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1. TÍTULO 

EFECTO CITOTÓXICO DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS 

DE Annona cherimola EN UNA LÍNEA CELULAR DE CÁNCER DE 

PULMÓN HUMANO EN UN MEDIO DE CULTIVO CON pH NEUTRO. 
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2. RESUMEN 

 

     Los pulmones son a menudo afectados por patologías como el cáncer de pulmón, 

situación en que las células cambian sus características y se transforman en malignas 

como consecuencia de la inhalación del humo del tabaco, responsable al menos del 80% 

(American Cancer Society, 2014). La presente investigación tiene como objetivo: 

verificar la actividad citotóxica del extracto acuoso con pH neutro de hojas de Annona 

cherimola frente a líneas de cáncer de pulmón en la Provincia de Loja. El Estudio aplicó 

un modelo de tipo Experimental-prospectivo realizado en el centro de Biotecnología de 

la Universidad Nacional de Loja, empleando métodos y técnicas para determinar 

Viabilidad y Proliferación celular, la primera mediante contaje de células viables y 

muertas, en  camára de neubauer y colorante azul de tripano, y la segunda a través del 

contaje de células viables posterior a incubación de medios a diferentes horas. Mediante 

los ensayos realizados entre el extracto acuoso, y cisplatino, se determinó un mayor 

efecto citotóxico a nivel del cisplatino frente a la línea celular de cáncer de pulmón 

(A549) equivalente al 84,1 %. Así también  la mayor proliferación o confluencia celular  

fue dada por el medio de cultivo más la línea celular A549 equivalente al  78,3 %, en 

relación a la del extracto acuoso equivalente al 74 % a las las 36 horas de incubación. 

Palabras clave: acetogenina, citotoxicidad, cisplatino 
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SUMMARY 

     The lungs are often affected by diseases such as lung cancer, a situation in which 

cells change their characteristics and transform into malignant due to the inhalation of 

smoke snuff, head at least 80% (American Cancer Society, 2014) . This research aims 

to: verify the cytotoxic activity of neutral pH aqueous extract of leaves of Annona 

cherimola front lines of lung cancer in the Province of Loja. The study applied a 

prospective model of Experimental-kind in the center of Biotechnology of the National 

University of Loja, employing methods and techniques for determining cell viability 

and proliferation, the first by counting viable and dead cells in Neubauer chamber and 

coloring trypan blue, and the second through the viable cell count subsequent to 

incubation media at different times. By tests made between the aqueous extract and 

cisplatin increased level of cytotoxic effect against cisplatin equivalent to 84.1% cell 

lung cancer line (A549) it was determined. Well as proliferation or cell confluence was 

given by the culture medium over the A549 cell line equivalent to 78.3% relative to the 

aqueous extract equal to 74% at 36 hours of incubation. 

Keywords: acetogenina, cytotoxicity, cisplatin 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

    Los pulmones están constituidos por diferentes tipos de células que se van dividiendo 

de forma organizada, no obstante ésta permanente división celular puede ser alterada y 

permitir un crecimiento anormal y descontrolado de las células conocido como tumores. 

El cáncer de pulmón constituye una enfermedad mortal, que infortunadamente se 

diagnostica en estadios avanzados, debido a la ausencia de sintomatología específica en 

etapas tempranas. Para el desarrollo de cáncer pulmonar existen varios factores de 

riesgo dentro de los cuales se destaca, el humo del tabaco como principal causa en un 

80%, los fumadores pasivos también están propensos en un 10%, existe también un 

determinante genético por los antecedentes familiares implícitos, la exposición a 

sustancias como el asbesto, radón, níquel, uranio, petróleo y sus derivados aumenta 

también la probabilidad de desarrollar este tipo de cáncer, la contaminación ambiental 

principalmente en el ámbito urbano también sugiere una importante causa, en cuanto al 

sexo la incidencia es tres veces mayor en hombres que en mujeres, sin embargo 

recientes estudios han evidenciado un aumento considerable en mujeres resultado de la 

incorporación tardía de la mujer al tabaquismo National Cancer Institute. (2010).  

    Dentro del cáncer pulmonar se consideran dos tipos de carcinomas que hace 

referencia al aspecto de sus células, con comportamiento, tratamiento y pronóstico 

totalmente diferentes, éstos son el cáncer de células no pequeñas (CPCNP) que 

representa el 85%, y el cáncer de células pequeñas o microcítico  (CPCP) que representa 

el 15% siendo éste el más agresivo (Sociedad Americana del Cáncer, 2014). Por otra 

parte el cáncer pulmonar se constituye la principal causa de muerte en el mundo, 

anualmente se diagnóstican 2 millones de casos nuevos, y 1.1 millones de defunciones 

alrededor del mundo (Paz, J. 2010). En nuestro país para el año 2013 el número de 

personas con cáncer de pulmón fue de 468 casos, representando una tasa de 5.99 por 

cada 100 000 habitantes, así también esta patología es la cuarta causa de mortalidad en 

hombres, registrándose 396 muertes equivalentes al 10% por cáncer (Cueva, P. 2013).  

     A nivel local los casos  de cáncer de pulmón registrados durante el año 2013-2014 

fueron de 11,  de lo cual 6 pertenecían al sexo femenino y 5 al masculino (SOLCA, 

Loja. 2014).  
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     También se ha dado a conocer que  Annona cherimola, posee diversos efectos debido 

a sus compuestos naturales de interés biológico tales como alcaloides, y en especial las 

acetogeninas: cisannonacin y (2,4)-cis transisoannonacinas, han mostrado un efecto 

citotóxico frente a las líneas cancerígenas humanas A549 (carcinoma de pulmón) 

(Quispe, A. 2009).  

     El presente estudio tuvo como iniciativa verificar  el efecto citotóxico del extracto 

acuoso con pH neutro de las hojas de Annona cherimola frente a líneas de cáncer de 

pulmón. En ésta investigación de tipo Experimental-prospectiva  se efectuó técnicas y 

procedimientos referentes a proliferación y viabilidad celular, para la proliferación 

celular se realizó la adición de las células de cáncer de pulmón A549 a un medio de 

cultivo celular Roswell Park Memorial Institute (RPMI), que cuenta con los nutrientes 

necesarios. En el caso de la viabilidad celular se utilizó el método cuantitativo basado 

en el uso del azul de tripano y contaje posterior en cámara de neubauer. Así también 

Los datos obtenidos fueron resultado del programa estadístico Statistical Analysis 

System (SAS). Acorde a los ensayos realizados se determino la viabilidad celular en 

concentrados de extracto acuoso de hojas de Annona cherimola en medio de cultivo 

RPMI a pH neutro, el cisplatino posee mayor efecto citotóxico de 84,1 % frente a la 

línea celular A549, en relación al del extracto acuoso de 58,7 %, y linfocitos humanos 

frente al extracto acuoso de 32,5 %, utilizados para determinar si existe citotoxicidad a 

nivel de células normales. En cuanto refiere a la mayor  proliferación o confluencia 

celular determinada fue la del medio de cultivo más la línea celular A549 equivalente al 

78.3 %, en relación a la del cisplatino equivalente al 76,9 %, y extracto acuoso 

equivalente al 74 %, a las 36 horas de incubación.  
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4. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

4.1 Los Pulmones 

 

     Los pulmones son dos órganos de consistencia esponjosa, formados por un tejido de 

coloración rosada y gris, siendo partes esenciales del sistema respiratorio. Los pulmones 

se encuentran ocupando la mayor parte de la cavidad toráxica, y a su vez  separados por 

el mediastino (Roncali, E. 2010). 

4.2 Cáncer 

 

     El término cáncer comprende un grupo de más de cien enfermedades diferentes. El 

cáncer ocurre cuando las células de cualquier tejido empiezan a dividirse de manera 

errónea, siendo un proceso que se da sin control u orden (Roncali, E. 2010). 

4.2.1 Cáncer de Pulmón  

     Los pulmones estan formados por muchos tipos de células que en condiciones 

normales, se dividen para  producir más células, únicamente cuando el cuerpo las 

necesita. Sin embargo cuando estás células se dividen cuando no son necesarias, se 

forma una masa de tejido innecesario  llamado crecimiento o tumor, que puede ser 

benigno y removidos mediante cirugía, ó maligno conocido como cáncer que invade 

tejidos, órganos, penetrar al torrente sanguíneo y linfa generando metástasis).En el caso 

del cáncer de pulmón, con frecuencia se disemina a los nódulos linfáticos u otros tejidos 

del tórax incluyendo el otro pulmón. En algunas ocasiones el cáncer hace metástasis en 

órganos como los huesos, cerebro, hígado (Roncali, E. 2010). 

4.2.2 Factores de Riesgo 

    El factor principal es el tabaco que al poseer numerosos elementos carcinógenos o 

sustancias nocivas que dañan las células convitiéndolas en cancerosas. La exposición a 

otros elementos carcinógenos reconocidos en el trabajo como el asbesto permite el 

desarrollo de càncer de pulmón. Así también estos trabajadores al laborar en minas 

subterráneas, están expuestos a altos niveles de gas radioactivo radón, con un mayor 

riesgo a desarrollar cáncer pulmonar (Roncali, E. 2010). 
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4.2.3 Tipos de Cáncer de Pulmón 

     El tipo de cáncer de pulmón depende de la clase de células que conformen el tumor, 

existen procedimientos para la obtención de una muestra de tejido o líquido del tumor 

que permiten confirmar el diagnóstico. Se divide en dos tipos:  

4.2.3.1 Cáncer de pulmón de células no pequeñas  

     Es el más común, y conforma alrededor del 85 % al 90 %, las células difieren en 

tamaño, forma, y composición química cuando son observadas al microscopio. Existen 

3 subtipos principales de este cáncer.  

4.2.3.2 Carcinoma de células escamosas  

     Aproximadamente un 25 % a 30 % de todos los cánceres son de células escamosas, 

las cuales son células planas que cubren el interior de las vías respiratorias, la afectación 

de éste tipo de células está asociada al antecedente de fumar. Empieza a desarrollarse en 

los bronquios, es común en hombres, y por lo general no se disemina tan rápido. 

4.2.3.3 Adenocarcinoma 

     Alrededor del 40 % de los cánceres de pulmón son adenocarcinomas, por lo general 

éste tipo de cáncer se origina en las células que segregan sustancias, como moco. Ha 

sido más común en mujeres y personas que no fuman, éste tipo de cáncer se encuentra 

en las partes externas del pulmón. Además es probable encontrarlo antes que se 

propague.  

4.2.3.4 Carcinoma de células grandes 

    Representa aproximadamente del 10 % al 15 % de los cánceres de pulmón, éste tipo 

de cáncer puede aparecer en cualquier parte de pulmón, crecer, y propagarse 

ràpidamente, lo cual hace difícil su tratamiento.  

4.2.3.5 Càncer de pulmón de células pequeñas 

    Aproximadamente del 10 % al 15 % comprende el cáncer de pulmón de células 

pequeñas, denominado así por el tamaño de las células cancerosas y por mostrar  la 
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apariencia de células de avena al microscopio, por lo general crece rápidamente, y 

afecta a organos próximos (American Cancer Society, 2014). 

4.3 Planta Medicinal 

     Cualquier vegetal que contenga, en sus órganos, alguna sustancia con actividad 

farmacológica, que se pueda utilizar con fines terapéuticos, o que se pueda emplear para 

obtener fármacos por síntesis farmacéutica (Cuklinski, C. 2010). 

4.4 Droga  

     Material de origen natural obtenido de: hojas, corteza, semillas, y que  mediante 

sencillas operaciones (ejemplo: extractos) que contienen los principios activos con 

actividad farmacológica para su uso directo o para la elaboración de medicamentos 

(Cuklinski, C. 2010). 

4.5 Principio activo 

     Sustancia química a quien se le atribuye la actividad farmacológica y el uso 

terapéutico de una droga, la cual contiene varios principios activos ya sean antagónicos 

o sinérgicos (Cuklinski, C. 2010). 

4.6 Medicamento 

     Toda sustancia medicinal natural o sintética, en la que sus combinaciones presenta 

propiedades para prevenir, diagnosticar, tratar, aliviar y curar enfermedades, 

modificando así alguna función del organismo (Cuklinski, C. 2010). 

4.7 Cisplatino 

     Cisplatino es un agente antitumoral que contiene platino, activo en un amplio rango 

de tumores malignos humanos, generalmente se cree que interviene en la inhibición de 

la fase S ó síntesis de cromosomas ubicada entre la fase G1 Y G2, la fase S por lo 

general requiere de 10-12 horas ocupando la mitad del tiempo de ciclo celular, es así 

que el cisplatino inhibe la replicación excesiva de las células cancerosas (Flórez, J. 

2010). El  cisplatino también está involucrado en propiedades inmunosupresoras, 

radiosensibilizantes y antimicrobianas. Además està indicado en pacientes que ya no 
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responden a tratamiento local, como cirugía, y radioterapia, especialmente carcinoma de 

testículo, ovario, vejiga, próstata, y bronquio-pulmonar (NSCLC, SCLC) (Vardaro, A. 

2011). 

4.8 Anonáceas  

     Las Anonáceas constituyen una familia casi exclusivamente tropical, son primitivas 

y es notable su número de especies frutales y aceites esenciales. Ésta familia cuenta con 

130 géneros y se estima que hay cerca de 2.300 especies en el mundo, dentro de la 

familia Anonácea se destacan especies importantes dentro de los cuales se menciona: 

Annona cherimola, Annona muricata, Annona squamosa, Annona reticulata, y Annona 

diversifolia (León, J. 2010). 

4.8.1 Annona cherimola 

     Su origen probablemente es la vertiente oriental de los Andes, 600-1800m de altitud, 

por lo general es un árbol pequeño que llega hasta 8m de altura. De las ramillas 

cilindrícas y grisáceas brotan hojas alternas, ovaladas, elípticas, suaves y de 10 a 20 cm 

delargo por 4-8cm de ancho, oscuras en su lado superior y con pubescencia fina en la 

parte inferior. Las hojas se renuevan una vez al año. En hojas, tallos, corteza, y semillas 

se han detectado compuestos citotóxicos (acetogeninas), terpenos, y alcaloides con uso 

farmacéutico y antimicrobial, además de su valiosa propiedad insecticida, y 

antiparasitaria (León, J. 2010). 

4.8.2 Aplicación Médica 

    La Annona cherimola es una fuente de vitaminas B1, B2, B3, Hierro, Calcio, y 

Fósforo, el calentamiento de su pulpa produce oxidación enzimática. Las semillas, 

hojas, son trituradas para usarse como bioinsecticidas y las acetogeninas presentes en 

éste vegetal poseen algunas propiedades farmacológicas (Wouter, V. 2010). 

4.8.3 Acetogeninas 

         Las Acetogeninas son un grupo de metabolitos secundarios bioactivos de interés, 

por su comprobada actividad biológica presentada en las Annonaceae. Se caracterizan 

por presentar un grupo y-lactónico, a-B insaturado o saturado y uno, dos, o tres anillos 
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tetrahidrofuránicos sobre una larga cadena alquílica, son compuestos con 35 o 37 

carbonos de origen policétido con una cadena alifàtica que puede ser: hidroxilada, 

cetonizada, ó acetoxilada. Las acetogeninas poseen actividad biológica por considerarse 

como uno de los grupos de inhibidores más potentes del complejo I  (NADH: 

ubiquinona oxidoreductasa) mitocondrial, y la (NADH oxidasa) de las membranes 

plasmáticas (Guzman, S. 2009).  

4.8.4 Alcaloides  

    La palabra alcaloide deriva del vocablo alkali y eidos cuyo significado es semejante a 

un álcali, se trata de compuestos nitrogenados, además de estar constituidos por 

carbono, hidrógeno, oxígeno, y raramente azufre. Los alcaloides se encuentran 

distribuidos en las angiospermas dentro de la cual se encuentran las Annonaceae. Por lo 

general los alcaloides suelen presentar una gran variedad de actividades farmacológicas 

intensas a bajas dosis (Cuklinski, C. 2010 ). 

4.8.5 Citotoxicidad celular 

    La definición de citotoxicidad suele variar dependiendo de la naturaleza del estudio, 

si las células mueren o simplemente tienen su metabolismo alterado. La toxicidad en 

tejidos y células puede producir la alteración de funciones básicas de la célula por 

efectos tóxicos de drogas y compuestos químicos. Determinadas plantas angiospermas 

como la Annona      cherimola presentan sustancias con actividad biológica, las 

acetogeninas con actividad antitumoral in vitro citotóxica, esto es explicado por la 

inhibición del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial de las células 

cancerígenas. (Quispe, D.,  Zavala, D. 2007). 

4.9 Extracto 

     Se constituye una mezcla compleja de compuestos químicos, obtenido mediante 

procesos físicos, químicos, y microbiológicos a partir de una fuente natural. a partir de 

un determinado vegetal se pueden obtener diferentes extractos con principios activos 

diversos (Caldas, A. 2012). 
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4.9.1 Extracto Acuoso 

     Preparación en agua de la sustancia de una determinada planta que contiene la 

fracción biológica sin el residuo celular, la droga se extrae con agua caliente, pero sin 

someterla a ebullición o con agua fría. El agua por lo general es un buen solvente de 

muchos principios activos de las drogas (ONSALUS, 2015). 

Procedimiento: 

 Pesar 10 gramos de hojas de cherimola. 

 Hervir en 400 ml agua corriente o destilada por 15 minutos  

 Centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos 

 Dejar unos segundos tapar y apagar la llama 

 Enfríar, filtrar y envasar en un frasco ámbar (ONSALUS, 2015). 

4.10 pH 

    El pH es el acrónimo para potencial de hidrógeno, se lo define como el logaritmo 

negativo de la actividad de iones hidrógeno, y la concentración de protones. Es la forma 

más común de expresar la ácidez y alcalinidad de una sustancia (Velázquez, M., 

Ordorica, M. 2009). 

4.10.1 pH Neutro 

 

     Determinada sustancia, medio, o solución, en que acorde a la escala del pH que va de 

0-14, la cifra 7 indica el equilibrio entre ácidos y bases o pH neutro (Vasey, C. 2010). 

4.11 Cultivo celular 

     El cultivo celular es el conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de 

células in vitro, preservando al máximo sus propiedades fisiológicas, bioquímicas y 

genéticas. Las células son capaces de dividirse, incrementar su tamaño y en condiciones 

adecuadas pueden replicarse hasta ser limitadas por algunas variables de cultivo como el 

consumo total de nutrientes o limitación del espacio físico(Castaño, E.2012). 
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4.11.1 Incubación de medio de cultivode línea celular 

 

     Los medios de cultivos celulares se incuban en cámaras de crecimiento eficientes en 

control ambiental por lo general una temperatura de (20-28 °C%), y humedad relativa 

(70-80 %). Así también estos cultivos celulares requieren de un determinado tiempo 

para crecer, duplicar sus proteínas, organelos, y cromosomas. Por ejemplo los cultivos 

celulares que se encuentran en crecimiento, la interfase celular puede requerir de hasta 

23 horas para el ciclo celular, quedando una hora para la fase M, en el caso de las fases 

intermedias G1 Y G2 existen retrasos de tiempo para el crecimiento celular. (Acevedo, 

J. 2013).Por lo general  los cultivos celulares doblan en un lapso de 24-48 horas 

dependiendo de las condiciones de crecimiento adecuadas, de esta manera el número de 

células se multiplica en pocos días ocupando toda la superficie del medio de cultivo, 

dando como resultado el empobrecimiento de nutrientes del medio y generando 

productos de desecho. Los cultivos celulares paran de dividirse cuando entran en 

contacto entre ellas, es decir producen confluencia celular, y para permitir su 

crecimiento de forma continua éstas células necesitan el pase a un nuevo medio de 

cultivo celular (Gómez, Milagros. 2009).  

4.11.2 Tipos de cultivo celular 

 

4.11.3 Cultivo Primario 

 

     Son preparados directamente de un tejido u órgano; consisten en una mezcla de 

células por lo general del riñón, pulmón o piel, obtenidas por disociación de las células 

de trozos de órgano. Una vez que se  subcultivan repetidas veces in vitro, los cultivos 

primarios se transforman en líneas celulares. En estos cultivos las células están vivas, 

conservan sus características originales y su proliferación es limitada (Castaño, E.2012). 

4.11.3.1 Líneas celulares 

    Son células derivadas de un cultivo primario, las cuales pueden subcultivarse in vitro 

repetidamente. Pueden subdividirse en:  

4.11.3.2 Líneas celulares diploides 

     Se originan de un tejido normal y continúan normales a medida que se cultivan. 



 

13 
 

4.11.3.3  Heteroploides o continuas 

     Se originan de un  tejido normal o anormal, pero se considera que estas células han 

sufrido una transformación que le confiere características de crecimiento diferentes 

(Castaño, E.2012) 

4.12 Células Linfoides 

     Las células linfoides son células que participan en la inducción, expresión y 

regulación de las respuestas inmunitarias adquiridas. Se incluyen aquí a los linfocitos T 

y B (y sus subpoblaciones), a los macrófagos, células dendríticas, células de Lagerhans, 

células NK, neutrófilos, células cebadas, basófilos, y los esosinófilos (Rojas, O. 

2006).Los linfocitos al ser células normales permitirían conocer entonces como ciertos 

compuestos producen una alteraciónes de las funciones celulares básicas en ensayos de 

citotoxicidad celular (Acevedo, J. 2013). 

4.12.1 Obtención de Células  Linfoides 

     Boyum ideó un método basado en la centrifugación de la muestra sobre un gradiente 

de concentración discontinuo, cuyo medio original consistía en una mezcla de ficoll y 

metrizoato de sodio (aglutina los eritrocitos). Éste es un método fácil y simple, por lo 

que se utiliza para la obtención de linfocitos sanguíneos al trabajar con muestras de 

sangre periférica. El ficoll-diatrizoato al actuar sobre la sangre, separa las células 

mononucleares (linfocitos, monocitos) debido a diferencias de densidad.  Los linfocitos 

y monocitos por poseer una menor densidad, luego de la centrifugación son recogidos 

del anillo blanco formado entre la interfase y el plasma y el ficoll-diatrizoato (Lomonte, 

B, 2009). 

4.13 Cepas celulares 

     Es un cultivo derivado, por selección de una célula, desde un cultivo primario o de 

una línea celular. El nuevo cultivo tendrá propiedades o marcadores específicos que 

persistirán durante los pases subsiguientes (Castaño, E.,2012). 
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4.14 Tipos de crecimiento celular 

4.14.1 Células adherentes o cultivos fijos 

     Éste tipo de células requieren unirse a una superficie para multiplicarse y formar una 

monocapa. 

4.14.2 Células no adherentes o cultivos en suspensión 

     Células que se multiplican suspendidas en medio líquido, donde se sedimentan pero 

no se adhieren a la superficie del recipiente (Castaño, E.,2012) 

4.15 Factores Básicos para la supervivencia celular 

     Presión osmótica, concentración de hidrogeniones, gases (oxigeno, dióxido de 

carbono), iones orgánicos, agua, carbohidratos, aminoácidos, L- Glutamina, 

vitaminas, suero, antibióticos y antimicóticos (Castaño, E.,2012). 

4.16 Medios de cultivo 

     Los medios de cultivo están constituidos por una solución salina balanceada, 

suplementada con factores implicados en el metabolismo celular tales como 

carbohidratos, vitaminas, Suero Bobino Fetal (SFB) o Líquido amniótico y otros 

suplementos como lacto- albumina hidrolizada, extractos embrionarios  o de levaduras y 

hormonas entre otras. La mayoría de suplementos y medios, deben esterilizarse 

mediante filtración a través de una membrana de poros de 0.22 micras (Castaño, 

E.,2012). 

4.17  Medio de Cultivo celular RPMI (Roswell Park Memorial 

Institute) 

     Se trata de un medio de cultivo celular con sales enriquecidas con aminoácidos y 

otros componentes esenciales para el crecimiento de células humanas y de otros 

animales, gracias a que en su composición no posee timidina permite la sincronización 

de la división celular. Permite el crecimiento de al menos tres linajes celulares, siendo 

siempre determinados su pH y osmolaridad (Vitrocell, E. 2015). 
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4.18 Clasificación de los medios de cultivo 

4.18.1 Medio esencial mínimo (MEM) 

     Medio que  contiene los requerimientos mínimos de un medio. Está compuesto de 

SSB, aa esenciales y vitaminas; a partir de estos se separan los otros tipos de medios. 

4.18.2 Medios de crecimiento 

     Es un medio esencial mínimo con 10 a 15% de Suero Bobino Fetal (SFB). Se emplea 

para iniciar los cultivos debido a su capacidad de inducción de una rápida 

multiplicación celular. 

4.18.3 Medios de Mantenimiento 

     Se usan para mantener las células vivas pero en baja actividad metabólica, atrasando 

la degeneración celular y aumentando el intervalo en los subcultivos. Es el mismo MEM 

pero con suplemento con 2% de Suero Bobino Fetal (SFB). 

4.18.4 Medios Selectivos 

     Utilizados para favorecer el crecimiento de un tipo de células en particular. Para su 

uso se deben tener en cuenta dos factores. Primero, el tipo de células, su origen y 

adaptación previa; segundo, la naturaleza o propósito del cultivo, tiempo de 

supervivencia, crecimiento y utilización. 

4.18.5 Medios de Congelación 

     Utiliza como base el MEM, al cual se le añade SFB en altas concentraciones y 

glicerol o dimetilsulfóxido al 8 o 10% que protege las células de los cristales que se 

forman durante la congelación y descongelación (Castaño, E. 2012). 

4.19 Criopreservación  

      Una posibilidad interesante de los cultivos celulares es la de poderlos conservar por 

largos periodos de tiempo (meses o años) a bajas temperaturas (<150°C) en la que las 

células se mantienen en un estado de animación suspendida hasta que se necesiten; así, 

si es necesario trabajar varias líneas celulares pero no todas a la vez, es posible, ahorrar 
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reactivos, dinero y tiempo. Este procedimiento es útil, además, para resolver la pérdida 

por contaminación, minimizar los cambios genéticos en líneas celulares continuas y 

evitar el envejecimiento y posible transformación o la pérdida de las funciones 

originales de las células. 

      Las células se suspenden en medio de congelación, se enfrían a un ritmo constante 

(generalmente 1°C por minuto) y después se introduce en Nitrógeno (N2) líquido. El 

proceso de descongelación, por el contrario, debe realizarse usando el menor tiempo 

posible; para ello debe retirarse el vial del N2 líquido, sumergido en el baño maría de 37 

a 40 °C agitándolo suavemente hasta que se descongele completamente; luego el 

contenido del vial es diluido en medio fresco y llevado a una botella de cultivo. 

     La función del criopreservante es actuar como agente higroscópico; esto es, que 

puede absorber agua dentro y fuera de la célula para evitar la formación de cristales que, 

de otro modo, romperían las membranas celulares. La elevada concentración de suero 

contribuye probablemente a mantener la integridad conservando la concentración 

intracelular de proteínas en las células permeabilizadas. 

     Las células solo deben crioconservarse cuando se encuentran en la fase exponencial 

del crecimiento y en un buen estado (Aladro, F. 2009). 

4.20 Viabilidad celular 

    La viabilidad celular mide la proporción de células vivas luego de un determinado 

procedimiento, permitiendo determinar alteracions o rompimiento de la integridad de la 

membrana celular (Rivera, M. 2012). En un determinado cultivo es posible conocer el 

porcentaje de células viables tras un determinado estímulo o tratamiento, tal 

determinación se puede realizar gracias a la tinción de azul de tripano que se introduce 

en la membrana celular tiñéndolas de azul, cuando ésta no es viable, caso contrario se 

consideran células viables y se las observa como puntos blancos en la cámara de 

Neubauer (Cultek, 2010). 

4.21 Proliferación Celular 

     La proliferación celular es la medida del número de células que se dividen en un 

determinado medio de cultivo, por lo general ésto permite medir ciertos parámetros 
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celulares, que a su vez indican la respuesta proliferativa de las células ante los distintos 

estímulos de crecimiento, en la proliferación celular, las células llegan a un punto en 

que ocupan toda la superficie del medio en que crecen, y experimentan contacto entre 

ellas (Martínez, A. 2009). 
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5. MÉTODOS, TÉCNICAS Y PROCEDIMIENTOS 

 

5.1 Fase Pre-Analítica 

 Oficio dirigido al Director del proyecto que permita ser parte del 

presente (ANEXO 1) 

 

 Mantenimiento de la línea celular A549 ATTC (Anexo 2) 

 

 

 Mantenimiento celular: Medio de congelación, Criocongelación, 

Descongelación celular  (ANEXO 3) 

 

5.2 Fase Analítica 

En el presente estudio se realizó 

 

 Preparación de medios de cultivo RPMI pH neutro y del extracto 

acuoso en diferentes concentraciones (ANEXO 4) 

 

 Preparación de controles positivos con el fármaco cisplatino en 

diferentes Concentraciones (ANEXO 5) 

 

 Obtención de linfocitos o células normales mediante la técnica de 

ficoll hypaque. (ANEXO 6) 

 

 Tripsinización de células A549 (ANEXO 7) 

 

 Colocación de células en cada pocillo por cálculo para Extracto 

Acuoso (Anexo 8) 

 

 Controles Negativos y Controles Positivos  

 Control Positivo 

 Medio de cultivo más la línea celular de cáncer de pulmón, más 

fármaco cisplatino 

 

 Control Negativo 

 Medio de cultivo, más línea celular 
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5.3 Fase Post Analítica  

 Proliferación Celular:  Se realizaron  dos cultivos con pH neutro, el 

primero que permitió la proliferación de células tumorales en un medio de 

cultivo selectivo , éste medio contó con los nutrientes necesarios para 

favorecer el crecimiento de la línea celular,  así también al segundo 

cultivo se agregó la línea celular del càncer, más la adición del extracto. 

Incubando así los cultivos a 37 ° C en la cámara de CO2 al 5%. (Anexo 9) 

 

 Viabilidad Celular: para la viabilidad celular se  utilizó el colorante  de 

azúl de tripano que permitió teñir las estructuras y evaluar la integridad de 

la membrana, se efectuó también  una suspensión que logró  diferenciar 

las celulas viables de las no viables, así mismo se realizó un contaje de  

las células viables y no viables en cada campo visual en la cámara de 

Neubauer. (Anexo 10) 

 

 Permiso para trabajar en los laboratorios de Investigaciones de la UNL del 

centro de Biotecnología. (Anexo 11) 

 

 Realización de cálculos correspondientes a Viabilidad Celular para la 

obtención del porcentaje de células vivas y muertas (Anexo 12) 

 

 Realización de los cálculos correspondientes a Proliferación Celular, para 

la obtención del porcentaje de células elongadas, en relación a las células 

vivas o confluencia celular. (Anexo 13) 

 

 Pruebas de significancia mediante el Software de Análisis Estadístico 

(SAS), con la utilización de tres métodos estadísticos tales como la prueba 

de ADEVA, la cual diseña bloques al azar en relación al número de 

tratamientos, la misma realiza una varianza, permitiendo conocer si los 

diferentes ensayos resentan una diferencia significativa. Al encontrar tal 

diferencia significativa se aplica la prueba de Duncan, que permite 

conocer la significancia entre medias, o que categoriza a través de letras 

que se asignan determinando así cual es mejor una con otra, en cuanto se 

relaciona al tratamiento, al final se utiliza la prueba de T-Student que 

permite encontrar las medias, realizando así un análisis por grupos entre 

lo mejores.  (Anexo 14) 

 

 Material de evidencia investigativa (Anexo 15) 
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6. RESULTADOS 

PROLIFERACIÓN CELULAR 

CÉLULAS A549 FRENTE AL EXTRACTO ACUOSO EN MEDIO DE 

CULTIVO CON pH NEUTRO  

TABLA 1 

HORAS 6 36 72 

CONCENTRADO 0% 62,3% 39% 

DILUCIÓN 1:10 0% 74% 50% 

DIUCIÓN 1:50 0% 70,7% 49,4% 

CÉLULAS A549 FRENTE AL EXTRACTO ACUOSO 

 

FUENTE: Ensayo realizado en el Laboratorio de cultivo de células de la Universidad 

Nacional de Loja. 

AUTOR: Kleber Garrochamba 

LEYENDA: 

A549** 

*RPMI 1640 

***pH Neutro 

En la tabla 1 se puede observar que enel ensayo realizado en medio RPMI a pH neutro 

entre la línea celular, y el extracto acuoso, la dilución 1:10 presenta una mayor 

confluencia celular equivalente al 74 % a las 36 horas, en relación a la confluencia 

celular de la dilución 1:10 equivalente al  50 %, a las 72 horas, y dilución 1:10 

equivalente al 0 % a las 6 horas respectivamente.  
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PROLIFERACIÓN CELULAR  

CÉLULAS A549 FRENTE AL CISPLATINO EN MEDIO DE CULTIVO CON 

pH NEUTRO 

TABLA 2 

CÉLULAS A549  + CISPLATINO 

HORAS 6 36 72 

CONCENTRADO 0% 48,50% 14% 

DILUCIÓN 1:10 0% 67% 39% 

DIUCIÓN 1:50 0% 76,90% 51,50% 

 

 

FUENTE: Ensayo realizado en el Laboratorio de cultivo de células de la Universidad 

Nacional de Loja. 

AUTOR: Kleber Garrochamba 

LEYENDA: 

A549** 

*RPMI 1640 

***pH Neutro 

En la tabla 2 se puede observar que en el ensayo realizado en medio RPMI a pH neutro 

entre la línea celular A549 y el cisplatino, la dilución 1:50 presenta una mayor 

confluencia celular del 76,9 % a las 36 horas, en relación a la confluencia celular de la 

dilución 1:50 equivalente al  51,50 % a las 72 horas, y dilución 1:10 equivalente al 0 % 

a las 6 horas respectivamente.  

0%

48,50%

14%

0%

67%

39%

0%

76,90%

51,50%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

6 36 72

C
O

N
FL

U
EN

C
IA

 (
%

)

TIEMPO (HORAS)

CÉLULAS A549 + CISPLATINO

CONCENTRADO DILUCIÓN 1:10 DIUCIÓN 1:50



 

22 
 

PROLIFERACIÓN CELULAR 

LÍNEA CELULAR + MEDIO DE CULTIVO 

TABLA 3 

HORAS 6 36 72 

NEGATIVO 0% 78,3 % 70,2 % 

 

 

FUENTE: Ensayo realizado en el Laboratorio de cultivo de células de la Universidad 

Nacional de Loja. 

AUTOR: Kleber Garrochamba 

LEYENDA: 

A549** 

*RPMI 1640 

***pH Neutro 

En la tabla 3se puede observar que enel ensayo realizado en medio RPMI a pH neutro 

de la línea celular A549 y medio de cultivo celular ó (negativo), presenta una mayor 

confluencia celular del 78,3 %, a las 36 horas, una confluencia menor del 70,2 % a las 

72 horas, y una confluencia aún más baja equivalente al 0 % a las 6 horas de 

incubación. 
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VIABILIDAD CELULAR 

 

EVALUACIÓN DEL EXTRACTO ACUOSO DE LA HOJA DE ANNONA 

CHERIMOLA EN MEDIO DE CULTIVO CON pH NEUTRO CON CÉLULAS 

A549 

CÉLULAS A549  FRENTE AL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE ANNONA 

CHERIMOLA EN MEDIO DE CULTIVO A pH NEUTRO 

TABLA 4 

HORAS CONCENTRADO 1:10 1:50 NEGATIVO 

6 11,3 9,6 7,7 7,5 

12 13 13,7 8,7 10,9 

24 34,9 28,4 29,9 28,2 

36 36,1 22,4 25 20,7 

48 34,5 30,9 32,5 35 

60 39 32,6 29,9 30,1 

72 58,7 53,4 51,6 30,6 

 

FUENTE: Ensayo realizado en el Laboratorio de cultivo de células de la Universidad 

Nacional de Loja. 

AUTOR: Kleber Garrochamba 
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LEYENDA: 

A549** 

*RPMI 1640 

***pH Neutro 

En la tabla 4se puede observar que el extracto acuoso de hojas de Annona cherimola 

concentrado en medio de cultivo RPMI a pH neutro posee un efecto mayor de muerte 

celular equivalente al 58,7 %, en relación a la dilución 1:10 del 53.4%, y dilución 

1:50de 51,6% a las 72 horas de incubación.  
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CÉLULAS A549 FRENTE AL CISPLATINO EN MEDIO DE CULTIVO CON 

pH NEUTRO 

CÉLULAS A549 + CISPLATINO 

TABLA 5 

HORAS CONCENTRADO DILUCIÓN 

1:10 

DILUCIÓN 

1:50 

NEGATIVO 

6 11 11,3 7,8 7,5 

12 22 27,2 17,5 10,9 

24 24,8 35,5 32,8 28,2 

36 50,5 33,5 26,3 20,7 

48 68,1 39,4 44,7 35 

60 78,3 40,1 41 37 

72 84,1 49,8 54,2 33,9 

 

 

 

FUENTE: Ensayo realizado en el Laboratorio de cultivo de células de la Universidad 

Nacional de Loja. 

AUTOR: Kleber Garrochamba 
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*RPMI 1640 

***pH Neutro 

En la tabla 5 se puede observar que el ensayo realizado en medio RPMI a pH neutro 

entre la línea celular A549 frente al cisplatino, el concentradopresenta una mayor 

mortalidad equivalenteal 84,1 %, en relacion a la dilución 1:50 del 54,2  %, y dilución 

1:10: 49,8. %, a las 72 horas de incubación.  
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LINFOCITOS HUMANOSFRENTE AL EXTRACTO ACUOSO EN MEDIO DE 

CULTIVO CON pH NEUTRO 

LINFOCITOS + EXTRACTO 

TABLA 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

FUENTE: Ensayo realizado en el Laboratorio de cultivo de células de la Universidad 

Nacional de Loja. 

AUTOR: Kleber Garrochamba 
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LEYENDA: 

A549** 

*RPMI 1640 

***pH Neutro: 7,4 

En la tabla 6 se puede observar que el extracto acuoso concentrado en medio de cultivo 

RPMI a pH neutro posee un efecto mayor de muerte celular equivalente al 32,5 %, en 

relación a la dilución 1:10 que fue del 32,2. %, y dilución 1:50: 28% a las 72 horas de 

incubación.  
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COMPARACIÓN DE LOS EFECTOS CITOTÓXICOS CONCENTRADOS 

ENTRE EL EXTRACTO ACUOSO, CISPLATINO, Y CONTROL 

NEGATIVOFRENTE A LA LÍNEA CELULAR A549, EN MEDIO DE CULTIVO 

CON pH NEUTRO. 

TABLA 7 

HORAS 6 12 24 36 48 60 72 

EXTRACTO 11,3 13 34,9 36,1 34,5 39 58,7 

CISPLATINO 11 22 24 50,5 68,1 78,3 84,1 

 NEGATIVO 7,5  10,9  28,2  20,7  35  30  30,6  

 

 

 

FUENTE: Ensayo realizado en el Laboratorio de cultivo de células de la Universidad 

Nacional de Loja. 

AUTOR: Kleber Garrochamba 
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En la tabla 7 se puede observar que en los ensayos de concentrados realizados entre 

extracto acuoso, cisplatino, y control negativo en medio de cultivo RPMI a pH neutro, 

el cisplatino posee mayor efecto citotóxico de 84,1 % frente a la línea celular A549, en 

relación al del extracto acuoso de 58,7%, y control negativo de 30,6  % a las 72 horas de 

incubación. 
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6 DISCUSIÓN 

La presente investigación titulada: Efecto citotóxico del extracto acuoso de las hojas de 

Annona cherimola en una línea celular de cáncer de pulmón humano en un medio de 

cultivo con pH neutro realizado en el centro de Biotecnología  de la Universidad 

Nacional de Loja, cuya investigación tuvo como finalidad:Determinar el grado de 

proliferación celular determinando que de los ensayos de proliferación celular  

realizados en medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) a pH neutro, el 

ensayo realizado entre el medio de cultivo + la línea celular A549 presenta una 

confluencia celular equivalente al 78,3 % a las 36 horas, en relación al ensayo de 

dilución 1:50 entre el cisplatino, y la línea celular A549 con una confluencia celular de 

76,9 % a las 36 horas, y una confluencia menor del 70,7 % a las 36 horas del ensayo con 

dilución 1:50 entre la línea celular A549, y el extracto acuoso. Así también se midió la 

Viabilidad celular en el cultivo de líneas celulares tumorales de pulmón con el extracto 

acuoso en pH neutro, tales resultados obtenidos demuestran que existe mayor efecto 

citotóxico en medio de cultivo RPMI a pH neutro por parte del concentrado de 

cisplatino frente a la línea celular de cáncer de pulmón A549, equivalente al 84,1 %, en 

relación al efecto citotóxico dado por parte del extracto acuoso concentrado frente a la 

línea celular de cáncer de pulmón A549, equivalente al 58,7 %, y un efecto citotóxico 

aún menor equivalente al 32.5 %  observado entre el extracto acuoso y linfocitos 

humanos utilizados para conocer la citotoxicidad del extracto a nivel de una célula 

normal yefectos secundarios. 

 

     En el Perú, según Quispe en el 2009 se realizó un estudio para determinar el efecto 

citotóxico en cultivos de cáncer, en el que se ha demostrado que compuestos naturales 

de interés biológico como las acetogeninas: cis-annonacin, y (2,4)- cis- y 

transisoannonacinas poseen citotoxicidad frente a la línea celular A-549 (carcinoma de 

pulmón), en el estudio realizado, se trabaja con una línea celular de adenocarcinoma de 

cérvix, mama, y mieloide crónica, (ME180, MCF-7, K-562). Para la línea celular 

ME180, los porcentajes de crecimiento variaron de -13,0 a 60,1, dado que sus mayores 

concentraciones no solo inhibieron el crecimiento sino que destruyeron las células 

inoculadas, los porcentajes para la línea MCF-7 fueron de -45,5 hasta 67,3, el 

comportamiento del extracto muestra una mayor capacidad de inhibir el crecimiento 

tumoral, y los porcentajes para la línea K-562 fueron de -15,1 y 59,5 con una mayor 
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capacidad para inhibir el crecimiento tumoral, más no así con el cisplatino (Quispe, A. 

Callacondo, D. 2007).Al contrastar los dos estudios se observa que existe relación con 

el presente estudio debido a que el cisplatino muestra una mayor capacidad de inhibir el 

crecimiento tumoral, al encontrarse porcentajes de crecimiento superiores equivalente al 

84,1% frente a la línea celular A549 en relación al extracto. 

 

     Estudios realizados por la Sociedad científia de San Fernando Lima, Perú en 2007, 

que consistía en evaluar el efecto citotóxico de Annona muricata (familia Annonaceae), 

en cultivo de líneas celulares de adenocarcinoma pulmonar y gástrico (H-460, C678),en 

el que se determina que para la línea celular H-460 hay una densidad óptica de 

< 0.00022, y para el fluoracilo de 0.00030, para la línea celular C678 una densidad 

óptica de < 0.00022 y fluoracilo de 0.00013 llegando a la conclusión de que existió un 

efecto citotóxico sobre las líneas celulares por parte del extracto e inclusive superior a la 

del fluoracilo (Quispe, A. Zavala, D. 2007).Tal estudio evidencia la citotoxicidad del 

extracto, a pesar de utilizar un medicamento terapéutico diferente, sin embargo annona 

muricata pertenece a la familia annocaceae, es importante mencionar que el estudio 

realizado no presenta una relación total con la investigación en curso, debido a que la 

misma presenta mayor efecto citotóxico dada por el cisplatino, equivalente al  58,7 %, 

en relación al cisplatino y control negativo. 

 

     Acorde a un estudio realizado en la Sociedad científica de la Universidad Nacional 

de San Marcos Lima-Perú, el cual menciona un estudio del efecto citotóxico in vitro de 

la acetogenina (muricina H) en cultivos de cáncer de pulmón (H460, el estudio 

mencionado demuestra que existe una mayor actividad citotóxica por parte de la 

acetogenina muricin H aislada de Annona muricata, con concentraciones de (0,06 

ug/ml, y 62,5 ug/ml), demostrando que se inhibe el crecimiento de células tumorales, asi 

también la concentración inhibitoria del fluoracilo de 0,46,(Quispe, A. Zavala, D. 

2007).Larelación con la investigación en curso merece mencionar, la presencia de la 

acetogeninas con su efecto citotóxico por parte del extracto del 84,1 % y cisplatino 

58,7%  respectivamente, concentraciones inhibitorias del crecimiento de células 

tumorales. 

 

En Perú, según Callacondo, en 2008| se realizó un estudio para determinar la actividad 

citotóxica del extracto de Gnaphalium spicatum en cultivos de líneas celulares 
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tumorales humanas dentro de las cuales se menciona la línea celular H-460, en este tipo 

de estudio se utilizaron extractos de tallos, hojas, flores, y como fármaco el cisplatino, 

es así que para la línea celular  H-460,  se muesran valores entre 47,7 a 114,3, y 

cisplatino de 0,0004, es así que el extracto supera el efecto citotóxico, por otro lado el 

cisplatino intenta alcanzar el valor dado por el extracto (Callacondo, D. Quispe, A. 

2008). Éste estudio presenta relación alguna, debido a que el cisplatino presenta un 

porcentaje considerable en cuanto a una citotoxicidad del 84,1 %, no obstante el 

porcentaje de muerte celular dado por el extracto es equivalente al 58,7 %. 
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7. CONCLUSIONES 

 

 Se verificó el grado de proliferación celular realizado en medio de cultivo 

RPMI a pH neutro, el ensayo de mediode cultivo + la línea celular de cáncer 

de pulmón A549 (control negativo) presenta una mayor confluencia celular 

equivalente al 78,3 % a las 36 horas, en relación al ensayo de cisplatino 

frente a la línea celular A549con dilución 1:50 equivalente a una confluencia 

celular de 76,9 % a las 36 horas, y una confluencia menor del ensayo entre la 

línea celular A549 y el extracto acuoso con dilución 1:50 equivalente a una 

confluencia celular del 70,7 % a las 36 horas de incubación.  

 

 Se determinó la Viabilidad celular realizada en medio de cultivo RPMI a pH 

neutro, tales resultados demuestran que existe mayor efecto citotóxico por 

parte del concentrado de cisplatino frente a la línea celular de cáncer de 

pulmón (A549) equivalente al 84,1 %, en relación al efecto citotóxico dado 

por parte del extracto acuoso concentrado frente a la línea celular de cáncer 

de pulmón (A549), equivalente al 58,7 %, y un efecto citotóxico aún menor 

observado entre linfocitos humanos y el extracto acuoso concentrado 

equivalente al 32,5 % . 
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8. RECOMENDACIONES 

 

 El presente estudio sea motivo de investigaciones a futuro, debido a que el reino 

vegetal cuenta con infinidad de principios activos a nivel de sus diferentes 

estructuras, en este caso se menciona a la familia Annonaceae, especie: Annona 

cherimola, en la cual se han descubierto principios bioactivos de especial interés 

en el proceso de citotoxicidad a nivel de líneas celulares del cáncer. 

 

 Realizar estudios a nivel de Biología molecular que permitan comprender el 

efecto citotóxico dado por las acetogeninas presentes en Annona cherimola  a 

nivel del material genético de la célula cancerígena. 

 

 Se evalué gradualmente los compuestos activos de Annona cherimola en 

modelos animales, para determinar su efectividad, ya que los resultados de 

citotoxicidad  son aún in vitro, antes de su recomendación a la terapia 

quimioterapéutica.  
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11. ANEXOS 

ANEXO 1 
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ANEXO 2 

CONSERVACIÓN DE LA LÍNEA CELULAR A549 
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ANEXO 3 

 

MEDIO DE CONGELACIÓN 

 

 En un matraz colocar 4 ml de medio RPMI completo  

 5 ml de suero bovino fetal 

 1 ml de DMSO 

CRIOCONGELACIÓN 

 Realizar el contaje de la línea celular que se va a criogenizar. 

 Del soporte tomar 500 ul de células y agregar 500 ul de medio de cultivo de 

congelación 

 Rotular cada criovial y colocarlo en congelación a -20°C 

 A las 24 horas colocar los crioviales en el tanque de nitrógeno líquido, indicando 

con claridad los cuales van a ser ubicados en cada canastilla. 

 Todos los días revisar si la cantidad de nitrógeno líquido está en la cantidad 

correcta.  

DESCONGELACIÓN CELULAR 

 

 Encender cabina de bioseguridad y esterilizar 15 minutos antes de usar, de igual 

manera el abaño maría a 37°C  

 Tener listo el medio de cultivo  RPMI completo e incompleto, el tubo falcón  

 Extraer del tanque de nitrógeno líquido el criovial que deseemos con la cantidad 

conocidas de cel/ml. 

 Incubar durante 1 minuto el criovial a 37°C hasta q esté descongelado. Evitar 

que las células permanezcan demasiado tiempo descongeladas. 

 Añadir las células descongeladas rápidamente a un tubo Falcón y añadir 10 ml 

de medio de cultivo completo para así diluir el DMSO y disminuir su 

toxicidadad. 

 Centrifugar el Falcón a 800 rpm durante 3 minutos para obtener el pellet de 

células en el fondo. 

 Eliminar el sobrenadante con una pipeta Pasteur y dejar el pellet de células. 
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 Resuspender el pellet de células en 4 ml de medio cultivo completo en el caso de 

criovilaes con 1.5 x 106 cel/ml y pipetear suavemente para homogenizar la 

suspensión. 

 Pasar el contenido del tubo a una botella de cultivo el cual ya contiene 8ml de 

medio de cultivo completo y mezclar suavemente. 

 Incubar a 37°C al 5% de CO2. 

 Cambiar el medio de cultivo al día siguiente para eliminar posibles restos de 

DMSO y células muertas. 

ANEXO 4 

PROTOCOLO PARA EL ENSAYO DE CITOXICIDAD CON EXTRACTO 

ACUOSO pH NEUTRO EN LÍNEA CELULAR DE CÁNCER DE PULMÓN 

HUMANO  A549  Y LINFOCITOS HUMANOS 

PREPARACIÓN DE MEDIO DE CULTIVO RPMI COMPLETO PARA pH 

NEUTRO 

1. Atemperar medio de cultivo RPMI completo, Suero bovino fetal,  

penicilina/estreptomicina y anfotericina B. 

2. En un matraz colocar 5 ml de suero bovino fetal 

3. 0,5 ml de penicilina 

4. 0,5 de anfotericina B 

5. 44 ml de RPMI incompleto 

6. Medir el pH con la ayuda del Peachímetro, el cual debe estar en 7,2 a 7,4 

7. Mezclar bien y guardar en refrigeración, rotulado. 
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PREPARACIÓN DE EXTRACTOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES 

EXTRACTO ACUOSO 

Solución concentrada (Extracto 1): Pesar 1 mg de extracto y disolver en 1 ml de 

medio de cultivo completo. 

Solución de extracto 2 (1:10): Tomar 100 ul de la solución 1 de extracto y agregar 900 

ul del medio de cultivo completo. 

Solución de Extracto 3 (1:50): Tomar 20 ul de la solución de extracto 1 y agregar 980 

ul de medio de cultivo completo. 

ANEXO 5  

PREPARACIÓN DE CONTROLES POSITIVOS 

CISPLATINO 

Solución concentrada 1: Se colocan directamente los 25 ul de cisplatino ya preparado 

en concentración de 50 mg/50 ml 

Solución 2: Mezclar 100 ul de la solución concentrada con 900 ul de medio de cultivo 

completo. 

Solución 3: Mezclar 20 ul de la solución concentrada con 980 ul de medio de cultivo 

completo. 

ANEXO 6 

OBTENCIÓN DE LINFOCITOS O CÉLULAS NORMALES  

TÉCNICA DE FICOLL HYPAQUE (técnica de centrifugación por gradiente de 

densidad para separar Células Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP)  de otras 

células de la sangre) 

1. Extraer 5ml de sangre venosa en un tubo tapa verde que contiene heparina. 
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2. Se coloca en un tubo Falcón 4 ml de PBS o solución salina, a este tubo se le 

adiciona 4 ml de sangre heparinizada. 

3. En otro tubo se colocan 4 ml de Reactivo Hystopaque y se le adicionan los 4 ml 

de sangre diluida con la solución de PBS. Este procedimiento se lo debe realizar 

cuidadosamente tratando de incorporar la sangre muy despacio por las paredes 

de tubo  

4. Centrifugar a 2000 rpm durante 15 minutos. 

5. Extraer  1ml de los linfocitos que se encuentran en la interfase es decir en la 

parte media de la separación. Al fondo se encuentran los granulocitos y 

hematíes. Al centro las celulas mononucleares donde están los linfocitos B y T y 

encima se encuentra el plasma. 

6. Una vez colocados los linfocitos en otro tubo falcón, agregarle 1 ml de PBS y 

centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos. 

7. Eliminar el sobrenadante y Resuspender con 2 ml de medio de cultivo RPMI 

completo. 

8. Realizar el contaje de las células con 20 ul de las mismas y 20 ul de azul de 

tripano. 

 

ANEXO 7 

TRIPSINIZACIÓN DE CÉLULAS A549  

1. Eliminar todo el contenido de medio de la botella 

2. Agregar 5 ml de medio de cultivo incompleto, dejar unos minutos y sacar 

completamente 

3. Agregar 2 ml de tripsina al 0,25%, especial para el cultivo, con esto las células 

comienzan a desprenderse. 

4. Mantener moviendo dando golpes suaves a la botella, si no se sueltan las células 

se pueden incubar de 2 a 3 minutos a 37°C. 

5. Sueltas las células, agregar 10 ml de medio RPMI completo, sacar todo ese 

contenido a un tubo falcón y centrifugar 10 minutos a 1500 rpm. 

6. Eliminar el sobrenadante, al fondo queda el pellet de células. 

7. Resuspender este pellet de celulas con 2 ml de medio de cultivo RPMI completo  

8. Contar las células con 20 ul de las mimas y 20 ul de azul de tripano. 
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ANEXO 8 

COLOCACIÓN DE CÉLULAS EN LOS RESPECTIVOS POCILLOS 

PARA COLOCAR LAS CÉLULAS EN CADA POCILLO (CÁLCULOS) 

LÍNEAS CELULARES (Extracto acuoso) 

1. Una vez realizados los contajes de las líneas celulares en el caso del extracto 

acuoso no existe solvente para la disolución del extracto por lo tanto se 

necesitaron 10 500000 cel/pocillo resuspendidas en 500 ul de medio de cultivo 

2. Se coloca los 500 ul del medio con 500.000 células en cada uno y luego se 

añaden los extractos y medicamentos como controles positivos en diferentes 

concentraciones 

3. Se procede a incubar las placas de cultivo en la incubadora de CO2 al 5% y con 

humedad del 98% 

ANEXO 9 

PROLIFERACIÓN CELULAR  

1. Las células que fueron incubadas con los diferentes extractos y medicamentos 

concentrados y diluidos se observaron a las 6, 36 y 72 horas de incubación en el 

microscopio invertido observando la elongación y crecimiento de las mismas. 

2. Posteriormente se contaron las células vivas en la cámara de Neubauer que 

presentaban la forma típica de elongación, la misma que representa la 

confluencia. 

3. De las células vivas contadas se calculó el porcentaje de confluencia para 

evaluar el grado de proliferación. 

4. Realizamos los cálculos siguientes: 

Confluencia = número de células elongadas * 100 dividido para el total de  

células vivas. 
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ANEXO 10 

CONTAJE DE CELULAS CON AZUL DE TRIPANO (VIABILIDAD 

CELULAR) 

1. Se realiza el contaje de las células tanto muertas como vivas para evaluar así de 

esta manera la viabilidad y citotoxicidad celular. 

2. En placas de cultivo de 96 pocillos se colocan 20 ul de cada una de las células 

con los extractos  en las diferentes concentraciones, los medicamentos 

antitumorales, los linfocitos humanos y los controles negativos. 

3. Se deben extraer dichas células de manera mecánica frotando los pocillos donde 

se encuentran incubadas ya que estas células son adherentes y tienden a pegarse 

al fondo 

4. A cada pocillo cargado con células colocar 20 ul de azul de tripano y cargar en 

la cámara de neubauer para su contaje. 

5. Se deben contar los cuatro cuadrantes externos de las esquinas y el valor final se 

lo multiplica por 10, por 1000 y por 2. 

6. Se realiza el mismo procedimiento a las seis horas de su incubación, 12, 24, 48, 

60 y 72 horas. 
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ANEXO 11 
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ANEXO 12) CÁLCULOS CORRESPONDIENTES A LA VIABILIDAD CELULAR 

OBTENIENDO EL PORCENTAJE DE CÉLULAS VIVAS Y MUERTAS. 

A las 6 Horas de Incubación 

 

 

A las 12 Horas de Incubación 
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A las 24 Horas de Incubación 

 

 

 

A las 36 Horas de Incubación 
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A las 48 Horas de Incubación 

 

 

A las 60 Horas de Incubación 
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A las 72 Horas de Incubación 
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ANEXO 13 

GRADO DE PROLIFERACIÓN CELULAR 

 

 FECHA ………….......…HORA:........………RESPONSABLE:….............................. 

 6 HORAS 

 

FECHA ………….......…HORA:........………RESPONSABLE:….............................. 

 

36 HORAS 

 

  

A549 + 

EXTRAC

TO 1 

 

A549 + 

EXTRAC

TO 2 

A549 + 

EXTRAC

TO 3 

A549 + 

CISPLATI

NO 1 

A549 + 

CISPLATI

NO 2 

A549 + 

CISPLATI

NO 3 

Confluenci

a: 

0% 

Confluenci

a: 

0% 

Confluenci

a: 

0% 

Confluencia

: 

0% 

Confluencia

: 

0% 

Confluencia

: 

0% 

A549 + MC 

 

 

Confluenci

a: 

0% 

A549 + 

EXTRAC

TO 1 

 

A549 + 

EXTRAC

TO 2 

A549 + 

EXTRAC

TO 3 

A549 + 

CISPLATI

NO 1 

A549 + 

CISPLATI

NO 2 

A549 + 

CISPLATI

NO 3 

Confluenci

a: 

62,3 % 

Confluenci

a: 

74,0  % 

Confluenci

a: 

70,7  % 

Confluencia

: 

48,5 % 

Confluencia

: 

66,6 % 

Confluencia

: 

76,9 % 

A549 + MC 

 

 

Confluenci

a: 

78,3 % 
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FECHA ………….......…HORA:........………RESPONSABLE:….............................. 

72 HORAS 

 

A549 + 

EXTRAC

TO 1 

 

A549 + 

EXTRAC

TO 2 

A549 + 

EXTRAC

TO 3 

A549 + 

CISPLATI

NO 1 

A549 + 

CISPLATI

NO 2 

A549 + 

CISPLATI

NO 3 

Confluenci

a: 

39 % 

Confluenci

a: 

50 % 

Confluenci

a: 

49,4 % 

Confluencia

: 

14,4  % 

Confluencia

: 

38,8  % 

Confluencia

: 

51,5 % 

A549 + MC 

 

 

Confluenci

a: 

70,2 % 
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ANEXO 14 

 

PRUEBAS DE SIGNIFICANCIA MEDIANTE EL PROGRAMA DE ANÁLISIS 

ESTADÍSTICO (SAS) 

 

EXTRACTO + A549 
 

Adeva 

 

Factor de 
varianza 

G.L. Suma de 
cuadrados 

CMe 
Cuadrado 
medio del 

error 

F calculado  F tabular 

Tratamientos 

 
27 15463.62005 572.72667       22.94 1.72 

Repeticiones 
 

2 36.04192 18.02096       0.72 0.4906 

Error 
Experimental  

54 1323.18301         24.96572   

Error total:  83 16822.84499  -3  

 

R-cuadrado C.V. Raíz MSE Media Resultados 

0.921346 18.30706 4.996571 27.29313 

 

 

 

 

Duncan's 

 

Alpha 0.05 

 

 

 

 

T students 

 

Análisis de variables 

 

Media  F calculado F tabular 

5.5000000 3.33 2.16 
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EXTRACTO + CISPLATINO 

 

ADEVA 

 

Factor de 
varianza 

G.L. Suma de 
cuadrados 

CMe 
Cuadrado 
medio del 

error 

F calculado  F tabular 

Tratamientos 

 
27 31558.72988 1168.84185 38.89 1.72 

Repeticiones 
 

2 253.58310 126.79155 4.22 0.0199 

Error 
Experimental 

54 1623.15690 30.05846   

Error total:  83 33435.46988    

 

R-cuadrado C.V. Raíz MSE Media Resultados 

0.951454 15.75502 5.482560 34.79881 

 

 

 

Duncan's 

 

Alpha 0.05 

 

 

T students 

 

Análisis de variables 

 

Media  F calculado F tabular 

16.3571429 2.62 2.16 
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EXTRACTO + LINFOCITOS 

 

ADEVA 

 

Factor de 
varianza 

G.L. Suma de 
cuadrados 

CMe 
Cuadrado 
medio del 

error 

F calculado  F tabular 

Tratamientos 

 
27 10475.89586 387.99603 35.85 1.72 

Repeticiones 
 

2 24.58167 12.29083 1.14 0.4906 

Error 
Experimental 

54 584.44500 10.82306   

Error total:  83 11084.91952    

 

R-cuadrado C.V. Raíz MSE Media Resultados 

0.947276 17.62190 3.289841 18.66905 
 

 

 

 

 

Duncan's 

 

Alpha 0.05 

 

 

 

 

T students 

 

Análisis de variables 

 

Media  F calculado F tabular 

-6.8285714 -5.50 2.16 
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ANEXO 15 

 

MATERIAL DE EVIDENCIA INVESTIGATIVA 

 

DISECADO DE HOJAS DE Annona cherimola 

 

 
 

 
 

 

TRITURADO DE HOJAS DE Annona cherimola 
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PROCEDIMIENTO DE PIPETEO POR TRIPLICADO PARA EXTRACTO, 

CISPLATINO Y LINFOCITOS 

 

 

 
 

 
 

TRIPSINIZACIÓN DE CÉLULAS  
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SEPARACIÓN DE LINFOCITOS HUMANOS: TÉCNICA DE FICOLL 

HYPAQUE 

 
CONTAJE CELULAR EN CÁMARA DE NEUBAUER  
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OBSERVACIÓN DE CÉLULAS A549 EN MICROSCOPIO DE INVERSIÓN 

 

 

 
 

 

OBSERVACIÓN DE CÉLULAS A4549 CON AZUL DE TRIPANO 

(CITOTOXICIDAD CELULAR) 

 

 
 

OBSERVACIÓN DE LINFOCITOS 
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PROLIFERACIÓN CELULAR: CONFLUENCIA 
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