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1. TÍTULO 

 

EFECTO CITOTÓXICO DEL EXTRACTO CLOROFÓRMICO 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. 

 

     En el mundo el cáncer de pulmón y las muertes relacionadas con el mismo se han 

incrementado en proporciones epidémicas, especialmente en aquellos países como los 

asiáticos, en correlación muy estrecha con un crecimiento sostenido y significativo del 

tabaquismo. La estimación mundial de muertes anuales por cáncer de pulmón es de 

alrededor de un millón de personas (Chimondeguy D, 2010). 

     Ante este problema de salud pública esta  investigación  tiene como objetivo 

determinar el efecto citotòxico del extracto clorofórmico de las hojas de Annona 

cherimola en una línea celular de cáncer de pulmón en un medio de  cultivo  con pH 

neutro aplicando un modelo de estudio de tipo Experimental – Prospectivo , el mismo 

que se lo realizó en la ciudad de Loja, en los laboratorios de Centro de Biotecnología de 

la Universidad Nacional de Loja empleando  métodos estadísticos y técnicas  

establecidas  para determinar viabilidad  y proliferación celular , se efectuó la 

preparación del medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) completo  

con pH neutro utilizado en el cultivo de células y cultivo de tejidos, de igual forma  se 

realizó  la preparación del extracto clorofórmico en diferentes concentraciones para 

evaluar su efecto  (concentrado, 1:10 y  1:50),  obteniendo los siguientes  resultados  

como: el extracto concentrado que presentó mayor citotoxicidad de 70.9 % de células  

A549 a diferencia de los extractos diluidos 1:10 y 1:50 que presentaron menor efecto 

citotòxico de 61.5 % y 36.3% respectivamente. 

 

 

Palabras clave: Annona cherimola,  viabilidad, proliferación, citotoxicidad, células 

A549, pH, extracto, tabaquismo, RPMI. 
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SUMMARY 

 

     In the world of lung cancer and deaths related to it they have increased to epidemic 

proportions, especially in Asian countries like, in close correlation with sustained and 

significant growth of smoking. The global estimate of annual deaths from lung cancer is 

about one million people. 

     Faced with this public health problem this study aims to determine the cytotoxic 

effect of chloroform extract from the leaves of Annona cherimola in a cell line of lung 

cancer in a culture medium with neutral pH using a model of experimental study - 

Prospective , the same as it did in the city of Loja, in the laboratories of the 

Biotechnology Center of the National University of Loja established using statistical 

techniques to determine cell viability and proliferation methods and the preparation of 

the culture medium was carried Roswell Park Memorial Institute (RPMI) complete with 

neutral pH used in cell culture and tissue culture, similarly chloroform extract 

preparation was performed in varying concentrations to evaluate their effect 

(concentrate, 1:10 and 1:50), obtaining results as follows: the concentrated extract 

showed higher cytotoxicity of 70.9% of A549 cells unlike extracts diluted 1:10 and 1:50 

that showed less cytotoxic effect of 61.5% and 36.3% respectively. 

 

 

 

Keywords: Annona cherimola, viability, proliferation, cytotoxicity, A549 cells, pH, 

abstract, smoking, RPMI. 
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3. INTRODUCCIÓN. 

 

     El cáncer pulmonar hoy en día es una de las  la principales causas de muerte 

alrededor del mundo. Anualmente se diagnostican 2 millones de casos nuevos, y 

mueren 1.1 millones de individuos alrededor del mundo. El cigarrillo es el factor 

principal causante del cáncer pulmonar, aunque se espera que el 10% de fumadores lo 

desarrollen. Se requieren pues de factores genéticos, dietarios, ambientales para 

desarrollar tal evento. A diferencia de otros tumores, el de pulmón usualmente se 

diagnóstica en una etapa tardía de la historia natural, lo que explica el pronóstico pobre 

(Paz J, 2006). 

      La incidencia de cáncer de pulmón ha crecido a lo largo del siglo XX como 

consecuencia del hábito de fumar. En un mundo sin tabaco el cáncer de pulmón sería 

una enfermedad excepcional. Nueve de cada diez casos de cáncer de pulmón se deben al 

tabaco, aunque en ocasiones, puede presentarse en no fumadores. La mejor forma de 

prevenir el cáncer de pulmón es dejar de fumar o no empezar a fumar nunca (Euguino 

A, Fernadez B, Garcia G, Garcia J , 2005). 

     A nivel mundial el índice de casos es de 1,4 millones de casos. En el año 2006  en 

Europa se estimó alrededor de  236.000 muertes relacionadas con  cáncer de pulmón, 

172.000 muertes entre los hombres, representando el 26,3 % del total de muertes por 

cáncer y 64.000 muertes entre las mujeres que corresponde  al 12,5 % del total de 

muertes por cáncer (Rubio A, Raviña A. 2009). 

     En España el número de casos de cáncer de pulmón ha venido aumentando de modo 

permanente con mayor incidencia en  hombres, estimándose que cada año se 

diagnostican alrededor de 20.000 casos nuevos representando un 12% de todos los 

cánceres. Según datos del Instituto Nacional de Estadística (INE), en España el cáncer 

de pulmón  es una patología que se encuentra en aumento, y cuenta con una mortalidad 

más elevada por enfermedades oncológicas (Jiménez A, 2011). 

      En Ecuador para el año 2006, los tumores malignos fueron la tercera causa de 

muerte después de las enfermedades del sistema circulatorio y causas externas de 

morbilidad y mortalidad. Su incidencia  es mucho menor a diferencia de otros países, 
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dando  así que 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 (Cueva, P. 2013). 

     Entre los años  2013 a 2014 en la ciudad de Loja se han registrado una disminución 

de casos de cáncer de pulmón encontrando 6 casos en mujeres  y 5 hombres dando un 

total de 11 casos según el registro de tumores de SOLCA Núcleo de Loja del año 2014 

(Solca, 2014). 

     En la actualidad se han logrado grandes avances en cuanto al tratamiento y 

diagnóstico de cáncer de pulmón desarrollando  nuevas terapias  más específicas y con 

menor toxicidad.  Uno de los grandes avances, es el hallazgo de la actividad que 

presenta   la Annona cherimola (chirimoya), un árbol tropical originario del país de Perú 

y Ecuador que tiene mucha acogida en la medicina tradicional. 

     Esta planta posee diversos compuestos naturales de interés biológico tales como 

alcaloides y acetogeninas las mismas que tienen una  acción directa sobre la membrana 

de las células cancerosas destruyéndolas en forma selectiva  sin causar daño evidente en  

células y tejidos sanos, además  contiene otros componentes que actúan a nivel 

enzimático y molecular y que han mostrado citotoxicidad frente a las líneas tumorales 

humanas como A-549 (carcinoma de pulmón), MCF-7 (carcinoma de mama) entre 

otros, demostrando así excepcionales beneficios los mismos que pueden ser aplicados  

en el   tratamiento  contra el  cáncer (Quispe A. Riva D. Rojas J.  Zavala D. Margarita 

C. Rivera P. Abraham J. Vaisberg W,  2009).    

 

     Es por ello que el objetivo de la presente investigación es evaluar y demostrar si 

existe   actividad citotóxica del extracto clorofórmico obtenido de las hojas de la 

Annona cherimola frente al cultivo de  línea celular de cáncer de pulmón humano (A-

549) con pH neutro, esperando obtener resultados satisfactorios,  los mismos que 

pueden   beneficiar  y aportar  al  mejoramiento de  la calidad de vida de la población en 

general que padecen de este mal. 

     En esta investigación se aplicó un  tipo de estudio  Experimental – Prospectivo,  el 

mismo que se lo realizó  en los laboratorios de Centro de Biotecnología de la 

Universidad Nacional de Loja empleando protocolos establecidos para determinar: 

viabilidad y proliferación celular, realizar la  preparación del medio de cultivo Roswell 
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Park Memorial Institute (RPMI) completo con  pH neutro y preparación del extracto 

clorofórmico en diferentes concentraciones (concentrado, 1:10 y  1:50)  obteniendo 

resultados  variables tales que el extracto concentrado presento mayor citotoxicidad de 

70.9 % de células A-549 a diferencia de los extractos diluidos (1:10 y 1:50) que 

presentaron menor efecto citotòxico de 61.5 % y 36.3% respectivamente. 
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4. REVISIÓN DE LITERATURA. 

 

4.1 Cáncer de Pulmón: 

     El cáncer de pulmón es un tumor maligno que se desarrolla a partir de células 

pulmonares y bronquiales el cual consiste en un crecimiento descontrolado con una 

diseminación de células anormales en el organismo que dañan tejidos y órganos. 

Cuando algunos de estos agentes, denominados carcinógenos por ejemplo las sustancias 

que contiene el tabaco como la nicotina actúan sobre el organismo producen un daño a 

la célula sana (Álvarez G. Villegas A. 2005). 

4.1.1 Factores de riesgo: 

 

     Un factor de riesgo es cualquier cosa que aumente las probabilidades que tiene una 

persona de contraer una enfermedad como el cáncer del pulmón. Algunos factores de 

riesgo, como el fumar, se pueden controlar, mientras que otros, tales como la edad de la 

persona, no se pueden cambiar. Fumar es el factor de riesgo principal del cáncer del 

pulmón. Se cree que más de 8 de cada 10 cánceres de pulmón son consecuencia del 

fumar. Mientras más tiempo haya fumado una persona, y más cajetillas diarias hayan 

fumado, mayor es el riesgo de contraer la enfermedad (James A, 2001). 

4.2 Medicina tradicional: 

     La medicina tradicional es una parte importante y con frecuencia subestimada de los 

servicios de salud. En algunos países, la medicina tradicional o medicina no 

convencional suele denominarse medicina complementaria. Históricamente, la medicina 

tradicional se ha utilizado para mantener la salud, y prevenir y tratar enfermedades, en 

particular enfermedades crónicas. La medicina tradicional tiene una larga historia. Es la 

suma total de los conocimientos, capacidades y prácticas basados en las teorías, 

creencias y experiencias propias de diferentes culturas, bien sean explicables o no, 

utilizadas para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades 

físicas y mentales (OMS, 2013). 
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4.3 Plantas medicinales: 

     La OMS define a las plantas medicinales como cualquier especie vegetal que 

contiene sustancias que pueden ser empleadas para propósitos terapéuticos o cuyos 

principios activos pueden servir de precursores para la síntesis de nuevos fármacos 

(OMS, 2013).  

     Muchos de los remedios tradicionales son fabricados a partir de poblaciones 

silvestres cuyo contenido químico puede variar debido a razones genéticas o 

ambientales (OMS, 2013). 

      El potencial de las plantas para curar la enfermedad es conocido desde siempre en 

todas las sociedades y este conocimiento ha sido aplicado en la medicina tradicional 

(Schlaepfer L, 2015). 

     Las plantas medicinales también tienen importantes aplicaciones en la medicina 

moderna en tanto que son fuente directa de agentes terapéuticos y/o materia prima para 

la obtención de medicamentos sintéticos más complejos (Schlaepfer L, 2015). 

4.3.1 Importancia de las plantas medicinales: 

     Las plantas medicinales son importantes para la investigación farmacológica y el 

desarrollo de medicamentos, no solo cuando los constituyentes de plantas se usan 

directamente como agentes terapéuticos sino también como materiales de base para la 

síntesis de los medicamentos o como modelos para compuestos farmacológicamente 

activos. (Lopez M , 2012). 

     Por consiguiente, la reglamentación de la explotación y la exportación, junto con la 

cooperación y la coordinación internacionales, son esenciales para su conservación a fin 

de asegurar su disponibilidad para el futuro (Lopez M , 2012). 

4.4 Fitofármacos: 

     La Organización Mundial de la Salud (OMS), define a los fitofármacos, como: 

productos obtenidos por procesos tecnológicamente adecuados, empleando 

exclusivamente materias primas vegetales, con finalidad profiláctica, curativa, o para 

fines de diagnóstico  (Amaya R, 2013). 
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     La aplicación de los fitofármacos debe efectuarse sobre una base científica, para ello 

se han establecido pautas a seguir en la evaluación de los mismos, que permite la 

homogenización de los estudios en el mundo, de manera que la calidad de los productos 

elaborados sean confiables (Amaya R, 2013). 

4.5 Cisplatino: 

     Es un agente antitumoral que contiene platino, utilizado  en un amplio rango de 

tumores malignos. Tiene como función actuar   inhibiendo la síntesis de ADN en varias 

células.  Se cree que mata a las células en todas las etapas del cicló celular (Vardaro A, 

2011). 

     El cisplatino además posee  propiedades inmunosupresoras, radiosensibilizantes 

entre otras. Puede ser administrado en  pacientes que ya no responden a tratamiento 

local, como cirugía, y radioterapia  (Vardaro A, 2011). 

4.6 Principio activo: 

     Sustancia química responsable de la actividad farmacológica y del uso terapéutico de 

una droga. Una droga puede contener varios principios activos (Arana G, 2014). 

     La investigación científica ha permitido descubrir una variada gama de principios 

activos, de los cuales los más importantes desde el punto de vista de la salud, son los 

aceites esenciales, los alcaloides, los glucósidos entre otros (Arana G, 2014). 

4.7 Acetogeninas: 

     Las acetogeninas  (ACG) son metabolitos secundarios aislados exclusivamente de 

plantas de especie de la familia Annonaceae, presentes en raíces hojas y semillas y 

presentan una extensa gama de actividades biológicas: antitumoral, citotóxica, 

antimicrobiana, antiprotozoaria entre otras. Las acetogeninas afectan a producción de 

adenosin trifosfato (ATP) en la mitocondria (Flores L. Mesa V, 2010). 

4.8 Annona cherimola: 

 

     El chirimoyo (Annona cherimola) es una de las muchas especies frutales en el género 

Annona (familia Annonaceae). El nombre chirimoya parece derivarse de „chirimuya‟ 

que en Quechua significa „semilla fría‟. Esto se refiere a la región andina donde está 
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presente esta especie, que es relativamente fría comparada con las regiones donde están 

presentes el resto de las especies de Annona (Renata J. 2007). 

4.8.1 Taxonomía y morfología: 

 

Familia: Annonaceae.  

Género: Annona  

Especie: Annona cherimola  (Renata J. 2007). 

4.8.2 Origen: 

 

     La Annona cherimola es un árbol tropical originario del Perú y Ecuador, que es 

usado en la medicina tradicional como insecticida y antiparasitario. Tiene un fruto 

conocido en nuestro medio como “chirimoya” habiendo sido cultivado desde los 

tiempos de los incas (Quispe A. Riva D. Rojas J.  Zavala D. Rivera M. Abraham J, 

2009). 

4.8.3 Usos y beneficios: 

 

     La decocción de estas semillas, especialmente de aquellas especies que se 

encontraban sembradas a mayor altitud; servía para la eliminación de ectoparásitos 

generalmente ubicados en el cuero cabelludo (Renata J. 2007). 

     También se reporta que la semilla machacada era utilizada para eliminar “chinches”, 

sin embargo, el manejo debe ser cuidadoso ya que algunos de los alcaloides presentes 

en las semillas son tóxicos y afectan seriamente los ojos. Por otra parte, el aceite que se 

extrae de las semillas amarillo y sin olor, a pesar de no ser apto para el consumo 

humano, es utilizado en la fabricación de jabones y lubricantes (Renata J. 2007). 

4.8.4 Actividad Citotóxica: 

 

     La Annona Cherimola han mostrado citotoxicidad frente a las líneas tumorales 

humanas A-549 (carcinoma de pulmón), MCF-7 (carcinoma de mama), HT-29 

(adenocarcinoma de colon), A498 (carcinoma renal), PC-3 (adenocarcinoma de 



  

11 
 

próstata), y MIA PaCa-2 (carcinoma de páncreas) (Quispe A. Riva D. Rojas J.  Zavala 

D. Rivera M. Abraham J, 2009). 

4.8.5 Aplicación Médica: 

 

     En su totalidad el árbol de guanábana es utilizado en la medicina natural en los 

trópicos; inclusive la corteza, las hojas, las raíces, las flores, las semillas y la fruta. Las 

propiedades y los usos diferentes son atribuidos a las partes diferentes del árbol. 

Generalmente el jugo de fruta se toma para expulsar parásitos, para calmar la fiebre, 

para aumentar la leche materna; la corteza, las hojas y las raíces se consideran sedante, 

antipasmódica, hipertensiva y nerviosa, el cocimiento de sus hojas se usa contra la tos, 

catarros y en fomentos contra inflamaciones (Aguirre P. Parra M. Quinaloa G, 2003). 

 

4.9 Extracto: 

 

     Mezcla compleja, con multitud de compuestos químicos, obtenible por procesos 

físicos, químicos, y microbiológicos a partir de una fuente natural y utilizable en 

cualquier campo de la tecnología. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) el 

25% de los fármacos comercializados actualmente son de origen vegetal y un 25 

%contiene principios vegetales modificados químicamente (Pardo J,  2002). 

4.9.1 Extracto Clorofórmico:  

 

     Sustancia que se obtiene a partir del secado de hojas por medio de la trituración, 

rotoevaporacion al vacío, centrifugación y filtración (ONSALUS, 2015). 

4.9.2 Métodos de obtención del extracto clorofórmico: 

 

• Secar el material  vegetal, a temperatura ambiente.  

• Luego, triturar y colocar en un dedal de un equipo soxhlet de extracción continua 

(80 g de planta y 750  ml de  disolvente cloroformo. La extracción se realiza 

durante 8 a 16 horas, de forma sucesiva sobre el mismo material vegetal.  

• La solución obtenida concentrar a extracto seco con la utilización de un 

rotoevaporador al vacío, calculando su rendimiento por gravimetría. 
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• Guardar en desecadora hasta el momento de efectuar su evaluación biológica. 

(Guerrero J, 2006). 

 

4.10 pH: 

      El pH puede definirse como una medida que expresa el grado de acidez o basicidad 

de una solución en una escala que varía entre 0 y 14. La acidez aumenta cuando el pH 

disminuye. Una solución con un pH menor a 7 se dice que es ácida, mientras que si es 

mayor a 7 se clasifica como básica. Una solución con pH 7 será neutra (Goyenola G, 

2007). 

 

4.11 Cultivo Celular: 

 

     El cultivo celular se refiere al mantenimiento  o crecimiento in vitro de células, 

tejidos u órganos de origen animal o vegetal preservando al máximo sus propiedades 

fisiológicas, bioquímicas y genéticas. El procedimiento consiste en liberar las células 

del tejido original y llevarlas a un ambiente artificial que permita su crecimiento, 

multiplicación y mantenimiento del metabolismo, de una manera controlada (Castaño 

M. Zapata J, 2010). 

 

4.12 Líneas celulares: 

 

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

repetidamente. Pueden subdividirse en:  

 Diploides: se originan de un tejido normal y continúan normales a medida que se 

cultivan. 

 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 M. Zapata J, 2010). 
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4.13 Obtención de Células  Linfoides: 

 

     Existe  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 lo  utiliza para la obtención de linfocitos  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). 

 

4.14 Factores Básicos para la supervivencia celular: 

 

 Gases (oxigeno) 

 Dióxido de carbono 

 Iones orgánicos 

 Agua 

 Carbohidratos 

 Aminoácidos 

 L- Glutamina 

 Vitaminas 

 Suero 

 Antibióticos y antimicóticos (Castaño M. Zapata J, 2010). 

 

4.15 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 (Castaño M. Zapata J, 2010). 
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4.15.1 Clasificación de los medios de cultivo: 

 

4.15.2 Medio esencial mínimo (MEM): 

 

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

soluciones salinas balanceadas (SSB), aminoácidos, vitaminas; a partir de estos se 

separan los otros tipos de medios (Castaño M. Zapata J, 2010). 

4.15.3 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 (Castaño M. Zapata J, 2010). 

4.15.4 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; y segundo la naturaleza o propósito del cultivo, tiempo de 

supervivencia, crecimiento y utilización (Castaño M. Zapata J, 2010). 

4.16 Criopreservación: 

     Una aspecto  interesante que presentan los cultivos celulares es la de poder 

conservarlos 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 reactivos, dinero y tiempo (Castaño M. Zapata J, 2010). 

     Este procedimiento es útil, además, para resolver la perdida por contaminación, 

minimizar los cambios genéticos en líneas celulares continuas y evitar el envejecimiento 

y posible transformación o la perdida de las funciones originales de las células. 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 
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contribuye probablemente a mantener la integridad conservando la concentración 

intracelular de proteínas en las células permeabilizadas (Castaño M. Zapata J, 2010). 

4.17 Viabilidad celular: 

     En un  cultivo es posible conocer el porcentaje de células viables luego de  un 

determinado estímulo o tratamiento, esto  se puede realizar gracias a la tinción de azul 

de tripano en células que se introduce en la membrana  tiñéndolas de azul cuando ésta 

no es viable, caso contrario se consideran células viables cuando se van a mostrar como 

puntos blancos en la cámara de Neubauer (Cultek, 2010). 

4.18 Proliferación Celular: 

     La proliferación celular participa en numerosos procesos fisiológicos y patológicos 

como el crecimiento, la reparación, hipertrofia, hipertermia y el desarrollo de tumores. 

Las células en proceso de proliferación pasan por lo que se conoce como ciclo celular 

durante el cual las células replican todos sus componentes y se dividen en dos células 

hijas idénticas  (Rang H. Dale M. Ritter M. Flower R, 2006). 
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5. MÉTODOS, TÉCNICAS Y PROCEDIMIENTOS DEL ANÁLISIS. 

 

Tipo de investigación  

 El estudio se realizó a través de un diseño experimental de tipo prospectivo. 

Área de estudio 

 La presente investigación se llevó a cabo en los laboratorios  del Centro de 

Biotecnología de la Universidad Nacional de Loja. 

 

 Técnicas y procedimientos 

Fase pre-analítica 

 Oficio dirigido al director del proyecto  que permita ser parte del presente 

proyecto de Investigación       (ANEXO 1) 

 Mantenimiento de la Línea Celular A- 549 (ANEXO 2)   

Mantenimiento celular: (ANEXO 3) 

 Medio de Congelación. 

 Criocongelación. 

 Descongelación celular.  

Fase analítica 

En el presente proyecto se efectuó la: 

 Preparación de medios de cultivo RPMI a pH neutro y del extracto 

clorofórmico 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) 
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 Colocación de  células en cada pocillo por cálculo para  extracto 

clorofórmico (ANEXO 8) 

 

Determinación de viabilidad celular: para ello se usó el colorante azul de tripano, en 

donde primero se realizó  una suspensión que permitirá diferenciar las células vivas de 

las células muertas. Se contó  el número de células presentes en cada campo visual. 

(ANEXO 9). 

Determinación de la proliferación celular: se realizaron dos cultivos con pH neutro, 

el primero que permitirá el crecimiento de células tumorales en medios de cultivo, el 

cual contará con los nutrientes necesarios para favorecer el crecimiento de la línea 

celular, mientras que en el segundo cultivo se colocó la línea celular tumoral  y el 

extracto clorofórmico. Finalmente se incubaron los cultivos a 37°C en la cámara de CO2 

al 5%  (ANEXO 10). 

Controles Negativos y Controles positivos. 

Control positivo: 

-  Medio de cultivo más línea celular de cáncer  de pulmón  más el fármaco 

(Cisplatino) que es el de elección para este tipo de cáncer a nivel local.  

 

Control negativo: 

- Medio de cultivo más línea celular de cáncer de pulmón (A–549). 

Control Guía: 

- Medio de cultivo más la línea celular de cáncer de pulmón y Dimetil sulfoxido  

(DMSO) al  10%. 

Fase Post-analítica 

 Certificado de haber realizado los ensayos de campo correspondiente en los 

laboratorios de Investigaciones del centro de Biotecnología de la UNL. 

(ANEXO 11) 
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 Realización de los cálculos correspondientes a la Viabilidad Celular obteniendo 

el porcentaje de células vivas y muertas (ANEXO 12) 

 Realización de  los cálculos correspondientes a la Proliferación Celular 

obteniendo el porcentaje de células elongadas en relación a las células vivas lo 

que se conoce como Confluencia. (ANEXO 13) 

 

 Se realizó el análisis estadístico mediante un programa denominado Sistemas de 

Análisis Estadístico (S.A.S), utilizando tres métodos como la prueba de  

ADEVA que nos sirve para conocer si existe diferencias significativas entre 

tratamientos de una manera general, en caso de haber diferencias entonces 

aplicamos las pruebas de DUNCAN son complementarias al Adeva y nos sirven 

para determinar diferencias significativas entre tratamientos en forma individua. 

Además utilizamos las pruebas  de T- STUDENT que son similares a las 

pruebas de Duncan pero se la aplica a todo un ensayo y buscan la  diferencia 

entre las medias y las analiza por grupos entre los mejores. (ANEXO 14). 

Descripción gráfica.  (ANEXO 15). 

 

 

 

 

 

 

  



  

19 
 

6. RESULTADOS: 

PROLIFERACIÓN CELULAR.- Determinar el grado de proliferación celular de 

acuerdo al grado de concentración del extracto clorofórmico con pH neutro. 

PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS  A-549 CON  EXTRACTO 

CLOROFÓRMICO EN MEDIO DE CULTIVO A pH NEUTRO 

Horas  6 36 72 

Concentrado   

(extracto) 

0% 71% 32.4% 

Dilución 1:10   

(extracto) 

0% 74.2% 17.8% 

Dilución 1:50   

(extracto) 

0% 73.2% 13.0% 

 

GRÁFICO # 1 

 

Autor: Luis Gustavo Riofrío Gaona 

Fuente: Ensayo realizado en el laboratorio de cultivo de células de la Universidad Nacional de 

Loja. 

*Línea celular  de cáncer de pulmón humano. 

**Medio RPMI 1640. 

      *** pH neutro. 

En el  gráfico número 1  se determinó  un grado de proliferación  de 0% a las 6 horas,  71 % a 

las 36 horas   y 32.4 % a las 72 horas en medio de cultivo con extracto concentrado. En el 

cultivo con dilución 1:10 la proliferación fue de 0% a las 6 horas, 74.2 % a las 36  horas y 

17.8% a las 72 horas de incubación. Así mismo el cultivo con dilución 1:50 presentó una 

proliferación de  0%  a las 6 horas, 73.2 % a las 36 horas y 13% a las 72 horas  de incubación. 

Demostrando que existe una proliferación mayor a las 36 horas y disminuye a las 72 horas. 
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PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS  A-549 CON EL CISPLATINO EN MEDIO 

DE CULTIVO* A pH NEUTRO** 

         

               GRÀFICO # 2 

 

Autor: Luis Gustavo Riofrío Gaona 

Fuente: Ensayo realizado en el laboratorio de cultivo de células de la Universidad Nacional de 

Loja. 

*Línea celular  de cáncer de pulmón humano. 

**Medio RPMI 1640. 

      *** pH neutro. 

En el  gráfico número 2  se determinó  un grado de proliferación de 0% a las 6 horas,  67 % a las 

36 horas   y 16.9 % a las72 horas en el cultivo con cisplatino concentrado. En el cultivo con la 

dilución 1:10 la proliferación  fue de 0%  a las 6 horas,  72.2 % a las 36  horas y 24.2 % a las 72 

horas de incubación. Así mismo el cultivo con dilución 1:50 se produjo una proliferación  de  

0%  a las 6 horas, 63.4 % a las 36 horas y 16.9 % a las 72 horas  de incubación demostrando que 

existe un grado de proliferación mayor a las 36 horas y disminuye a las 72 horas. 
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TIEMPO (horas ) 

CÉLULAS  A-549 FRENTE AL CISPLATINO CONCENTRADO Y DILUIDO EN MEDIO DE 
CULTIVO* A pH NEUTRO** 

CONCENTRADO DILUCION 1:10 DILUCION 1:50

Horas  6  36 72 

Concentrado   (cisplatino) 0%  67% 16.9% 

Dilución 1:10   

(cisplatino) 

0% 72.2% 24.2% 

Dilución 1:50   

(cisplatino) 

0% 63.4% 18.4% 
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PROLIFERACIÓN  DE  CÉLULAS  A-549  EN MEDIO DE CULTIVO* A pH 

NEUTRO** Y EN SOLVENTE DIMETIL SULFOXIDO  (DMSO). 

Horas 6 36 72 

Solvente DMSO 0% 92.5% 71.4% 

Control  negativo 0% 94.4% 76.2% 

 

                 GRÀFICO # 3 

 

Autor: Luis Gustavo Riofrío Gaona 

Fuente: Ensayo realizado en el laboratorio de cultivo de células de la Universidad Nacional de 

Loja. 

*Línea celular  de cáncer de pulmón humano. 

**Medio RPMI 1640. 

      *** pH neutro. 

En el gráfico número  3 se determinó un grado proliferación  de 0% a las 6 horas tanto para el 

solvente como para el control negativo. De igual manera a las 36 horas  se observó  una 

proliferación  mucho mayor de 94 .4 % para el control negativo y 92.5 % para el solvente. A las  

72 horas de incubación el grado de proliferación  fue mucho menor tanto para  el solvente que 

presentó un  71.4% que  para el control negativo  presentando  un 76.2 % de proliferación. 
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VIABILIDAD CELULAR: del  cultivo de la línea celular  tumoral de cáncer de 

pulmón en   extracto clorofórmico con un pH neutro. 

CÉLULAS A-549 FRENTE AL EXTRACTO CLOROFÓRMICO DE HOJAS DE 

ANNONA CHERIMOLA EN UN MEDIO DE CULTIVO *** A pH NEUTRO***. 

 

Horas 

 

Concentrado 

 

Dilución 

1:10 

 

Dilución  

1:50 

 

Control 

negativo 

6 8.5% 7.7% 6.8% 1.9% 

12 6.5% 9.9% 6.9% 7.4% 

24 16.1% 16.2% 16.0% 10.6% 

36 20.0% 21.5% 20.7% 5.9% 

48 50.3% 45.0% 36.7% 16.3% 

60 49.5% 45.0% 29.3% 16.3% 

72 70.9% 61.5% 36.3% 21.7% 

 

GRÁFICO # 4

 

 

Autor: Luis Gustavo Riofrío Gaona 

Fuente: Ensayo realizado en el laboratorio de cultivo de células de la Universidad Nacional de 
Loja. 

*Línea celular  de cáncer de pulmón humano. 

**Medio RPMI 1640. 

*** pH neutro. 
En el gráfico número 4 podemos observar que el cultivo con extracto concentrado presentó 

mayor grado de muerte celular de 79.9 %, seguido del extracto diluido 1:10  que presento un 

61.5 % y en último lugar  el extracto diluido 1:50  que presentó un porcentaje menor de 36.3 % 

luego de 72 horas de incubación 
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CÉLULAS A-549 CON EL CISPLATINO EN UN MEDIO DE CULTIVO *** A pH 

NEUTRO*** 

Horas Concentrado   Dilución  

1:10 

Dilución 

1:50 

Control negativo 

6 10.0% 10.5% 9.5% 1.9% 

12 18.0% 16.8% 9.3% 7.4% 

24 24.6% 15.4% 18.8% 10.6% 

36 35.5% 24.8% 32.5% 5.9% 

48 81.9% 48.9% 41.3% 16.3% 

60 77% 52.4% 47.9% 16.3% 

72 83.9% 72% 70% 21.7% 

 

GRÁFICO # 5 

 

Autor: Luis Gustavo Riofrío Gaona 

Fuente: Ensayo realizado en el laboratorio de cultivo de células de la Universidad Nacional de 

Loja. 

*Línea celular  de cáncer de pulmón humano. 

**Medio RPMI 1640. 

*** pH neutro. 

El gráfico número 5 demuestra que el cultivo  de células A-549 frente al cisplatino  concentrado 

produce una muerte celular de 83.9% seguido del cisplatino  diluido 1:10 con un 72 % y el 

cisplatino con dilución 1:50 presentando un 70%  luego de 72 horas de incubación siendo el   

cisplatino  concentrado el que produce mayor citotoxicidad.  
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CULTIVO DE CÉLULAS NORMALES (LINFOCITOS) FRENTE AL 

EXTRACTO CLOROFÓRMICO EN MEDIO DE CULTIVO A pH NEUTRO. 

Horas Concentrado Dilución 1:10 Dilución 1:50 

6 10.4% 4.5% 1.4% 

12 9.4% 8.7% 10.1% 

24 34.6% 19.1% 21.7% 

36 56.2% 15.0% 9.9% 

48 77.0% 31.4% 9.3% 

60 74.9% 34.2% 13.7% 

72 78% 32.0% 14.3% 

 

GRÁFICO # 6 

 

Autor: Luis Gustavo Riofrío Gaona 

Fuente: Ensayo realizado en el laboratorio de cultivo de células de la Universidad Nacional de 

Loja. 

*Línea celular  de cáncer de pulmón humano. 

**Medio RPMI 1640. 

*** pH neutro. 

En el gráfico número 6 se observa que el extracto clorofórmico concentrado produce un mayor 

grado de muerte celular  con un 78 % produciendo una mayor citotoxicidad en relación al 

extracto diluido  1:10 y 1:50  con  porcentajes de 32 % y 14.3  % respectivamente luego de un 

periodo de incubación de 72 horas. 
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COMPARACIÓN DEL EFECTO CITOTÓXICO DEL EXTRACTO 

CLOROFÒRMICO Y ANTITUMORAL (CONCENTRADOS) SOBRE LA 

LÍNEA CELULAR A-549  EN MEDIO DE  CULTIVO A pH NEUTRO. 

 

           GRÁFICO  # 7 

 

Autor: Luis Gustavo Riofrio Gaona 

Fuente: Ensayo realizado en el laboratorio de cultivo de células de la Universidad Nacional de 

Loja. 

*Línea celular  de cáncer de pulmón humano. 

**Medio RPMI 1640. 

*** pH neutro.  

En el  gráfico número 7 podemos observar que el extracto  produce una muerte celular   de 79.9 

% sobre las células tumorales siendo relativamente menor   en comparación con la producida 

por el medicamento cisplatino que es de 83.9 %. 
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COMPARACIÓN DEL EFECTO CITOTÓXICO DEL EXTRACTO CLOROFÓRMICO Y 
ANTITUMORAL (CONCENTRADOS) FRENTE A  LA LINEA CELULAR A-549 

 
 

Extracto Cisplatino Control negativo

Horas 6 12 24 36 48 60 72 

Extracto (Concentrado) 8,5% 6,5% 16,1% 20% 50,3% 49,5% 70,9% 

Cisplatino(concentrado) 10% 18% 24,6% 35,5% 81.9% 77% 83.9% 

Control negativo      

1.9%     

7,4% 10,6% 5,9% 16,3% 16,3% 16,3% 
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       7.- DISCUSIÓN: 

 

           La presente investigación se realizó  en los laboratorios del centro de  

Biotecnología de la Universidad Nacional de Loja, con la finalidad de evaluar el efecto 

citotóxico del extracto clorofórmico  de las hojas de Annona cherimola frente a la  línea 

celular de cáncer de pulmón humano en un medio de cultivo con pH neutro. Los  

resultados obtenidos   demuestran que existe un efecto citotóxico en medio de cultivo 

RPMI a pH de neutro. La capacidad citotóxica del extracto clorofórmico a las 72 horas 

(periodo de tiempo en el que hubo mayor muerte celular) alcanzó  un porcentaje de 

70,9% de citotoxicidad, a diferencia  del medicamento cisplatino usado como control 

positivo que presentó un  efecto relativamente superior de 83.9% de citotoxicidad, sin 

embargo,  frente a células normales  como  linfocitos de sangre periférica, el extracto es  

tóxico alcanzando un 78% de muerte celular lo cual no es muy alentador en esta 

investigación. 

     Según un  estudio publicado en el 2006  por la  Revista Peruana de Medicina 

Experimental y Salud Publica, sobre el efecto citotóxico selectivo in vitro de Muricin H 

(acetogenina de Anonna muricata) en cultivos celulares de cáncer de pulmón se 

determinó que esta sustancia posee una potente actividad citotóxica frente a la línea 

tumoral H-460 (cáncer de pulmón de células grandes), llegando a superar al 

medicamento antitumoral 5-fluorouracilo y cisplatino de selección.  

     Todo esto se realizó en vitro mediante una ecuación  de línea recta. Es decir que si el 

valor es >1, indica que la sustancia es más citotóxica para las células tumorales que para 

las células normales, si es <1, indica lo contrario, es por ello que con los resultados 

obtenidos de este  estudio se demostró  que los  índices de selectividad para la línea 

celular (H- 460) de cáncer de pulmón fueron >102,6 es decir, es tóxico para las células 

cancerígenas, lo que presenta cierta similitud con nuestra investigación debido a que la 

Annona cherimola posee diversos compuestos naturales de utilidad biológica tales como 

alcaloides y acetogeninas las mismas que presentan un alto grado de citotoxicidad  

sobre diferentes líneas celulares tumorales.  

Tal propiedad actúa  sobre las mitocondrias y otras partes de las células cancerosas 

destruyéndolas, en su mayoría sin causar   daño severo a  células y tejidos sanos. 

http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_serial&pid=1726-4634&lng=es&nrm=iso
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_serial&pid=1726-4634&lng=es&nrm=iso
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     Otro estudio realizado por la Sociedad Científica de San Fernando Lima, Perú en el 

2007 denominado  efecto citotóxico de Annona Muricata (Guanábana) en cultivo de 

líneas celulares de adenocarcinoma gástrico y pulmonar,  se comprobó que el extracto 

etanólico de las hojas de Annona muricata mostró tener mayor efecto citotóxico sobre 

las líneas tumorales C-678 (Adenocarcinoma gástrico de ratón) y H- 460 (cáncer de 

pulmón de células grandes), en comparación a nuestro estudio, se pudo  apreciar que el 

efecto citotóxico del extracto clorofórmico concentrado en la línea celular A-549    

luego de un periodo de incubación de 72 horas, produjo una  elevada citotoxicidad  que 

es significativa en nuestros resultados. 

     

     Como se observa en los resultados, el perfil citotóxico del extracto clorofórmico  de 

las hojas  de Annona cherimola en nuestro estudio es muy  alentador por su alta 

citotoxicidad para células tumorales (A- 549) pero presenta una desventaja en cuanto a 

su toxicidad para las células normales (linfocitos humanos), La demostración in vitro de 

actividad citotóxica estudiada sería un poco  escasa para validar cualquier efecto 

terapéutico y mucho más en el caso de enfermedades complejas y graves como el 

cáncer, por lo que  se requiere disponer de más estudios que permitan hacer ensayos con 

mayores perspectivas que demuestren la eficacia y efectividad en humanos, antes de 

recomendar su uso. 
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      8.-  CONCLUSIONES: 

 

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo investigativo se concluye lo 

siguiente: 

 Se identificó que el grado de  proliferación celular de  células A-549 frente al 

extracto clorofórmico con dilución 1:10   a las 36 horas es mayor con 71 % en 

comparación con las demás diluciones y concentrado. Además el grado de 

proliferación  disminuyo a las 72 horas presentando un resultado de 32.4 %. El 

relación al medicamento con dilución 1:10 el grado de proliferación   fue de 0%  

a las 6 horas,  72.2 % a las 36  horas y 24.2 % a las 72 horas de incubación 

demostrando que existe un grado de proliferación mayor a las 36 horas y 

disminuye a las 72 horas. 

 

 El extracto clorofórmico concentrado frente a los linfocitos produce un mayor 

grado de muerte celular   de 78 % en un tiempo de 72 horas de incubación en 

relación a las demás concentraciones 1:10 y 1:50 que presentaron  resultados 

menores de 32 % y 14.3 % respectivamente. 

 

 Así mismo el extracto clorofórmico concentrado produjo un  índice de  

citotoxicidad de70.9 % en un tiempo de 72 horas de incubación, a diferencia del 

medicamento usado  (cisplatino) que presentó un efecto mayor   de 83.9 % 

citotoxicidad debido a que es específico para el tratamiento contra el cáncer. 
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       9.- RECOMENDACIONES: 

 

 Trabajar más con extractos: etanólico y acuoso debido a  que el extracto 

clorofórmico durante los ensayos inhibe la liberación de acetogeninas de la hoja 

de la Annona cherimola. 

 Continuar realizando investigaciones que evalúen  las propiedades de la Annona 

cherimola, las cuales poseen un gran potencial como fuente de nuevas sustancias 

anticancerígenas para de esta manera crear nuevas alternativas de tratamiento 

contra el cáncer. 

 

 Realizar estudios fitoquímicos de mayor profundidad sobre esta planta  

empleando técnicas modernas de  la biología molecular que permitan identificar, 

evaluar y  separar compuestos más puros de la planta en estudio. 
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     11.- ANEXOS: 

ANEXO 1 (OFICIO DIRIGIDO AL DIRECTROR DEL PROYECTO QUE PERMITA 

SER PARTE DEL PRESENTE PROYECTO DE INVESTIGACIÓN).      

EVALUACIÓN DEL EFECTO INMUNOESTIMULANTE DEL 

EXTRACTO DE AMARANTHUS HYBRIDUS L. Y SUS 

COMPONENTES EN LA ACTIVACIÓN DE CÉLULAS LINFOIDES 

 

Loja,  de Julio de 2015 

Doctor. 

Miguel Marín Gómez, Mg. Sc, 

DIRECTOR DEL LABORATORIO DE CULTIVO CELULAR 

A petición verbal del interesado: 

 

CERTIFICO: 

Que el Sr, LUIS GUSTAVO RIOFRIO GAONA estudiante del VIII MÓDULO de la 

Carrera de LABORATORIO CLÍNICO, con cédula de identidad 1105668204 fue 

aceptado para ser parte del grupo de estudiantes para que participe en la realización  del 

proyecto “Evaluar el efecto citotóxico de las hojas de Annona cherimola en líneas 

celulares cancerígenas”, el mismo que forma parte del trabajo final de investigación 

que debe realizar el estudiante previo a la obtención del título de Licenciado en 

Laboratorio Clínico. 

Es cuanto puedo certificar y autorizo al estudiante hacer uso de este certificado en sus 

trámites respectivos. 

Atentamente. 

 

Dr. Miguel Marín Gómez Mg, Sc. 

DIRECTOR DEL PROYECTO 
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ANEXO 2: MANTENIMIENTO DE LA LÍNEA CELULAR A-549. 
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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 toxicidad. 

 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. 

 Resuspender el pellet de células en 4 ml de medio cultivo completo en el caso de 

crioviales con 1.5 x 10
6 

cel. /ml y pipetear suavemente para homogenizar la 

suspensión. 
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 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. 

 

ANEXO 4 (PREPARACIÓN DE MEDIO DE CULTIVO RPMI COMPLETO CON pH 

NEUTRO). 

1. Atemperar el  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. Agregar 0,5 ml de penicilina. 

4. Agregar 0,5 ml de anfotericina B. 

5. Agregar 44 ml de RPMI incompleto. 

6. Medir el pH con la ayuda del Peachímetro, el cual debe estar en 7 a 7.2. 

7. Mezclar bien y guardar en refrigeración, rotulado. 

PREPARACIÓN DEL EXTRACTO: 

 Solución de extracto 1 (concentrado): Pesar 1 mg de extracto y disolver en 1 

ml de DMSO al 10% (100 ul de DMSO + 900 ul de medio de cultivo completo), 

para esto disolver 100 ul de DMSO con 1 mg del extracto y luego añadir 900 ul 

de medio de cultivo. 

 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. 
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ANEXO 5 (PREPARACIÓN DE CONTROL POSITIVO). 

CISPLATINO: 

Solución concentrada 1: Se colocan directamente 25 ul de cisplatino, 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 (TÉCNICA DE FICOLL HYPAQUE). (Técnica de centrifugación por 

gradiente de densidad para separar Células Mononucleares de Sangre Periférica 

(CMSP)  de otras células sanguíneas). 

1. Extraer 5ml de sangre venosa en un tubo tapa verde con anticoagulante heparina. 

2. Colocar en un tubo Falcón, 4 ml de PBS o solución salina y adicionar 4 ml de 

sangre heparinizada. 

3. En otro tubo colocar 4 ml de Reactivo Hystopaque  y adicionar 4 ml de la sangre 

diluida con la solución PBS. Incorporar la sangre lentamente 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 (parte media de la 

separación) y trasvasarlos a otro tubo Falcón.  

6. Agregar 1 ml de PBS y centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos. 

7. Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet con 2 ml de medio de cultivo 

RPMI completo. 

8. Realizar el contaje de las células con 20 ul del medio y 20 ul de azul de tripano. 
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ANEXO 7 (TRIPSINIZACIÓN DE CÉLULAS A-549). 

1. Eliminar todo el contenido del 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 desprenden 

incubar  de 2 a 3 minutos a 37°C. 

5. Una vez desprendidas  las células, agregar 10 ml de medio RPMI completo, 

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

6. Eliminar el sobrenadante, dejando el pellet de células. 

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

8. Contar las células tomando 20 ul del medio  y 20 ul de azul de tripano. 

 

ANEXO 8 (COLOCACIÓN DE  CÉLULAS EN CADA POCILLO POR CÁLCULO 

 PARA  EXTRACTO CLOROFÓRMICO). 

 Una vez realizado el contaje de las líneas celulares, distribuir 500.000 cel. 

/pocillo en 500 ul de medio de cultivo. 

 Se podrá utilizar alrededor de 12 000.000 de células resuspendidas en 12 ml de 

medio de cultivo. 

 Colocar 500 ul del medio con 500.000 células en cada una y añadir los extractos 

y los medicamentos como controles positivos en diferentes concentraciones, 

realizar este procedimiento por triplicado. 

 Incubar las placas de cultivo en una incubadora de CO2 al 5% y humedad del 

98%. 
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ANEXO 9 (CONTAJE DE CÉLULAS CON AZUL DE TRIPANO, VIABILIDAD 

CELULAR). 

1. Realizar el contaje de las células vivas y muertas para evaluar la viabilidad y 

citotoxicidad celular. 

2. En placas de cultivo de 96 pocillos colocar 20 ul de cada una de las células con 

los extractos  en las diferentes concentraciones, esto es: los medicamentos 

antitumorales, los linfocitos humanos y los controles negativos. 

3. Extraer dichas células de manera mecánica frotando los pocillos donde se 

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

el fondo. 

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

la cámara de Neubauer para su contaje. 

5. Contar en los  cuatro cuadrantes externos y el valor final multiplicar por 10, por 

1000 y por 2. 

6. Se realiza el mismo procedimiento a las seis horas después de la incubación, es 

decir: 6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas. 

ANEXO 10 (PROLIFERACIÓN CELULAR). 

 Las células que fueron incubadas con los diferentes extractos y medicamentos 

concentrados y diluidos se observaron luego de un periodo de  6, 36 y 72 horas 

de incubación en el microscopio invertido observando la forma típica de   

elongación. 

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

 De las células vivas contadas se calculó el porcentaje  para evaluar el grado de 

proliferación celular. 

 Para ello empleamos el cálculo siguiente: 

 Proliferación %    =       N° Cel. Elongadas*100 

                 Total cel. Vivas 
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 (ANEXO 11) 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 12) CÁLCULOS CORRESPONDIENTES A ENSAYOS DE  

PROLIFERACIÓN CELULAR. 

A LAS 6 HORAS: 

 

  

A LAS 36 HORAS: 

 

 

 

 

 

 

 

A 549 + EXTRACTO 1 
A 549 + 

EXTRACTO  
2  

A 549 + 
EXTRACTO 3 

 
A 549 + 

CISPLATINO 1 
 

A 549 + 
CISPLATINO 2 

A 549 + 
CISPLATINO 3 

 

Cel. vivas: 0 
Cel. elongadas:   0 

Proliferación:      0 %            

 
0 
0  

0% 

 
0 
0  

0% 
 

 
0 
0  

0% 

 
0 
0 

0 % 

 
0 
0 

0 % 

 
A 549 + SOL 

 
A 549 + MC 

Cel. vivas: 0 
Cel. elongadas:   0 

Proliferación 0 % 

 

0 
0 

0 % 

A 549 + EXTRACTO 1 
A 549 + 

EXTRACTO  2  
A 549 + 

EXTRACTO 3 

 
A 549 + 

CISPLATINO 1 
 

A 549 + 
CISPLATINO 2 

A 549 + 
CISPLATINO 3 

 
Cel. Vivas: 68 
Cel. elongadas : 54 
Proliferación: 79 % 

 

 
58 
43 

74  % 

 
52 
38 

73 % 
 

 
61 
41  

67  % 

 
65 
47  

72  % 

 
52 
33 

63 % 

 
A 549 + SOL 

 
A 549 + MC 

 
Cel. Vivas: 62 
Cel. Elongadas: 59  
Proliferación: 95  % 

 

 
68 
64  

94  % 
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A LAS 72 HORAS:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 549 + EXTRACTO 1 
A 549 + 

EXTRACTO  2  
A 549 + 

EXTRACTO 3 

 
A 549 + 

CISPLATINO 1 
 

A 549 + 
CISPLATINO 2 

A 549 + 
CISPLATINO 3 

 
Cel. Vivas: 24 
Cel. Elongadas: 8 
Proliferación: 32.4 % 
 

 
10 
2 

17  % 

 
15 
2 

13. % 
 

 
10 
2 

16 % 

 
16 
4 

24 % 

 
12 
2 

18. % 

 
A 549 + SOL 

 
A 549 + MC 

Cel. Vivas: 35 
Cel. Elongadas: 25 
Proliferación: 71. % 

 

45 
34  

76  % 
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ANEXO 13 (PRUEBAS DE ESTADISTICA). 

 

PRUEBAS APLICADAS EN EL ENSAYO CON EXTACTO CLOROFÓRMICO EN 

MEDIO DE CULTIVO A pH NEUTRO FRENTE A CÉLULAS A-549 

 

ADEBA: 

 

Variable dependiente:  

                                                

 

Factores Var.         G L    F cal     F Tabular 

 

Tratamiento 27 95.07      1.72 

 

 

 

R-cuadrado    Coeficiente Var     

0.979423       14.02170       

 

 

PRUEBA DE DUNCAN 

 

Prueba de Rango Múltiple de Duncan por su valor:           

 

                    
  Alfa                         0.05 

 

 

 

T - STUDENT: 

Análisis Variable:  

 

T calculado     T tabular 

1.27       2.16 
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PRUEBAS APLICADAS EN EL ENSAYO CON  CISPLATINO  FRENTE A CÉLULAS     

A-549 

ADEBA: 

 

Variable dependiente:  

 

 

Factores Var         GL   F cal     F tabular 

 

Tratamiento 27 103.16     1.72 

 

 

R-cuadrados      Coef Var       

0.980984       11.20918       

 

 

PRUEBA DE DUNCAN 

Prueba de Rango Múltiple de Duncan por su valor.     

 

 
  Alfa                         0.05 

 

 

 

T STUDENT 

 

Análisis Variable:  
 

T calculado    T tabular 

3.40       2.16 
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PRUEBAS APLICADAS EN EL ENSAYO CON  LINFOCITOS   FRENTE AL 

EXTRACTO CLOROFÓRMICO 

 

ADEBA: 

 
Variable dependiente:  

 

 

Factores  Var         G L    F cal     F tabular 

 

Tratamiento 27 107.67     1.72 

 

 

R-cuadrado      Coef Var      

0.981769       3.919531       

 

 

PRUEBA DE DUNCAN: 

            

Prueba de Rango Múltiple de Duncan por su valor 

 

 
  Alfa                         0.05 

 

T - STUDENT 

 

 

Análisis Variable:  

 

T  valor  T Tabular 

3.57       2.16 
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ANEXO 15: FOTOS 

PREPARACIÓN  DEL MEDIO DE  CULTIVO. 

 

 Atemperar el medio de cultivo, suero bovino, penicilina/ esteptomicina y 

anfotericina B. 

 En un matraz colocar 5ml de suero bovino,  0,5 ml de anfotericina B y 

penicilina. 

 Agregar 44 ml de RPMI incompleto y medir el pH (nuetro). 

 Mezclar, rotular y refrigerar . 
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TRIPSINIZACIÓN DE CÉLULAS. 

 

 

 Eliminar todo el contenido de la botella y agregar medio de cultivo. 

 Agregar la tripsina especial para cultivo. 

 Incubar a 37 ° C por 2  a 3 minutos para luego centrifugar por 10 minutos. 

 Eliminar el sobrenadante. 

 Contar las células tomando 20 ul de medio y 20 ul de azul de tripano. 
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PREPARACIÓN DE EXTRACTO Y CISPLATINO EN DIFERENTES 

CONCENTRACONES. 

 

 

 Solución de extracto 1 (concentrado). 

 Solución de extracto 2 (1:10). 

 Solución de Extracto 3 (1:50). 

 

 Solución cisplatino 1 (concentrada) 

 Solución cisplatino 2 (1:10). 

 Solución cisplatino 3 (1:50). 
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SEPARACIÓN DE LINFOCITOS: (Técnica  de técnica de ficoll hypaque). 

 

 

 Extraer 5ml de sangre venosa. 

 Centrifugar a 2000 rpm durante 15 minutos. 

 Extraer  1ml de los linfocitos que se encuentran en la interfase  

 Eliminar el sobrenadante. 

 Realizar el contaje de las células. 
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CONTAJE: Viabilidad Celular y linfocitos humanos. 

 

 

 Realizar el contaje de las células vivas. 

 En placas de cultivo de 96 pocillos colocar 20 ul de cada una de las células. 

 En cada pocillo con células colocar 20 ul de azul de tripano 

 Contar en un intervalo de  6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas. 
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PROLIFERACIÓN CELULAR. 

 

 

 Las células que fueron incubadas con los diferentes extractos y medicamentos 

concentrados y diluidos se observaron luego de un periodo de  6, 36 y 72 horas. 

 Contar  células vivas en la cámara de Neubauer. 

 De las células vivas se calculó el porcentaje  para evaluar el grado de 

proliferación celular. 
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TEMA: EFECTO CITOTÒXICO DEL EXTRACTO CLOROFÓRMICO DE LAS 

HOJAS DE Annona cherimola EN UNA LÍNEA CELULAR DE CÁNCER DE 

PULMÓN HUMANO  EN UN MEDIO DE CULTIVO CON  pH NEUTRO. 

PROYECTO DE TESIS PREVIO A LA OBTENCIÓN DEL TÍTULO DE 

LICENCIADO  EN LABORATORIO CLÍNICO. 
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1. PROBLEMÁTICA 

     En el mundo,  el cáncer es un  padecimiento responsable de un sin número  de 

muertes. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) señala que en el año 2008, 

fallecieron 7.6 millones de personas, aproximadamente 13% del total de fallecimientos, 

y se estima que para el año 2030, aumentará a 13.1 millones (OMS, 2013).           

     En América el número de fallecidos fue de 1.2 millones de personas en 2008 por 

cáncer; afectando en su mayoría a hombres principalmente en la próstata,  pulmón,  

colonorrectal y  estómago; y las mujeres en la mama, pulmón, colonorrectal y 

cervicouterino (OPS, 2013).  

     El cáncer de pulmón, enfermedad oncológica que   representa un problema de salud  

pública a nivel mundial, por lo general sus manifestaciones clínicas se presentan en 

relación a la ubicación  del tumor primario o de su metástasis. (Ochoa F, Chávez M, 

Mac G, Renner D, Schneeweiss L, 2003). 

              La incidencia anual del cáncer de pulmón a nivel mundial es de 1,4 millones de 

casos y la mitad de estos tumores (49.9%) se localizan en los países industrializados, 

como  Canadá, Dinamarca y Australia.  En el año 2006  en Europa se estimó alrededor 

de  236.000 muertes relacionadas con  cáncer de pulmón, 172.000 muertes entre los 

hombres, representando el 26,3 % del total de muertes por cáncer y 64.000 muertes 

entre las mujeres que corresponde  al 12,5 % del total de muertes por cáncer (Rubio A., 

Raviña A. 2009). 

          En España el número de casos de cáncer de pulmón ha venido aumentando de 

modo permanente de permanencia con mayor incidencia en  hombres, estimándose que 

cada año se diagnostican alrededor de 20.000 casos nuevos representando un 12% de 

todos los cánceres. Según datos del Instituto Nacional de Estadística (INE), en España 

el cáncer de pulmón  es una patología que se encuentra aumentando en forma 

permanente y cuenta con una mortalidad más elevada por enfermedades oncológicas 

(Jiménez A, 2011) 

     Para el año 2009 en Estados Unidos el número de casos por este mal fue de 219.000 

dando un total de  159.000 muertes. En efecto, el carcinoma colorrectal, mama y 

próstata e han sido responsables de 118.000 muertes. (Jiménez A, 2011). 
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      En Ecuador para el año 2006, los tumores malignos fueron la tercera causa de 

muerte después de las enfermedades del sistema circulatorio y causas externas de 

morbilidad y mortalidad. La tasa de mortalidad de cáncer en el Ecuador se ha ido 

incrementando progresivamente durante el año 2004 al 2006, situándose para el año 

2006 en 61 x 100.000 habitantes. (Campozano J. y Salazar C. 2010) 

     Su incidencia  es mucho menor a diferencia de otros países, dando  así que 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 (Cueva, P. 2013). 

     En la ciudad de Loja desde el año 1997 hasta el  2007, se han presentado 55 casos de 

pulmón: 23 casos en  mujeres, y 32 casos en hombres. Entre los años  2013 a 2014 se ha 

registrado una disminución de casos de cáncer de pulmòn encontrando 6 en mujeres  y 5 

hombres dando un total de 11 casos según el registro de tumores de SOLCA, Núcleo de 

Loja(SOLCA  LOJA. 2014) 

     El cáncer de pulmón  ha sido un tema de discusión de salud en la ciudad de  Loja,  

por lo general esta se ha convertido en una enfermedad que en los últimos años 

aumentado su incidencia. Se sitúa entre los canceres más comunes tanto en hombres 

como en mujeres. Alrededor  del 11% de las personas fumadoras presentan cáncer de 

pulmón lo que puede significar que su etiología es de tipo  genético que predisponen a 

determinadas personas a sufrir esta enfermedad. (Larráyoz, M., 2011). 

     El cáncer de pulmón  distingue dos tipos  de cáncer con distinta epidemiologia, 

factores de riesgo, tratamiento, y pronóstico  y se ha dividido en: el cáncer microcítico 

de pulmón (SCLC), que  constituye el 11% (más agresivo), y el cáncer no microcítico 

de pulmón (NSCLC), que representa el 85%, que a su vez presenta varios subtipos: el 

Adenocarcinoma 30% (común en no fumadores), el carcinoma escamoso 50%)(menos 

frecuente) y el carcinoma de células grandes 5% (no diferenciado) (Larráyoz, M., 2011). 

     Ahora en la actualidad se han logrado grandes avances en cuanto al tratamiento y 

diagnóstico de cáncer de pulmón, desarropando  así nuevas terapias  mucho más 

específicas y menos tóxicas, cuyo propósito es bloquear el desarrollo y  crecimiento de 

las células que originan el cáncer de pulmón. (Coso A. 2011-2014). 
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     Uno de los grandes avances es el hallazgo de la actividad que presenta   la Annona 

cherimola, un árbol tropical originario del país de Perú y Ecuador, que es usado en la 

medicina tradicional. 

    Esta planta posee diversos compuestos naturales de interés biológico tales como 

alcaloides y acetogeninas las mismas que tienen una  acción directa sobre las 

mitocondrias, el ATP, el aparato  de Golgi y las membranas y plasmas celular de las 

células cancerosas destruyéndolas selectivamente sin dañar las células y tejidos sanos, 

además de estos,  contienen otros componentes que actúan a nivel enzimático y 

molecular y que han mostrado citotoxicidad frente a las líneas tumorales humanas como 

A-549 (carcinoma de pulmón), MCF-7 (carcinoma de mama) entre otros, demostrando 

así excepcionales beneficios los mismos que pueden ser aplicados  en el   tratamiento  

de cáncer. (Quispe, A., Riva., D. Rojas, J.  Zavala., D. Margarita. Rivera., P. Abraham 

J. 2009) 

          

FUNDAMENTACION DEL PROBLEMA: 

¿Cuál es el efecto citotóxico del extracto clorofórmico de las hojas de Annona 

cherimola contra la proliferación de células malignas de cáncer  de pulmón 
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2. JUSTIFICACIÓN 

    El cáncer de pulmón es un tipo de cáncer que afecta a ambos sexos, generalmente en 

personas mayores de 44 años, encentrándose  como una de las principales enfermedades 

de causa de muertes dentro de las patologías oncológicas.  

     En los últimos años, se han producido grandes e importantes avances en el 

tratamiento del cáncer de pulmón, nuevas terapias  mucho más específicas y menos 

tóxicas, cuyo propósito es bloquear el desarrollo y  crecimiento de las células que 

originan el cáncer de pulmón. 

          Ante este problema de salud pública se ha tratado de investigar productos 

naturales con plantas medicinales  que contengan efectos positivos en el tratamiento, ya 

que la aplicación de  tratamientos como   la quimioterapia y radioterapia y la 

administración de fármacos  pueden producir  múltiples efectos segundarios en el 

paciente. 

     Diversos productos naturales que derivan  del genero  Annona han sido utilizados en 

el tratamiento del cáncer. Esta  planta ha sido una fuente invaluable de compuestos 

antitumorales relevantes en la terapia anticancerosa ya que posee diversos compuestos 

puros que han demostrado actividad antitumoral frente a células cancerígenas. 

      Se ha reportado diversos estudios acerca del efecto citotóxico y los  compuestos 

naturales de interés biológico de la Annona cherimola tales como alcaloides y 

acetogeninas. Compuestos aislados de las semillas y de hojas de esta planta que han 

mostrado citotoxicidad frente a diferentes  líneas tumorales. 

      Es por ello que el objetivo de la presente investigación es evaluar y demostrar  la 

actividad citotóxica del extracto clorofórmico  obtenido de las hojas de la Annona 

cherimola frente al cultivo de  líneas celulares de cáncer de pulmón en un medio de 

cultivo con pH neutro, esperando obtener resultados satisfactorios en esta investigación,  

los mismos que podrían beneficiar y aportar  al  mejoramiento de  la calidad de vida de 

la población en general que padecen de este mal. 
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3. OBJETIVOS 

Objetivo General: 

 Determinar el efecto citotóxico del extracto clorofórmico de las hojas de 

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

de  cultivo  con pH neutro. 

 

Objetivos Específicos: 

 Determinar el grado de proliferación celular de acuerdo al grado de 

concentración del extracto clorofórmico con pH neutro 

 Medir la viabilidad celular del  cultivo de líneas celulares tumorales de 

cáncer de pulmón en el  extracto clorofórmico con un pH neutro. 
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4. MARCO TEÓRICO 

5.1 Cáncer de pulmón 

5.1.1 Anatomía del Pulmón 

5.1.2 Epidemiologia de cáncer de Pulmón  

5.1.3 Factores de riesgo 

5.1.4 Tratamiento 

5.2 Annona cherimola 

5.2.1  Taxonomía y morfología 

5.2.2 Origen 

5.2.3 Usos y beneficios 

5.2.4 Actividad Citotóxico 

5.2.5 Aplicación Médica 

5.3  Extractos 

5.3.1 Extracto clorofórmico 

5.3.2 Obtención de extracto clorofórmico   

5.4 Cultivo 

5.4.1  Cultivo Celular  

5.4.2 Tipos de cultivo celular 

5.4.3 Cultivo primario 

5.4.4 Líneas celulares 

5.4.5 Células linfoideas 

5.4.6 Obtención de células linfoideas en sangre periférica 

5.4.7 Cepas celulares 

5.5   Tipos de crecimiento celular 

5.5.1 Células adherentes o cultivos fijos 

5.5.2 Células no adherentes o cultivos en suspensión  

5.6  Factores básicos para la supervivencia celular 

5.7  Medios de cultivo 

5.8  Clasificación de los medios de cultivo 

5.8.1 Medio esencial mínimo (MEM):  

5.8.2 Medios de crecimiento 

5.8.3 Medios de mantenimiento 

5.8.4 Medios selectivos 
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5.8.5 Medios de congelación 

5.9 Preparación de los medios de cultivo 

5.10  Criopreservación  

5.11 Viabilidad celular 

5.12 Proliferación celular 
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5. METODOLOGÍA 

Tipo de estudio: 

La presente investigación será de diseño Experimental – Prospectiva. 

 

Área de Estudio: 

La presente investigación se la realizará en la ciudad de Loja, en los Laboratorios de 

biotecnología de la Universidad Nacional de Loja. 

Técnicas y procedimiento: 

 

Proliferación Celular: realizaremos dos cultivos, el primero que permitirá el 

incremento de células tumorales en un medio de cultivo, el cual contará con los 

nutrientes necesarios para favorecer el crecimiento de la línea celular,  y el segundo 

cultivo con la adición del extracto. 

 

Viabilidad Celular: La viabilidad celular es la determinación simultánea de células 

vivas y muertas en una muestra total, tras un determinado estimulo o tratamiento; para 

su evaluación se utilizó el método cuantitativo de azul de tripano para teñir las 

estructuras y evaluar la integridad de la membrana, posteriormente se colocó en la 

cámara de Neubauer y se observó en el microscopio de inversión; se contó el número de 

células presentes en cada campo. 

 

Fase Post-analítica 

 Validación y entrega de resultados obtenidos 

 

Controles dentro del estudio: 

POSITIVOS: 

 Línea celular de cáncer de pulmón, más el extracto clorofórmico en medio 

de cultivo celular RPMI a pH Neutro 

 Línea celular de cáncer de pulmón, más el fármaco (Cisplatino), en medio 

RPMI a pH Neutro. 

NEGATIVOS:  

 Células normales, en medio de cultivo RPMI a pH Neutro 
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 Evaluación de Resultados: 

Los resultados obtenidos, se tabularan mediante el Sistema de Análisis Estadístico 

(SAS). 

 

6. OPERACIONALIZACIÓN DE VARIABLES 

 

Variable Definición Indicadores Escala 

Extracto 

clorofórmico 

Sustancia que se 

obtiene a partir del  

secado de hojas por 

medio de trituración, 

rotoevaporaciòn al 

vacio, centrifugación, y 

filtración. 

 

 

Obtención del 

extracto 

Peso/Volumen 

Líneas celulares Cultivo celular que tiene 

alta capacidad de 

multiplicarse in vitro, 

establecido a partir del 

primer subcultivo de un 

cultivo primario y que 

tiene las mismas 

características que el 

tejido de origen. 

Adquisición de 

las mismas por 

medio de la 

Universidad 

Técnica 

Particular de 

Loja. (UTPL) 

Viales 
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N
o
v
ie

m
b

r
e 

D
ic

ie
m

b
re

 

E
n

e
r
o
 

F
e
b

re
ro

 

M
a
rz

o
 

A
b

r
il

 

M
a
y
o
 

J
u

n
io

 

J
u

li
o
 

 

ACTIVIDADES 

           

Elaboración del 

proyecto de 

investigación 

 

X 

 

X 

 

X 

 

X 

       

Presentación y 

aprobación del 

proyecto de 

investigación 

     

 

X 

 

 

X 

     

 

Ejecución del 

proyecto en el 

laboratorio 

       

 

X 

 

 

X 

 

 

X 

  

 

Obtención de 

resultados 

          

X 

 

Elaboración de 

resultados 

          

X 

 

Elaboración del 

informe final 

          

X 

 

X 

Presentación del 

informe final 

           

X 
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8. RECURSOS 

 

MATERIALES       

   

CANTIDAD                           

 

TOTAL 

 

DE ESCRITORIO 

 Esferográfico                                                                          

 Cuaderno                                                                                             

 Impresiones                                         

 

 

 

4 

1 

1 

 

 

 

1.40$ 

1.60$ 

10.00$ 

 

TOTAL: 

     

13.00$ 

 

TÉCNICOS 

 

LINEAS CELULARES: 

 Línea celular de cáncer de colon 

 Línea celular de cáncer de pulmón 

 

 

 

 

1 

1 

 

 

 

 

50.00$ 

50.00$ 

 

TOTAL: 

  

100.00$ 

 

ECONÓMICOS 

 

TRANSPORTE: 

 Transporte urbano (Bus)                                                                            

 Transporte privado (táxi)                                                                        

 

INTERNET: 

 Sevicio de internet 

                                                       

 

 

 

 

- 

- 

 

 

20 Horas 

 

 

 

 

8.00$ 

10.00$ 

 

 

19.00$ 

 

TOTAL:                                    

  

37.00$ 

 

GRAN TOTAL: 

  

150.00$ 
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