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1. TITULO

“EFECTO CITOTOXICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE ANNONA
CHERIMOLA EN UNA LINEA CELULAR DE CANCER DE COLON HUMANO EN MEDIO

DE CULTIVO CON PH ACIDO”



2. RESUMEN

El cancer se constituye en un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
descontrolado de las células con invasion local de los tejidos y metastasis sistémica. El cancer de
colon es una enfermedad en la que las células malignas se localizan en la porcion intermedia y
mas larga del intestino grueso. Se han realizado diversos estudios in vitro de los efectos de la
Anona Cherimola mejor conocida como la chirimoya en donde se ha reportado que esta planta
posee diversos compuestos naturales de interés bioldgico tales como alcaloides y acetogeninas.
Compuestos aislados de la Annona cherimola los cuales han mostrado citotoxicidad frente a
diversas lineas tumorales humanas. La ejecucion de este proyecto investigativo se realizd con el
objetivo de determinar el Efecto citotoxico del extracto etanolico de hojas de Annona cherimola
en lineas celulares de cancer de colon, siendo ésta una investigacion de tipo experimental
prospectiva realizada, en los laboratorios de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja en
el periodo septiembre 2014 a julio 2015. Se llevo a cabo mediante el desarrollo de técnicas
analiticas de viabilidad celular, procedimientos de proliferacion celular, los cuales se
desarrollaron con la ayuda del colorante azul de tripan; estos protocolos nos ayudaron a
determinar una favorable disminucion de células cancerigenas de un 87.3%, sin embargo, este
ensayo deja puertas abiertas a investigaciones posteriores qué ayudaran a aclarar mejor las dudas

presentes en todos los procedimientos desarrollados en el mismo.

Palabras Claves: Acetogeninas, Annona Cherimola, Cancer de Colon.



SUMMARY

Cancer is a group of diseases characterized by the uncontrolled growth of cells with local
invasion of tissues and systemic metastasis. Colon cancer is a disease in which malignant cells
are located in the intermediate and longer of the intestine portion. Several in vitro studies on the
effects of the Annona Cherimola, better known as the custard apple where it has been reported
that this plant has various natural compounds of biological interest such as alkaloids and
acetogenins have been. Compounds isolated from the Annona cherimola which have shown
cytotoxicity against various human tumor cell lines. The implementation of this research project
will be held in order to determine the effect cytotoxic ethanolic extract from the leaves of
Annona cherimola in cell lines of colon cancer, this being an investigation of prospective pilot
type carried out in the laboratories of biotechnology at the National University of Loja in the
period September 2014 to July 2015. It was conducted through the development of analytical
techniques of cell viability, cell proliferation procedures, which were developed with the help of
the dye trypan blue; These protocols helped us determine a favorable decrease of cancer cells in
an 87.3%, However, this trial left open to further research what will help to better clarify the

doubts present in all the procedures developed in the same.

Key Words: Acetogenins, Annona Cherimola, Colon Cancer.



3. INTRODUCCION

El cuerpo esta compuesto por millones de células vivas. Las células normales del cuerpo
crecen, se dividen para crear nuevas células y mueren de manera ordenada. EI cancer se origina
cuando las células en alguna parte del cuerpo comienzan a crecer de manera descontrolada (C,

Society. 2014) (OMS. 2012).

El cancer de colon, o colorrectal, es el que comienza en el intestino grueso (colon) o en el
recto (parte final del colon), la mayoria de los canceres de colon inician como polipos no
cancerosos (benignos), que lentamente se van convirtiendo en cancer. Dentro de los principales
factores de riesgo asociados a este problema de salud se encuentran: los antecedentes familiares
de cancer de colon, la presencia de pélipos en el colon, es més frecuente en las mujeres que en los
hombres, afecta principalmente a las personas de edad avanzada. Al momento del diagnostico,
la edad promedio de las personas es de mayores de 50 afios (David Z, David R, Stephanie S.

2014) (MSP, Chile. 2011).

El cancer es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial; en 2012 se le atribuyeron
8,2 millones de muertes. ElI 70% de todas las muertes por cancer registradas en 2012 se
produjeron en Africa, Asia, América Central y Sudamérica. Se prevé que los casos anuales de
cancer aumentaran de 14 millones en 2012 a 22 en las proximas dos décadas (C, Society. 2014)

(OMS. 2012).



De acuerdo a los datos estadisticos obtenidos en la Sociedad de Lucha contra el Cancer
(SOLCA) de Loja en el periodo 2005 2009 el cancer de colon femenino presenta un porcentaje
de 1,3 % con un total de 48 casos, con una minima disminucion en el sexo masculino que es del
1,2% con un total de 39 casos; sin embargo las tasas de mortalidad del sexo femenino en el
mismo periodo de tiempo es de 0,3% con un total de 15 casos mientras que en el sexo masculino

se presento el 0,1 % con un total de 9 casos (SOLCA. 2014).

Se han realizado estudios comparativos en cuanto a la Annona cherimola tanto in vitro como
en vivo comparando el efecto con la adriamicina farmaco utilizado en tratamientos de
quimioterapia, ademas se comprobo que es 10.000 veces mas potente, y que mata las células
cancerigenas sin dafiar las células sanas como ocurre con la quimioterapia, que ademas ocasiona

muchos efectos adversos (Salud, M.2014).

La investigacion de la Annona cherimola es de gran importancia debido a que esta planta
posee fuertes efectos anticancerigenos, y aunque se le atribuyen muchas mas propiedades, 1o mas
interesante de ella es el efecto que produce sobre los tumores. Contiene poderosos principios
activos anticancerigenos como son las Acetogeninas que contiene la hoja de Chirimoya (Salud,

M. 2014).

La ejecucion de este proyecto investigativo se realizd con el objetivo de determinar el efecto
citotoxico del extracto etandlico de hojas de Annona Cherimola en lineas celulares de cancer de
colon humano en medio de cultivo con pH &cido, siendo esta una investigacion de tipo
experimental prospectiva realizada en los laboratorios de Biotecnologia de la Universidad

Nacional de Loja.



Se llevo a cabo mediante el desarrollo de técnicas analiticas de viabilidad celular,
procedimientos de proliferacion celular, los cuales se desarrollaron con la ayuda del colorante
azul de tripano, estos protocolos nos ayudaron a determinar una favorable disminucion de células
cancerigenas de un 87.3% a las 72 horas, sin embargo podemos concluir que el extracto etandlico
concentrado nos brinda resultados alentadores presentando una alta capacidad citotdxica, en
cuanto a la proliferacion celular se puede observar que a las 72 horas la accion del extracto es
mas potente debido a que hay una proliferacion del 14.2% concluyéndose asi que el extracto a

mayor concentracion no da lugar a la multiplicacion de células tumorales.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 CANCER DE COLON

El cancer de colon es una enfermedad en la que las células malignas se localizan en la porcion
intermedia y mas larga del intestino grueso. Es un tipo de cancer bastante comin en muchos
paises, pero también resulta facil de detectar, tiene un alto grado de curacion y tarda mucho en
desarrollarse. El colon, junto con el recto (porcion final del intestino grueso), es el lugar donde se
almacenan las heces antes de ser expulsadas al exterior a traves del ano. Al encargarse de esta
labor, acumula sustancias de desecho, por lo que es un lugar propicio para la aparicion de un
cancer. Por eso es importante reducir el tiempo de acumulacion al minimo, adoptando una dieta

equilibrada que facilite el transito intestinal al maximo (Macarulla, T. 2011).

4.1.1 TIPOS DE CANCER DE COLON

Varios tipos de cancer pueden comenzar en el colon o el recto:

4.1.1.1 Adenocarcinomas: Estos canceres comienzan en las células que forman glandulas que
producen mucosidad para lubricar el interior del colon y del recto. Casi siempre que los médicos

hablan de cancer colorrectal se refieren a este tipo de cancer (American, C. 2014).

Otros tipos de tumores menos comunes también pueden comenzar en el colon y en el recto,

entre éstos se incluye:



4.1.1.2 Tumores del estroma gastrointestinal: Estos tumores se originan de células
especializadas en la pared del colon llamadas células intersticiales de Cajal. Algunos son
benignos (no cancerosos), mientras que otros son malignos (cancerosos). Estos tumores pueden
ser encontrados en cualquier parte del tracto digestivo, aunque éstos son poco comunes en el

colon (American, C. 2014).

4.1.1.3 Linfomas: Estos son canceres de las células del sistema inmunoldgico que tipicamente
se forman en los ganglios linfaticos, pero que también pueden comenzar en el colon y el recto o

en otros drganos (American, C. 2014).

4.1.1.4 Sarcomas: Estos tumores pueden comenzar en los vasos sanguineos, asi como en el
tejido muscular y conectivo de la pared del colon y recto. Los sarcomas del colon o del recto son

poco frecuentes (American, C. 2014).

4.1.2 ETIOLOGIA

El cancer colorrectal es el tercer cancer que se diagnostica con mas frecuencia tanto en los
hombres como en las mujeres en Estados Unidos. El cancer colorrectal es la tercera causa
principal de fallecimientos asociados al cancer cuando se consideran a los hombres y a las
mujeres por separado, y la segunda causa principal cuando se combinan ambos sexos (American,

C. 2014).

4.1.3 EPIDEMIOLOGIA
Los paises que presentan las mayores tasas de mortalidad estandarizadas por edad de cancer

de colon son Uruguay y Argentina, con cifras de 7,2 por 100.000 y 6,9 por 100.000 habitantes
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respectivamente. Por otro lado, la mayor pérdida de afios potenciales de vida perdidos (APVP)
por este cancer la presenta Uruguay (103 por 100.000 habitantes), casi duplicando a Brasil y

Chile, y triplicando a Paraguay (MSP-Chile. 2011)

4.1.4 FACTORES DE RIESGO

Un factor de riesgo para un cancer es cualquier agente que incrementa el riesgo de padecer
dicho tumor, es decir, la persona que estd expuesta a este factor posee mas probabilidades de
desarrollar la lesion maligna (Espafiola, A.2014).

Entre los factores que incrementan el riesgo de padecer este tumor son:

4.1.4.1 Alimentacion: Las dietas ricas en grasas animales (carnes rojas) y pobres en fibra,
pueden aumentar el riesgo de cancer colorrectal, cocinar las carnes a temperaturas muy altas
(freir, asar o cocinar a la parrilla) crea quimicos que pudieran aumentar el riesgo de cancer,
aunque no estad claro cuanto de esto pudiera contribuir a un aumento en el riesgo de cancer
colorrectal. Una alimentacion con un alto consumo de vegetales, verduras, frutas y granos

integrales ha sido asociada con un menor riesgo de cancer colorrectal (Acosta, L. 2009).

4.1.4.2 Inactividad fisica: Una vida sedentaria favorece el riesgo de aparicion de esta

enfermedad (Acosta, L. 2009).

4.1.4.3 Obesidad: la obesidad aumenta el riesgo de cancer de colon tanto en los hombres
como en las mujeres, aungue esta asociacion parece ser mayor entre los hombres (Acosta, L.

2009).



4.1.4.4 Consumo de tabaco: Aumenta el riesgo de padecer pdlipos, las personas que fuman
desde hace mucho tiempo tienen una probabilidad mayor de padecer y morir de cancer
colorrectal que las personas que no fuman. Se sabe que fumar causa cancer de pulmon, pero

también esta asociado con otros canceres, como el cancer colorrectal (American,C. 2014).

4.1.4.5 Consumo de alcohol: Parece que el alcohol actla favoreciendo el crecimiento de las

células de la mucosa del colon, dando lugar a la aparicién de pélipos (Acosta, L. 2009).

4.1.4.6 Edad: El riesgo de padecer la enfermedad aumenta con los afios, ya que aumenta la
aparicion de polipos en el colon y recto. Es raro que el cancer colorrectal aparezca en personas de

menos de 40 afios (Acosta, L. 2009).

4.1.4.7 Historia personal de polipos: La aparicion de polipos adenomatosos aumenta el

riesgo de padecer la enfermedad (Espafiola, A.2014).

4.1.4.8 Historia personal de cancer colorrectal: Las personas diagnosticadas de un cancer a
este nivel poseen un riesgo incrementado para padecer un segundo tumor en el colon o recto

(Acosta, L. 2009).

4.1.4.9 Enfermedades inflamatorias intestinales: Suponen menos del 1% de todos los
canceres colorrectales. Los dos tipos principales de enfermedades inflamatorias a este nivel son
la colitis ulcerosay la enfermedad de Crohn. La colitis ulcerosa es una enfermedad que se

caracteriza por la inflamacién prolongada de las paredes del colon, mientras que la enfermedad
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de Crohn afecta, tipicamente, al intestino delgado, aunque en ocasiones el colon también se

encuentra inflamado (Espariola, A.2014).

4.1.4.10 Historia familiar: En un 5% de los canceres de colon se han identificado una serie
de genes, cuya alteracion da lugar a unos sindromes que predisponen, en mayor 0 menor grado, a
la aparicion de cancer colorrectal. Los dos mas importantes son: Poliposis coldnica familiar y

Cancer colorrectal hereditario no poliposico (Espafiola, A.2014).

4.1.5 DIAGNOSTICO

El cancer de colon tiene unas expectativas muy positivas si se detecta precozmente. EI médico
informa a la persona afectada sobre el estado de la enfermedad, su tratamiento, los efectos
secundarios del mismo. Para detectar un cancer de colon se utilizan varias técnicas, como las que

se describen a continuacion:

4.1.5.1 Examen fisico y antecedentes: Examen del cuerpo para revisar los signos generales
de salud, incluso verificar si hay signos de enfermedad, como masas o cualquier otra cosa que
parezca anormal. También se toman los antecedentes médicos de las enfermedades y los

tratamientos anteriores del paciente (Nacional, I. 2015).

4.15.2 Examen digital del recto: ElI meédico introduce un dedo cubierto por un

guante lubricado en el recto para palpar masas o cualquier otra cosa que no parezcan habituales

(Nacional, 1. 2015).
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4.1.5.3 Prueba de sangre oculta en la materia fecal: Prueba para verificar la presencia de
sangre en las heces (residuos solidos), que solo se puede ver al microscopio. Se colocan muestras
pequefias de heces sobre tarjetas especiales y se envian al médico o al laboratorio para evaluacion

(Nacional, I. 2015).

4.1.5.4 Enema de bario: Serie de radiografias del tubo gastrointestinal inferior. Se introduce
en el recto un liquido que contiene bario (un compuesto metélico, de color plateado blancuzco).

El bario recubre el tubo digestivo inferior y se toman radiografias (Nacional, 1. 2015).

4.1.5.5 Sigmoidoscopia: Procedimiento para observar el interior del recto y el colon sigmoide
(inferior) y verificar si hay polipos (areas pequefias de tejido abultado), otras areas anormales o
cancer. Se introduce un sigmoidoscopioa través del recto hacia el colon sigmoide. Un
sigmoidoscopio es un instrumento delgado con forma de tubo con una luz y una lente para
observar. También puede tener una herramienta para extraer polipos o muestras de tejido, que se

observan al microscopio para verificar si hay signos de cancer (Nacional, 1. 2015).

4.1.5.6 Colonoscopia: Procedimiento para observar el interior del recto y el colon para

determinar si hay pdlipos, areas anormales o cancer. Se introduce un colonoscopio a través del

recto hacia el colon (Nacional, 1. 2015).

4.1.5.7 Biopsia: Extraccién de células o tejidos para que un patélogo las pueda observar al

microscopio y verificar si hay signos de cancer (Nacional, 1. 2015).
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4.1.6 TRATAMIENTO
El tratamiento depende de muchos factores, como el estadio o etapa en la que se encuentre el

cancer. Los tratamientos pueden abarcar:

4.1.6.1 Cirugia: Mediante una operacion en quirdfano, se extrae la parte afectada por el
cancer. Se practica en todas las etapas de extension de la enfermedad, pero cuando se trata de
tumores en fase inicial se puede extraer un polipo mediante el colonoscopio para examinarlo.
Segun los resultados, se extirpara el cancer y una parte circundante de tejido sano, y luego se

limpian los ganglios de la zona (D, Medicina. 2009).

4.1.6.2 Radioterapia. Consiste en aplicar rayos de alta energia sobre la zona afectada, con el
fin de destruir las células cancerosas. Solo afecta a la zona en tratamiento, y puede aplicarse antes
de la cirugia (para reducir el tumor y poder extraerlo mas facilmente), o después de la cirugia
(para terminar de destruir las células cancerosas que pudieran haber quedado) (D, Medicina.

2009).

4.1.6.3 Quimioterapia. Es un tipo de tratamiento que consiste en la administracion de
farmacos que destruyen las células cancerosas. Se realiza insertando un tubo en una vena
(catéter), e inyectando los farmacos a través de un sistema de bombeo, suele administrarse tras la
operacion quirurgica; dicho tratamiento puede ocasionar efectos adversos como la destruccion de
las células sanas asi como también fatiga, nauseas vomitos, menor cantidad de células en la
sangre, caida del pelo, lesiones en la boca entre otras, es por ello el gran interés de realizar el

presente proyecto investigativo ya que utilizando el extracto de las hojas de Annona cherimola se
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pretendera presentar una mejor alternativa en beneficio de los pacientes con cancer de colon (D,

Medicina. 2009).

4.1.6.4 Inmunoterapia. Consiste en estimular o restaurar las propias defensas inmunitarias
del organismo. Para ello se emplean productos naturales o fabricados en el laboratorio (D,

Medicina. 2009).

4.2 TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS
Existen diversos estudios al respecto que acreditan la fama que la chirimoya tiene al respecto.
Estudios cientificos realizados en la Universidad de Purdue en Indiana, USA y en Japén, han

demostrado excepcionales beneficios para el tratamiento de ciertos tipos de tumores cancerosos.

Contiene poderosos principios activos anticancerigenos debido a las acetogeninas que
contienen la hoja de Chirimoya; se realizaron estudios comparativos in vitro y en vivo
comparando el efecto con la adriamicina conocido quimioterapico. Se comprobo que es 10.000
veces mas potente, y que mata las células cancerigenas sin dafar las células sanas como ocurre
con la quimioterapia, que ademas ocasiona nauseas, pérdida de peso y del cabello, protege y

eleva el sistema inmunologico (Salud, M.2014).

Es la mejor alternativa cuando no se puede recurrir a la cirugia, a la radio terapia o cuando se
tiene que suspender la quimioterapia por sus efectos secundarios sobre el higado y los rifiones, no
hay incompatibilidad y al contrario se complementa muy bien, con cualquier tratamiento al que
esté sometido el paciente mejorando la calidad del mismo. No tienen absolutamente ningun

efecto secundario ni reacciones de intolerancia o alergia (Salud, M.2014).
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4.3 FLUOROURACILO

El fluorouracilo es un farmaco citotoxico, antimetabolito andlogo de bases pirimidinicas, el
mismo que da lugar a la inhibicion de la duplicacion celular, este compuesto se utiliza
terapéuticamente como anticanceroso, especialmente en el control de los canceres de mama,

colon y recto (Delgado, A., Minguillon, C. y Joglar, J. 2004).

4.4 pH

El pH o “potencial de hidrégeno”, es una medida de la concentracion de iones de hidrégeno,
una medida de la acidez o alcalinidad de una solucién. Los productos acidos tienen un pH inferior
a 7, los alcalinos tienen un pH superior a 7 y los neutros igual a 7 (Montagud, A. & Espadalé, R.

2009).

4.4.1 pH ACIDO

Aquellos que presentan un pH inferior a 7 se los considera acidos. Un pH acido puede ocurrir
por el estrés emocional, sobrecarga de toxinas, las reacciones inmunes o cualquier proceso que
prive a las células de oxigeno y otros nutrientes. Obviamente, una dieta que es muy acida puede
cambiar los niveles de pH hasta cierto punto. Si la dieta no contiene suficientes minerales para

compensar, se producira una acumulacion de acidos en las células, privandolas de oxigeno.

Esto puede disminuir la capacidad del organismo para absorber minerales adicionales y otros
nutrientes, disminuye la produccién de energia en las células, disminuye su capacidad para
reparar las células dafiadas, disminuye su capacidad de desintoxicar los metales pesados, y
permite que las células tumorales crezcan y proliferen, y lo hacen mas susceptibles a la fatiga y la

enfermedad (Montagud, A. & Espadalé, R. 2009).
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4.5 ANNONA CHERIMOLA

El chirimoyo (Annona cherimola) es una de las muchas especies frutales en el género Annona
(familia Annonaceae). EI nombre chirimoya parece derivarse de ‘chirimuya’ que en Quechua
significa ‘semilla fria’. Esto se refiere a la region andina donde esté presente esta especie, que es
relativamente fria comparada con las regiones donde estan presentes el resto de las especies de

Annona (Vega, M. 2013).

El arbol de la chirimoya es de crecimiento lento, puede adquirir en su madurez una altura de 7
a 8 m, presenta exuberante follaje, porte erguido y a veces ramificado. El tallo es cilindrico, de
corteza gruesa. Su sistema radicular es superficial y ramificado, originando dos o tres pisos a
diferentes alturas, pero poco profundo. Las hojas son simples, enteras, de disposicion alterna y de
forma ovada u ovada-lanceolada. Las yemas son compuestas y pueden originar brotes mixtos

(vegetativos y florales) (Vega, M. 2013).

Las flores, son muy aromaticas, hermafroditas, presentan seis pétalos amarillentos jaspeados
de purpura, son poco llamativas, solitarias o0 en ramilletes de dos o tres, sobre un corto e inclinado
pedunculo inserto en las axilas de las hojas. El caliz consta de tres sépalos de color verde oscuro,
pequerios y de forma triangular. La corola estd formada por seis pétalos dispuestos en dos
verticilos; los tres pétalos exteriores bien desarrollados son carnosos, miden de 2,5 a 4 cm de
longitud y la parte superior tiene forma aquillada o triangular; los tres pétalos internos son
rudimentarios, en forma de escama, ovalados o triangulares. La parte masculina de la flor consta
de numerosos estambres (150-200), dispuestos helicoidalmente muy juntos sobre un receptaculo,

formando una masa compacta y blanca oprimida por los pétalos (Vega, M. 2013).
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4.5.1 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La chirimoya es un frutal que a pesar de estar muy distribuido se puede decir que su cultivo
estd poco difundido, por ello se sefiala que es de escasa importancia a nivel mundial. Existe de
forma comercial en Perd, Espafa, Chile, Bolivia, Ecuador, Estados Unidos, Colombia, Sudéfrica,
Israel, Argentina, Bolivia, Brasil y México. En diversos lugares la produccion va destinada al
mercado nacional debido a la escasa resistencia del fruto a la manipulacién y transportacion. Su
expansion estd muy limitada debido al nimero reducido de variedades comerciales disponibles,
que ademas, concentran la produccion en determinadas fechas y saturan el mercado. Otra razén

de su reducida difusion se debe a sus exigencias edafoclimaticas (Vega, M. 2013).

4.5.2 VALOR NUTRICIONAL

La chirimoya es una fruta muy digestiva y nutritiva, se caracteriza por su alto contenido de
agua; posee caracteristicas muy particulares, dada la combinacion armoénica en su composicién de
acidos y azucares. Estos ultimos son el producto de la reduccion del almidén, predominando la
glucosa (11.75 %) y sacarosa (9.4 %). Los principales acidos organicos en su composicién son el

acido citrico y el acido malico (Vega, M. 2013).

Es un frutal pobre en grasas y proteinas, pero dado su alto contenido de azucares, su valor
caldrico se clasifica entre moderado y alto, ya que la mayoria de los frutos tienen un Brix

superior a 20 grados (Vega, M. 2013).

Relacionado con otros nutrientes, se destaca su contenido de potasio y vitamina C. El potasio,
es un mineral necesario para la transmisién y generacion del impulso nervioso y para la actividad

muscular normal, interviene en el equilibrio de agua dentro y fuera de la célula (Vega, M. 2013).
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La vitamina C interviene en la formacion de colageno, huesos y dientes, glébulos rojos y
favorece la absorcion del hierro de los alimentos, asi como la resistencia a las infecciones.
Ademas, la vitamina C cumple funcidn antioxidante. Su aporte de fibra mejora el transito

intestinal y beneficia a multiples alteraciones y enfermedades (Vega, M. 2013).

4.5.3 VALOR MEDICINAL

La Chirimoya, es una fruta que posee muchas y buenas propiedades, su consumo es muy
bueno para la salud. A los estudiantes les refuerza la memoria, igual que a las personas mayores,
a las personas de mediana edad tonifica, estimula y les ayuda en el estrés diario.
Desde un punto de vista dietético y nutricional, se puede decir que se digiere sin ninguna
dificultad debido a las poderosas enzimas que posee. ES muy aconsejable su consumo en
personas mayores, nifios, convalecientes y embarazadas. Los pediatras aconsejan hacer pures o
zumos con su pulpa ya que posee mucho calcio, fosforo, hierro, potasio, magnesio, azlcares
(entre un 5 y un 10% de su peso) y proteinas (16%). También tiene vitaminas Niacina,

Riboflavina, Tianina, Acido félico, Acido ascorbico, antioxidantes (Nostra, T. 2011).

Gracias a su contenido en fibra, la chirimoya puede ayudar a tratar sobrepeso, estrefiimiento,

hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y diabetes (Blues, M. 2010).

Por su contenido en vitamina B, mejora la transmision nerviosa y la actividad muscular. Los
antioxidantes que contiene, actian reduciendo los radicales libres, tratando dislipemias y

enfermedades cardiovasculares (Blues, M. 2010).

18



Por su contenido envitamina C, mejora la absorcion del hierro no heminico (hierro
proveniente de los vegetales). El potasio que contiene, ayuda a tratar naturalmente la hipertension

arterial (Blues, M. 2010).

El interés de esta planta se debe a sus fuertes efectos anti cancerigenos. Y aunque se le
atribuyen muchas mas propiedades, 1o més interesante de ella es el efecto que produce sobre los
tumores. Esta planta es un remedio de cancer probado para los canceres de todos los tipos. Hay

quienes afirman que es de gran utilidad en todas las variantes del cancer (Blues, M. 2010).

Se la considera ademas como un agente de anti-microbial de ancho espectro contra las

infecciones bacterianas y por hongos; es eficaz contra los paréasitos internos (Blues, M. 2010).

4.6 EXTRACTO

Un extracto es un tipo de maceracion, en la que el liquido solvente es una mezcla de alcohol
etilico y agua, que disuelta las sustancias activas contenidas en una planta medicinal. En otras
palabras, es "el poder de una Planta Medicinal” transformado en "Medicamento™ (Takiwasi, L.

2011).

4.6.1 PROCESOS PARA LA OBTENCION DE UN EXTRACTO

4.6.1.1. Recoleccion de las plantas: las plantas deben ser cultivadas en forma organica, sin

agroquimicos ni fertilizantes (Takiwasi, L. 2011).
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4.6.1.2. Control de Calidad de la Materia Prima. Una vez en el laboratorio, las plantas
pasan por la primera etapa de control de calidad que consiste en evaluar sus caracteristicas
organolépticas (color, textura, olor), y de pureza (contaminacion con otras plantas o con partes de
la planta que no son empleadas en la preparacion de los extractos). Luego de esta etapa de control
de calidad, las plantas son lavadas y secadas durante 24 horas a 50 °C y almacenadas. Las plantas
tratadas de esta forma, y estivadas en condiciones adecuadas de humedad, temperatura y

limpieza, son estables hasta un afio (Takiwasi, L. 2011).

4.6.1.3. Maceracion. Es el proceso mediante el cual se consigue extraer y disolver en un
liquido las sustancias activas de una planta. Estas sustancias se encuentran contenidas y bien
protegidas dentro de las células de los tejidos vegetales, ya sea la raiz, las hojas, las cortezas, las
flores o los frutos. Para liberar estas sustancias activas, que queden disponibles y puedan ser
absorbidas por nuestro organismo, es necesario procesar el material vegetal de alguna forma. En
el caso de la maceracion, la parte de la planta que contiene las sustancias activas es trozada hasta
un determinado grado de finura, embebida en un liquido solvente y dejada asi en contacto en
condiciones y tiempos estandarizados con agitacion periodica. Durante el proceso, el solvente

entrara dentro de las células vegetales y arrastrara consigo las sustancias activas disolviéndolas.

4.6.1.4. Filtracion. Luego de un periodo prefijado, el macerado se filtra para separar el liquido

del material vegetal solido (Takiwasi, L. 2011).

4.6.1.5. Control de Calidad. Este liquido filtrado se somete a ciertas pruebas de laboratorio
para comprobar que el proceso de maceracion transcurrid adecuadamente y que el producto

cumple con los estandares de calidad: un andlisis organoléptico: caracteristicas principales como
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sabor, olor, color y aspecto del macerado. Un Analisis fisicoquimico: se realizé la medicion del
pH (rango de 5 - 6) utilizando un potenciometro y la medicion del grado alcoholico (75° - 80°)

utilizando el alcoholimetro (Takiwasi, L. 2011).

4.7 CULTIVO CELULAR

Los cientificos han desarrollado metodologias para aislar células y obtener poblaciones
celulares homogeéneas, que luego pueden ser incluso mantenidas y multiplicadas in vitro (“en
vidrio” = en recipientes especiales, en el laboratorio). Los cultivos celulares son esenciales en la
investigacion cientifica, ya que permiten estudiar los procesos que ocurren en las células, y en
diversas aplicaciones de la biotecnologia, como la produccién de moléculas de interés industrial,

ingenieria de tejidos, etc (Segretin, M. 2010).

El cultivo celular es el conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de células in vitro,
preservando al maximo sus propiedades fisioldgicas, bioguimicas y geneticas. Las células son
capaces de dividirse, incrementar su tamafio y en condiciones adecuadas pueden replicarse hasta
ser limitadas por algunas variables de cultivo como el consumo total de nutrientes o limitacion

del espacio fisico (Castafo, E., Zapata, J. 2012).

Los cultivos de células in vitro consisten en un sistema formado por células provenientes de
un 6rgano o un tejido, normal o tumoral, mantenidas en medios de cultivo de composicion
guimica definida y en condiciones de temperatura, pH, aireacion y humedad controladas. De esta
forma se aseguran su supervivencia y multiplicacion, manteniendo todas sus funciones

metabdlicas de una manera semejante a las que tenian en el huésped (Céardenas, R. 2011).
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4.7.1 TIPOS DE CULTIVOS CELULARES

4.7.1.1. Cultivo Primario: Son preparados directamente de un tejido u drgano; consisten en
una mezcla de células por lo general del rifion, pulmon o piel, obtenidas por disociacion de las
células de trozos de organo. Una vez que se subcultivan repetidas veces in vitro, los cultivos
primarios se transforman en lineas celulares. En estos cultivos las células estan vivas, conservan

sus caracteristicas originales y su proliferacion es limitada (Castafio, E., Zapata, J. 2012).

4.7.1.2 Cultivos secundarios: Las células suelen multiplicarse hasta cubrir la superficie del
recipiente de cultivo, formando una monocapa (capa de una célula de espesor). Como
consecuencia del contacto entre las células se detiene temporalmente su proliferacion, hasta que
se las subcultiva a un recipiente con medio fresco. Asi, podran subcultivarse durante semanas o
meses. En este estadio, las células frecuentemente mostraran distintas propiedades segun su

origen (Segretin, M. 2015).

4.7.1.3 Cultivos en Monocapa: Las células exhiben una variedad de "comportamientos
sociales", permitiendo la formacién de una monocapa que cubrira la correspondiente superficie
de crecimiento (confluencia), lo que hace que su multiplicacion sea inhibida cuando establecen
contacto entre si (quiescencia). Las células provenientes de cultivos primarios son las que mejor
crecen en ésta condicion, dada su estabilidad genética y su naturaleza diploide normal. Los
recipientes para el cultivo de células estacionarias son cajas de Petri, frascos para el cultivo de
tejido, entre otros, que pueden ser de material de plastico o de vidrio previamente tratado y su
desprendimiento para transferirlas a superficies mayores se realizan con agentes proteoliticos

como la tripsina (Segretin, M. 2010).
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4.7.1.4 Cultivos en suspension: Las lineas celulares que provienen de cultivos primarios con
requerimiento de anclaje a superficies, tienen la propiedad de crecer de manera estacionaria o en
suspension despues de un periodo de adaptacion. Existe evidencia experimental que los sistemas
en suspension también requieren de matrices que son macromoléculas, que sirven de protectores
a la superficie celular; estas macromoléculas se encuentran en el suero, el cual contribuye
igualmente con el medio de cultivo, proporcionando un sistema balanceado de nutrientes

(Segretin, M. 2010).

4.7.1.5 Lineas celulares: Son células derivadas de un cultivo primario, las cuales pueden
subcultivarse in vitro repetidamente. Pueden subdividirse en:

a) Diploides: se originan de un tejido normal y contindan normales a medida que se cultivan.

b) Heteroplides o continuas: se originan de un tejido normal o anormal, pero se considera

que estas células han sufrido una transformacion que le confiere caracteristicas de

crecimiento diferentes (Castario, E., Zapata, J. 2012).

4.7.1.6 Cepas celulares: Es un cultivo derivado, por seleccion de una célula, desde un cultivo
primario o de una linea celular. El nuevo cultivo tendra propiedades o marcadores especificos que

persistiran durante los pases subsiguientes (Castafio, E., Zapata, J. 2012).

4.7.2 TIPOS DE CRECIMIENTO CELULAR
Durante el establecimiento de un cultivo, dependiendo del tipo de células, se pueden obtener

dos tipos de crecimiento:
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- Células adherentes o cultivos fijos: Requieren unirse a una superficie para su
multiplicacién donde se formard una monocapa.

- Células no adherentes o cultivos en suspension: Se multiplican suspendidas en medio
liquido, donde se sedimentan pero no se adhieren a la superficie del recipiente (Castafio,

E., Zapata, J. 2012).

4.7.3 FACTORES BASICOS PARA LA SUPERVIVENCIA CELULAR

4.7.3.1 Presion osmotica: En los medios de cultivos celulares, al igual que en los sistemas in
vivo, el NaCl es la sustancia mas importante en el mantenimiento de la presion osmética pero los
iones inorganicos Yy la glucosa también tienen un papel significativo por lo tanto su concentracion

en el medio debe ser cuidadosamente controlada (Castario, E., 2012).

4.7.3.2 Concentracion de hidrogenesis (pH): EI pH 6ptimo para el crecimiento celular esta

entre 7.2 — 7.4, aungue algunas celulas pueden tolerar un rango de 6.6 - 7.8 (Castafio, E.2012).

4.7.3.3 Gases: Dentro de los gases necesarios para la supervivencia celular se encuentra el
oxigeno: aunque los requerimientos de oxigeno varian de acuerdo con el tipo de células, la
mayoria requieren bajas concentraciones, por lo que generalmente es suficiente la concentracion

del oxigeno disuelta en el medio (Castario, E.2012).

4.7.3.4 Dioxido de carbono: EI CO2 esta involucrado en multiples reacciones bioquimicas, lo

que hace dificil determinar su efecto directo en el cultivo. Asi, la concentracion de CO2 disuelto
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en el medio va a depender del pH, la concentracion de CO2 libre, la temperatura y la

concentracion de HCO3 y otros iones (Castafio, E.2012).

4.7.3.5 lones organicos: Son necesarios para la regulacion de la presion osmotica, para la
actividad metabdlica y enzimatica y para la adhesion y extension celular. Los iones esenciales en
un medio de cultivo son: sodio, que proporciona la osmolaridad requerida; potasio participa en el
mantenimiento de la tonicidad celular y ademas actua como factor enzimatico; calcio y magnesio,
estan intimamente ligados a los mecanismos de adhesion celular; cloro, carbonato y fosfato, son
parte del sistema amortiguador del medio y los dos ultimos sirven para el almacenamiento de

energia (Castafio, E.2012).

4.7.3.6 Agua: Su naturaleza polar y su propiedad de formar puentes de hidrogeno la hacen un
componente fundamental en los sistemas vivos. En los sistemas de cultivos celulares se

recomienda utilizar agua desionizada (Castafio, E.2012).

4.7.3.7 Carbohidratos: Sirven como fuente de energia para las células. ElI mas utilizado es la
glucosa, la cual es metabolizada principalmente por la glicélisis para formar piruvato, que a su
vez puede ser convertido a lactato o acetoacetato para entrar en el ciclo del acido citrico y formar

CO2 (Castario, E.2012).

4.7.3.8 Aminoacidos: Necesarios para la formacion de proteinas, sintesis de &cidos nucleicos,

transporte de iones: ademas pueden actuar como buffer (Castafio, E.2012).
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4.7.3.9 L-Glutamina: Es la principal fuente de carbono para la mayoria de las celulas en
cultivo, genera precursores involucrados en algunas reacciones celulares y en la produccion de

proteinas. También actua junto a la glucosa como fuente de energia (Castafio, E.2012).

4.7.3.10 Vitaminas: Forman parte integral de las coenzimas involucradas en el metabolismo
celular las mas utilizadas so: acido folico, acido pantoténico, inositol, acido nicotinico,

riboflavina, piridoxal, tiamina y acido ascérbico (Castafio, E.2012).

4.7.3.11 Antibioticos y antimicéticos: Usados con discrecion y combinados con técnicas de
esterilidad, ayudan a prevenir la contaminacién microbiana del cultivo celular, aunque no son

necesarios para el metabolismo (Castario, E.2012).

4.8 MEDICION DE LA PROLIFERACION CELULAR

La estimacion de la capacidad proliferativa de los tumores y de la expresion del fendmeno
apoptotico. Existe una correlacion entre apoptosis y proliferacion en tejidos sanos, pero también
en tumores. Una mayor tasa de proliferacion se ha asociado con peor prondstico en la mayoria de
los tumores, y una peor respuesta a los tratamientos oncologicos con quimioterapia y
radioterapia. Asi mismo, el porcentaje basal de células apoptoticas o la capacidad de inducir la
muerte celular por diversos tratamientos, han demostrado un relevante papel prondstico y
predictivo de respuesta a tratamientos oncoldgicos (Jorunal, R. 2010).

La vida de una célula se inicia con su formacion a través de la division de una célula madre y
termina con la formacién de sus células hijas o con su muerte. Las etapas a través de las cuales
pasa la célula desde una divisién celular a la siguiente constituyen el ciclo de la célula. Sin

embargo, este ciclo no lo realizan todas las células:
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% Celulas labiles: Son células que se dividen y mueren continuamente. Ej. epidermis,
epitelios de mucosa, tracto gastrointestinal.

s+ Celulas estables: Suelen estar en reposo GO, teniendo una escasa capacidad de division.
Sin embargo, pueden entrar en el ciclo celular tras una agresion. Ej. hepatocitos, epitelio
tubular renal.

% Celulas permanentes: Son aquellas que pierden su capacidad de division al nacer el
individuo, presentando una diferenciacion terminal. Ej. neuronas, cardiomiocitos,

musculo esquelético (Mufioz, Z. (2007).

La funcion basica del ciclo celular es la de duplicar en forma exacta la gran cantidad de DNA
cromosomico y luego distribuir las copias en células hijas genéticamente iguales. La duracion del
ciclo celular varia de manera significativa en los distintos tipos celulares. Ej. Células epiteliales

del intestino (12h), células hepéticas humanas (Mufioz, Z. 2007).

El crecimiento celular es el proceso mediante el cual las células se reproducen y, de esa
manera, pueden cumplir con su ciclo y funciones especificas en el organismo de los seres vivos.
Pero un crecimiento celular descontrolado y fuera de las condiciones normales, puede devenir en
enfermedades degenerativas y otras como el cancer. La ultima afeccion mencionada es, muchas
veces, la consecuencia de una serie de disfunciones en torno al crecimiento celular, ya que el
cancer puede darse cuando las células desarrollan un crecimiento incontrolado, se subdividen y
liberan fuera de los parametros normales o efectdan algln tipo de invasion celular que pueda
causar la destruccién de tejidos cercanos. La metastasis es otra consecuencia de un mal
funcionamiento del crecimiento celular, ya que las células se esparcen por otros lugares del

organismo, a través de la sangre. Durante el desarrollo de la etapa del crecimiento celular,
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también aumenta, en forma directa, el funcionamiento del metabolismo. Estas actividades pueden

estar relacionadas entre si, segun el crecimiento celular correspondiente (Guerrero, L. 2011).

4.9 VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular se define como la identificacion de células vivas 0 muertas en una
muestra total. La viabilidad celular se puede identificar cualitativa o cuantitativamente por: 1.
Cambios morfoldgicos. 2. Cambios en la permeabilidad de la membrana. 3. Cambios en la

actividad enzimatica. 4. Métodos colorimétricos e inmunoensayos (Campos, 1. 2007).

Es una determinacion de las células vivas o muertas, en base a una muestra total de
células. Mediciones de la viabilidad celular se puede utilizar para evaluar la muerte o la vida de

las células cancerosas (Rober. 2012).

Puesto que todo lo vivo esta compuesto de células, el recuento de células viabilidad tienen un
enorme numero de aplicaciones. Las pruebas de la viabilidad celular por lo general involucra una
poblacion de células de la muestra y tincion de las células o la aplicacion de productos quimicos
para mostrar lo que estan viviendo y que estan muertos. Hay numerosas pruebas y métodos para

medir la viabilidad celular (Rober. 2012).

Para determinar la viabilidad celular se emplean diferentes métodos. EI mas comun es el de
tincion con azul tripan. El azul tripan es un coloide que se introduce en el interior de las células
que presentan roturas en la membrana. Asi pues, las células que aparecen en la imagen,
claramente de color azul, son consideradas no viables. Asimilar células blancas, por exclusién, a

células viables es un error pues por este método se sobrevalora la viabilidad de las células en la
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suspension, determinando como inviables solo aquellas con la membrana rota. En la imagen se
han representado células vivas como puntos blancos y células muertas (tefiidas con azul tripan)

como puntos azules. Corresponde a una de las areas de contaje de la camara de Neubauer.

(Campos, 1. 2007).
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5. MATERIALES Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO:

La presente investigacion es de disefio Experimental — Prospectiva.

AREA DE ESTUDIO:
Esta investigacion se la realizé en la ciudad de Loja, en los Laboratorios de Biotecnologia de

la Universidad Nacional de Loja.

TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS:

FASE PRE ANALITICA
e Oficio dirigido al Dr. Miguel Marin, para permitir la participacion del macroproyecto

“Efecto citotoxico del extracto de las hojas de Annona Cherimola” (Anexo 1).

e Ensayos realizados para el mantenimiento de las células tumorales de cancer de colon
(RKO) mediante los siguientes protocolos:
1. Preparacion de medio de cultivo RPMI 1640 completo (mezcla de sales
enriquecida con aminoacidos y otros componentes esenciales para el crecimiento
celular) y medio de cultivo de congelacion (Anexo 2).
2. Subcultivos para mantenimiento y multiplicacion de células RKO (tripsinizacion)
(Anexo 3).

3. Congelacion celular (crio congelacion) (Anexo 4).
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4. Descongelacion celular (Anexo 5).

FASE ANALITICA

e Se realizd el siguiente protocolo estandarizado con los procedimientos que se detallan a

continuacion:

1.

2.

Preparacion de medio de cultivo RPMI completo para pH &cido (Anexo 6).
Tripsinizacion de células RKO (linea celular de carcinoma de colon) (Anexo 7).
Técnica de Ficoll Hypaque (obtencion de linfocitos). (Anexo 8).

Para colocar las células en cada pocillo (calculos) - lineas celulares (en el caso de
los extracto etandlico) (Anexo 9).

Preparacion de extractos en diferentes concentraciones - extracto etanélico (Anexo
10).

Preparacion de controles positivos — fluorouracilo (Anexo 11).

Contaje de células con azul de tripano (Viabilidad celular) (Anexo 12).

Protocolo de proliferacion celular (Anexo 13).

FASE POSTANALITICA

e Se realizaron los calculos correspondientes a la viabilidad celular por medio de porcentaje

(Anexo 14).

e Se realizaron los célculos correspondientes a la proliferacion celular mediante el contaje

de células confluentes (Anexo 15).

e Para el desarrollo de esta investigacion se utilizé el programa estadistico SAS Statistical

Analysis System (Sistema de Analisis Estadistico) (Anexo Nro. 16).
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6. RESULTADOS

PROLIFERACION CELULAR

TABLA#1
Linea celular de cancer de colon (RKO) con extracto etanélico concentrado, diluido 1:10 y
diluido 1:50
Proliferacion Extracto concentrado Extracto 1:10 Extracto 1:50
Tiempo ( horas)
6 HORAS 0% 0% 0%
36 HORAS 61.4% 81.3% 77.2%
72 HORAS 14.2% 30.5% 61.6%

Fuente: Datos del laboratorio de cultivo de células del Centro de Biotecnologia de la UNL.
Elaborado por: Gianella Liseth Valarezo Blacio.

GRAFICA #1
Linea celular de cancer de colon (RKO) con extracto etandélico concentrado, diluido 1:10 y

diluido 1:50

Células con extracto

= Extracto concentrado e Extracto 1:10 Extracto 1:50

’ 0,
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6 36 72

Fuente: Datos del laboratorio de cultivo de células del Centro de Biotecnologia de la UNL.
Elaborado por: Gianella Liseth Valarezo Blacio.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

De la siguiente gréfica del extracto en diferentes diluciones con células RKO en todos los casos a las 6
horas se observa que no existe proliferacion debido a que las células se encuentran recién cultivadas con el
extracto a distintas concentraciones, ya que estas se multiplican cada 24 horas, observandose a las 36
horas un aumento significativo de células en multiplicacion y crecimiento; con extracto concentrado del
61.4%, con extracto diluido 1:10 el 81.3% y con extracto diluido 1:50 el 77.2%; en el caso de las 72 horas
las células ya no proliferan debido al transcurso de las horas y accion del extracto, observando que en el
extracto concentrado existe un 14.2%, en extracto 1:10 el 30.5% y extracto 1:50 el 61.6%.
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TABLA#?2

Células RKO con medicamento Fluorouracilo concentrado, diluido 1:10, diluido 1:50

Proliferacién FLUOROURACILO FLUOROURACILO FLUOROURACILO

Tiempo ( horas) concentrado 1:10 1:50

6 HORAS
0% 0% 0%

36 HORAS

64.8% 59.0% 65.2%
72 HORAS

38% 29.8% 42.3%

Fuente: Datos del laboratorio de cultivo de células del Centro de Biotecnologia de la UNL.
Elaborado por: Gianella Liseth Valarezo Blacio.

GRAFICA #2

Células RKO con medicamento Fluorouracilo concentrado, diluido 1:10, diluido 1:50

Fluorouracilo concentrado
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Fluorouracilo 1:10
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Fuente: Datos del laboratorio de cultivo de células del Centro de Biotecnologia de la UNL.

Elaborado por: Gianella Liseth Valarezo Blacio.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

De la siguiente gréfica del medicamento en diferentes diluciones con células RKO se observa que en
todos los casos a las 6 horas no existe proliferacion debido a que las células se encuentran recién
cultivadas, observandose a las 36 horas un aumento significativo de células en multiplicacion vy
crecimiento; con medicamento concentrado el 64.8%, con medicamento diluido 1:10 el 59.0% y con
medicamento diluido 1:50 del 65.2%; en el caso de las 72 horas se observa que las células ya no proliferan
debido al transcurso de las horas y accién del medicamento, en donde el medicamento concentrado
presenta un 38%, en medicamento 1:10 el 29.8% y medicamento 1:50 el 42.3%.
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VIABILIDAD CELULAR

TABLA#3
Linea celular de cancer de colon (RKO) con extracto etandlico de hojas de Annona
Cherimola
HORAS EXTRACTO EXTRACTO 1:10 EXTRACTO 1:50
CONCENTRADO
6 13.2% 9.7% 9.8%
12 14.0% 15.3% 9.3%
24 17.9% 17.6% 18.4%
36 33.0% 27.2% 25.4%
48 60.8% 33.1% 33.1%
60 81.1% 46.7% 33.2%
72 87.3% 58.8% 36.9%

Fuente: Datos del laboratorio de cultivo de células del Centro de Biotecnologia de la UNL.
Elaborado por: Gianella Liseth Valarezo Blacio.

GRAFICA # 3

Linea celular de cancer de colon (RKO) con Extracto etandlico de hojas de Annona
Cherimola

Extracto con células RKO

e EXTRACTO CONCENTRADO e EXTRACTO 1:10 EXTRACTO 1:50

33,10% ,70%
- 710% 33;20%

87,30%

58,80%

36,90%

2,80% 15,30% 17,602

9,70% 12 o5 7,0% 27,20%

T300% —9,30% 18/40%
1 2 3 4 5 6 7

Fuente: Datos del laboratorio de cultivo de células del Centro de Biotecnologia de la UNL.
Elaborado por: Gianella Liseth Valarezo Blacio.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

En la siguiente grafica se puede observar que el comportamiento es diferente de acuerdo a la
concentracion del extracto observandose que existe una citotoxicidad del 87.3% con el extracto
concentrado, con extracto 1:10 el 58.8% y con el extracto 1:50 el 36.9% a las 72 horas. Al
analizar los resultados a las 6 horas se observa que en el extracto concentrado es de 13.2%, con el
extracto 1:10 es de 9.7% vy en el extracto 1:50 es de 9.8% lo que indica que el efecto del extracto
etanolico a mayor concentracion tiene mas potencia de muerte celular que en relacion a las demas
concentraciones, mostrando que existe mayor citotoxicidad conforme pasan las horas.
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TABLA#4
Linea celular de cancer de colon humano (RKO) con medicamento Fluorouracilo (control

positivo)
HORAS FLUOROURACILO FLUOROURACILO 1:10 | FLUOROURACILO 1:50
CONCENTRADO

6 18.3% 10.7% 8.6%

12 9.1% 11.3% 10.5%
24 14.5% 15.9% 16.4%
36 31.2% 37.0% 30.8%
48 82.8% 41.8% 38.1%
60 73.0% 62.9% 46.9%
72 75.4% 64.6% 51.4%

Fuente: Datos del laboratorio de cultivo de células del Centro de Biotecnologia de la UNL.
Elaborado por: Gianella Liseth Valarezo Blacio.

GRAFICA # 4
Linea celular de cancer de colon humano (RKO) con medicamento Fluorouracilo (control
positivo)

Fluorouracilo con células RKO
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Fuente: Datos del laboratorio de cultivo de células del Centro de Biotecnologia de la UNL.
Elaborado por: Gianella Liseth Valarezo Blacio.

Interpretacion de resultados:

En la siguiente grafica se observa que existe mayor citotoxicidad de células tumorales RKO dando un
porcentaje del 75,4% con el medicamento concentrado, con el medicamento diluido 1:10 el 64.6% Yy con
el medicamento diluido 1:50 el 51.4% a las 72 horas. Al analizar los resultados a las 6 horas se observa
que en el medicamento concentrado es de 18.3%, con el medicamento 1:10 de 10.7% y en el medicamento
1:50 es de 8.6% lo que indica que el efecto del fluorouracilo a mayor concentracion tiene mas potencia de
muerte celular que en relacion a las demas concentraciones, mostrando que existe una mayor citotoxicidad
conforme pasan las horas.
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TABLA#5
Linfocitos humanos con extracto etandlico concentrado, 1:10 y 1:50

HORAS LINFOCITOS CON LINFOCITOS CON LINFOCITOS CON
EXTRACTO EXTRACTO 1:10 EXTRACTO 1:50
CONCENTRADO

6 0.9% 0.5% 0.0%
12 7.7% 3.5% 6.2%
24 15.3% 6.5% 5.4%
36 59.7% 8.6% 6.0%
48 70.9% 15.1% 13.1%
60 66.6% 14.5% 16.3%
72 70.2% 15.2% 10.9%

Fuente: Datos del laboratorio de cultivo de células del Centro de Biotecnologia de la UNL.
Elaborado por: Gianella Liseth Valarezo Blacio.

GRAFICA #5
Linfocitos humanos con extracto etandélico concentrado, 1:10 y 1:50

Linfocitos con extracto
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Fuente: Datos del laboratorio de cultivo de células del Centro de Biotecnologia de la UNL.
Elaborado por: Gianella Liseth Valarezo Blacio.

Interpretacion: De los ensayos realizados se observa que existe una mayor citotoxicidad del 70.2% en
linfocitos con extracto concentrado, con una significativa diferencia con los linfocitos con extracto diluido
1:10 que presenta el 15.2% 'y linfocitos con extracto diluido 1:50 el 10.9% a las 72 horas. Al analizar los
resultados a las 6 horas se observa que en los linfocitos concentrado es de 0.9%, con linfocitos 1:10 es de
0.50% vy linfocitos 1:50 es de 0.0% lo que indica que el efecto del extracto etandlico con linfocitos a
mayor concentracion tiene mas potencia de muerte celular que en relacion a las demas concentraciones,
mostrando que existe una mayor citotoxicidad conforme pasan las horas.
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7. DISCUSION

El presente estudio se llevo a cabo mediante el desarrollo de técnicas analiticas de viabilidad
celular, procedimientos de proliferacion celular, siendo esta una investigacion de tipo
experimental prospectiva realizada en los laboratorios de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Loja, donde se avaluo el efecto citotoxico de las hojas de Annona cherimola frente a
células de cancer de colon (RKO) en medio de cultivo con pH &cido, los cuales se desarrollaron
con la ayuda del colorante azul de tripano, estos protocolos nos ayudaron a determinar una
favorable disminucion de células cancerigenas de un 87.3% a las 72 horas, en el caso del
medicamento fluorouracilo a las 72 horas se observo el 75,4% de muerte celular pero también
observamos que produce muerte de células normales linfocitos en un 70.2 %, en cuanto a la
proliferacion celular se puede observar que a las 72 horas la accion del extracto es mas potente
debido a que hay una proliferacion del 14.2%, demostrando asi que el extracto al transcurso de

las horas y a mayor concentracion no da lugar a la multiplicacion de células tumorales

Mediante un estudio realizado en Peru en el afio 2009 en donde se evalud el efecto citotoxico
del extracto etanolico de las semillas de Annona cherimola en cultivos de cancer de cérvix,
mama, leucemia mieloide cronica y fibroblastos de ratén 3T3, se mostraron los siguientes
resultados: cancer de cérvix (ME-180) en wun 9,4, para adenocarcinoma de mama humano
(MCF-7) un 6,6, para leucemia mieloide crénica K562 un 2,2y 29,5 para los fibroblastos de
raton, brindando asi alentadores resultados para las células tumorales debido a su alta
citotoxicidad considerandose >1 citotoxico segun el meétodo de concentracion inhibitoria

mediante el analisis de regresion lineal por medio de ecuacion de la recta (y=mx+b) no
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observandose de la misma manera en el caso de las células normales como es el 3T3 con alto
porcentaje de citotoxicidad. En el caso del medicamento ensayado en este estudio fluorouracilo
se encontro para adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) un 3,4, para leucemia mieloide
cronica K562 un 3,8 y 0,2 para los fibroblastos de raton mostrandose asi que el medicamento no

es citotoxico para las células normales 3T3.

Cabe mencionar que los métodos utilizados en ambos estudios son diferentes debido que en
nuestro estudio se obtuvo la viabilidad celular mediante el contaje de celulas vivas y muertas
obtenido en porcentajes; brindandonos resultados alentadores al igual que el estudio antes

mencionado con una alta capacidad citotdxica de las células tumorales.

Un segundo estudio realizado en el Laboratorio de Investigacion del Departamento de
Farmacologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y de la Facultad de Ciencias y
Filosofia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia en el afio 2006 donde se evaluo el efecto
citotoxico selectivo in vitro de Muricin H (acetogenina de Annona muricata) en cultivos celulares
de cancer de pulmon y fibroblastos de raton, se mostraron los siguientes resultados: para cancer
de pulmon (H460) de <0.06 y para los fibroblastos de ratén (3T3) de 6.16 brindando asi no tan
buenos resultados para las células tumorales debido a su baja citotoxicidad considerandose >1
citotoxico para células tumorales segun el método de concentracién inhibitoria mediante el
analisis de regresion lineal por medio de ecuacidn de la recta (y=a+bx) no observandose de la
misma manera en el caso de las células normales como es el 3T3 con alto porcentaje de
citotoxicidad. En el caso del medicamento ensayado en este estudio fluorouracilo se encontrd
para cancer de pulmon (H460) de 0,46 y para fibroblastos (3T3) 0.29. Mientras que los indices de

selectividad para muricin H fue de >102.6 y para fluorouracilo de 0.63 en donde se demostro la
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accion citotoxica selectiva invitro del Muricin H ya que este tuvo mayor efecto citotdxico para la

linea H460y menor para la linea 3T3 en relacion con el fluorouracilo.

A pesar de que esta investigacion se realizé con la annona muricata (guanabana) y nuestro
estudio es sobre anona cherimola estas investigaciones se asemejan ya que estas plantas
pertenecen a la misma familia anonacea. Los datos antes mencionados se relacionan con el
presente estudio ya que en el caso del extracto etandlico de hojas de Annona cherimola frente a
células tumorales de colon (RKO) en medio de cultivo con pH acido a mayor concentracion 1
mg/ml a las 72 horas se observd una muerte celular del 87.3%, en el caso del medicamento
fluorouracilo a las 72 horas se observo el 75.4% de muerte celular y en cuanto a la proliferacion
celular se puede observar que a las 72 horas la accion del extracto es mas potente debido a que
hay una proliferacion del 14,2%; los métodos utilizados en ambos estudios son diferentes debido
a que en nuestro estudio se obtuvo la viabilidad celular mediante el contaje de células vivas y
muertas obtenido en porcentajes; brindandonos resultados alentadores al igual que el estudio

antes mencionado con una alta capacidad citotoxica de las células tumorales.

Mediante un tercer estudio realizado, donde se avaluo el efecto citotdxico de Annona Muricata
(guanabana) en cultivo de lineas celulares de adenocarcinoma géastrico y pulmonar en el cual se
demostrd que el extracto etandlico de las hojas de Annona Muricata presentan mayor efecto
citotoxico sobre las lineas tumorales C678 (adenocarcinoma gastrico de raton) y H460 (cancer de
pulmdn) en comparacion con las concentraciones homologas de 5 fluorouracilo; el presente
estudio se relaciona a los datos antes mencionados ya que en el caso del extracto etandlico de
hojas de Annona cherimola frente a células tumorales de colon (RKO) en medio de cultivo con

pH &cido a las 72 horas se observo una muerte celular del 87.3% y en el caso del medicamento
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fluorouracilo a las 72 horas se observé el 75.4% de muerte celular, cabe mencionar que los
métodos utilizados en ambos estudios son diferentes debido a que en nuestro estudio se obtuvo la
viabilidad celular mediante el contaje de células vivas y muertas obtenido en porcentajes;
brindandonos resultados alentadores al igual que el estudio antes mencionado con una alta

capacidad citotdxica de las células tumorales.
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8. CONCLUSIONES

Después de finalizado el trabajo investigativo y teniendo en cuenta el cumplimiento de los

objetivos de la misma y los resultados obtenidos, se concluye lo siguiente:

@

En cuanto a la proliferacion celular se concluye que la accion del extracto y el
fluorouracilo se asemejan ya que a las 36 horas existe una proliferacion del 61.4% para
extracto concentrado y 64,8% para el anti tumoral en cambio a las 72 horas la accion del
extracto es mas potente debido que hay una proliferacion del 14,2% en relacion con el
fluorouracilo con el 37,5% concluyendose asi que el extracto a mayor concentracion no

da lugar a la multiplicacion de células tumorales.

En lo que respecta a viabilidad celular de los ensayos efectuados con el extracto
etanolico en medio de cultivo con pH acido en las diferentes concentraciones se concluye
que el extracto que mas potencia citotoxica posee es el extracto concentrado que se
encuentra en una proporcion de un 1 mg/ ml observandose que existe un 87,3% de muerte
de células cancerigenas a las 72 horas en relacion a los otros extractos 58,8% con extracto

diluido 1:10 y el 36,9% con el extracto diluido 1:50.
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9. RECOMENDACIONES

Asi mismo y en base a las conclusiones antes propuestas se generan las siguientes

recomendaciones:

@

Se recomienda que se continue realizando investigaciones posteriores donde se pueda
tomar en cuenta otras partes de la planta como son el tallo, las semillas, raiz etc. para de

esta manera conocer que accion citotoxica presentan dichas partes.

Es importante recalcar que el presente estudio se realizé con extracto etandlico, sin
embargo se recomienda para futuras investigaciones obtener el principio activo de la hoja
de Annona cherimola para si obtener las acetogeninas que en si son el compuesto que

provoca la muerte de células tumorales.

Existen otros métodos para realizar viabilidad celular y proliferacion tales como las
prueba del MTT (ensayos colorimétricos de cuantificacion espectrofotométrica), ensayos
de inmunocitoquimica, etc. los cuales son mas sensibles; por lo tanto se recomienda en

futuras investigaciones poder aplicarlos.
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11. ANEXOS

Anexo Nro. 1

EVALUACION DEL EFECTO INMUNOESTIMULANTE DEL EXTRACTO DE AMARANTHUS
HYBRIDUS L. Y SUS COMPONENTES EN LA ACTIVACION DE CELULAS LINFOIDES

Loja, 28 de mayo de 2015

Doctor.
Miguel Marin Gémez, Mg. Sc,
DIRECTOR DEL LABORATORIO DE CULTIVO CELULAR

A peticién verbal de la interesada:

CERTIFICO:

Que la Srta. Gianella Liseth Valarezo Blacio, estudiante del VIl MODULO de la Carrera de LABORATORIO
CLINICO, con cédula de identidad 0705745545 fue aceptada para ser parte del grupo de estudiantes para
que participe en la realizacion del proyecto “Evaluar el efecto citotéxico de las hojas de Annona
cherimola en lineas celulares cancerigenas”, el mismo que forma parte del trabajo final de investigacion
que debe realizar el estudiante previo a la obtencién del titulo de Licenciada en Laboratorio Clinico.

Es cuanto puedo certificar y autorizo a la estudiante hacer uso de este certificado en sus tramites
respectivos.

Atentamente /

EEE LT T T T TP n-----..“‘-..---n-;----a‘--IuIAA-..-.. ssssssbennan
Dr. Miguel Marin Gomez, Mg. Sc.
DIRECTOR DEL PROYECTO
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Anexo Nro.2

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO RPMI COMPLETO

» Atemperar medio de cultivo RPMI completo, Suero bovino
penicilina/estreptomicina y anfotericina B.

» Enun matraz colocar 5 ml de suero bovino fetal

» 0,5 ml de penicilina

» 0,5 de anfotericina B

» 44 ml de RPMI incompleto

» Medir el pH con la ayuda del Peachimetro, el cual debe estaren 7,2 a 7,4

» Mezclar bien y guardar en refrigeracion, rotulado.

MEDIO DE CONGELACION

1. Enun matraz colocar 4 ml de medio RPMI completo
2. 5 ml de suero bovino fetal

3. 1 mlde DMSO

fetal,

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia

de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 3

TRIPSINIZACION DE CELULAS (PASES O SUBCULTIVOS)

++ Eliminar todo el contenido de medio de la botella

%+ Agregar 5 ml de medio de cultivo incompleto, dejar unos minutos y sacar completamente

s+ Agregar 2 ml de tripsina al 0,25%, especial para el cultivo, con esto las células comienzan
a desprenderse.

% Mantener moviendo dando golpes suaves a la botella, si no se sueltan las células se
pueden incubar unos minutos a 37°C

¢+ Sueltas las celulas, agregar 10 ml de medio RPMI completo, sacar todo ese contenido a

un tubo falcén y centrifugar 10 minutos a 1500 rpm.

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 4

CRIOCONGELACION

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

2. Del soporte tomar 500 ul de células y agregar 500 ul de medio de cultivo de congelacién

3. Rotular cada criovial y colocarlo en congelacién a -20°C

4. A las 24 horas colocar los crioviales en el tanque de nitrogeno liquido, indicando con
claridad los cuales van a ser ubicados en cada canastilla.

5. Todos los dias revisar si la cantidad de nitrogeno liquido esta en la cantidad correcta.

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 5

DESCONGELACION CELULAR

+«+ Encender cabina de bioseguridad y esterilizar 15 minutos antes de usar, de igual manera el
abafio maria a 37°C

¢+ Tener listo el medio de cultivo RPMI completo e incompleto, el tubo falcon

% Extraer del tanque de nitrogeno liquido 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.

++ Afadir las células descongeladas rapidamente a un tubo Falcon y afiadir 10 ml de medio
de cultivo completo para asi diluir el DMSO y disminuir su toxicidadad.

¢+ Centrifugar el Falcon 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
criovilaes con 1.5 x 10% cel/ml y pipetear suavemente para homogenizar la suspension.

¢ 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.

7
X4

*,

Cambiar el medio de cultivo al dia siguiente para eliminar posibles restos de DMSO y

células muertas.

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 6

MEDIO DE CULTIVO CON pH ACIDO

» Al medio de cultivo incompleto pH neutro 7,2 agregar HCL al 1N hasta obtener un pH de
6.8-6.9.
Una solucion 1N se prepara de la siguiente manera:
e V1 * N1=V2* N2
e V2= (V1*N1)/N2

501 = 10ml
5

V1: quiero preparar

N1: concentracidn que quiero preparar

V2: lo que quiero calcular

N2: La mayor concentracion del HCL que es 5N

» En un matraz se colocan 10 ml de HCL concentrado y se afora a 50 ml de H20O destilada
y queda la solucién de HCL al 1N.
» En el medio de cultivo incompleto se coloca esta solucion gota a gota hasta que el

Peachimetro marque el valor necesario hasta que se haga acido.

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 7

TRIPSINIZACION DE CELULAS (PASES O SUBCULTIVOS)

Eliminar todo el contenido de medio de la botella

Agregar 5 ml de medio de cultivo incompleto, dejar unos minutos y sacar completamente
Agregar 2 ml de tripsina al 0,25%, especial para el cultivo, con esto las células comienzan
a desprenderse.

Mantener moviendo dando golpes suaves a la botella, si no se sueltan las células se
pueden incubar unos minutos a 37°C

Sueltas las células, agregar 10 ml de medio RPMI completo, sacar todo ese contenido a
un tubo falcén y centrifugar 10 minutos a 1500 rpm.

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

Resuspender este pellet de células con 2 ml de medio de cultivo RPMI completo

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

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 8

TECNICA DE FICOLL HYPAQUE

Técnica de centrifugacion por gradiente de densidad para separar Células Mononucleares de

Sangre Periférica (CMSP) de otras células de la sangre

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Extraer 5 ml de sangre venosa en un tubo tapa verde que contiene heparina.

Se coloca en un tubo Falcdn 4 ml de PBS o solucion salina, a este tubo se le adiciona 4 ml
de sangre heparinizada.

En otro tubo se colocan 4 ml de Reactivo Hystopaque y se le adicionan los 4 ml de sangre
diluida con la solucién de PBS o solucion salina. Este procedimiento se lo debe realizar
cuidadosamente tratando de incorporar la sangre muy despacio por las paredes de tubo
Centrifugar a 2000 rpm durante 15 minutos.

Extraer 1ml de los linfocitos que se encuentran en la interfase es decir en la parte media
de la separacion. Al fondo se encuentran los granulocitos y hematies. Al centro las células
mononucleares donde estan los linfocitos B y T y encima se encuentra el plasma.

Una vez colocados los linfocitos en otro tubo falcén, agregarle 1 ml de PBS y centrifugar
a 1500 rpm durante 5 minutos.

Eliminar el sobrenadante y resuspender con 2 ml de medio de cultivo RPMI completo.

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

FUENTE: Protocolo tomado de la técnica Ficoll Hypaque de la casa comercial SIGMA.
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Anexo Nro. 9

PARA COLOCAR LAS CELULAS EN CADA POCILLO (CALCULOS)
LINEAS CELULARES (en el caso de extracto etandlico)

¢+ Una vez realizado el contaje de las lineas celulares ambas resuspendidas en 2 ml de medio
de cultivo se debe distribuir la cantidad de células que ira en cada pocillo, en este caso
fueron 500.000 cel/pocillo en 500 ul de medio de cultivo

¢+ En este caso se necesitaron 12 000 000 de células resuspendidas en 12 ml de medio de
cultivo.

+¢+ Se colocan los 500 ul del medio con 500.000 células en cada una y luego se afiaden los
extractos y los medicamentos como controles positivos en diferentes concentraciones por
triplicado.

+»+ Se procede a incubar las placas de cultivo en la incubadora de CO2 al 5% y con humedad

del 98%

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 10

PREPARACION DE EXTRACTO EN DIFERENTES CONCENTRACIONES

EXTRACTO ETANOLICO:

Solucion concentrada (Extracto 1): 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). En este caso se disuelve los 100 ul de

DMSO con 1 mg del extracto y a esta dilucion se le afiade los 900 ul de medio de cultivo.

Solucién de extracto 2 (1:10): Tomar 100 ul de la solucion 1 de extracto y agregar 900 ul del

medio de cultivo completo.

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

medio de cultivo completo.

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 11

PREPARACION DE CONTROLES POSITIVOS

FLUOROURACILO

Solucién concentrada 1: Se colocan directamente los 25 ul de fluorouracilo ya preparado en

concentracion de 50 mg/50 ml

Solucién 2: Mezclar 100 ul de la solucion concentrada con 900 ul de medio de cultivo completo.

Solucién 3: Mezclar 20 ul de la solucién concentrada con 980 ul de medio de cultivo completo.

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro.12

CONTAJE DE CELULAS CON AZUL DE TRIPANO (VIABILIDAD CELULAR)

>

Se realiza el contaje de las células tanto muertas como vivas para evaluar asi de esta
manera la viabilidad y citotoxicidad celular.

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.

Se deben extraer dichas células de manera mecanica frotando los pocillos donde se
encuentran incubadas ya que estas células son adherentes y tienden a pegarse al fondo

A cada pocillo cargado con células colocar 20 ul de azul de tripano y cargar en la cdmara
de Neubauer para su contaje.

Se deben contar los cuatro cuadrantes externos de las esquinas y el valor final se lo
multiplica por 10, por 1000 y por 2.

Se realiza el mismo procedimiento a las seis horas de su incubacion, 12, 24, 48, 60 y 72

horas.

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 13

PROLIFERACION CELULAR

e Las células que fueron incubadas con los diferentes extractos y medicamentos
concentrados y diluidos se observaron a las 6, 36 y 72 horas de incubacion en el
microscopio invertido observando la elongacion y crecimiento de las mismas.

e Posteriormente se contaron las células vivas en la camara de Neubauer que presentaban la
forma tipica de elongacion, la misma que representa la confluencia.

e De las células vivas contadas se calcul6 el porcentaje de confluencia para evaluar el grado
de proliferacion.

e Realizamos los célculos siguientes:

Confluencia = namero de células elongadas * 100 dividido para el total de
células vivas

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 14

PROTOCOLO DE VIABILIDAD CELULAR

Aplicado para ensayos de citotoxicidad y proliferacion, el azul de tripano es un colorante vital
que no se absorbe por células viables sanas. Cuando las células son dafiadas o estan muertas, el

azul de tripano puede entrar a la célula, permitiendo a la célula muerta ser contada.

Ensayo del Azul Tripan
Realizacién del ensayo:
e Mezclar 20 ul de suspension celular con 20ul ml de azul tripan.
e Mezcle la supsension celular con azul tripan por pipeteo de 5 a 8 veces.
e Coloque 20 pL de la mezcla en cada camara del hemocitémetro.
e Cologue el hemocitémetro en el microscopio y localice las cuadriculas.
e Deje que las células se asienten durante 1-2 minutos y proceda al conteo.
e Cuente por separado a las células azules (muertas) y a las células refringentes o
blancas (vivas) que sean observadas en cada uno de los cuadros por considerar.

e Calcular el porcentaje de viabilidad.

Viabilidad celular= (%) (Numero de células vivas totales) + (NUmero de

celulas Totales [vivas+muertas]) x 100

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 15

Proliferacion celular
Se realizaron los calculos correspondientes a la proliferacion celular mediante el contaje de células

confluentes

> Las células que fueron incubadas con los diferentes extractos y medicamentos concentrados
y diluidos se observados a las 6, 36 y 72 horas de incubacion en el microscopio invertido

observando la elongacion y crecimiento de las mismas.

> Posteriormente se contaron las células vivas en la cdmara de Neubauer que presentaban la

forma tipica de elongacion, la misma que representa la confluencia.

» De las células vivas contadas se calculd el porcentaje de confluencia para evaluar el grado

de proliferacion.

» Realizamos los calculos siguientes:

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

células vivas.

Fuente: Protocolos realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Loja.
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Anexo Nro. 16

PRUEBAS DE SIGNIFICANCIA MEDIANTE EL PROGRAMA DE ANALISIS
ESTADISTICO (SAS)

EXTRACTO ETANOLICO + RKO

PRUEBA DE ADEVA

Fuente GL F Valor F. tab
Trat. 27 82.72 <.0001
R-cuadrado Coeficiente de Valor media
variacion
0.976462 14 33316 28.15917

DUNCAN

Prueba de Rango Mdltiple de Duncan por su valor.

Alfa 0.05
T.STUDENTS.

Analisis Variable

Valor medio T. calculado F. tabular
14.1285714 2.44 0.0508
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FLUOROURACI

LO + RKO

PRUEBA DE ADEVA

Fuente GL

F Valor F. tab.

Trat. 27

101.64 <.0001

R-cuadrado Coeficiente de Valor media
variacion
0.980715 12.38031 29.69357

DUNCAN

Prueba de Rango Mudiltiple de Duncan por su valor.

Alfa 0.05

T. STUDENTS.

Analisis Variable
Valor medio T. calculado F. tabular
8.5857143 1.45 0.1985
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Anexo Nro. 17

FOTOGRAFIAS DEL TRABAJO DE CAMPO

PREPARACION DE LOS LINFOCITOS HUMANOS

Fig. 1 centrifugacion de sangre periférica para obtener linfocitos

PIPETEO DE LAS MUESTRAS EN LOS POCILLOS

Fig. 2 colocacion del extracto etandlico a las lineas celulares RKO
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INCUBACION DE LAS CELULAS

Fig. 3 Mantenimiento de células en la incubadora con CO2 al 5% y humedad del 98%

COLOCACION CON AZUL DE TRIPANO EN LAS CELULAS PARA SU
OBSERVACION

Fig. 4 Técnica de tincion con azul de tripano para cuantificacion de las células
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CELULAS “RKO” VIVAS Y MUERTAS CON EXTRACTO ETANOLICO

Fig. 5 Observacion de células RKO vivas y muertas con extracto etanolico de hojas de Annona
Cherimola

PROLIFERACION CELULAR

Fig. 6 Observacion de la proliferacion de células RKO
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