonoides mas importantes vy
confieren coloraciones entre rojo y puarpura, por lo cual acttan como agentes
que atraen a los polinizadores (Sivankalyani et al., 2016). Cuando estan
presentes en la dieta humana actian como antioxidantes (Homoki et al., 2016).
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2.2.1.2.3. Acidos fenélicos

Se caracterizan por estar formados por un anillo de benceno, un grupo
carboxilo y uno o mas grupos hidroxilos en la molécula, lo que le confiere
propiedades antioxidantes y la posibilidad de ser utilizadas en el tratamiento y
prevencion de un grupo numeroso de enfermedades como el cancer (Chang et
al., 2015; Espinosa et al., 2015; Heleno et al., 2015; Kurth et al., 2015).

2.2.1.2.4. Cumarinas

Las cumarinas estdn constituidas por anillos fusionados de benceno y
dipirona con una gran importancia terapéutica. En dependencia de la
configuracion que presenten es la capacidad de estas sustancias para regular
vias celulares relacionadas con las citotoxicidad (Thakur et al., 2015), la
actividad antibacteriana (Widelski et al., 2009); asi como otras funciones del

sistema nervioso central (Skalicka-Wozniak et al., 2015).
2.2.1.2.5. Taninos

Los taninos se consideran uno de los grupos de metabolitos secundarios
de mayor importancia en la defensa de las plantas (Adamczyk et al., 2013). Se
distinguen dos categorias para estos compuestos: los taninos condensados
(formados por la adicion de flavonoides constituyentes de la madera de las
plantas lefiosas) y los taninos solubles, que son polimeros que presentan

acidos fendlicos y azucares simples (Taiz y Zeiger, 2010).

Los herbivoros tales como el ganado, el ciervo, los monos y los péjaros,
evitan el consumo de plantas o partes de éstas que tienen concentraciones
elevadas de taninos. Diversos estudios demostraron que la interaccion de estos
compuestos con proteinas, determinan la selectividad de algunos herbivoros
por determinadas plantas (Zungu y Downs, 2015).

Las concentraciones de taninos en las estructuras reproductoras y en frutas
inmaduras son relativamente altas, y disminuyen durante la maduracion (Robil
y Tolentino, 2015). La distribucion especifica tanto espacial como temporal de

los taninos puede indicar la funcion protectora que tienen los mismos con las
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diferentes partes de la planta y una obvia adaptacion para hacer mas palatable
el fruto, sélo cuando esta fisioldgicamente maduro con la presencia de semillas

viables. Este mecanismo permite el éxito en la dispersion de algunas especies.

Estudios recientes indican un posible uso de estos compuestos en el
mejoramiento de la calidad de algunos productos alimenticios. La adicion de
aislados especificos de taninos en la harina de comer, mejoré sus propiedades,
ya que aumentaron las interacciones proteinas carbohidratos, lo que produjo un

gluten mas compacto (Wang et al., 2015).
2.2.1.2.6. Propiedades antioxidantes de los compuestos polifenélicos

Los polifenoles son los principales antioxidantes de la dieta y su ingesta es
10 veces superior a la vitamina C, y 100 veces superior a la vitamina E o los

carotenoides (Rice-Evans y Miller, 1996).

Los flavonoides como la catequina o la quercetina pueden neutralizar
directamente las especies reactivas de oxigeno (ERO) como el Oz, elH20:2
(Binsack et al., 2001) o el HCIO (Cotelle et al., 1996). El grupo fendlico
presente en su estructura puede capturar los electrones desapareados de las
ERO, y transformar estas especies en compuestos menos reactivos (Korkina y
Afanas, 1997). Los flavonoides actian fundamentalmente como tampones, y
capturan radicales libres para generar el radical flavinico, mucho menos
reactivo, ya que en él los electrones desapareados estan mas deslocalizados.
Ademas, los flavonoles como la quercetina pueden quelar iones metalicos de
transicion como el hierro o el cobre, lo que evita la formacién de las ERO
producidas por la reaccién de Fenton, donde el hierro puede reaccionar con el
perdxido de hidrégeno para producir el potente radical hidroxilo (OH") (Krinsky
et al., 1992).

2.2.1.3. Compuestos nitrogenados

Existen numerosos metabolitos secundarios que presentan nitrdgeno en
sus estructuras quimicas. Los principales compuestos nitrogenados que se
encuentran en las plantas son los alcaloides, los glucosidos y los aminoacidos
no proteicos (Taizy Zeiger, 2010).
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2.2.1.3.1. Alcaloides

Constituyen un grupo numeroso de mas de 15000 sustancias que se
encuentran en el 20% de las plantas vasculares. Estos compuestos se
caracterizan generalmente por la presencia de un atomo de nitrégeno en
estado oxidado dentro de un anillo heterociclico. Estos compuestos tienen la
funcién principal de defensa en las plantas, debido a su toxicidad y a la
capacidad de inhibir en el animal de deseo de consumo de aquellas plantas

ricas en alcaloides (Wink, 1988).

De manera general, todos los alcaloides son téxicos para los humanos si
son ingeridos en cantidades suficientes; sin embargo, muchos de estos
compuestos se emplean en la medicina como drogas y se comercializan con

cifras en el orden de los miles de millones de délares (Julsing et al., 2006).
2.2.1.3.2. Glucosidos

Los glucosidos también actdan en la proteccidon de las plantas. Se dividen
en dos grupos, los glucdsidos cianogénicos y los glucosinolatos. Los primeros
no son toxicos en su estado natural. Se acumulan en las vacuolas de las
células epidérmicas, mientras que las enzimas responsables de la sintesis del
gas toxicos estan en el mesofilo (Poulton, 1990). Cuando las plantas son
dafiadas fisicamente, los glucésidos cianogénicos (dentro de la vacuola) son
mezclados con las enzimas hidroliticas (presentes en el mesdfilo) y se produce
cianuro de hidrégeno volatil (Taiz y Zeiger, 2010).

2.3. Familia Annonaceae

La familia Annonaceae es la mas numerosa del orden Magnoliales con 80
géneros y mas de 850 especies. Presenta arboles y arbustos arométicos con
hojas alternas disticas dispuestas sobre un mismo plano y sin estipulas.
Habitan casi exclusivamente en regiones tropicales y son abundantes en
América. Tienen la corteza gruesa con tejidos secretores de sustancias

aromaticas.
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Las flores son solitarias, grandes, bisexuales o rara vez unisexuales con el
perianto ciclico de dos a tres verticilos de tres piezas. Los carpelos son
receptaculos conicos, a veces se reunen para formar frutos agregados,
coniformes mientras que otros permanecen aislados. Los estambres son
numerosos con el conectivo que se prolonga mas alla de los sacos polinicos.
Los estambres y los carpelos se insertan a lo largo del eje que forma el
receptaculo. Los pétalos son primitivos, carnosos y de coloracion poco intensa,
palido verdosos. Las semillas presentan un albumen con la superficie irregular
y el tegumento forma repliegues. El género tipo es Annona con mas de 90

especies, casi todas de Ameérica tropical (Bonani et al., 1987).

2.4. La guanabana (Annona muricata L.)

2.4.1. Clasificacion taxondmica

La clasificacibn de Annona muricata L. es la siguiente (Strasburger et al.,
1971):

Reino: Plantae
Divisidn: Spermatophyta
Subdivision: Magnoliophytina
Clase: Magnoliatae
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Género: Annona

Especie: Annona muricata L.

2.4.2. Origen y caracteristicas botanicas de Annona muricata L.

Es una planta originaria de Mesoamérica y se cultiva principalmente en los
tropicos de América, Africa e Islas del Pacifico. En América se extiende desde
México hasta Brasil (CONABIO, 2009).

La guanabana constituye un arbol o arbusto frutal de poca altura y
perennifolio, de 3 a 8 m (hasta 10 m) de altura. Las hojas son de forma
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oblongo-elipticas a oblongo-obovadas y punteadas. Tienen una longitud entre 6
y 12 cm de largo y entre 2,5y 5 cm de ancho (Figura 3).

El tronco es ramificado cerca de su base. Las ramas son cilindricas,
arrugadas, asperas, de color café rojizo y con numerosas lenticelas. La corteza

externa es de color castafio mas o menos lisa, pardo grisacea y astringente.

Figura 3. Planta y hojas de Annona muricata L.
Fuente:http://www.eljardinensupuerta.es/graviola---guanabana---guyabano---
annona.

La planta es hermafrodita y protoginea. Las flores se presentan solitarias a
lo largo del tallo, tiene tres sépalos ovados, de menos de 5 mm de largo; los
pétalos son 6, los 3 exteriores son ovados, libres, gruesos, de 2 a 3 cm de
largo; los interiores, delgados y pequefios (Figura 4). Las estructuras femeninas
maduran antes que las masculinas. Existe un periodo de 36 a 48 horas durante

el cual se encuentran maduras ambas estructuras sexuales.

El fruto es carnoso, agregado, verde-oscuro, cubierto con tubérculos
flexibles con aspecto de espinas (Figura 4), ovoide-elipsoide, de 20 a 25 cm de
largo por 10 a 12 cm de diametro, con una pulpa blanca algodonosa y jugosa.
Presenta numerosas semillas por fruto, una por carpelo. Las semillas son
ovoides y aplanadas, de 15 a 20 mm de largo con testa oscura y brillante
(Roig, 1928).
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Figura 4. Flor y frutos de Annona muricata L.
Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Annona_muricata.

2.4.3. Principales usos etnobotanicos de Annona muricata L.

El fruto de la guandbana es comestible, de sabor agradable y alta
aceptacion en diferentes paises. Entre los usos tradicionales de esta especie
estan los medicinales. Las hojas son usadas para la preparacion de té y para el
tratamiento de patologia como el cancer, la diabetes, como antiespasmaodicos,
sedativo y vasodilatador; mientras que la corteza se emplea para el tratamiento

de infecciones bacterianas y procesos ulcerosos (Barriga, 1994; Rutter, 1990).

Se utiliza también para dolores de cabeza, la hipertension, la toz, el asmay
como antiespasmadico (Lans, 2006). En otros trabajos se demostré el efecto
antibacteriano (Sundarrao et al., 1993), antifungico (Heinrich et al., 1992) y
antimalario (Antoun et al., 1993), que tienen los diferentes Organos Yy
estructuras de esta planta (hoja, corteza, raices, tallo, fruto y semilla). En el
caso particular de los extractos de sus hojas también presentaron actividades
antioxidante y antiinflamatoria (Mohammed y Abbas, 2016; Oyekachukwu et al.,
2017), analgésica (Roslida et al., 2010) y molusquicida (Lans, 2006).
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En Perq, las hojas de la guandbana se utilizan contra el catarro y la semilla
machacada para eliminar los parasitos. Las raices, la corteza y las hojas se
usan para la diabetes y como un sedante y antiespasmadico. Las tribus de
Guyana utilizan las hojas y/o la corteza de guanabana como sedante y
tonico del corazén. En el Amazonas brasilefio la infusiébn de hojas se usa
para problemas de higado. En paises caribefios como Jamaica y Haiti el jugo
y/o la fruta se emplean para la fiebre, los parésitos y la diarrea, mientras que
la corteza y las hojas como antiespasmaédico, sedante, para la gripe, el asma,
la astenia, la hipertension, los parasitos y para problemas nerviosos (Soumya
et al., 2009).

En la actualidad se demostro el efecto antipediculicida de tres extractos de
semillas de A. muricata (Vijayalingam et al., 2016). Los mejores resultados se
obtuvieron con el uso de acetato de etilo como disolvente, donde se observo
una mortalidad elevada contra el acaro Menopan gallinae.

2.4.4. Estudios fitoquimicos de Annona spp.

Los estudios fitoquimicos de A. muricata y otras anonaceas muestran una
composicion variada de metabolitos secundarios con variados efectos
bioldgicos. Entre los compuestos de mayor presencia estan los taninos, las
saponinas, los flavonoides, los terpenoides, los fenoles y los glucdésidos. En la
Tabla 1 se muestran los resultados de estudios fitoquimicos en diferentes

especies del género Annona.

Tabla 1. Resultados de estudios fitoquimicos en Annona spp.

Especie / 6rgano Metabolitos secundarios Autor (es)

A. muricata L./ hoja | Alcaloides, terpenos, flavonoides, Chauhany
saponinas, taninos y glucésidos Mittu (2014)

A. muricata L./ hoja | Tanninos, saponinas, flavonoides, | Vijayalingam

B-cianinos, quinonas, glucosidos et al. (2016)
cardiotonicos, terpenoides, fenoles,
cumarinas, esteroides y alcaloides.

A. muricata L./ hoja | Saponinas, alcaloides, flavonoides, | Usunomena
taninos, B-carotenos y acido y Paulinus
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ascorbico. (2016)
A. muricata L./ hoja Flavonoides, saponinas, taninos, Akinseye et
terpenoides y glucosidos al. (2016)
cardiotonicos.
A. muricata L./ fruto Taninos, flavonoides, glucésidos, Mohammed
saponinas, alcaloides y esteroides y Abbas
(2016)
A. muricata L./ fruto, Alcaloides, antraquinona, taninos, Ojezele et
hoja flavonoides, glucoésidos, saponinas, al. (2016)
terpenoides y esteroides.
A. muricata L./ hoja Flavonoides, esteroides y taninos. Hidayat et
al. (2016)
A. muricata L./ hoja Taninos, saponinas, flavonoides, Robert et al.
terpenos y glucésidos cardiotonicos. (2018)
A. squamosa L./ hoja | Taninos, saponinas, flavonoides y Sharma et
terpenos. al. (2013)
A. squamosa L./ fruto Alcaloides, taninos, saponinas, Kowsalya et
flobataninos, flavonoides, al. (2014)
terpenoides, glucésidos y
esteroides.
A. squamosa L./ hoja | Taninos, saponinas, flavonoides, Robert et al.
terpenos y glucosidos cardiotonicos. (2018)
A. reticulata/ hoja Terpenos, cumarinas, taninos y Rani et al.
esteroides. (2013)
A. mucosa(Jacq.)/ Alcaloides, flavonoides, fenoles, De Sousa et
hoja taninos y saponinas. al. (2015)

2.4.5. Propiedades antibacterianas y fungicidas de extractos de Annona

spp.

El género Annona constituye un grupo taxonomico con potencialidades

para el tratamiento de enfermedades provocadas por patdégenos de origen

bacteriano y fungoso. La literatura refiere numerosos estudios en varias
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especies que avalan las propiedades antibacterianas y antifiingicas de éstas,

asociadas a varios metabolitos secundarios con principios bioactivos diversos.

En la Tabla 2 se resumen algunos resultados importantes obtenidos

relacionados con la actividad antimicrobiana de extractos de A. muricata L.

Tabla 2. Actividad antimicrobiana de extractos de Annona muricata L.

Organo Actividad antimicrobiana Autor (es)

Hoja Escherichia coli Chukwuka et al. (2011)

Alternaria solani, Aspergillus
erithrocephalus, Aspergillus Abubacker y

Hoja albicans, Aspergillus fumigatus | Deepalakshmi (2013)
y Penicillium chrysogenum

Hoja Listeria mono?ét;)genes MTCC Chauhan y Mittu (2014)

. hyl
Hoja Staphy OCOC.CU.S aurgus y Haro et al. (2014)
Escherichia coli
Hoja y corteza Escherichia coli Arun et al. (2015)

Hoja Edwardsiella tarda Rarass(e;rcl)i/ 6|\)/Iaftuch

Hoja Erysipelothrix rhusiopathiae Garcia et al. (2016)
Bacill ., Klebsiell : .

Fruto acillus sp., Klebsiella sp., Chithra et al. (2016)

Escherichia coli

Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus
Hoja subtilis, Pseudomonas Lawal et al. (2017)
aeruginosa, Salmonella typhi y
Klebsiella pneumoniae

Hoja Klebsiella pneumoniae Kamath et al.(2017)

Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Proteus mirabilis y
Salmonella sp.

Hoja Uchegbu et al. (2017)
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Otras especies dentro del género Annona también mostraron propiedades
antibacterianas y antifungicas. Prasad et al. (2016) observé una actividad
antibacteriana notable de extractos de corteza de A. reticulata L. contra cepas
de Escherichia coli, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa (Gram +),
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Bacillus cereus (Gram -). De manera
similar, este autor refiri6 una actividad antifingica contra Trichoderma viride y

Candida albicans.

Estudios similares realizados por Rani et al. (2013) con extractos de hojas
de Annona reticulata L. preparados con solventes organicos de diferentes
rangos de polaridad, refirieron que los extractos con acetato de etilo y metanol
mostraron las mayores actividades antibacterianas contra Escherichia coli,
Pseudomonas putida y Lactobacillus acidophilus. En esta especie vegetal
también se observd una actividad antimicrobiana frente a diversos patégenos
como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis y Aspergillus niger (Kaladhar y Apparao, 2014) y frente a
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli, Proteus

vulgaris, Aspergillus niger (Sangeetha y Beena, 2017).

Kowsalya et al. (2014) determinaron un efecto inhibitorio de extractos de
Annona squamosa L. frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus

vulgaris, Klebsiella pneumoniae y Salmonella typhi.

Los extractos a partir de hojas secas de Annona squamosa L. también
mostraron una fuerte actividad inhibitoria frente a las bacterias Gram negativas
Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa, asi como frente a los hongos
patdogenos Candida albicans y Aspergillus niger, lo cual sugiere la presencia
abundante en el extracto de metabolitos con actividad antimicrobiana (Simon et
al., 2016). En otros estudios relacionados con Annona squamosa L., se
evidencié una actividad antibacteriana contra numerosas cepas de referencia
como Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Salmonella typhi, Enterococcus faecalis y Pseudomona aeruginosa.

Los constituyentes quimicos de las plantas pueden tener diferentes modos

de accioén contra diferentes tipos de bacterias patégenas. Estos mecanismos
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estan relacionados con afectaciones a muchos procesos y estructuras vitales
de las células, como la interferencia con los fosfolipidos de las membranas
citoplasmaticas, que provoca un aumento de la permeabilidad de la misma y la
pérdida de los constituyentes celulares; dafios en enzimas relacionadas con la
produccion de energia metabdlica y la sintesis de componentes estructurales y
la destruccion o inactivacion del material genético. En general, se considera
gue el mecanismo de accion principal son los cambios fisicos y quimicos que
ocurren en la membrana celular, que afecta la fuerza motriz de protones, el
flujo de electrones, los mecanismos de transporte activos y la coagulacién de la
composicién celular (Kotzekidou et al., 2008).

2.4.6. Propiedades antioxidantes de extractos de Annona muricata L.

Las plantas medicinales son de gran interés debido a sus propiedades
antioxidantes y la capacidad de eliminar las especies reactivas del oxigeno
(ERO), como son el potente radical hidroxilo (OH:), el radical superdxido (O2"),
el dioxido de nitrogeno (NOz2-), el radical peroxilo (ROOH) y el peréxido de
hidrogeno (H2032). Estos compuestos antioxidantes son reactivos ya que tienen
un electrén desapareado en su ultimo nivel electronico (Aluko et al., 2013), por
lo que tienden a oxidar numerosos compuestos celulares para estabilizar su
estructura quimica. El atague de las ERO a macromoléculas como el ADN, las
proteinas y los lipidos de membrana, provoca afectaciones en practicamente
todos los proceso celulares que generan numerosas patologias en humanos y
animales (Tripathy et al., 2010; Mohammed y Abbas, 2016).

La actividad antioxidante de diferentes parte de A. muricata L. se refirié con
anterioridad (Essama et al., 2015). La evaluacion antioxidante de la guanabana
mediante el método DPPH (radical libre 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl),
evidencié una mayor actividad en la corteza, en comparacion con el tallo y las
hojas. En otros estudios se demostro la influencia del érgano de la planta en la
produccion de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante del extracto.
Varios trabajos evidenciaron la relacibn que existe entre la capacidad

antioxidante y la concentracion de compuestos fendlicos totales. Sustancias
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como los flavonoides son donadores ideales de hidrogeno al radical DPPH vy

por lo tanto buenos antioxidantes (Jayaprakash, 2017).
2.4.7. Propiedades citotoxicas de Annona muricata L.

Una de las mayores potencialidades de la guanabana desde el punto de
vista médico farmacéutico, es la presencia de compuestos como annonacina,
acetogenina y polifenoles, con actividad citotoxica o quimiopreventiva contra el
cancer (Abdullah et al.,, 2017). Entre los metabolitos méas importantes
relacionados con esta actividad biolégica estan las acetogeninas, las cuales
evidenciaron ser efectivas contra diferentes tipos de lineas celulares
cancerigenas (Wu et al., 1995). En la Tabla 3 se muestran algunos resultados
de la actividad citostética de extractos de A. muricata L.

Tabla 3. Propiedades anticancerigenas de extractos de Annona muricata L.

Compuestos Efecto citostético Autor (es)

Contra lineas celulares de

Acetogeninas cancer de pulmoén (A-549).

Wu et al.(1995)

Acetogeninas:
cisannonacina,
cisannonacina-10-ona,
arianacina, javoricina y
cisgoniotalamicina

Contra larvas de Rieser et al.
camarones (1996)

. Lineas celulares de
Annopentocinas A, B, C,

cis- v transannomuricing— carcinoma de pancreas Zeng et al.
y D (PACA-2), pulmon (A-549) (1996)
y colon (HT-29)
- Lineas celulares H460 Quispe et al.
M H . .
uricina (cancer de pulmon) (2006)
Lineas celulares .
. ] H l.
Alcaloide cancerigenas P-388 Idgg;:)t a

(leucemia en ratones)

Activacion de la Caspasa-
3 (proapoptotica) en lineas | Abdullah et al.
celulares de cancer (2017)

colorectal 205

Extracto de A. muricata L.
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Acetogeninas

Células pancreéticas
(PACA-2), préstata (PC-3)

Sun et al. 2014);
Consolacion et

y pulmon (A-549) al. (2012)
. . Suhermany
. . Lineas celulares de cancer : .
Extracto etandlico de hoja de mama MCE-7 Widowati,
' (2014)
Extracto etandlico de hoja | Lineas celulares de cancer Arun et al.
y corteza de mama MCF-7. (2015)
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en los laboratorios pertenecientes al
Centro de Estudios Biotecnoldgicos (CEBIO) de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Universidad de Matanzas, Cuba. En la Figura 5 se muestra el

esquema general de trabajo.

Anona muricata L.

<—— |dentificacion taxonomica
Seleccion y lavado

<«—— Secado (45°C)

Pulverizacion —»
<«—— Preparacion de los extractos

Agitacion en zaranda (24 h) —> Etanol (90 %) y agua (5g / 100 mL)

Preparacion del extracto <«— Filtracion

(200 mg.mL") i
<«—— Conservacion (4°C)

EXTRACTO
e l ~

Actividad antioxidante

Tamizaje fitoquimico Actividad antibacteriana

Figura 5. Esquema general de trabajo con las diferentes etapas.

3.1. Seleccidn, identificacidén y caracterizacién del material vegetal

Para la realizacion de los experimentos se seleccionaron ejemplares
adultos de Annona muricata L. presentes en el Jardin Botanico de Matanzas
(JBM). La identificacién taxondmica de la especie se realizé por especialistas
de esta entidad, a partir del andlisis de los caracteres morfolégicos in situ y con
muestras presentes en el herbario de dicha entidad. Ademas, se herborizé un
ejemplar y se entregé al herbario “Hermanos Leén” del JBM (Figura 6). La

colecta del material vegetal se realizé en el mes de marzo de 2018 entre 9:00 y
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10:00 am. Se seleccionaron hojas de plantas adultas que no presentaban
sintomas de enfermedades o ataque de plagas, las cuales se trasladaron hacia

el CEBIO para la preparacion de los extractos.

Figura 6. Fotografia de un fragmento de rama herborizada de la planta de

Annona muricata L. utilizada para la identificacion de la especie.

3.2. Preparacion de los extractos

Las hojas colectadas fueron lavadas con agua destilada para eliminar el
polvo y posteriormente se procedié al secado en una estufa (Boxun) a 45°C.
Las hojas secas fueron trituradas en un molino eléctrico hasta pulverizar

siguiendo la metodologia descrita por Niranjan et al. en 2013.

Se mezclaron 5 g de polvo de los tallos secos con 100 mL de cada solvente
(etanol 90% y agua) en erlenmeyers de 250 mL con tapones de algodon, y se
colocaron en agitacién sobre una zaranda orbital (HDL® APPARATTUS) a 160
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rom por 24 h. Los extractos se conservados a 4°C para los ensayos
fitoquimicos posteriores (Garcia et al., 2016).

El ensayo de actividad antibacteriana se realiz6 con 100 g de polvo de hoja
disueltos en 500 mL de etanol (90%). La mezcla se coloc6 en agitacién (160
rpm) por 24 h, se filtr6 el sobrenadante y se colectd en un recipiente &mbar. El
sélido se volvié a homogenizar 250 mL de etanol al 90% y se coloco en iguales
condiciones durante otras 24 h. El sobrenadante se filtré6 con dos capas de
papel de filtro y se adiciond al sobrenadante colectado previamente. El mismo
se deshidraté en una estufa a 35°C hasta obtener un soélido seco que fue

almacenado para el ensayo de actividad antibacteriana.

3.3. Andlisis fitoquimico de los extractos
3.3.1. Andlisis cualitativo de los metabolitos secundarios

Para la determinaciéon de los metabolitos secundarios se utiliz6 la

metodologia descrita por Chigodi et al. (2013):

Prueba para flavonoides: se adicion6 1 mL de NaOH 0,1 mol.L'* a 100
mg de extracto y posteriormente de agreg6 igual volumen de HCL 0,1 mol.L™.
La presencia de un color amarillo en la disolucién indicé la presencia de

flavonoides.

Prueba para terpenoides: se mezclaron 100 mg de extracto con 1 mL de
cloroformo y a continuacion se adicionaron 2 mL de H2SO4 concentrado. La

coloracién rojo-pardo en la interfase indicé la presencia de terpenoides.

Prueba para antocianinas: se mezclaron 100 mg de extracto con 3 ml de
agua destilada y posteriormente se adicioné 1 mL de HCL 2 mol.L! y disolucion
amoniacal 2 mol.L* a 1 mL de la mezcla anterior. La presencia de un color

rosado-rojo que se torna azul-violeta indic6 la presencia de antocianinas.

Prueba para taninos: se mezclaron 100 mg de cada extracto con 2 mL de
agua destilada y la mezcla se calienta en bafio Maria. Posteriormente se filtro y

al sobrenadante se adicionaron dos gotas de solucién de cloruro férrico al 1%
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en metanol (1:1). La presencia de taninos se identific6 mediante la formacién

de un color verde oscuro en la solucion.

Prueba para antraquinonas: se mezclaron 200 mg de cada extracto con 3
mL de HCL al 10% y la mezcla se calenté a 100°C durante 3 minutos en bafio
Maria. Posteriormente la mezcla se filtré y el sobrenadante se dej6 enfriar a
temperatura ambiente. Seguidamente se adicionaron igual volumen de CHCIs
al filtrado y a continuacion unas gotas de disolucion de amonio al 10% y se
volvid a calentar la mezcla. La formacion de una coloracion rosada indico la

presencia de antraquinonas.

Prueba para glucésido cardiotonico: se mezclaron 200 mg de cada
extracto con 5 mL de agua destilada. La mezcla se agit6é vigorosamente y luego
se filtr6. Se tomaron 3 mL del sobrenadante y se adicionaron 2 mL de acido
glacial acético que contiene una gota de disolucion de cloruro férrico al 1%. A la
mezcla se adicioné cuidadosamente 1 mL de H2SOs concentrado por las
paredes del tubo de ensayo. La presencia de desoxiazlcares caracteristicos de
los compuestos cardiotdnicos, se observo por la formacién de un anillo pardo

en la interfase junto a un anillo parpura por debajo.

Prueba para saponinas: se mezclaron 100 mg de cada extracto con 3 ml
de agua destilada, se agitd vigorosamente y posteriormente la mezcla se
calenté a 100°C. La formaciébn de espuma o una mezcla cremosa con

pequefias burbujas muestra la presencia de saponinas.

Prueba para flobataninos: se mezclaron 100 mg de cada extracto con 3
mL de agua destilada. La mezcla se agit6 y posteriormente se filtrd. El
sobrenadante se mezcldé con una didisolucién de HCL al 2% y se calentd a
100°C. La presencia de flobataninos se determiné por la formaciéon de un

precipitado rojo.

Prueba para esteroides: se mezclaron 100 mg de cada extracto con 3 mL
de CHCIs y luego se agito la mezcla. Posteriormente se adicionaron 2 mL de
H2SOa4 concentrado cuidadosamente por los lados del tubo de ensayo. La

formacion de un color rojo en la capa superior y una coloracion verde
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fluorescente en la capa de H2SOs indicé la presencia de esteroides en el

extracto.

Prueba para cumarinas: se mezclaron 100 mg de cada extracto con 3 mL
de agua destilada. La mezcla se agitd y posteriormente se filtrdé. Se adiciond 1
mL de NaOH al 10% a un mililitro del filtrado. La formacion de una coloracion

amarilla indicé la presencia de cumarinas en la muestra.

El contenido de los metabolitos se determin6é de manera cualitativa a través

del sistema no paramétrico de cruces (MINSAP, 1997):

Contenido: (+++ = abundante, ++ = moderado, + = bajo, - = ausencia).

3.3.2. Carbohidratos solubles totales

El contenido de carbohidratos en las muestras se determind
colorimétricamente mediante el método del fenol—sulfarico (Dubois et al., 1956),
con el uso de la D-glucosa como azucar patron. La absorbancia se determiné a
una longitud de onda de 490 nm y las concentraciones se expresaron en

mg.mL"! a partir de la curva patron.

3.3.3. Cuantificacion de azlUcares reductores

El contenido de azlcares reductores se determiné por el método del acido
dinitrosalisilico y se emple6 la D-glucosa (Sigma) como azucar patron (Miller,

1959). La absorbancia se medié a una longitud de onda de 456 nm.

3.3.4. Contenido de proteinas solubles totales

El contenido proteico se determind colorimétricamente mediante el método
descrito por Lowry et al. (1951), con el uso de albumina de suero bovino (BSA)
como patron. Los valores de absorbancia se obtuvieron a una longitud de onda
de 750 nm y las concentraciones (mg.mL1) se determinaron mediante la curva

patron.

3.3.5. Cuantificacion de fenoles solubles, ligados a pared celular y totales

La extraccion de los fenoles solubles se realiz6 en 10 voliumenes de

metanol. Las muestras fueron homogenizadas y centrifugadas a 12 000 rpm. El
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precipitado se resuspendié en NaOH 2 mol.L™ para la extraccién de los fenoles
ligados a las paredes celulares, neutralizandose en igual volumen de HCI 2
mol.L't (Gurr et al., 1992). Para determinar la concentraciéon de fenoles se
utilizé el acido clorogénico (0,05 mol.LY) como patrén y los valores de
absorbancia fueron leidos a una longitud de onda de 725 nm. A partir de los
valores obtenidos de concentracion de fenoles solubles y ligados a pared se

calcularon las concentraciones de fenoles totales.

3.4. Ensayo de actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana in vitro de los extractos se evalud frente a la
bacteria Gram positiva: Staphylococcus aureus ATCC 25923 y las bacterias
Gram negativa Escherichia coli ATCC 25922, Proteus sp. Y Klebsiella
pneumonie. El ensayo se realiz6 con el uso del método de difusion en pocillos
(Pérez et al., 1990).

Las cepas bacterianas fueron rejuvenecidas previamente sobre medio Agar
Cerebro de Corazén a 37°C. Se inocul6 el medio Agar Mueller- Hinton con
células de turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland con el
uso de un hisopo estéril. Los pocillos fueron realizados con la ayuda de un
horadador estéril de 8 mm de diametro y se les adicionaron 100 pL (200

mg.mL1) de cada extracto. Las placas fueron incubadas toda la noche a 37°C.

Se emplearon para cada cepa bacteriana controles negativo (disolucion
hidroalcohdlica) y positivo (antibiéticos cefalexina 50 ug para la Gram + y
amikacina 50 ug para las Gram -). La actividad antibacteriana se obtuvo a partir
del diametro de la zona de inhibicion del crecimiento bacteriano. Se realizaron

tres réplicas por cada experimento (Parekh y Chanda, 2006).

3.5. Disefio experimental y andlisis estadistico

La determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios se realizé por
triplicado. Las lecturas de absorbancia para las cuantificaciones de
carbohidratos totales, azlcares reductores, proteinas solubles totales y

compuestos polifendlicos también se realizaron por triplicado.
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Los datos fueron procesados con el paquete estadistico Statgraphic plus
5.1 sobre Windows. Se determind el ajuste a una Distribucion Normal mediante
la prueba de Bondad de Ajuste Kolmogorov-Smirnov y la Homogeneidad de
Varianza mediante las Pruebas de Bartlett (Sigarroa, 1985). En los casos en
que los datos cumplieron los requisitos exigidos se procesaron mediante
ANOVA de clasificacion simple y para la comparacion de medias se utilizo la
Prueba de Rangos Mdltiples de Duncan. Para los datos que no cumplieron con
estas premisas se realizd la Prueba de Kruskal-Wallis y la Prueba de Rangos
Multiples de Student-Newman-Kwels (SNK) para la comparacion de medias

entre tratamientos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion fitoquimica

Los extractos acuosos y etandlicos mostraron la presencia de contenidos
notables de flavonoides y terpenos, mientras que no se detectaron antocianinas
en ninguno de los extractos analizados (Tabla 4). En el caso de los flavonoides,
el etanol resultd ser un mejor solvente que el agua, lo cual puede estar

asociado con la diferencia en polaridad entre ambos solventes.

Tabla 4. Evaluacion cualitativa de flavonoides, terpenos y antocianinas, en

extractos acuosos y etandlicos de hojas de Annona muricata L.

Metabolitos secundarios Extracto acuoso Extracto etandlico

Terpenos + ++

Antocianinas - -

Flavonoides + ++

Contenido: +++ = abundante, ++ = moderados, + = bajo, - = ausencia

Los resultados obtenidos estan en concordancia con los referidos por
Akinseye et al. (2016) quienes observaron la presencia de terpenoides y
flavonoides en extractos de hoja de A. muricata L. Otros autores también
determinaron la existencia de ambos compuestos en diferentes extractos de la
guanabana (endocarpo y epicarpo del fruto, semilla, hoja y corteza) (Ojezele et
al., 2016), frutos (Robert et al., 2018).

La presencia de compuestos flavonoides y terpenos en varios 6rganos de
la planta, debe estar en relacién a la funciones biol6gicas importantes que
tienen los mismos para la planta (Mohammed y Abbas, 2016). Otros autores,
por el contrario, no observaron la presencia de compuestos terpenoides en
extractos de hoja de A. muricata L. (Hidayat et al., 2016), lo cual puede estar
relacionado con diferentes factores como el momento de la cosecha y la edad

fisiol6gica de la planta.
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La presencia de terpenos y flavonoides en de hojas de Annona muricata L.,
sugiere la existencia de diferentes actividades biologicas en los extractos con
utilidad en la medicina y en el sector agropecuario. Los flavonoides son
potentes antioxidantes solubles e inactivadores de radicales libres, los cuales
previenen del dafio oxidativo en las células, y presentan una fuerte actividad
anticancerigena (Del-Rio et al., 1997; Okwu, 2004). Se reconoce que los
flavonoides, los cuales contienen grupos hidroxilos, tienen un efecto regulador
de los contenidos de las especies reactivas del oxigeno en la mayoria de las
plantas (Usunomena y Paulinus, 2016).

Los flavonoides también inhiben la sintesis de prostaglandinas, por lo cual
estos compuestos pueden tener un potencial elevado como agentes

antiinflamatorios (Alcaraz y Ferrandiz, 1987; Serafini et al., 2010).

En la Tabla 5 se muestran los resultados de tamizaje fitoquimico para los
metabolitos: esteroides, saponinas y taninos. Estos ultimos se observaron en
cantidades abundantes tanto en el extracto etandlico como en acuoso. Los
esteroides fueron detectados también en ambos extractos por en niveles bajos,
mientras que las saponinas solo fueron detectadas con el uso de etanol como

solvente (Figura 6).

Tabla 5. Evaluacion cualitativa de esteroides, saponinas y taninos en extractos

acuosos y etandlicos de hojas de Annona muricata L.

Metabolitos secundarios Extracto acuoso Extracto etandlico

Taninos + +

Saponinas - +

Glucésidos cardiotdnicos - -

Contenido: +++ = abundante, ++ = moderados, + = bajo, - = ausencia

La deteccion de taninos y saponinas en la presente investigacion coincide
con los resultados obtenidos por varios autores quienes detectaron estos

compuestos en extractos diferentes organos de la guanadbana como hojas
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(Akinseye et al., 2016), fruto, semilla y hoja (Ojezele et al.,, 2016), fruto
(Mohammed y Abbas, 2016; Robert et al., 2018), lo que indica que son

metabolitos constitutivos de diferentes partes de la planta.

Figura 6. Pruebas cualitativas para la determinacibn de metabolitos
secundarios en extractos acuosos y etanodlicos de Annona muricata L.

Contrario a los resultados obtenidos en el presente trabajo, Robert et al.
(2018), Ojezele et al. (2016) y Chauhan y Mittu (2014) detectaron la presencia
de glucosidos cardiotdnicos en extractos de frutos y hojas en A. muricata L.,
respectivamente. Hidayat et al. (2016) tampoco detectaron la presencia de
saponinas en extractos etandlicos de hojas de guanabana, lo cual pudiera estar
relacionado con factores importantes como la interaccion genotipo-ambiente, el
estadio fisiolégico de la planta, el momento de la cosecha y la técnica utilizada
para la extraccion y deteccion de dichos compuestos, entre otros (Kaladhar y
Apparao, 2014).

La presencia de taninos como componente astringente del extracto de hoja
de Annona muricata L., indica un uso de esta especie en el tratamiento de
desordenes intestinales como la diarrea y la disenteria (Bajai, 2001); asi como
avala las razones por las cuales la guanabana se considera un planta medicinal
con uso en el tratamiento de enfermedades provocadas por patdégenos de

naturaleza microbiana (Akinseye et al., 2016).

La deteccién de saponinas en el extracto de hoja de guanabana también
puede indicar diferentes propiedades como antibacteriana y antifingica contra

cepas patdgenas (Khanna y Kannabiran, 2008), aplicaciones en patologias
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cardiovasculares (Moghimipour y Handali, 2015), antiinflamatorias (Patel y
Patil, 2012) y anticancerigena, ya que estos compuestos pueden interferir en la
replicacion del ADN vy evitar la proliferacion de células cancerosas (Yildirim y
Kutlu, 2015).

La evaluacién cualitativa de cumarinas, glucdsidos cardiotonicos,
antraquinonas y flobataninos, en los extractos acuosos y etandlicos de hojas de
A. muricata L. se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Evaluacion cualitativa de cumarinas, glucésidos cardiotonicos,
antraquinonas Yy flobataninos en extractos acuosos y etandlicos de hojas de

Annona muricata L.

Metabolitos secundarios Extracto acuoso Extracto etanolico

Antraquinonas - -

Cumarinas + ++

Esteroides - -

Flobataninos - -

Contenido: +++ = abundante, ++ = moderados, + = bajo, - = ausencia

Los resultados obtenidos estan en correspondencia con los observados por
Chauhan y Mittu (2014) en extractos de hoja de A. muricata L. También
coinciden con otros autores quienes no observaron la presencia de flobataninos

y esteroides en los extractos de hoja de guanabana (Akinseye et al., 2016).

Contrario a los resultados observados en la presente investigacion,
Mohammed y Abbas (2016), Hidayat et al. (2016) y Ojezele et al. (2016)
detectaron la presencia de esteroides en extractos de frutos de esta especie.
Chauhan y Mittu (2014) refirieron ademas la presencia de antraquinonas en
extractos de hojas de A. muricata L. Esto puede estar relacionado no sélo el
genotipo y diferentes factores ambientales, sino también con el tipo de 6rgano
ya distintas estructuras en las plantas puede sintetizar y/o acumular diferentes

clases de metabolitos secundarios a niveles detectables.
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Las cumarinas detectadas en el extracto etanolico de hojas de la
guanabana pueden tener valor farmacologicos, ya que la naturaleza fendlica de
estas sustancias le confieren propiedades antibacterianas contra patdgenos

Gram positivos y Gram negativos (Basile et al., 2009).

4.2. Contenido de metabolitos primarios
4.2.1. Carbohidratos solubles totales y azlicares reductores

La Figura 7 muestra el contenido de carbohidratos solubles totales en extractos
acuosos Yy etandlicos de hojas de Annona muricata L. En la misma se observa
una mayor concentracién de carbohidratos totales (14,71 mg.mL?) en el
extracto etandlico en comparacion con el contenido en el extracto acuoso (8,65

mg.mL™7).

16,0 * 14,71
14,0
12,0
10,0 8,65

Carbohidratos solubles
totales (mg.mL?)
0
I=)

Acuoso Etandlico)
Extractos

Figura 7. Contenido de carbohidratos solubles totales en extractos acuosos y
etandlicos de hojas de Annona muricata L. *: indica diferencias significativas

entre extractos segun Prueba Kruskal-Wallis (P<0,05).

La presencia de carbohidratos en extractos de A. muricata L. también fue
referida por diferentes autores en varios extractos (Chauhan y Mittu, 2014;

Florence et al.; 2014).

El contenido de azlcares reductores en extractos acuoso y etanodlico de

hojas de Annona muricata L. se muestra en la Figura 8. Los mayores valores

35



Propiedades fitoquimicas, antioxidante y antibacteriana de | 2018
extractos de Annona muricata L.

fueron observados con el solvente etandlico (9,58 mg.mL™?) en comparacion

con el acuoso (7,23 mg.mL™1).

Estos resultados coinciden con Chang et al. (2015), los cuales
determinaron la presencia de estos compuestos en extractos de Annona
muricata L. Chithra et al. (2016) evidenciaron la presencia de azucares
reductores y carbohidratos solubles totales en A. muricata L. y A. reticulata L.
12,0
10,0 .

8,0
6,0
4,0

2,0

Azticares reductores (mg.mL?)

0,0
Acuoso Etandlico
Extractos

Figura 8. Contenido de azucares reductores en extractos acuosos y etanolicos
de hojas de Annona muricata L. *: indica diferencias significativas entre

extractos segun Prueba Kruskal-Wallis (P<0,05).

Los resultados obtenidos también estan en correspondencia con los
referidos por Usunomena y Paulinus (2016) quienes observaron
concentraciones altas de estos azucares (48,33%) en hojas de Annona

muricata L.

La cuantificacion de azucares reductores en los extractos estudiados, es
importante ya que estos compuestos interfieren en la extraccion de saponinas,
las cuales son de gran interés comercial para la industria farmacéutica (Guerra
et al., 2001).
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4.2.2. Contenido de proteinas solubles totales

El contenido de proteinas solubles totales se muestra en la Figura 9, donde
de manera similar, los mayores valores de estos compuestos se observaron en

el extracto etandlico (14,65 mg.mL™1).

16'0 * 14,65
14,0 e
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

Proteinas solubles totales
(mg.mL?)

Acuoso Etandlico

Extractos

Figura 9. Contenido de proteinas solubles totales en extractos acuosos y
etandlicos de hojas de Annona muricata L. *: indica diferencias significativas

entre extractos segun Prueba Kruskal-Wallis (P<0,05).

Los resultados estan en correspondencia con los referidos por Chauhan y
Mittu (2014) quienes determinaron la presencia de proteinas y aminoacidos en
extractos acuosos y metandlicos de A. muricata L. Chithra et al. (2016) también
detectaron la presencia de polipéptidos en extractos de A. muricata L. y A.

reticulata L.

Los datos obtenidos para carbohidratos solubles totales, azlcares
reductores y proteinas solubles totales, ademas de contribuir a la
caracterizacion bioguimica de esta especie; son de importancia ya que en
muchas comunidades se utiliza la infusibn de hojas de guandbana para
diferentes enfermedades; por lo cual estos compuestos energéticos pueden ser

adicionados por via oral a la dieta (Doctor y Manuel, 2014).
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4.2.3. Contenido de polifenoles

El contenido de fenoles solubles, ligados a pared celular y totales en hojas
de Annona muricata L. se muestra en la Figura 10. La concentracién de los
fenoles ligados (14,37 mg.g! de masa seca) fue superior a los solubles (10,28
mg.g?), mientras que el contenido de fenoles totales fue de 24,65 mg.g?

equivalente de acido clorogénico.
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Figura 10. Contenidos de fenoles solubles, ligados a pared y totales en
extractos de hojas de Annona muricata L. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre extractos segun Prueba de Rangos Mdultiples de Tukey
(P<0,05).

Los valores obtenidos de compuestos polifenélicos se corresponden con
los referidos por otros autores para las hojas de A. muricata L.: 23,07 + 1,56
mg.g* de masa seca (Pieme et al., 2014); 23,0 + 0,9 mg.g* (Essama et al.,
2015). En estudios similares realizados por Machado de Moraesa et al. (2016)
obtuvieron valores de 100 mg.g* equivalentes de &acido gdlico, en hojas de
guanabana. Otros autores como Hidayat et al. (2016) también determinaron la

presencia abundante de estos compuestos en hojas de guanabana.

En estudios similares con Annona reticulata L. se refirieron abundantes
compuestos polifendlicos; asi como una correlacion entre la actividad
antioxidante de extractos de hoja de esta planta (determinado por el método del

1,1-difenil-2-picrilhidrazil) y el contenido de fenoles totales (Jamkhande et al.,
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2016). De igual forma, Shirwaikar et al. (2017) observaron un potencial
antioxidante en extractos de A. squamosa L. con el uso de diferentes modelos,
donde los mejores resultados fueron alcanzados con el extracto etandlico (1

mg.mL™7).

En trabajos relacionados con Annona muricata L. se determiné una
actividad antioxidante que se atribuyé a la presencia de a-tocoferol (12,5
mg/kg) y compuestos fenolicos (Elagbar et al., 2016). Essama et al. (2015)
determinaron una actividad antioxidante de extractos de A. muricata; asi como
una influencia del 6rgano de la planta estudiado, sobre el rendimiento de

polifenoles totales y la actividad antioxidante del extracto.

Los contenidos notables de polifenoles en las hojas de guanabana sugieren
un uso potencial de esta especie en patologias asociadas al estrés oxidativo en
humanos y animales, ya que estos compuestos pueden eliminar las especies
reactivas del oxigeno altamente reactivas (Uyoh et al., 2013). Estos radicales
atacan a macromoléculas importantes como proteinas, acidos nucleicos y
lipidos de membranas, lo que afecta el funcionamiento a nivel celular y provoca
0 exacerba el desarrollo de patologias humanas como la diabetes, el cancer,
las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, la artritis, los procesos
inflamatorios, las enfermedades cardiovasculares y el envejecimiento (Tripathy
et al.,, 2010; Ikpeme et al., 2014; Aluko et al., 2015b; Mohammed y Abbas,
2016); asi como enfermedades multicausales como la mastitis en animales de
interés zootécnico, que disminuyen de manera marcada la calidad de leche y
afectan los costos de produccion en entidades lecheras de la provincia y del
pais (Gasque, 2015).

Los compuestos fendlicos, en particular los flavonoides y los taninos tienen
actividad inhibitoria de la sintesis de prostaglandinas, por lo cual se consideran

buenos agentes antiinflamatorios (Serafini et al., 2010).

George et al. (2015) asociaron un efecto protector de extractos de Annona
muricata L. contra dafio a ADN inducido por perdxido de hidrégeno, asi como
detoxificador de especies reactivas del oxigenos con la actividad de los

compuestos fendlicos.
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Por otra parte, los compuestos antioxidantes presentes en A. muricata L.
también pudieran ser utilizados como aditivos en productos de industrias

alimentarias o farmacéuticas (Ekaluo et al., 2015a).

4.3. Actividad antibacteriana de extractos etanélicos de A. muricata L.

La actividad antibacteriana del extracto etandlico se evalué frente a
bacterias Gram positiva y Gram negativa (Tabla 7). El extracto mostro un efecto
antibacteriano frente a la bacteria Staphylococcus aureus con halos de
inhibicion de 11,00 mm, frente a E. coli (11,4 mm) y frente a Proteus sp. (10,2
mm). En el caso de Klebsiella sp. no se observé actividad antibacteriana. En
todos los casos los controles positivos mostraron un efecto superior al extracto

de hoja de guanabana (Figura 11).

La actividad antibacteriana del extracto evaluado frente a las bacterias
Gram negativas Escherichia coli, Proteus sp. y Klebsiella sp. fue en general
inferior al control (Cefalecina) y al resultado obtenido frente a Staphylococcus
aureus. Los valores mas altos de inhibicion del extracto se observaron frente a
la bacteria Gram negativa Proteus sp. (8,67 mm). En el caso de E. coli la
actividad del extracto fue de 5,67 mm de halo de inhibicion, mientras que frente
a Klebsiella sp. el extracto no mostré ningun efecto.

La actividad antibacteriana de extractos de A. muricata L. también fue
corroborada previamente por otros autores (Solomon-Wisdom et al.,, 2014).
Haro et al. (2014) obtuvieron valores de halo de inhibiciéon de 14,7 mm frente a
Staphylococcus aureus, con extracto etandlico de hoja (200 mg.mL?) y 13,8

mm frente a E. coli, con igual extracto.
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Tabla 7. Actividad antibacteriana de extractos etanolicos de hojas de Annona
muricata L. frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, Proteus sp. y Klebsiella sp.

S. aureus
Extractos

DZI (mm) + EE

DZI (mm)

Amikazina (control +) 19,72 0,58 - -
Cefalecina (control +) - - 15,02 0,95
Disolucion
. N 1,0¢ 0,33 0,0¢ 0,00
hidroalcoholica
Extracto A. muricata L. 11,0° 1,64 11,4° 1,25

Proteus sp. Klebsiella sp.
Extractos
DZI (mm) ‘ + EE DZI (mm) + EE
Amikazina (control +) - - - -
Cefalecina (control -) 14,72 1,45 5,0 0,53
Disolucion
. . 0,0¢ 0,00 0,0 0,00
hidroalcoholica
Extracto A. muricata L. 10,20 0,37 0,0 0,00

DZI: diametro de la zona de inhibicion. Los datos representan medias de tres réplicas.
Letras diferentes indican diferencia significativa segun Prueba de Student Newman-
Keuls (P<0,05).

Halos de inhibicion

E. coli S. aureus Proteus sp.

Figura 13. Actividad antibacteriana de extractos etandlicos de hojas de Annona

muricata L. frente a E. coli, S. aureus y Proteus sp.
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El efecto inhibitorio del extracto frente a bacterias Gram + y Gram - esta en
concordancia con los planteado por Palombo y Semple (2001). Estos autores
refirieron que cuando se preparan extractos de plantas con solventes como el
etanol y el metanol, es posible observar actividad inhibitoria frente a ambos

grupos de bacteria.

De manera similar, en otras especies dentro del género (A. reticulata L.) se
observd un efecto inhibitorio de extractos de hojas preparados con diferentes
disolventes, frente a diferentes bacterias patégenas como S. aureus, P.
aeruginosa y E. coli (Sangeetha y Beena, 2017) y contra Bacillus sp. y E. coli
(Chithra et al., 2016). En correspondencia con la presente investigacion, los
mejores resultados fueron obtenidos con el extracto etandlico frente a bacterias

Gram negativas (E. coli y Proteus vulgaris).

Otros investigadores, en diferentes especies vegetales, (Anethum
graveolens, Leucas aspera, Holarrhenaanti dysenterica), también corroboraron
la efectividad de los extractos etandlicos con relacion al aumento de la
actividad antibacteriana (Jana y Shekhawat, 2010; Preethi et al., 2010).

Contrario a los resultados obtenidos, Chithra et al., (2016) no observaron

actividad antibacteriana de extractos de A. muricata L. contra cepas de Proteus

sp.

Los datos obtenidos de actividad antibacteriana muestran una semejanza
en cuanto a actividad antibacteriana entre la bacteria Gram + y las Gram -.
Estos resultados no concuerdan con otros autores quienes observaron un
mejor resultado de los extractos frente a bacterias Gram + que frente a Gram -.
Estos investigadores relacionaron esta menor actividad inhibitoria frente a
bacterias Gram -, debido a que presentan una mayor complejidad en la pared
celular, ya que ademas de la capa de peptidoglicano se presenta una capa de
lipopolisacaridos que puede constituir un obstaculo para la entrada de
metabolitos secundarios hidrosolubles hacia el interior de la célula, los cuales

son responsables de la accion antibacteriana (Madigan et al., 2015).

El efecto inhibitorio del extracto de hojas de A. muricata L. puede estar

relacionado con la actividad de los metabolitos secundarios observados, los
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cuales pueden tener diferentes mecanismos, asociados con la inhibicion del
crecimiento microbiano, cambios en las caracteristicas de la membrana celular,
interferencia con ciertos procesos metabdlicos en los microorganismos, la
modulacién de las sefiales de transduccion o las vias de expresion genética
(Manson, 2003; Surh, 2003).

Entre los metabolitos secundarios que pudieran estar relacionados con la
actividad antibacteriana estan los taninos, los compuestos fendlicos y los
flavonoides (Ouattara et al., 2011). Las saponinas pudieran también interactuar
con las membranas lipidicas para formar poros y afectar las propiedades de

solubilidad de la misma (Francis et al., 2002).

Los compuestos flavonoides pueden afectar el crecimiento microbiano por
inhibicién de la biosintesis de &cidos nucleicos y otros procesos metabdlicos
(Harborne y Williams, 2000; Singh y Bhat, 2003).

Los taninos por otra parte, tienen propiedades antisépticas ya que pueden
inhibir la sintesis de proteinas bacterianas enddgenas, asi como pueden
reaccionar con proteinas o enzimas del microorganismo lo que provoca su
inactivacion y el bloqueo de rutas metabdlicas (Mohamed et al., 2010; Omojate
et al., 2014). De igual forma, los taninos pueden interferir con la actividad
enzimatica de los microrganismos, mediante la quelatacion de iones
imprescindibles para la funcion catalitica de estas proteinas (Ojezele et al.,
2016).

Los compuestos polifendlicos actian contra los microbios mediante la
inhibicién de las enzimas hidroliticas, u otras interacciones que inactivan las
adhesinas microbianas o el transporte mediado por proteinas (Pyla et al.,
2010). Numerosos investigadores refirieron el efecto antibacteriano y anfungico
de los compuestos fendlicos y de los flavonoides (Afolayan y Meyer, 1997
Cafarchia et al., 1999).

Los resultados obtenidos indican un uso potencial del extracto etandlico de
hojas de A. muricata L. para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales

(Harada, 2014) e infecciones del tracto urinario provocadas por bacterias
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patdgenas tanto en humanos como en animales (Omojate et al., 2014; Kamath
et al., 2017, Klimesova et al., 2017; Lozano et al., 2016, Miles y Datta, 2012).

La actividad antibacteriana del extracto de Annona muricata L. también
posee potencialidades en el control de enfermedades como la mastitis bovina,
ya que entre agente causales de esta patologia estan los microorganismos

Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Gasque, 2015).

4.4. Valoracién econd6mica-ambiental del uso de los extractos de
Annona muricata L.

La busqueda de plantas con principios activos contra microorganismos

constituye un topico importante dentro del campo de la medicina, ya que el uso

preocupa a toda la poblacion a nivel mundial (Chigodi et al., 2013).

Annona muricata L. es un arbol tropical de bastante biomasa que pudiera
ser utilizado para el tratamiento de enfermedades relacionadas con infecciones
bacterianas, inflamatorias y con el estrés oxidativo en general. Patologias como
la mastitis bovina afecta a la masa lechera de nuestra provincia y de toda
Cuba. La infeccion de las vacas con diferentes patégenos como Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Escherichia coli,
Pasteurella sp., Staphylococus aureus, Clostridium perfringens, Nocardia
asteroides, Mycoplasma bovis, Corynebacterium pyogenes, Pseudomonas sp.,
Leptospira sp., Serratia sp., Klebsiella sp., Fusobacterium sp.; algas como
Prototheca sp.; hongos, como Aspergillus fumigatus, Trichosporon sp. y
Candida sp., ademas de levaduras como Cryptococcus neoformans, etc.
(Gasque, 2015).

La mastitis bovina es la enfermedad infecciosa de mayor importancia
econdémica en la explotacién lechera, produce una marcada disminucion en la
produccion de leche y en el valor biolégico de este producto. Ejerce un efecto
negativo sobre la industria lactea ya que disminuye el valor nutritivo de los
productos lacteos, especialmente la concentracion de calcio y altera el sabor de
la leche (Cariddi, 2013).
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La mayoria de los productores lecheros reconocen las pérdidas debidas a
los casos clinicos con que se encuentran, los animales que tienen que
descartar y las cuentas pagadas por drogas y asistencia veterinaria. Por estas
razones, el empleo de productos naturales para el control de esta enfermedad
representaria una ventaja econdmica para cualquier entidad estatal o privada,
no solo si se toma en cuenta la reduccion de pérdidas por concepto de calidad
de la leche, sino también porque los productos naturales derivados de plantas
medicinales como Annona muricata L. son faciles de obtener y baratos de
producir. Sin embargo, es necesario realizar otros estudios de toxicidad y
ensayos in vivo con extractos en diferentes disolventes, para determinar el

efecto de los mismos sobre la mastitis y otras enfermedades.
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CONCLUSIONES

v' Se observo la presencia de flavonoides, terpenos, taninos, cumarinas y
saponinas en los extractos acuosos y etanolicos de hojas de Annona
muricata L., los cuales son de interés en la industria farmacéutica y
agropecuaria.

v/ Se cuantific6 una concentracién elevada de compuestos polifendlicos
totales en las hojas de A. muricata L., que puede inferir una actividad
antioxidante elevada y un uso potencial de esta especie en patologias
relacionadas con el estrés oxidativo en humanos y animales.

v' La actividad antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Annona
muricata L. frente a bacterias Gram positiva y Gram negativa, sugiere un
uso potencial de la guanabana para el tratamiento de enfermedades

provocadas por microorganismos patdgenos.
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RECOMENDACIONES

v Realizar estudios de toxicidad con extractos de hojas de guanabana.

v' Evaluar la actividad de extractos de A. muricata L. contra cepas

bacterianas patdégenas asociadas a mastitis.

v Evaluar las potenciales de los extractos de A. muricata L. para el control

de enfermedades flngicas en animales y cultivos de interés agricola.
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ANEXOS

Anexo 1. Ruta shiquimica para la sintesis de los compuestos fendlicos.

Eritrosa 4-fosfato Acido fosfoenolpinivico
(de la ruta de las (de la glucdlisis)
pentonsas fosfato)

Ruta del acido
shiquimico

4

Fenilalanina

4

Acido cindmico

Acido galico

Taninos
hidrolizables

Fenoles simples Flavonoldes Fenoles diversos

Lignina Taninos
condensados
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