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2. RESUMEN: 

Las acetogeninas pertenecientes al género Annona en diversos ensayos intra-

laboratorio, han demostrado, su actividad citotóxica frente a células tumorales A-549; 

en virtud de ello hemos desarrollado la presente investigación con diseño experimental-

prospectivo orientada a evaluar el efecto citotóxico del extracto acuoso de las hojas de 

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

pH ácido; enfocada a determinar  el grado de proliferación y viabilidad de las células A-

549, frente al extracto; mediante técnicas de proliferación celular que consisten en 

valorar el desarrollo celular, mientras que, su viabilidad (muertas-vivas) se determinó 

mediante la tinción con azul de tripán cada 6 horas durante 4 días. Para concluir este 

estudio, se utilizó, un control positivo (células A-549 frente al cisplatino) y un control 

negativo (células A-549 frente al medio de cultivo  Roswell Park Memorial Institute 

(R.P.M.I) completo) como control de calidad del estudio. El grado de proliferación 

celular en las A-549 frente al extracto acuoso de las hojas de Annona ch. en diferentes 

concentraciones (concentrado , 1:10 –1:50) a las 6 horas da un 0% de confluencia, por 

lo tanto a las 36 horas en las diferentes concentraciones respectivamente se obtiene 

un: 74,4%, 71,9% y 80,5%  sin embargo a las 72 horas se disminuye su desarrollo, 

adquiriendo los siguientes valores: 68,2%, 61,1% y 64,7%; al valorar la viabilidad 

celular se consiguió una  citotoxicidad de: 89,2%  frente al medicamento y un 34,4% en 

extracto acuoso de las hojas de Annona ch., en cambio las células normales frente al 

extracto acuoso de las hojas de Annona ch. diluido 1:10 desarrolla un 10,9% a las 72 

horas de incubación. Finalmente se concluye que el nivel de citotoxicidad del extracto 

acuoso de las hojas de Annona ch. frente a las células A-549 y mononucleares es bajo 

en relación al cisplatino que provoca una alta citotoxicidad. 

 

 

 

Palabras clave: Annonae cherimola, acetogeninas, citotóxico, pH ácido, cáncer 

pulmonar, proliferación celular y viabilidad celular.  
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SUMARY: 

The Acetogenins which belong to the genre Annona in several intra-laboratory tests 

have shown their cytotoxic activity against tumor cells; therefore we have developed the 

following investigation with an experimental-perspective design guided to evaluate the 

cytotoxic effect of aqueous extracts from the Annona cherimola leaves in the line cell of 

lung cancer with a medium crop of Ph. acid, its focused to determine the grade/level of 

proliferation and the viability of A-549 cells versus the extract of the proliferation cell 

technique which consists on assessing the cell development meanwhile its viability 

(living-dead) was determined through blue staining tripán every 6 hours during 4 days. 

In order to conclude this study we used a positive control (cells a-549 in front of 

cisplatin) and a negative control (cells A-549 in front of the medium crop Roswell Park 

Memorial Institute (R.P.M.I.) completed) in order to control the quality of the study. The 

proliferation cell degree in A-549 versus the extract aqueous from the Annona ch. 

leaves in different concentrations (concentrated, 1:10-1:50) in 6 hours’ time gives a 0% 

of confluence meanwhile in  36 hours of different concentration we can clearly obtain a 

74,4%, 71,9% y 80,5% ;  nevertheless at 72 hours his development is diminished 

acquiring the following values 68,2 %, 61,1% and a 64,7%; meanwhile in order to 

assess its cell viability an 82,2% of cytotoxicity was acquired with the medicine, and a 

34,4% in extract while normal cells, versus the diluted 1:10 extract from the Annona ch. 

leaves develop a 10,9% during the first 72 hours of incubation. Finally we can conclude 

the level of cytotoxicity from the extract from the Annona ch. leaves  versus the cells A-

549 and Mo nuclear is very low in relation to the cisplatin which causes a high 

cytotoxicity. 

 

 

 

Key Words: - Annona Cherimola, Acetogenins, Cytotoxicity, pH acid, Lung cancer, 

Proliferation Cellular and Viability Cellular. 
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3. INTRODUCCIÓN 

Las plantas naturales son consideradas desde la antigüedad como el primer recurso 

para el cese de distintas patologías como; parasitarias, bacteriológicas, oncológicas 

entre otras, con la finalidad, de mantener la salud, basándose en creencias y 

experiencias culturales que han sido transmitidas, de generación en generación a nivel 

mundial; la Medicina natural, tradicional, alternativa o complementaria, es utilizada, en 

algunos países como terapia, por lo tanto la O.M.S. (Organización Mundial de la Salud) 

ante este fenómeno actual de la medicina ha desarrollado nuevas estrategias para el 

periodo 2014-2023, en la cual, intentan evaluarla e integrarla con la medicina 

convencional, de manera que, la Dra. Margaret Chan, manifestó, que “las medicinas 

tradicionales de calidad, seguridad y eficacia comprobada, contribuyen a asegurar el 

acceso de todas las personas a la atención de salud”. (1) 

En la actualidad, se encuentran realizando varias investigaciones en plantas con 

propiedades empíricamente curativas que en su mayoría, científicamente aun no son 

comprobadas, con  la finalidad, de descubrir el principio activo y sus efectos en la salud 

e incluirlas en las terapias de la medicina convencional, caracterizada, por establecer 

tratamientos que desarrollan efectos adversos a la enfermedad como en el cáncer, por 

el uso de medicamentos quimioterapéuticos que genera muerte en las células 

tumorales y normales en igual proporción. 

Ensayos experimentales en la Annona cherimola, comúnmente conocida, como, 

Chirimoya, perteneciente a la familia de las Annonaceaes aproximadamente con 120 

géneros y 2.500 especies distribuidas en regiones tropicales y subtropicales del 

Ecuador y en los valles Andinos de Perú (2), estudios fitoquímicos, han demostrado, la 

presencia de péptidos cíclicos, acetogeninas, alcaloides, amidas, kauranos y lignanos 

en donde las acetogeninas, presentan propiedades citotóxicas ante las células 

tumorales, por esta razón, se ha desarrollado una investigación en Perú en el año 

2009, en los Laboratorios del Departamento de Farmacología de la Universidad 

Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM) y los Laboratorios de Investigación y 

Desarrollo (LID) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), en extracto 

etanólico de las semillas del fruto de esta planta, sobre células cancerígenas de 
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carcinoma epidermoide cérvix ME-180, adenocarcinoma de mama MCF-7 y leucemia 

mieloide crónica K-562, superando los niveles de citotoxicidad del cisplatino y 5-

fluorouracilo medicamentos quimioterapéuticos ampliamente conocidos. (3) 

Por otra parte, en Ecuador existe un estudio el cual evalúa la actividad antioxidante y 

valor nutracéutico de la Annona muricata comúnmente conocida como Guanábana en 

el 2013, sin embargo, en la Annona ch. aún no se evidencian estudios que valoren la 

actividad citotóxica. (4) Es por ello que basándose en varios estudios nos hemos 

propuesto en desarrollar la presente investigación, con diseño experimental–

prospectivo enfocada a evaluar el efecto citotóxico del extracto acuoso de las hojas de 

Annona cherimola, en una línea celular de cáncer de pulmón, en medio de cultivo con 

pH ácido, con el fin de determinar el grado de proliferación celular de las células A-549 

y su viabilidad.  

Se inició con la obtención de la línea celular A-549 de la casa comercial ATCC 

(Colección de cultivos de tipo americano), seguido de la preparación del extracto 

acuoso en diferentes concentraciones (concentrado - 1:10 – 1:50), elaboración de 

protocolos para el mantenimiento celular en medio de cultivo (M.C.) RPMI completo, 

preparación de medio de cultivo pH ácido (Anexo 6), además se obtuvieron células 

mononucleares a través de la técnica Fycoll Hypaque inmediatamente incubadas con 

extracto en diferentes concentraciones para determinar su comportamiento, 

seguidamente las células A-549  se cultivaron en tubos falcón con extracto más M.C. 

RPMI completo, posteriormente, se elaboró un control positivo (células A-549 más 

extracto y M.C.) y un control negativo (M.C. más células A549) como control de calidad, 

ensayos que fueron incubados a una temperatura de 37°C con 5% CO2, 

subsiguientemente, se evaluó la  proliferación y viabilidad celular cada 6 hora durante 4 

días, realizando, pases o subcultivos  mediante la tripzinización celular, que consiste, 

en el desprendimiento celular por medio de la tripsina, cuyos protocolos fueron 

elaborados durante el desarrollado de la investigación . (Anexo 9) 

La proliferación celular se determinó, a través, de la observación microscópica 

utilizando en primera instancia el microscopio de inversión, que nos permite visualizar 

la elongación que evidencia el desarrollo celular, posteriormente, se contó las células 
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viables confluentes en una cámara de Neubauer, por medio, de un  microscopio óptico, 

dando como resultado que las células A-549 frente al extracto concentrado y diluido 

(1:10-1:50) a las 6 horas da un 0% de confluencia, mientras que a las 36 horas existió 

un 74,4% (concentrado), 71,9%(1:10), 80,5%(1:50) y a las 72 horas 68,2%, 61,1% y 

64,7% respectivamente, demostrando que existe una mayor confluencia a las 36 horas 

y disminuyendo a las 72 horas.  

La viabilidad celular se evaluó mediante tinción con azul de tripán, coloide, que tiñe las 

membranas degeneradas de las células; en una placa con 96 pocillos se colocó 20 ul 

de las células A- 549 y mononucleares; 20 ul de azul de tripán, y finalmente se cargó la 

cámara de Neubauer para realizar el contaje de cada tipo de células a través del 

microscopio óptico y valorar su capacidad citotóxica del extracto acuoso de las hojas de 

Annona cherimola y del medicamento como control positivo frente a células tumorales y 

normales, demostrando, una baja citotoxicidad del extracto en comparación al 

cisplatino dando como resultado a las 72 horas un 34,4 % de muerte celular frente al 

extracto; mientras que, al ser ensayada con la droga quimioterapéutica (cisplatino), 

existe un 89,2% lo que indica efectivamente una alta citotoxicidad, por lo tanto, las 

células normales frente al extracto diluido 1:10 a las 72 horas indica 10,9% de muerte 

celular señalando una baja citotoxicidad. 
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4. REVISIÓN LITERARIA 

4.1 Medicina Tradicional 

La medicina tradicional o natural son creencias medicinales ancestrales o culturales 

que se han venido aplicando desde la antigüedad, basada en experiencias indígenas  

de diferentes culturas, que consisten en terapias espirituales conocidas como 

fitoterapia, entre otros tratamientos curativos los  cuales son elaborados y aplicados 

para mantener y mejorar  la salud tanto física como mental del ser humano. (5) 

4.2 Plantas Medicinales 

Las plantas medicinales constituyen ciertos elementos de los  vegetales como; hojas, 

tallos, raíces semillas entre otros los cuales contiene cierta actividad farmacológica, 

siendo en la actualidad un gran aporte para la  sociedad, con la finalidad de prevenir, 

atenuar o sanar distintas patologías que hoy en día con medicamentos convencionales 

químicamente elaborados o comúnmente conocidos como sintéticos, no han sido 100% 

eficaces, (2) por lo tanto estos, han ido desarrollando en el individuo ciertas patologías 

adyacentes a la enfermedad, que ha sido en primera instancia a tratar, por lo tanto, 

instituciones enfocadas en desarrollar investigaciones de tipo experimental se han 

direccionado a indagar estas costumbres ancestrales curativas, en distintas plantas 

medicinales, despejando de esta manera varias hipótesis relacionadas a la medicina 

alternativa demostrando, a través de varios ensayos in-vitro en células animales el 

comportamiento del principio activo, así como también la forma de como ensayarlos ya 

sea: enteros, fragmentados o pulverizados. (6) 

4.3 Fitomedicina 

Es la ciencia que estudia el principio activo de las plantas medicinales con fines 

terapéuticos,  la misma que desde la antigüedad ha sido utilizada como terapia 

complementaria mediante la utilización de plantas o fragmentos, (5) por lo tanto ante lo 

expuesto varias instituciones han decidido poner  a prueba  este tipo de medicina, 

mediante, ensayos experimentales de laboratorio utilizando una metodología científica 

para de esta manera determinar el correcto uso y eficacia  en células animales in vitro, 
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por lo tanto, la OMS reconoce la importancia del uso de este tipo de medicina, ya que, 

a pesar de ser más fiable que los medicamentos convencionales está a su vez es 

económica y para así poder lograr que los galenos en la actualidad hagan uso de las 

distintas plantas medicinales. (7) 

4.4 Fitofármaco 

Término asociado en el campo de la bioquímica, el mismo que se origina del griego 

“fito” = planta / “fármaco” medicamento, por lo tanto, se define como medicamentos 

elaborados en base a plantas o partes de las mismas, en diferentes formas para el 

tratamiento de las enfermedades; aplicando, procedimientos fitoquímicos para conocer 

el componente químico del vegetal. (8) 

4.5 Metabolitos a nivel vegetal 

El metabolismo se caracteriza por desarrollar una serie de reacciones químicas que se 

llevan a cabo en la célula, a partir de metabolismo: primario y secundario. 

4.5.1 Metabolitos primarios: 

Conjunto de procesos químicos, que intervienen directamente en el desarrollo de 

la planta como por ejemplo; en la fotosíntesis o también en procesos de 

crecimiento y desarrollo, a partir de la elaboración de metabolitos primarios los 

cuales son: carbohidratos, proteínas, ácidos nucleicos y lípidos. (9) 

a. Carbohidratos: también llamados glúcidos, son monosacáridos como: 

pentosas, hexosas, desoxiosas y derivados, como: ácido urónico, polioles y 

azúcares aminadas, etc. La condensación de monosacáridos se conoce como 

polisacáridos mientras que si los monosacáridos se unen a una molécula no 

glúcida como un terpeno que es un metabolito secundario se formará un 

heterósido, pero desde el punto de vista Fito-terapéutico los de mayor 

importancia  son los polisacáridos entre los cuales son: (10) 
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- Polisacáridos derivados de hongos y bacterias como: los dextranos 

(expansores del plasma), goma xantán (estabilizante y gelificante) y 

lentinanos  (antimicrobianos e hipolipedmiantes) 

- Polisacáridos procedentes de algas: ácido algínico (protector de la mucosa 

gástrica, emulsionante y estabilizador), carragenatos (protectores gástricos, 

etc) y agar-agar mezcla de dos polisacáridos utilizado como medio de cultivo 

así como también laxante, soporte cromatográfico y en curas 

gastrointestinales. (9) 

- Polisacáridos homogéneos de plantas superiores: como almidón, celulosa, fibra 

alimentaria e inulina. 

- Polisacáridos heterogéneos de plantas superiores: como gomas, mucílagos 

neutros/ ácidos y pectinas. (10) 

b. Aminoácidos, péptidos y proteínas: no se encuentran formando parte de la 

fitoterapia, porque, la mayoría son tóxicos sin embargo, existen ciertos 

aminoácidos que forman parte de la fitoterapia como: los heterósidos 

cianogéneticos, glucosinolatos, purinas, pirimidinas, péptidos, proteínas y 

vitaminas. (9) 

c. Lípidos: son compuestos formados por carbono, hidrógeno y en menores 

proporciones de oxígeno, además, pueden llegar a contener nitrógeno, azufre y 

fósforo, sin embargo, se pueden llegar a distinguir dos tipos de lípidos que son: 

-Lípidos simples: como los glicéridos, céridos y esteroides los cuales constituyen 

el mayor interés en la fitoterapia. 

- Lípidos complejos: fosfolípidos y glucolípidos los cuales se encuentran 

constituyendo la membrana celular y no poseen actividad farmacológica a 

excepción de las lactinas. 

Mientras que, en varios medicamentos se encuentran algunos lípidos como aceites 

vegetales, insaponificables, acetogeninas, acetilenos y poliacetilenos. (10) 
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4.5.2 Metabolitos secundarios. 

Los metabolitos secundarios derivados del metabolismo primario son los 

responsables del olor, color, sabor, así como, también de sus propiedades 

medicinales, en la que según su estructura química se diferencian los siguientes 

grupos de metabolitos secundarios: (9) 

a. Terpenos o isoprenoides: compuestos orgánicos de origen vegetal estructurados 

por unidades de isopreno (C5) que se sintetizan a partir de la ruta del ácido 

mevalónico, se clasifican en:  

- Iiridiones o monoterpénicos: comprende hidrocarburos, alcoholes y cetonas 

que forman los aceites esenciales obtenidos de hojas, raíces, corteza y flores 

de varias plantas. (10) 

- Lactonas sesquiterpénicas: se encuentran en todas las partes de la planta 

pero mayoritariamente en las hojas, favorecen el  sabor amargo de algunas 

drogas como: el diente de león, entre otras; posee una actividad 

antibacteriana, antifúngica, citotóxica, antitumoral, analgésica entre otras y 

además induce a la formación de alérgenos. (11) 

- Saponinas: sólidos e incoloros se caracteriza por ser  espumantes en 

soluciones acuosas permitiendo la elaboración de detergentes además son 

tenso-activas naturales, favoreciendo la permeabilidad celular utilizándose, 

en algunos tratamientos terapéuticos con otros fármacos para mejorar la 

entrada a la célula, además, poseen actividad espermicida, citotóxica, 

expectorante, cicatrizante, por otra parte, muchas poseen propiedades 

hemolíticas resultando muy tóxicas al ser inyectadas en sangre y además en 

anímales de sangre fría, sin embargo, al ser administradas oralmente se 

reduce su toxicidad. (6) 

b. Compuestos fenólicos: o también llamados poli fenoles o fenilpropanoides 

compuestos químicos que contiene un grupo fenol un anillo aromático con un 
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grupo hidroxilo que implica en la biosíntesis una ruta del ácido siquímico y la ruta 

del ácido malónico. Los grupos más importantes de este grupo son: 

 

- Ácidos fenólicos y fenoles libres: se encuentran compuestos por: un anillo 

aromático con un grupo carboxilo, posee acciones farmacológicas como: 

antioxidantes, analgésicas entre otras, mientras que, los fenoles libres 

constituyen importantes esencias. (10) 

- Flavonoides: se encuentran en todas las partes de la planta, constituyen 

aproximadamente la mitad de los compuestos fenólicos posee una 

estructura molecular de C6 – C3 – C6, se caracterizan por ser poli fenólicos 

y solubles en agua, además, se pueden clasificar en: antocianinas 

(pigmentos), chalconas, flavonas, flavonoles, entre otras, que desde el punto 

de vista farmacológico, se emplean: en la fragilidad capilar, dilatadores de 

las coronarias, espamolítica, antihepatóxica, colerétrica, estrógeno, diurética, 

antimicrobiana y fungitóxica. (11) 

- Cumarinas: son los metabolitos C6-C3 más característicos, distribuidos en: 

las raíces, flores y frutos; se encuentran en forma libre o como glicósidos, se 

clasifican en: hidroxicumarinas, furanocumarinas y piranocumarinas, 

además, poseen propiedades: antimicrobianas, anticoagulante, inhibidores 

de germinación, saborizantes, perfumería entre otras. (10) 

- Lignanos: son muy abundantes empleados en terapias antitumorales 

insoluble en agua y en la mayoría de solventes orgánicos. (6) 

- Taninos: compuestos fenólicos poliméricos con la capacidad de unirse a 

proteínas desnaturalizantes, químicamente existen dos tipos de taninos: los 

hidrolizantes y no hidrolizantes; se encuentran en raíces, corteza y en menor 

proporción en hojas, poseen propiedades antibacterianas, astringentes como 

antidiarreico, además, favorecen la cicatrización en tratamiento de heridas y 

quemaduras. (10) 
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- Quinonas: compuestos aromáticos procedentes de la oxidación de fenoles 

con pigmentación amarilla pálida a negro se encuentran en: corteza, hojas, 

raíces y en el corazón de la madera; se subdividen en: bensoquinonas, 

naftoquinonas, antraquinonas y quinonas isoprenoide; posee propiedades 

antimicóticas y bactericida. (9) 

c. Glicócidos: compuestos que constituyen los principios activos de muchas plantas 

formados por un azúcar y un no azúcar como genina o aglicón siendo esta la parte 

farmacológica, se clasifican en: (11) 

 

- Heterósidos antraquinónicos: compuestos de una sola molécula de azúcar 

unido a un derivado del antraceno farmacológicamente es empleado como 

laxante o purgante. (10) 

- Heterósido cardiotónicos: compuestos químicos que actúan sobre el 

músculo cardíaco empleándose en tratamientos terapéuticos para la 

insuficiencia cardiaca, congestiva o en las alteraciones del ritmo cardíaco. 

(6) 

- Heterósidos cianogénicos: droga que desprende ácido cianhídrico se suele 

utilizar como: agua destilada, antiespasmódico, estimulante de la respiración 

y aromatizante. (11) 

d. Alcaloides: se encuentran en hojas, raíces, semillas y corteza de la planta 

comprenden, el grupo más grande de los metabolitos secundarios químicamente 

en su estructura cíclica contiene, uno o más átomos de nitrógeno se sintetizan a 

partir de: lisina, tirosina y triptófano, sin embargo, la nicotina lo hace a partir de la 

ornitina; farmacológicamente en los humanos genera respuestas fisiológicas y 

psicológicas por interacción con neurotransmisores, por lo tanto, en dosis altas son 

muy tóxicos, mientras que, en bajas dosis se emplean como relajantes musculares, 

tranquilizantes, antitusivos o analgésicos. (12) 
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4.6 Conceptualización de Annona cherimola 

La Annona cherimola perteneciente a la familia de la Annonáceae, su nombre etiológico 

Quechua: - chiri= frio/a muya = semillas, posee un gran número de especies dentro de 

las cuales tenemos: Annona muricata, squamosa, cherimola entre otras. (13) 

La Annona cherimola, es un vegetal el mismo que se desarrolla como árbol, mide de 3-

10 m de altura, se cultiva en lugares fríos como en los valles andinos de Ecuador y 

Perú, en temperaturas osciladas entre 17-22°C con pH de 6,5 a 7,6 y en lugares 

arenosos o de tierra arcillosa. (2) 

4.7 Características Generales: 

 Taxonomía y morfología: 

- Filo: Magnoliophyta 

- Clase: Magnoliopsida 

- Sub clase: Magnoliidae 

- Orden: Magnoliales 

- Familia: Annonáceae 

- Género: Annona 

- Especie: cherimola. (2) 

- Árbol: pequeño de 5-7 m, tronco recto de corteza lisa y gruesa 

- Hojas: firmes, simples, íntegras, de forma oblongo-lanceolada, de 10-25 cm de 

longitud, de color verde oscuro y algo pubescente en el haz y más claras y 

tomentosas en el envés. Nerviación en el envés; su caída ocurren a principios 

de diciembre y termina en marzo. 

- Flores: agrupadas de tres pétalos color verde crema; florecimiento en febrero y 

termina en mayo. 
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- Frutos: corteza de color verde reticulada, su forma cónico-globoso, carnoso 

color crema, múltiples semillas planas. Su madurez alcanza en septiembre a 

enero. (13) 

 Origen, Usos y Beneficios. 

La Annona cherimola es una planta medicinal que se origina en los lugares fríos de 

los valles andinos de Perú y Ecuador como en Loja desarrollándose en los valles 

de Vilcabamba. (2) 

La Annona cherimola constituye, una gran fuente nutricional, generalmente es 

usada como una fruta debido a su exquisito sabor, además, se elaboran: helados, 

batidos, yogurt, etc, así como también en forma de vino. (13) 

Sin embargo, en la Annona cherimola se ha desarrollado varias investigaciones 

que han descubierto, su actividad en la salud como: “insecticida, antiparasitario” y 

en la actualidad se ha venido descubriendo su actividad citotóxica en las semillas 

de esta especie. (3) 

 Composición química de las hojas de la Annona cherimola. 

Las hojas de Annona cherimola se encuentran compuestas de: 

- Alcaloides como: annomonicina, annomurina, annonaína, annoníina, 

coclaurina, coreximina, reticulina. Alcaloides misceláneos: muricina, muricinina, 

estefarina, aterospermina, aterosperminina. 

- Acetogeninas: muricapentocin, muricatocin C, muricatocin A, muricin H, 

annomuricin B, annomuricin A, murihexocin C, muricoreacin, bullatacinone, y 

bullatacin. (2) 

- Compuestos fenólicos: ácido cafeíco, ácido p-cumarico, leuncoantocianidinas. 

- Lipidos: ácido esteárico, ácido linoleico, ácido lignocérico, y ácido gentísico 

- Latonas: annomontacina, annonacina, solamina, muricatacina. 
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- Taninos carcinogénicos. 

- Ácido ascórbico 

- Compuestos cianogenéticos: ácido hidrociánico 

- Fitoesteroles: β sito esterol, estigmasterol, arronol, ipuranol (4) 

 Actividad Citotóxica: 

Es la actividad que ejercen las acetogeninas, la cual es inhibir el crecimiento 

celular tumoral. (14) 

 Actividad biológica de las Acetogeninas. 

Las acetogeninas son policétidos constituidos por cadenas largas de carbono, las 

mismas que poseen actividad citotóxica antiparasitaria, entre otras. 

Varios estudios experimentales han demostrado que las acetogeninas de la 

familia Annonáceae, son metabolitos secundarios considerados como inhibidores 

del complejo I mitocondrial el mismo que posee la función de sintetizar ATP a 

partir de moléculas reducidas que se producen en el metabolismo celular. (4) 

Las acetogeninas poseen propiedades anti proliferativas sobre líneas cancerosas 

aun en aquellas que se encuentran resistentes a los fármacos utilizados 

habitualmente, debido a la rápida proliferación de las células cancerosas, estas 

requieren de niveles altos de energía, para poner en funcionamiento su bomba 

mediada por P-glucoproteína, que le permite mantenerse activa, por lo tanto, las 

acetogeninas pueden alterar la función mitocondrial a través del bloqueo 

mitocondrial complejo I. (15) 

 Aplicación medica: 

Este tipo de vegetal es muy rico en vitaminas B¹, B² y B³ y de hierro, calcio y 

fósforo, además mediante estudios se ha demostrado que son “anti-helmínticos, 

antitumorales, y anti-parasitarios”. (16) 
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4.8 Extracto: 

Extracto es una sustancia, esencia o principio activo obtenida mediante  métodos 

fitoquímicos a partir de un vegetal o animal, haciendo uso de menstruos apropiados  o 

solventes orgánicos como el agua, éter entre otros para  la separación del mismo 

mediante técnicas como maceración, per-coloración e infusión. (17) 

4.8.1 Métodos de obtención de extractos: 

a. Maceración: proceso solido - líquido que consisten en la obtención de sustancias 

a partir de un vegetal; en un recipiente opaco con un disolvente líquido, 

dejándole reposar el tiempo optimo a temperatura ambiente en un lugar fresco y 

oscuro, luego se tamiza y la parte líquida es donde se encuentran los principales 

analitos o esencia. (6) 

b. Percolación: el extracto fluido es un extracto hidro-alcohólico cuya metodología 

es la percolación que consiste en empacar la droga vegetal previamente 

humectada en un percolador en la cual contiene un regulador para controlar el 

goteo. Se dice que por cada gramo de droga vegetal se obtiene 1 ml de extracto 

alcohólico. (8)  

c. Infusión: la droga se extrae con agua caliente, pero sin someterla a ebullición o 

con agua fría. (4) 

4.9 Células linfoideas o normales: 

Células que se encuentran conformando el sistema inmune cuya función primordial es 

proteger al individuo de agentes extraños como las bacterias virus hongos, etc. (18) 

4.10 Células Cancerígenas 

Definición: 

El cáncer es una patología determinada por el crecimiento descontrolado de células 

inmaduras las mismas que no cumplen con un ciclo biológico normal debido a que se 

encuentra afectado su ADN celular y por lo tanto no mueren a diferencia de una célula 

normal que se caracteriza por un: crecimiento biológico y estar continuamente 
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restaurando este tipo de células normales, con la finalidad de mantener equilibrado el 

organismo. (18) 

El cáncer dependiendo de sus células de origen se llegaría a dar su nombre, al existir 

un crecimiento descontrolado llega a formar un acumulamiento o masa de células 

inmaduras denominada tumor benigno o maligno, denominándose este último como 

cáncer, sin embargo, no todos los cánceres llegan a formar tumores como la “leucemia, 

la misma, que es una patología originada en la médula ósea o en la sangre”. (18) 

4.10.1 Cáncer de pulmón 

El cáncer de pulmón es un tipo de cáncer que se origina en las células que se 

encuentran revistiendo al pulmón como son los “bronquios, bronquiolos y alveolos”, el 

mismo que puede llegar a ser diseminado por todo el organismo produciéndose así una 

metástasis. De acuerdo a su observación microscópica se puede clasificar en: 

- Cáncer de pulmón microcítico o de células pequeñas: es un tipo de cáncer que 

suele desarrollarse en los bronquios el cual toma su nombre debido al tamaño de 

las células que se observan en el microscopio además este tipo de cáncer se 

suele denominar; “cáncer de células en grano de avena, carcinoma de células 

avenoides y carcinoma indiferenciado de células pequeñas.” (18) 

- Cáncer de pulmón no microcítico o de células no pequeñas: se origina igualmente 

en células epiteliales del pulmón el mismo que puede denominarse de acuerdo a 

observaciones histopatológicas como cáncer escamocelular y no escamoso o 

adenocarcinoma. (18) 

4.11 Cultivo celular: 

Es el estudio in vitro de células originarias de un órgano o tejido: normal o tumoral en 

medios de cultivo  con las condiciones de  crecimiento fisiológicas, bioquímicas y 

genéticas mediante técnicas de laboratorio de tal manera que se genere un habitad 

similar al de origen y puedan desarrollarse y mantenerse en suspensión o monocapa 

durante 24 horas. (19) 
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4.11.1 Tipos de cultivo celular. 

- Cultivo primario: se define como la obtención directamente de células de un 

tejido o suspensión celular disgregadas por métodos enzimáticos o mecánicos, 

las cuales, se proliferan de manera limitada ya que al unirse entre ellas la 

confluencia se detiene y por esta razón es necesario realizar un pase o 

subcultivos a un nuevo suporte sólido que cuenta con las condiciones de 

crecimiento adecuadas. Los cultivos primarios pueden ser de dos tipos: (20) 

- Cultivo en monocapa: permite el crecimiento celular al adherirse al sustrato en 

un soporte sólido para iniciar la proliferación de casi todas las células a 

excepción de las hematopoyéticas maduras, sin embargo, su confluencia se 

detiene cuando estas entran en contacto. (19) 

- Cultivo en suspensión: Crecimiento de células capaces de proliferar sin 

necesidad de anclarse encontrándose dispersas en el medio de cultivo, 

alcanzando su confluencia cuando los nutrientes son insuficientes y el número 

de células es grande, es decir después de un periodo de adaptación. (21) 

- Cultivos continuos o líneas celulares: son células genética y morfológicamente 

diferentes provenientes de tumores u obtenidas a partir de un cultivo primario 

con capacidad ilimitada de multiplicación bajo condiciones adecuadas de 

crecimiento, se caracteriza por no inhibir su proliferación cuando estas entran 

en contacto, además por lo tanto permiten el crecimiento celular ilimitado. (22) 

- Cepa celular: obtención de células con propiedades especificas a partir de un 

cultivo celular mediante técnicas de selección o separación celular física. (21) 

4.12 Medio de cultivo: 

Medios artificiales o naturales que contienen componentes purificados o de soluciones 

los cuales cuentan con las condiciones físico - químicas necesarias para favorecer el 

crecimiento celular. (23) 
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4.12.1 Clasificación de los medios de cultivo: 

Según la naturaleza de sus constituyentes se clasifican en: 

 Medio esencial mínimo (MEM): Constituido por sales como bicarbonato de sodio 

el cual permite crecimiento celular como los fibroblastos. (24) 

 Medios de crecimiento: Medio que cuento con los requerimientos necesarios 

para el crecimiento celular, como por ejemplo el RPMI. 

 Medios Selectivos: Cuenta con los requerimientos nutritivos necesarios para el 

desarrollo o crecimiento de las células. 

 Medios de Congelación: Medio que permite la conservación a temperaturas 

bajas las células, el cual esta suplementado con DMSO al 10%. (25) 

4.12.2 Factores de crecimiento celular 

- Humedad. 

- Temperatura. 

- Ph. 

- Osmolaridad. 

- Tensión superficial. (26) 

4.13 Criopreservación 

Proceso en el cual células, tejidos, órganos o individuos completos son congelados a 

muy bajas temperaturas, generalmente entre -80ºC y -196ºC (el punto de ebullición del 

nitrógeno líquido) para disminuir las funciones vitales de una célula o un organismo y 

poderlo mantener en condiciones de vida suspendida por mucho tiempo. (27) 

4.14 Potencial Hidrógeno: 

Es la concentración de iones hidrogeno en una solución el mismo que es un indicador 

para determinar cantidad de acidez como de alcalinidad de una sustancia. (28) 
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4.15 Viabilidad celular: 

Es el procedimiento que permite realizar el contaje de células vivas, mediante la tinción 

de sus membranas con una solución (azul de tripán), que determinan el rompimiento de 

la integridad de su membrana y en una cámara de nuebauer, a través, de un 

microscopio óptico se realiza el contaje. (29) 
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5 MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Tipo de estudio:  

La presente investigación fue de diseño Experimental – Prospectiva.  

5.2 Muestra:  

 Línea celular de cáncer pulmón A-549.  

 Extracto acuoso de Annona cherimola pH ácido. 

5.3 Área de Estudio:  

La presente investigación se realizó en la ciudad de Loja, en el Laboratorio de cultivo 

celular del centro de biotecnología de la Universidad Nacional de Loja.  

5.4 Técnicas y Procedimientos:  

 Fase pre – analítica   

 Certificado de aprobación para la participación en él macroproyecto Amaranthus 

hybridus que desarrolló la investigación: “Evaluar el efecto citotóxico de las hojas 

de Annona cherimola en líneas celulares cancerígenas”. (Anexo 1) 

 Línea celular A-549 de la casa comercial ATCC (Colección de cultivos de tipo 

americano). (Anexo 2) 

 Elaboración de registro para la viabilidad y proliferación celular. (Anexo 3) 

 Elaboración de protocolos para el mantenimiento de la línea celular A-549:  

- Preparación de Medio de congelación.  

- Criocongelación celular. 

- Descongelación celular. (Anexo 4) 

 Preparación del extracto acuoso en diferentes concentraciones. (Anexo 5) 
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 Fase analítica: 

Los protocolos y técnicas utilizados en la presente investigación fueron elaborados por 

los investigadores con la ayuda de personas entendidas en el estudio e investigaciones 

realizadas en otros países, los cuales se fueron elaborando a medida que el trabajo 

investigativo  iba avanzando, realizando ensayos previos. 

 Preparación del medio de cultivo RPMI (Roswell Park Memorial Institute)  

completo y medio de cultivo con pH ácido. (Anexo 6) 

 Preparación de Controles positivos.  (Anexo 7) 

 Obtención de células linfoideas por medio de la Técnica de FICOLL HYPAQUE: 

consiste en la separación de células mononucleares o linfocitos mediante 

centrifugación por gradiente de densidad de otros elementos de la sangre 

periférica. (Anexo 8) 

Ensayos en el laboratorio de Cultivo de cultivo celular del centro de biotecnología de la 

Universidad Nacional de Loja. 

 Tripzinización de células A-549 (pases o subcultivos): técnica utilizada para el 

desprendimiento de las células del medio de cultivo RPMI, mediante el uso de la 

tripsina para posteriormente realizar los pases o subcultivos. (Anexo 9) 

 Calcular la cantidad de células para colocar en cada pocillo. (Anexo 10) 

 Proliferación Celular: esta técnica nos permite valorar el comportamiento celular a 

través de la observación microscópica de células confluentes las mismas que 

expresan multiplicación, crecimiento y desarrollo celular.(Anexo 11) 

 Viabilidad celular: determinación de células vivas y muertas en una muestra total 

mediante la tinción con azul de tripán el cual es un coloide que tiñe o colorea las 

membranas degeneradas de las células, para posteriormente colocar en la 

cámara de Neubauer, observar en el microscopio óptico, y proceder a contar el 

número de células (muertas / vivas) presentes en cada campo visual. (Anexo 12). 
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Control positivo: 

- Cultivo de células A-549  más fármaco utilizado en la actualidad (Cisplatino) 

en medio RPMI en pH ácido. 

Control negativo: 

- Cultivo de células A-549 sin extracto en medio RPMI en pH ácido. 

Evaluación de  citotoxicidad: 

- Extracto Acuoso, más células normales, en medio RPMI en pH ácido. 

 Fase post- analítica: 

 Certificación de haber realizado las prácticas en los laboratorios de cultivo 

celular del centro de biotecnología de la Universidad Nacional de Loja.(Anexo 

13) 

 Registros y cálculo celular: se sacó el promedio celular (muertas/V) de la línea 

celular A549 y de los linfocitos frente al extracto, al medicamento y al medio de 

cultivo RPMI pH ácido.  

 Análisis estadístico: se realizó a través del programa estadístico SAS con las 

pruebas: ADEVA (si hay significancia entre tratamientos de distintas variables), 

DUNCAN (para ver si existe significancia entre grupos, haciendo comparaciones 

múltiples entre ellos)  y T ESTUDENT  (se utiliza para verificar si existe 

diferencia entre las medias de los grupos más significativos). (Anexo 14.) 

5.5  PLAN DE TABULACIÓN Y ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS. 

Los resultados obtenidos se tabularon con el programa  EXCEL para posteriormente 

representarlos mediante tablas y gráficas de frecuencia, paralelamente se realizó la 

correspondiente interpretación de los resultados obtenidos 
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6. RESULTADOS 

Resultados para el primer objetivo: Determinar el grado de proliferación de la línea 

celular de cáncer de pulmón.  

Tabla  1 

1.1 Proliferación de células A-549* frente al extracto acuoso de las hojas de Annona 

cherimola en medio de cultivo** con pH ácido*** 

 

 

 

 

 

 

 

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

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Línea celular de cáncer de pulmón humano. 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 

Gráfico 1.1 

 

 

 

 

 

 

 

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

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Línea celular de cáncer de pulmón humano 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 

 

           Proliferación 
 
 Extracto acuso 

Tiempo 

6 horas 36horas 72 horas 

Concentrado 0% 74,4% 68,2% 

Dilución 1:10 0% 71,9% 61,1% 

Dilución1:50 0% 80,5% 64,7% 
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Interpretación: 

De acuerdo a lo observado en la tabla N°1 del total de células vivas se determinó una 

confluencia de 0 % a las 6 horas, 74,40% a las 36 horas y 68,20 % a las 72 horas en el 

cultivo del extracto concentrado; 0 % a las 6 horas, 71,90 % a las 36 horas y 61,10% a 

las 72 horas de incubación en el cultivo diluido 1:10; 0 % a las 6 horas, 80,5 % a las 36 

horas y 64,70 % a las 72 horas de incubación en el cultivo diluido 1:50. Demostrando 

que existe una proliferación mayor a las 36 horas y disminuyendo a las 72 horas. 
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Tabla 1.2 

1.2 Proliferación de células A-549* frente al cisplatino en medio de cultivo** con pH 

ácido*** 

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

Nacional de Loja. 

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Línea celular de cáncer de pulmón humano 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 

Gráfico 1.2 

 

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

Nacional de Loja. 

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Línea celular de cáncer de pulmón humano 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 
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Proliferación de células A-549* frente al cisplatino en medio de cultivo** 
con pH ácido*** 

CONCENTRADO

DILUCION 1:10

DILUCION 1:50

       Proliferación 
  
Cisplatino 

Tiempo 

6 Horas 36 Horas 72 Horas 

Concentrado 0% 31,2% 11,4% 

Dilución 1:10 0% 69,6% 30,8% 

Dilución 1:50 0% 72,7% 50% 
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Interpretación: 

De acuerdo a lo observado en la tabla 2 del total de células vivas se determinó una 

confluencia de 0 % a las 6 horas, 31,20% a las 36 horas y 11,40% a las 72 horas en el 

cultivo del medicamento concentrado; 0 % a las 6 horas, 69,60 % a las 36 horas y 

30,80% a las 72 horas de incubación en el cultivo diluido 1:10; 0 % a las 6 horas, 72,70 

% a las 36 horas y 50% a las 72 horas de incubación en el cultivo diluido 1:50. 

Demostrando que existe una proliferación mayor a las 36 horas y disminuyendo a las 

72 horas 
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Tabla 1.3 

1.3 Proliferación de células A-549* en medio de cultivo** con pH  ácido*** 

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

Nacional de Loja. 

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Línea celular de cáncer de pulmón humano 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 

Gráfico  1.3

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

Nacional de Loja. 

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Línea celular de cáncer de pulmón humano 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 

Interpretación: 

De acuerdo a lo observado en la tabla N°3 del total de células vivas A 549 en medio de 

cultivo concentrado se determinó una confluencia de 0 % a las 6 horas, 73% a las 36 

horas y 70,60 % a las 72 horas. Demostrando que existe una proliferación mayor a las 

36 horas y disminuyendo a las 72 horas. 
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Resultados para el segundo objetivo: Determinar la viabilidad celular de cáncer de 

pulmón.  

Tabla 2 

2.1 Extracto acuoso de las hojas de Annona cherimola en medio en cultivo** con pH 

ácido frente a células A-549* 

Extracto acuoso de las hojas de Annona cherimola en medio en cultivo** con pH 
ácido frente a células A-549* 

Horas Concentrado Diluido 
1:10 

Diluido 
1:50 

Control negativo 
(A549 + RPMI) 

6 13,6 % 11,8 % 15,5 % 10,3 % 

12 14,2 % 19,3 % 17,7 % 16,3 % 

24 22,1 % 18,9 % 24 % 15,7 % 

36 23,6 % 23,5 % 21,4 % 27,4 % 

48 39,3 % 31 % 27,6 % 24 % 

60 31,6 % 33,4 % 43,3 % 26,6 % 

72 34,4 % 34,6 % 38,6 % 33 % 

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

Nacional de Loja. 

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Línea celular de cáncer de pulmón humano 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

Gráfico  2.1 

 

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

Nacional de Loja. 

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Línea celular de cáncer de pulmón humano 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 

Interpretación: 

De acuerdo a lo observado en la gráfica podemos deducir que la mayor muerte celular 

se encuentra en el extracto diluido 1:50 hallándose en un 43,3%, durante las 60 horas 

de incubación disminuyéndose la misma a las 72 horas. Por otro lado apreciamos que 

existen un 33% de muerte celular a las 72 horas frente al medio de cultivo el cual actúa 

como control negativo. 
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Tabla 2.2 

2.2  Células A-549* frente al cisplatino en medio de cultivo** con pH ácido*** 

Células A-549* frente al cisplatino en medio de cultivo** con pH ácido*** 

Horas Concentrado Diluido 1:10 Diluido 1:50 Control negativo (a 549 
+ RPMI) 

6 23,8 % 15,2 % 13 % 10,3 % 

12 25,3 % 22,3 % 20,2 % 16,3 % 

24 38,3 % 21,9 % 20,4 % 15,7 % 

36 65,8 % 29,5 % 32,3 % 22 % 

48 70,4 % 40 % 37,4 % 24,2 % 

60 77,7 % 50,9 % 43,9 % 26,6 % 

72 89,2 % 69,4 % 53,3 % 33 % 

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

Nacional de Loja. 

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Línea celular de cáncer de pulmón humano 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 
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Gráfico 2.2 

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

Nacional de Loja. 

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Línea celular de cáncer de pulmón humano 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 

Interpretación: 

De acuerdo a los resultados obtenidos del cultivo de células tumorales frente al 

medicamento antitumoral “Cisplatino”, en el cultivo concentrado se encontró un 89,2% 

de muerte celular, mientras que en una concentración diluida 1:10 existe un 69,4%, en 

las 72 horas de incubación de estos cultivos, demostrando así su efectividad 

antitumoral.   
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Tabla 2.3 

2.3 Cultivo de células normales* frente al extracto acuoso de hojas de Annona 

cherimola en un medio de cultivo** con pH ácido*** 

Cultivo de células normales* frente al extracto acuoso de hojas de Annona 
cherimola en un medio de cultivo** con pH ácido*** 

Horas Concentrado Diluido 1:10 Diluido 1:50 

6 1,9 % 0,5 % 0 % 

12 3,4 % 2,7 % 2,0% 

24 4,3 % 3,0% 3,0 % 

36 5,9 % 5,2 % 4,2 % 

48 9,6 % 5,7 % 5,3 % 

60 11,4 % 8,5 % 8,9 % 

72 15,8 % 10,9 % 11,3 % 

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

Nacional de Loja. 

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Células linfoideas. 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 
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Gráfico 2.3 

 

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

Nacional de Loja. 

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Células linfoideas. 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 

Interpretación: 

Conforme a los resultados obtenidos se demuestran en la gráfica siguiente que el 

extracto acuoso de las hojas de Annona cherimola concentrado frente a los linfocitos de 

sangre periférica, produce una baja actividad citotóxica de un 15,8%, seguido de un 

11,3% de muerte celular de extracto diluido 1:10 a las 72 horas de incubación. 
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Tabla 2.4 

2,4 Comparación del efecto citotóxico del extracto acuoso (concentrado) y antitumoral* 

(concentrado) sobre células A-549 en medio de cultivo** con pH ácido*** 

Comparación del efecto citotóxico del extracto acuoso (concentrado) y antitumoral* 
(concentrado) sobre células A-549 en medio de cultivo** con pH ácido*** 

Horas 6 12 24 36 48 60 72 

Extracto 13,4 % 14,2 % 22,1 % 23,6 % 39,3 % 31,6 % 34,4 % 

Cisplatino 23,8 % 25,3 % 38,3 % 65,8 % 70,4 % 77,7 % 89,2 % 
Fuente: Ensayo realizado en el Laboratorio de cultivo de células  de la Universidad Nacional de Loja. 

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Cisplatino. 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 

Gráfico 2.4 

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

Autor: Mayra Alexandra Medina Lanche 

Leyenda:  

* Cisplatino. 

** Medio RPMI 1640 

*** pH: 6.8 - 6.9 

Interpretación: 

De acuerdo a los resultados obtenidos en relación a la actividad citotóxica del extracto 

acuoso de las hojas de Annona cherimola y el medicamente antitumoral Cisplatino, se 

demostró que efectivamente este produce mayor muerte celular de un 89,2% en 

relación al extracto en un 34,6% a 72 horas de incubación. 
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7. DISCUSIÓN 

En el presente estudio hemos evaluado el efecto citotóxico de las acetogeninas, que se 

encuentran presentes, en el extracto acuoso, de las hojas de Annona cherimola, en 

diferentes concentraciones, en una línea celular de cáncer de pulmón A-549, en un 

medio de cultivo con pH ácido , además, cultivamos las células A-549 frente al 

cisplatino, para valorar la actividad citotóxica del medicamento en relación al extracto, 

mediante, la técnica de viabilidad celular, que consiste, en determinar el porcentaje de 

células vivas y muertas, con, la tinción de azul de tripán, en una cámara de nuebauer, a 

través, de un microscopio óptico, cada 6 horas durante 4 días, obteniéndose los 

siguientes resultados de muerte celular: 34,4% el extracto y 84,2% el cisplatino frente a 

la línea tumoral A-549, mientras que, el extracto frente a las células normales o 

mononucleares, alcanza, un 15,8% de muerte celular, en relación al cisplatino que 

provoca muerte de células normales y tumorales en iguales proporciones. 

Un estudio realizado en Perú, por parte de los investigadores: Ángel Quispe, David 

Zavala, José Rojas, Margarita Posso, y Abraham Vaisberg, en el 2006, determinó, el 

efecto citotóxico selectivo in vitro de muricin H, siendo, una acetogenina, presente en la 

Annona muricata comúnmente conocida como Guanábana, perteneciente, a la familia 

de las Annonaceaes, en diferentes concentraciones, frente a una línea celular de 

cáncer de pulmón H-460 y 3T3 (fibroblastos normales de ratón), empleándose 5-

Fluorouracilo como control positivo del estudio, con el cálculo del índice de selectividad, 

que comprobó, el índice de citotoxicidad de cada muestra, por lo tanto, si el valor es 

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

normales, si es <1 demuestra lo contrario, obteniéndose, los siguientes resultados: 

102,6 para muricin H que supera ampliamente el valor a 1 (más citotóxico para las 

células tumorales), a diferencia de 5-fluorouracilo que solo alcanza un valor de 0,63 

(más citotóxico para las células normales); de manera que, al comparar la metodología 

empleada por  Quispe, A. et al; con nuestro estudio, parecería haber coincidencias en 

lo que se refiere a valorar, su efecto citotóxico de las acetogeninas, obteniéndose 

resultados altos, frente a líneas tumorales y disminuidos en células normales, sin 

embargo, difieren con los nuestros, ya que, empleamos otra técnica de cálculo, distinto 
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control positivo, nuestro estudio no fue selectivo y empleamos una especie diferente de 

la familia de las Anonnáceaes, además, el efecto citotóxico del control positivo 

(cisplatino) en nuestro estudio, superó, la actividad citotóxica del extracto acuoso de las 

hojas Annona cherimola. (30) 

Quispe, A. et al. en Perú, en el año 2009, ha evaluado la actividad citotóxica de las 

acetogeninas, en extracto etanólico de las semillas de Annona cherimola sobre líneas 

tumorales: MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano),  ME-180 (carcinoma 

epidermoide de cérvix), K-562 (leucemia mieloide crónica), y 3T3 (fibroblastos normales 

de ratón), en diferentes concentraciones, utilizando, Cisplatino y 5-fluorouracilo, como 

controles positivos, adquiriéndose, los siguientes resultados, calculados por índices de 

selectividad: MCF-7= 2,17; ME-180 =2,39 y K-562= 6,07; sin embargo, cisplatino y 5-

fluorouracilo alcanzaron los siguientes índices de selectividad: 0,06 y 0,07 

respectivamente, logrando, que el efecto citotóxico, de las semillas del extracto 

etanólico  de Annona cherimola, supere los niveles de citotoxicidad de 5-fluorouracilo y 

cisplatino, medicamentos quimioterapéuticos comúnmente empleados, de tal manera, 

que al parecer, esta investigación, guarda concordancia con nuestra investigación, 

enfocada a comprobar, el efecto citotóxico de las acetogeninas presentes en la Annona 

cherimola y uno de los controles positivos (cisplatino) empleado; no obstante, cabe 

recalcar, que en nuestro estudio usamos: extracto acuoso de hojas de Annona 

cherimola, además, difiere en su metodología, líneas celulares, técnica de cálculo y 5-

fluorouracilo como control positivo; aunque, en nuestra investigación, no se han 

obtenido resultados que superen los niveles de citotoxicidad del cisplatino, los datos 

obtenidos son importantes, puesto que en la actualidad se sigue aun empleando el 

cisplatino en el tratamiento quimioterapéutico de cáncer de pulmón, por tal motivo, es 

importante continuar investigando in vitro los principios activos  de las diferentes partes 

de la Annona cherimola y sus efectos frente a las células cancerígenas y normales. (3) 
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8. CONCLUSIONES: 

 El extracto acuoso de las hojas de Annona cherimola en diferentes 

concentraciones frente a la línea tumoral de cáncer de pulmón ha permitido 

desarrollar un grado de proliferación  diferente al cisplatino, consiguiéndose la 

mayor proliferación celular a las 36 horas de incubación y disminuyéndose a las 

72 horas de incubación, debido a que la actividad citotóxica de las acetogeninas 

presentes en él, que inhibe la proliferación celular. 

 Las células A-549  y mononucleares frente al extracto alcanzan una viabilidad 

celular significativa ya que  el efecto citotóxico de las acetogeninas es mayor en 

las células tumorales de pulmón que en las normales, mientras que, al ser 

ensayadas con el medicamento quimioterapéutico cisplatino efectivamente la 

muerte celular es mayor en células normales y tumorales en relación al efecto 

citotóxico del extracto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

9. RECOMENDACIONES: 

 De acuerdo a los resultados obtenidos, se sugieren, seguir realizando 

investigaciones empíricas en las diferentes partes de la Annona cherimola, como 

son: tallos, raíces, frutos o flores, ya que aún, no se han realizado, 

investigaciones experimentales frente a líneas celulares tumorales, que 

determinen la actividad citotóxica de las acetogeninas presentes en estos 

elementos, y para que posteriormente, se elaboren fármacos en base a las 

acetogeninas, los cuales, lleguen a emplearse como complemento al tratamiento 

quimioterapéutico o remplazo al cisplatino. 

 Se sugiere tomar como referencia científica a este estudio experimental, para 

investigaciones enfocadas a evaluar la actividad citotóxica, de ciertas, plantas 

medicinales en distintas líneas celulares tumorales, para que, posteriormente 

puedan ensayarse in vivo en especies con similar organismo al ser humano y así 

evaluar los posibles efectos que puedan llegar a desarrollarse. 
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ANEXO 1 

CERTIFICADO DE APROBACIÓN PARA LA PARTICIPACIÓN EN ÉL 

MACROPROYECTO. 
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ANEXO 2 

LÍNEA CELULAR  A-549  DE LA CASA COMERCIAL  ATCC. 



47 
 

 



48 
 

  



49 
 

ANEXO 3: 

REGISTRO PARA LA VIABILIDAD CELULAR: 

ENSAYO DE: ……………………………………………………………………………………………………………………… 

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

6 – 72 HORAS 

A 549 + EXTRACTO 1 
V: 
M: 

A 549 + EXTRACTO 2 
V: 
M: 

A 549 + EXTRACTO 3 
V: 
M: 

A 549 + CISPLATINO 1 
V: 
M: 

A 549 + CISPLATINO 2 
V: 
M: 

A 549 + CISPLATINO 3 
V: 
M: 

V: 
M:  

V: 
M:  

V: 
M:  

V: 
M:  

V: 
M:  

V: 
M:  

V: 
M: 

V: 
M: 

V: 
M: 

V: 
M: 

V: 
M: 

V: 
M: 

LH + EXTRACTO 1 

V: 
M: 

LH + EXTRACTO 2 

V: 
M: 

LH + EXTRACTO 3 

V: 
M: 

 A 549 CON MC 

V: 
M: 

 

V: 
M: 

V: 
M: 

V: 
M: 

 V: 
M: 

 

V: 
M: 

V: 
M: 

V: 
M: 

 V: 
M: 

 

 

Registro para la viabilidad celular: 

 

 

 

Proliferación 
Tiempo 
( horas) 

CONFLUENCIA CONFLUENCIA 
1:10 

CONFLUENCIA 
1:50 

6 HORAS    

36 HORAS    

72 HORAS    
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ANEXO 4: 

ELABORACIÓN DE ENSAYOS O PROTOCOLOS PARA EL MANTENIMIENTO 
DE LA LÍNEA CELULAR A-549: 

Medio de congelación 

1. En un matraz colocar 4 ml de medio RPMI completo  

2. 5 ml de suero bovino fetal 

3. 1 ml de DMSO 

Criocongelación 

1. Hacer procedimientos de tripsinización. 

2. Resuspender el pellet de obtenido de células  en 1 ml de medio de cultivo de 

congelación. 

3. Colocar en un criovial. 

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

5. Rotular cada criovial y colocarlo a congelación a -20°C durante 24 horas. 

6. Luego de transcurrir las 24 horas colocar los crioviales en el tanque de 

nitrógeno líquido, indicando con claridad  cuáles van a ser ubicados en cada 

canastilla. 

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

correcta. 

Descongelación celular 

1. Encender cabina de bioseguridad y esterilizar 15 minutos antes de usar, de 

igual manera el abaño maría a 37°C  

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

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

cantidad conocidas de cel/ml. 

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

que las células permanezcan demasiado tiempo descongeladas. 

5. 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. 
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6. Centrifugar el Falcón a 800 rpm durante 3 minutos para obtener el pellet de 

células en el fondo. 

7. Eliminar el sobrenadante con una pipeta Pasteur y dejar el pellet de células. 

8. Resuspender el pellet de células en 4 ml de medio cultivo completo en el 

caso de crioviales con 1.5 x 106 cel/ml y pipetear suavemente para 

homogenizar la suspensión. 

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

medio de cultivo completo y mezclar suavemente. 

10. Incubar a 37°C al 5% de CO2. 

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

DMSO y células muertas. 
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ANEXO 5 

PREPARACIÓN DEL EXTRACTO ACUOSO EN DIFERENTES 

CONCENTRACIONES. 

Extracto acuoso 

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

ml de medio de cultivo completo. 

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

agregar 900 ul del medio de cultivo completo. 

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

agregar 980 ul de medio de cultivo completo. 
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ANEXO 6: 

PREPARACIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO RPMI (ROSWELL PARK MEMORIAL 

INSTITUTE)  COMPLETO Y MEDIO DE CULTIVO CON PH ÁCIDO 

Medio de cultivo RPMI completo 

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

penicilina/estreptomicina y anfotericina B. 

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

3. 0,5 ml de penicilina 

4. 0,5 de anfotericina B 

5. 44 ml de RPMI incompleto 

6. Mezclar bien y guardar en refrigeración, rotulado. 

Medio de cultivo Ph ácido 

1. Al medio de cultivo incompleto pH neutro 7,2 agregar HCL al 1N hasta 

obtener un pH de 6.8 - 6.9. 

          Una solución 1N se prepara de la siguiente manera: 

 V1   *   N1 =  V2  *  N2 

 V2 = (V1 *N1)/N2 

                                     

 

 

2. En un matraz se colocan 10 ml de HCL concentrado y se afora a 50 ml de 

H2O destilada y queda la solución de HCL al 1N. 

3. En el medio de cultivo incompleto se coloca esta solución gota a gota hasta 

que el Peachímetro marque el valor necesario hasta que se haga ácido. 

4. Un pH acido torna de color amarillo al medio, un pH neutro es de color 

anaranjado y un pH alcalino se torna color fucsia. 

  

- V1: quiero preparar 

- N1:concentración que quiero 

preparar 

- V2: lo que quiero calcular 

- N2: La mayor concentración del 

HCL que es  5N 
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ANEXO 7: 

PREPARACIÓN DE CONTROLES POSITIVOS 

1. Se realiza las diluciones en pocillos de 24, no olvidar trabajar las células 

previa tripsinización para que se suelten y realizar el contaje antes de 

empezar las diluciones. 

2. Para las diluciones se parte de la proporción 1mg/ml; Al contar las células se 

debe hacer el cálculo del porcentaje de V y porcentaje de muertas 

3. Se debe realizar cálculo para sacar el total de células que se van a usar 

diluidas en medio de cultivo. Ej: Tengo 40´420.000 en 10 ml cuanto serán en 

8´000.000 que necesito diluir el medicamento (se refiere a la cantidad de 

células que voy a poner por cada dilución  de medicamento) tomando en 

cuenta que es por duplicado, entonces necesito 1980ml (2ml) de células y 

agregar 8 ml de medio RPMI completo para completar la dilución a 10 ml. 

4. Es decir por cada ml tengo 1’000.000. de células. 

5. Rotular los pocillos a usarse y colocar 1 ml de células con el medio de cultivo 

que corresponde según los cálculos a 1´000.000, así para cada pocillo con 

medicamento por duplicado. 

6.  Para el pulmón (A549) el cisplatino en las siguientes proporciones : 

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

preparado en concentración de 50 mg/50 ml 

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

de cultivo completo. 

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

cultivo completo. 

7.  Mezclar despacio e incubar durante 24 horas para observan la muerte 

celular. 
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ANEXO 8: 

OBTENCIÓN DE CÉLULAS LINFOIDEAS POR MEDIO DE LA TÉCNICA DE 

FICOLL HYPAQUE 

Técnica de Fycoll Hypaque:  

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

2. Se coloca en un tubo Falcón 4 ml de PBS o solución salina, a este tubo se le 

adiciona 4 ml de sangre heparinizada. 

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

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

realizar cuidadosamente tratando de incorporar la sangre muy despacio por 

las paredes de tubo  

4. Centrifugar a 2000 rpm durante 15 minutos. 

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

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

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

T y encima se encuentra el plasma. 

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

centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos. 

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

completo. 

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

tripano, en una cámara de Neubauer a través de un microscopio. 
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ANEXO 9: 

TRIPSINIZACIÓN DE CÉLULAS A-549 (PASES O SUBCULTIVOS). 

1. Eliminar todo el contenido de medio de cultivo RPMI de la botella de cultivo 

falcón. 

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

completamente 

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

células comienzan a desprenderse. 

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

células se pueden incubar DE 2 a 3 minutos a 37°C. 

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

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

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

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

completo  

8. Realizar la técnica de viabilidad  mediante el método de tinción de azul de 

tripán.  
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ANEXO 10 

CALCULAR LA CANTIDAD DE CÉLULAS PARA COLOCAR EN CADA POCILLO 

Línea celular A-549: 

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

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

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

cultivo 

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

añaden los extractos y medicamentos como controles positivos en diferentes 

concentraciones 

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

con humedad del 98% 
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ANEXO 11 

PROLIFERACIÓN CELULAR: 

 Las células que fueron incubadas con los diferentes extractos y 

medicamentos concentrados y diluidos se observaron a las 6, 36 y 72 horas 

de incubación en el microscopio invertido observando la elongación y 

crecimiento de las mismas. 

 Posteriormente se contaron las células V en la cámara de Neubauer que 

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

confluencia. 

 De las células V contadas se calculó el porcentaje de confluencia para 

evaluar el grado de proliferación. 

 Realizamos los cálculos siguientes: 
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ANEXO 12 

PROTOCOLO DE VIABILIDAD CELULAR: 

Contaje de células con azul de tripano (viabilidad celular) 

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

esta manera la viabilidad y citotoxicidad celular. 

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

células con los extractos  en las diferentes concentraciones, los 

medicamentos antitumorales, los linfocitos humanos y los controles 

negativos. 

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

donde se encuentran incubadas ya que estas células son adherentes y 

tienden a pegarse al fondo 

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

en la cámara de neubauer para su contaje. 

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

final se lo multiplica por 10, por 1000 y por 2. 

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

48, 60 y 72 horas. 
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ANEXO 13 

CERTIFICADO DE HABER REALIZADO LAS PRÁCTICAS EN LOS 

LABORATORIOS DE CULTIVO CELULAR DEL CENTRO DE BIOTECNOLOGÍA 

DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA. 
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ANEXO 14. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

EXTRACTO 

“ADEVA” 

 

COEFICIENTE DE CORRELACIÓN: 

Coeficiente de correlación Coeficiente variación Valor medio 

0.915544 14.91526 25.43571 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FV GL SC CME FC FT 

Tratamiento 27 8410.179524 311.488131 21.64 1.72 

Repetibilidad 2 15.234286 7.617143 0.53  

Error EX 54 777.219048 14.392945   

Error TOT 83 9202.632857    
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“DUNCAN”: 

GRUPO DUNCAN MEDIA R TRATAMIENTO 

 

A 

A 

A 

A 

A   B     

     B    C 

     B    C   D 

     B    C   D 

            C   D 

                 D E     

                 D E F 

                     E F G 

    E F G 

    E F G 

    E F G 

    E F G 

                     E F G H 

                     E F G H 

                         FG H  I 

                           G H  I   J     

                           G H  I   J 

                               H  I  J  K 

                               H  I  J  K  

                               H  I  J  K  

                                   I  J   K 

                                   I  J  K  

                                     J  K  

                                         K 

 

45.333 

43.333 

41.600 

41.167 

39.267 

34.600 

33.433 

32.967 

31.033 

27.567 

26.567 

24.167 

23.967 

23.600 

23.533 

23.433 

22.133 

21.367 

19.333 

18.900 

17.733 

16.267 

15.700 

15.533 

14.167 

13.400 

11.800 

10.300 

 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

 

A549_ext3_72 

A549_ext3_60 

A549_ext1_72 

A549_ext1_60 

A549_ext1_48 

A549_ext2_72 

A549_ext2_60 

test_72 

A549_ext2_48 

A549_ext3_48 

test_60 

test_48 

A549_ext3_24 

A549_ext1_36 

A549_ext2_36 

test_36 

A549_ext1_24 

A549_ext3_36 

A549_ext2_12 

A549_ext2_24 

A549_ext3_12 

test_12 

test_24 

A549_ext3_6 

A549_ext1_12 

A549_ext1_6 

A549_ext2_6 

test_6 

 

“STUDENT” 

 

media TC TT 

0.0857143 0.04 2,16 
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CISPLATINO: 

“ADEVA” 

FV GL SC CME FC FT 

Tratamiento 27 37246.74988 1379.50925 116.10 1.72 

Repetibilidad 2 37.19452 18.59726 1.57  

Error EX 54 641.62548 11.88195   

Error TOT. 83 37925.56988    

 

COEFICIENTE DE CORRELACIÓN: 

Coeficiente de 

correlación 
Coeficiente variación Valor medio 

0.983082 

 

9.574742 

 

36.00119 

 

 



64 
 

“DUNCAN”: 

GRUPO DUNCAN MEDIA R TRATAMIENTO 

A 

   B 

      C 

      C 

      C 

         D 

         D 

            E 

            E F 

            E F  G 

               F  G 

                   G H 

                   G H I 

                       H  I  J 

                           I  J K 

                              J K 

                              J K 

                              J K 

                                 K L 

                                 K L M 

                                 K  L M 

                                 K  L M N 

                                 K  L M N 

                                     L M N O 

                                        M N O 

                                            N O 

                                                O 

                                                O 

89.200 

77.667 

70.400 

69.400 

65.767 

53.300 

50.867 

43.933 

40.033 

38.267 

37.367 

32.967 

32.333 

29.467 

26.567 

25.333 

24.167 

23.800 

22.300 

22.000 

21.867 

20.367 

20.167 

16.267 

15.700 

15.233 

13.000 

10.300 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

A549_cis1_72 

A549_cis1_60 

A549_cis1_48 

A549_cis2_72 

A549_cis1_36 

A549_cis3_72 

A549_cis2_60 

A549_cis3_60 

A549_cis2_48 

A549_cis1_24 

A549_cis3_48 

test_72 

A549_cis3_36 

A549_cis2_36 

test_60 

A549_cis1_12 

test_48 

A549_cis1_6 

A549_cis2_12 

test_36 

A549_cis2_24 

A549_cis3_24 

A549_cis3_12 

test_12 

test_24 

A549_cis2_6 

A549_cis3_6 

test_6 

 

“STUDENT” 

 

MEDIA TC TT 

20.1857143 4.48 2.16 
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LINFOCITOS 

“ADEVA” 

FV GL SC CME FC FT 

Tratamiento 27 5900.419048 218.534039 33.67 1.72 

Repetibilidad 2 0.733571 0.366786 0.06  

Error EX 54 350.473095 6.490243   

Error TOT 83 6251.625714    

 

COEFICIENTE DE CORRELACIÓN: 

Coeficiente de 

correlación 
Coeficiente variación Valor medio 

0.943939 25.84517 9.857143 
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“DUNCAN”: 

GRUPO DUNCAN MEDIA R TRATAMIENTO 

A 

    B 

    B 

    B 

       C 

       C 

       C D 

       C D E 

          D E F     

             E F 

             E F G 

                F G H 

                F G H I 

                F G H I 

                   G H I J 

                   G H I J 

                       H I J K 

                       H I J K 

                          I J  K L 

                          I J  K  L 

                            J  K  L 

                            J  K  L 

                            J  K  L 

                            J  K  L 

                            J  K  L 

                            J  K  L 

                                K  L 

                                     L 

32.967 

26.567 

24.167 

22.767 

16.533 

16.267 

15.767 

14.333 

11.400 

10.900 

10.300 

9.600 

8.867 

8.500 

5.867 

5.700 

5.300 

5.167 

4.300 

4.167 

3.433 

3.000 

3.000 

2.733 

1.967 

1.900 

0.533 

0.000 

 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

 

 

test_72 

test_60 

test_48 

test_36 

test_24 

test_12 

A 549_lin1_72 

A 549_lin3_72 

A 549_lin1_60 

A 549_lin2_72 

test_6 

A 549_lin1_48 

A 549_lin3_60 

A 549_lin2_60 

A 549_lin1_36 

A 549_lin2_48 

A 549_lin3_48 

A 549_lin2_36 

A 549_lin1_24 

A 549_lin3_36 

A 549_lin1_12 

A 549_lin2_24 

A 549_lin3_24 

A 549_lin2_12 

A 549_lin3_12 

A 549_lin1_6 

A 549_lin2_6 

A 549_lin3_6 

 

“STUDENT” 

MEDIA TC TT 

13.9142857 12.03 2,16 
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ANEXO 15 

FOTORELATORIA 

 INCUBACIÓN CELULAR   
 

 

 

 

 

 

 

OBSERVACIÓN DE CRECIMEINTO CELULAR EN EL MICROSCOPIO DE 

INVERSIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

FASE ANALÍTICA. 

MEDIO DE CULTIVO    TÉCNICA FICOLL HYPAQUE 
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PROCESOS DE CULTIVO CELULAR 

 

 

  



69 
 

ÍNDICE 

 

CONTENIDOS                         Págs. 

Certificación……………………………………………………………………….. ii 

Autoría…………………………………………………………..……………........ iii 

Carta de Autoría………………………………………...................................... iv 

Dedicatoria……..……………………..……………………………..…......…….. v 

Agradecimiento…………….……………………………….……..……..………. vi 

1 Título…………………………………………………………………......... 1 

2 Resumen……………………………………………………………….….. 2 

Sumary..……………………………………………………………….…... 3 

3 Introducción...……………………………………………........................ 4 

4 Revisión de Literatura……………………………………………..….….. 7 

4.1 Medicina Tradicional……………………………………………....… 7 

4.2 Plantas Medicinales……………………………………………..…... 7 

4.3 Fitomedicina……………………………………………………..…… 7 

4.4 Fitofármaco……………………………………………………..…….. 8 

4.5 Metabolitos a nivel vegetal………………………………...………... 8 

4.5.1 Metabolitos primarios.………………………………..…….… 8 

4.5.2 Metabolitos secundarios…………………………...………... 10 

4.6 Conceptualización de Annona cherimola……………………........  13 

4.7 Características Generales…………………………………..…..…..  13 



70 
 

4.8  Extracto………………………………………………………………. 16 

4.8.1 Métodos de obtención de extractos…………………….. 16 

4.9   Células linfoideas o normales…………………………………….. 16 

4.10 Células Cancerígenas……………………………..……………… 16 

4.10.1 Cáncer de pulmón………………………………………..  17 

4.11 Cultivo celular:……………………………………………….…….. 17 

4.11.1 Tipos de cultivo celular………………………………….. 18 

4.12 Medio de cultivo…………………………………………………… 18 

4.12.1 Clasificación de los medios de cultivo…………………. 19 

4.12.2 Factores de crecimiento celular………………………… 19 

4.13 Criopreservación…………………………………………………… 19 

4.14 Potencial Hidrógeno……………………………………………….. 19 

4.15 Viabilidad celular.…………………………………………………..  20 

5 Materiales y Métodos……………………………………………….……  21 

6 Resultados………………………………..……………………………….  24 

7 Discusión……………………………………..…………………………...  36 

8 Conclusiones………………………………….………………………….  38 

9 Recomendaciones………………………..……………………………..  39 

10 Bibliografía………….……………………………………………………  40 

11 Anexos……………………………………………………………...……. 44 

Índice………………………………………………………………………..……  69 


