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RESUMEN

Se describe la composicion y la actividad larvicida
contra Aedes aegypti del aceite esencial de Annona
cherimola recolectada en Mérida, Venezuela. Este
fue obtenido por hidrodestilacion de sus hojas frescas
(0,17 % p/p de rendimiento) utilizando una trampa
de Clevenger. Mediante analisis por CG-MS se
identificaron trece componentes quimicos (97,2 %).
Los compuestos mayoritarios fueron germacreno D
(57,7 %), trans-cariofileno (8,9 %), biciclogermacreno
(8,8 %) y germacreno B (5,0 %). El aceite esencial
resultd activo contra larvas del tercer instar de Aedes
aegypti (CLsq = 30,7ppm).
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ABSTRACT

This paper describes the chemical composition and
larvicidal activity against Aedes aegypti of Annona
cherimola essential oil collected in Mérida, Venezuela.
The essential oil of fresh leaves of Annona cherimola,
was obtained by hydrodistillation using Clevenger
type apparatus, yielding 0,17 % of the essential
oil. Thirteen components (97,2 %) were identified
by GC-MS analysis. The major constituents were

germacrene-D (57,7 %), trans-caryophyllene (8,9 %),
bicyclogermacrene (8,8 %), germacrene-B (5,02 %).
The essential oil was active against third instar larvae
of dedes aegypti (CL5y = 30,7 ppm).
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INTRODUCCION

La familia Annonaceae incluye mas de 120 géneros
y 2000 especies distribuidas en regiones tropicales
y subtropicales; algunas de estas especies tienen
importancia econdmica por sus frutos comestibles
[1]. Estudios fitoquimicos de esta familia han
demostrado la presencia de una gran cantidad de
metabolitos secundarios tales como alcaloides,
polifenoles y terpenos. Estos han sido sefialados
como potentes agentes antiparasitarios asociados
a enfermedades como la malaria, leishmaniasis y
diversas tripanosomiasis [2-4]. También resaltan
las acetogeninas como prometedores agentes
antitumorales y antihelminticos [3,5].

La Annona cherimola es originaria de las
montafias del Ecuador y Norte del Pert. Su fruto,
conocido popularmente como chirimoya, es una
buena fuente de vitaminas B1, B2, B3, hierro, calcio
y fosforo. Estd considerado entre los mas sabrosos
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y se consume principalmente como fruta fresca [6].
Estudios fitoquimicos han reportado la presencia de
péptidos ciclicos, acetogeninas, alcaloides, amidas,
kauranos y lignanos [7-12]. Las semillas del fruto
han mostrado actividad toxica en células cancerosas
del pancreas, mama, prostata y otros érganos [5,13].
Los extractos acuosos de las hojas, semillas y tallos
tienen propiedades insecticidas. Se ha reportado, por
ejemplo, que las semillas son medianamente toxicas
para las larvas de Aedes spp. e inocuas contra larvas
de Anopheles spp. [14-16].

Muchas de las especies de Annona son
aromaticas debido a la presencia de aceites esenciales
mayoritariamente constituidos por monoterpenos y
sesquiterpenos, [17,18]. Un analisis comparativo de
los compuestos volatiles presentes en los frutos de
cuatro cultivos diferentes de la especie 4. cherimola
reporto la presencia de 60 compuestos entre terpenos,
ésteres, alcoholes, acidos grasos y compuestos
carbonilicos, siendo comunes 40 compuestos entre
los diferentes cultivos [19]. El aceite esencial de
los frutos frescos tiene abundancia de compuestos
terpénicos como [-pineno, a-terpinoleno y alcohol
B-fenchilico [20,21]. De sus hojas se ha extraido
un aceite esencial abundante en biciclogermacreno,
trans-cariofileno, a-amorfeno y a-copaeno. Las
flores son ricas en biciclogermacreno, a-terpinoleno
y germacreno D. Todos ellos han mostrado actividad
antimicrobiana in vitro contra bacterias Gram (%) tales
como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Shigella sonnei'y
fungicida contra Candida albicans [20].

El mosquito Aedes aegypti es el vector del virus
de la enfermedad del dengue y su forma mas severa,
la fiebre hemorragica del dengue. En Venezuela, esta
enfermedad infecciosa se ha mantenido recurrente
con caracteristicas endémicas y epidémicas [22,23].
Tomando en cuenta que el uso sostenido de insecticidas
sintéticos para controlar el insecto vector representa
un riesgo al medio ambiente y la salud humana, el
desarrollo de insecticidas botanicos surge como una
alternativa de control mas seguro [24-26]. Especies
del género Annona, ademas de controlar plagas
agricolas, han resultado también eficaces contra
insectos con importancia médica. Se han reportado
efectos larvicidas de extractos acuosos de las partes
aéreas de Annona muricata’y A. squamosa contra los
mosquitos 4. aegypti y Culex quinquefasciatus. El
extracto etandlico y las acetogeninas aisladas de las
semillas de A. muricata han mostrado efecto toxico
sobre A. aegypti. Efectos larvicidas se han obtenido
también en mosquitos transmisores de la malaria
[27-29].
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El objetivo de este estudio fue determinar la
composicion quimica del aceite esencial de las hojas
de A. cherimola y evaluar su actividad contra larvas
del tercer instar del mosquito A. aegypti.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal:

Las hojas de 4. cherimola fueron recolectadas en
Meérida, Edo Mérida, Venezuela a una altitud de 1259
m.s.n.m. ( 8°33’21,58” latitud norte y 71° 11° 21,58”
latitud oeste), en Mayo de 2009. Una muestra fue
depositada en el Herbario de la Facultad de Farmacia
y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, Mérida,
(Herbario MERF) bajo el cédigo N® FMRNO023, y
determinada por el Ing. Juan Carmona.

Obtencion del aceite esencial:

Las hojas frescas (1.000 g) se cortaron en trozos
pequeiios y se sometieron a hidrodestilacion durante
3 horas usando una trampa de Clevenger. El aceite
obtenido (0,17 % de rendimiento), fue secado con
sulfato de sodio anhidro y almacenado a 4 °C, hasta
el momento de iniciar su estudio.

Cromatografia de gases (GC):

Los andlisis se realizaron en un cromatdgrafo de
gases Perkin-Elmer AutoSystem equipado con detector
de ionizacion de llama, entrada manual de datos y una
columna capilar de silica 5% fenilmetilpolisiloxano
(AT-5, Alltech Associates Inc., Deerfield, IL), 60 m x
0,25 mm, 0,25 pm de ancho. La temperatura inicial
del horno fue de 60°C. El horno se calentd a 4°C/ min
hasta 260 °C manteniendo esta temperatura durante 20
min. Las temperaturas del inyector y detector fueron
de 200 °C y 250 °C, respectivamente. El gas portador
fue helio a 1,0 mL/min. La muestra se inyect6 en una
relacion de dilucidén de 1:10. Los indices de Kovats
se calcularon en relacion con una serie de n-alcanos
C8-C24 y se compararon con los valores reportados en
la literatura. El método de normalizacion de las areas
de los picos se utiliz6 para calcular el porcentaje de
cada compuesto en el aceite esencial [30].

Cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GC-MS):

Estos analisis se realizaron en un cromatdgrafo de
gases Hewlett-Packard 6890 acoplado a un detector
de masas HP5973. El cromatdgrafo fue equipado con
una columna capilar de silice fundida HP-5MS (30 m
x 0,25 mm de didmetro interno y 0,25 pm de espesor
de la pelicula). El programa de temperatura del horno
fue el mismo utilizado para el andlisis de GC-FID. Se
inyectd 1,0 uL de la muestra utilizando un inyector
automatico Hewlett-Packard (ALS) con un reparto
de 50:1. La energia de ionizacion fue de 70 eV, con




rango de escaneo, 40:500 amu; 3,9 /s. La identificacion
de los compuestos del aceite esencial se hicieron de
acuerdo a sus indices de retencidén y por comparacion
de los espectros de masas con los existentes en la
biblioteca (Wiley, 6* ed., Nist, 05) [31,32].

Bioensayo de la actividad larvicida:

Cepa de mosquitos:

Las larvas del 4. aegypti se obtuvieron de una
colonia de cria mantenida en el Laboratorio de
Ecologia de Insectos, Facultad de Ciencias de la
Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela.

Actividad larvicida:

Esta actividad se evalu6 segin el método estandar
de la Organizacion Mundial de la Salud [33], usando
larvas del instar III del mosquito Aedes aegypti. El
aceite esencial de 4. cherimola se disolvid en agua
destilada con 1,5 % de dimetilsulféxido (DMSO)
para preparar una solucién “stock” de 400 ppm. Esta
sirvio de base para preparar una serie de soluciones
a concentraciones de 100, 75, 50, 25,10, 5y 1 ppm
con un volumen final de 150 mL para cada una. Se
colocaron 15 larvas de instar III en recipientes que
contenian 50 mL de cada solucidn, haciendo tres
repeticiones para cada concentracion. Se utilizd
como control negativo agua destilada con 1,5 % de
dimetilsulféxido (DMSO), mientras que como control
positivo se uso el insecticida sintético Temefos, en
un rango de concentracion que varié entre 0,001 y
0,5 ppm. Después de 24 horas, se registrd el nimero
de larvas muertas y se calcul6 la CLs. Las larvas se
consideraron muertas si estaban inmoviles o incapaces
de moverse hasta la superficie del agua. Las pruebas
se realizaron a 26 + 2 °C y en periodos de 12 horas
de luzy 12 horas de oscuridad. El valor de la CL5, fue
calculado mediante andlisis probit usando el programa
estadistico BioStat 2007 (AnalystSoft Company).

RESULTADOS

De la hidrodestilacion de las hojas de 4.
cherimola se obtuvo un aceite ligeramente amarillo,
cuyo rendimiento fue de 0,17 % en relacion al peso
fresco del material vegetal. El andlisis por GC-MS
permitio la identificacion de 13 compuestos que se
muestran en la Tabla 1, representando el 97,2 %
de la muestra. Puede observarse que el 75 % de la
muestra estuvo consitituida por tres compuestos:
germacreno D (57,7 %), trans-cariofileno (8,9
%) y biciclogermacreno (8,8 %). Las pruebas
de susceptibilidad de las larvas de A. aegypti
mostraron que la mortalidad se ubic6 en el rango de
concentracion de 5 ppm (11 %) y 100 ppm (100%)
(Fig. 1). EI valor de CLs, fue de 30,7 ppm.
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TABLA 1
Componentes mayoritarios del aceite esencial de
Anonna cherimola

Compuesto Trijt:npcoi:ne Area % IK cal
0-Elemeno 17,2 1,6 1344
a-Copaeno 18,4 14 1382
Cubebeno 18,8 0,1 1395
trans-Cariofileno 19,8 8,9 1428
a-Humuleno 20,8 1,9 1465
Germacreno D 21,7 57,7 1495
Biciclogermacreno 22,2 8,8 1510
Cadineno 229 3,5 1534
Elemol 23,7 1,7 1558
Germacreno B 23,9 50 1566
5-guaien-11-ol 257 1,8 1611
t-Cadinol 26,4 2,0 1624
a-Cadinol 26,7 29 1630
TOTAL 97,2

La composicion quimica fue determinada por comparacién de los
espectros de masas de cada compuesto con las bases de datos
Wiley GC/MS library y por los indices de Kévats (KI). IK cal: indices
de Kovats determinados sobre columna capilar HP-5.

Mortalidad (%)

1 5 10 25 50 75 100
Concentracién (ppm)

Cadapunto representa el promedio + desviacion estandar de 3 réplicas.

Fig. 1. Mortalidad larval de Aedes aegypti en funcion de la
concentracion del aceite esencial de Anonna cherimola.

DISCUSION

Un 97,2% de los componentes del aceite esencial
las hojas de A. cherimola colectadas en los andes
venezolanos ha sido identificada. E1 80,5 % del aceite
estuvo constituido por cuatro compuestos: germacreno
D resulté ser mayoritario (57,7 %) seguido de
trans-cariofileno (8,9 %), biciclogermacreno (8,8
%) y germacreno B (5,0 %). La abundancia de
sesquiterpenos coincidid con resultados obtenidos en
otros estudios para esta misma especic y otras del
género Annona [2,17,20]. La comparacion de estos
resultados con el estudio realizado en México [20]
reveld diferencias importantes en la composicion y




abundancia de los componentes de los aceites. En este
ultimo trabajo se identificaron mas de 40 componentes
del aceite esencial de las hojas en contraste con los 13
compuestos encontrados en la muestra venezolana,
siendo algunos de ellos comunes. El compuesto
mas abundante fue el biciclogermacreno (18,20 %),
seguido por frans-cariofileno (11,50 %), 6-amorfeno
(7,57 %) y d-cadineno (4,63 %). El germacreno D,
mayoritario en nuestra muestra, resulto estar en menor
proporcion (3,75%), mientras que el germacreno B
no fue encontrado en ese andlisis. Llama la atencion
también que el d-amorfeno, siendo el tercer compuesto
mas abundante en el estudio mexicano, haya estado
ausente en la muestra de nuestro trabajo. Estas
diferencias pueden ser atribuidas a diversos factores.
Es conocido que la composicion quimica de un aceite
esencial depende de variables tales como: estado
fenoldgico, origen geografico, condiciones ambientales
de crecimiento, variabilidad genética y otros [34].

Este estudio demostr6 el efecto toxico del aceite
esencial de A. cherimola en larvas de A. aegypti.
Aunque ya se conocia la toxicidad del extracto
etanolico de las semillas en larvas de Anopheles sp.
[35]. La actividad del aceite esencial de las hojas no
habia sido estudiada antes contra 4. aegypti. Siendo
el germacreno D el componente mayoritario de la
muestra, se podria sugerir que este compuesto es
el responsable de la toxicidad observada, tomando
en cuenta estudios que han demostrado su accidén
larvicida contra los mosquitos Aedes aegypti y
Anopheles spp.[36]. El valor de CL5, obtenido en este
trabajo fue mucho menor a los reportados para los
aceites de Annona salzmannii'y A. pickelii estudiados
con larvas de 4. aegypti, donde las CL5, calculadas
estuvieron por encima de 1000 ppm [37]. Estos
resultados permiten considerar al aceite esencial de
A. cherimola como un candidato a ser explorado en
el control de larvas de A. aegypti.

CONCLUSIONES

Este estudio mostréo que el aceite esencial
obtenido de hojas de A. cherimola resulté ser rico en
sesquiterpenos, siendo el germacreno D su principal
constituyente. Las pruebas de sensibilidad revelaron
una importante accidn toxica contra las larvas de A.
aegypti. Surge la necesidad de posteriores estudios
para la formulacién de un larvicida a partir del aceite
esencial de esta promisoria especie.
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