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RESUMEN 

La resi1stencia tumoral a fármacos de uso frecuente, ha hecho necesario la 

búsqueda de nuevas sustancias químtcas que sirvan de base para el desanollo de 

nuevos fármacos. Las plantas ha11 sido y seguiirán siendo una alternativa viable, 

pues son fuente de múltíples metabolitos secl!Jndarios. Las Anflonaceae son 

conocidas por poseer diversas .actividades biológicas, que se deben a las 

acetogeninas, compuestos que debido a sus características estructurales, 

piresentan una variedad de actividades. biotóg1icas relevantes, como su 

citoto.xicidad y su acción antitumoral. 

El método de extracci611 y fraccíonamiento desarrollado en esta 

investigación presentó mejores resultados que ell basado en la. patente United 

Staf'es Patent US005955497 A Se logró fracciones bioactivas con porcentajes de 

inhibición en la linea celular NCIH460 de 92.9% para Duguetia confusa, 88.0 % 

para Anaxagorea s-p y 84.6%1 para Unonopsis osae en ra ifraoci611 metanólica. 

Los ensayos de citotoxíe:idad permitieiron comprobar lai actividad cirt'ostatica 

con las líneas celulares de NCIH460 {cá11cer de pulmón), MCF7 (cáncer de 

mama), Mia mesotelina (cáncer de panoreas) de Unonopsis osae. Además con el 

método de cua.nfüicación de acetog1elíli11as. por Kedde los resultados de 

acetogeninas coincidern en casi un 95% con 11a actividad bio!ógica resultante, p()r 

tanto el método se puede utilizar para predecir la actividad biológica que tefldra 

con la línea celular NCIH460 asociada al cáncer de pulmón. 

Con base a los resultados obtenidos las acetogeninas de la especie 

Unonops-is osae, presentaron los resultados más consistentes a lo !'argo del 

estudio, por lo cual es una especie promisoria para la aplicación de las siguientes 

etapas de la investigación del proyecto madre. 

las annonaceae Anaxagorea sp y D. confusa presentaron pmcentajes de 

inhibición importantes con la línea celular NCllrlJ460 por lo cual se pueden ampliar 

investigaciones en estas especies. En cuanto a G. púdica y G. lucens rno 

presentaron buenos resultados en el ensayo die citotoxicidad con las líneas 

xii 



celulares NCIH46ü, MCF7 y Mia mesotelina con el método de extracción 

empl:eado .. 

ll?'alabras clave: annonaceas, ci~:otox1cidad , acetogeninas y anticancelfígeno. 
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Alajuela1. 

xiii 



CAPÍTULO 1; INTRODUCC~ÓN 

1.1 Justificación de la 1investigación 

Las plantas han sido y segiuirán siendo una alternatíva para la 

búsqueda de nuevas sustancias químicas que sirvan de base en el desarrollo 

de nuevos fármacos. Debido a esto, actualmente se destina gran cantidad de 

recursos a la investiga0i6n para su potencral uso clínico1• Según estimaciolíles 

de la Organización Mundial de la Salud (OMS), el 80% de la población de 

países en desarmllo basa el cuidado de su salud en la medicina tradicional. 

El 20% restante utiliza, en muchos ca.sos, fármacos derivados de productos 

naturates {Schlaepfor & Mendoza, 2010). Éstas estadísticas son un íncenhvo 

para contínuar en la búsqueda de alternativas terapéuticas que permitan 

disminuir 11a mortalidad, morbilidad, y disminuir los costos de los tratamientos 

existentes. 

Una gran preocupación en oncologia ha sido la resistencia tumoral a 

tarmaco,s de uso frecuente como la adli1ianamicina, lo que ha creado 111a 

necesidad de buscar nuevas alternativas como tratamientos (Sánchez & 

Benítez. 2006). 

El cáncer es una enfermedad destructora que disminuye 

dramáticamente expectativa de vida de los pacientes, afecta la calidad de 

vida, la salud emocional del entorno de l,os pacientes (Vinaccia & Oroz.co, 

2005) y representa un elevado 01)sto económico a1I sistema de salud 

costa ni cense. 

Según The Lancet Oncology América Latína e11fre111tará una "epidemia 

devastadora de canee( a menos que los gobiernos actúen rápidamente para 

mejorar los sistemais de sah.id y el acceso ai los tratamientos. El trabajo, 

presentado e11 la conferencia- de~I Grupo die Cooperaci6n en Oncología 
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Latinoamericano en San Pabl10, Bras·1, señala que por cada cien casos de 

cancer, en la región latinoamericana mueren 59 personas, frente a las 43 de 

Eumpa y las 35 de EE.UU. Los investigadores estiman que para 2030, 1,7 

millones de casos de canceir serán diagnosticados en Latinoamérica y ·el 

Caribe, y habrá más de un millón de muertes anuales {Balleririo, 20113). 

El descubrimiento de nuevos tratamientos antitumora.les en la 

biodiversidad de ~os países tropicales es. una alternativa viable y codiciada 

que en su mayoría fracasan debido al tamizaje indiscriminado de especies. 

Una alternativa 1razonabl1e para reducir ell rango de exploración, es enfocarse 

en fuentes que hayan producido moléculas activas de forma consi1stente. Por 

ejemplo, varias especies de la familia de las Annonaceae han mostrado, 

actiividad documentada en cultivos celulares in vitro, en mode os de tumores 

en anima' es, y en humanos. 

En Costa Rica. se conocen 83 especies de esta familia (INIBllO, 2015). 

En este proyecto se efectuó una búsqueda sistemática de acetogeninas 

bioactivas en especies costarricenses de Annonaceas que eventualmente 

puedan ser incorporadas a estudios rigurosos en modelos animales. En total 

se trabajó ron 13 especies comprendidos en los géneros Annona, Guatteria, 

Duguetia, Unonopsis, Rolllnia y Xytopia. 

ll.Jna parte muy importante que ahorra tiempo y recursos, e·s el 

tamizaje frtoquímico o "screnning" es una de .11as etapas ·niciales de la 

investigación. El tamizaje permite determinar cualitati1vamente los principales 

grupos de constituyentes químicos presentes en una planta, y a partir de allí , 

orientar la extracción y/o fraccionamiento para el aislamiento de los grupos 

de mayor í11terés (Sharapin, 2000). 

El mayor aporte del presente trabajo es el uso, de una cornbinación de 

técnicas colorimétricas para, la detección de grupos funcionales presentes en 
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las acetogeninas con el objetivo die realizar el tamizaje. las resultados 

obtenidos son la base de un estudio sistemático que busca nuevas fuentes 

de moléculas con actiVíídad contra ,el cáncer. En este trabajo1 tambiélíl se 

presentan los primeros resultados del piroceso de selección de especies de 

annonaceas no estudiadas en Cos1a Rica hasta el momento. De acuerdo c0n 

diferentes 1investigaciones, se sabe qu:e las anrwnaceas presentan 

acetogeninas,. compuestos con potencial antitumoraJ, lo cual genera el 

siguiente cuestionamiento: son l1as annonaceas costarricenses de la 

Peniinsula de Osa fuente de acetogeninas bioactivas con acbividlad in vitro 

contra líneas celulares de cáncer, esta pregunta se trata de responder en el 

transcurso de la i11vestigación. 

1.2 Planteamiento del problema 

Evidencia obtenida in vitro e in vivo incluyerut:lo humanos sugiere que 

los compuestos llamados acetogeninas son una fuente potencial para 

desarrollar búsquedas sistemáticas de nuevos tratamiento para varios tipos 

de tumores. Estos ,compuestos se encuentran frecuentemente en .plantas de 

la familia Annonaceae, que incluye especies como gua11ábana y anona. 

Esta búsqueda de nuevos 1ingredientes activos lla puesto en lla mira a 

las acetogeninas, compuestos que debido a sus características estrnctural,es, 

presentan una variedad de actiividades biológicas relevantes, como su 

citotoxicidad y Sll:J acción antiitumorall (Garcia et al., 2006). las especies 

pertenecientes a la famma Annonaceae, además de su importancia agr1íco~a. 

se les atribuyen propiedades insecticidas, antibacterianas, antitumorales y 

anitivirales; además de pro1pfedades como herbicidas, pues afectan los 

procesos de fotosíntesis (Mata et al, 1998 citado en Martínez, (2009). 
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Asare et al. , (2014) evidenciarn11 que los extractos de las hoj,as de 

Anona mur/cata tienen efectos antlprolíferatívo·s sobre las células HPB-1 

reduciendo e tamaño de la próstata, posiblemente por apoptosis inducida. 

Se han propuesto mecanismos para explicar la actividad biológica de 

11as acetogeninas, describiéndose dos sitios blanco en la céllula: el complejo 1 

mitocondrial (NADH:ubiquinona oxidoreductasa) y la NADH oxidasa de las 

membranas plasmáticas. Actualmente, a las acetogenirnas se les considera 

como uno de los grupos de inhibidores más potentes del complejo 1 

miitocondlial (Sch ie, González & Luna, 2009). Pues esta acUvidad se le 

atribuye a la acción conjunta dell an 'llo (s) de Tetrahidrofurano (THF) rodeado 

de grupos lhidroxilo, que funci:ona como un ancla hidrófila en la superficie de 

la membrana. Por su parte, el anillo de y-lactona interactú1a, directamente con 

el sitio diana del complejo 1 de la membliana mitocondrial interna {Abe et al., 

2005). 

Ya que las acetogeninas presentan una cadena alifática de 35 6 3,7 

átomos de carbono con uno,. dos o tres anillos tetrahiidrofuránicos {THF) 

adyacentes o no, así como sustituyentes oxigenados (hidroxilos, cetonas y 

epóxidos) localizados a lo largo de esta. En uno de sus extremos presentan 

un aníllo lactóníco metil sustituido, a, ~· insaturado, en ocasiones saturado o 

rearreglado como cetolactona (Gómez & Mol"na, 2012). 

Ante estos prometedores antecedentes, es de interés de CENIBiot 

evaluar la acHvidad citotó:xica de los extractos de !las annonaceas 

costarricenses. La presente investigación busca estandarirzar un método que 

permita identificar cuáles extractos de material seco de cortezas de las 

diferentes especies en estudio posean acetogeninas, para luego líea'lizar 

pruebas de citotoxicidad, y fraccio111amiento dirigido por b"oensayo de llas 

mo1 écu l'as más potentes. 
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La mayoria de investigaciones realizadas se enfocan normalmente en 

hojas y semillas, principalmente en las semilllas porque se tiene amplia 

evidencia de su contenido de acetoge11inas (Florez & Mesa, 2007). Como 

parte de ofrecer nuevos aportes,, se decidió dirigir esta investigación a las 

cortezas. Si bien hay literatura donde se han basado los extractos en esta 

parte de a planta, son pocos en comparación con los de hojas y sem·1 as. 

Ga,lvis, Ocampo, Ocampo, & Gubiérrez (2ü11) realizaron su estudio de 

extractos de corteza de A. cherimolioídes para ver la toxicidad sobre Artemia 

salina, en cual se obtuvieron rest1ttiados positivos con el extracto crudo. Por 

su parte, Bobadilla et al., (2005) estudiaron l1a actividad larvicida de diferentes 

partes de la planta A. muricata sobre Aedes aegypti, la partes con mejores 

resu~tados en arden decreciente fueron las semi las, las flores, las hoja.s, la. 

corteza y por último la raíz. 

Esta investigación se enmarca dentro del proyecto madre titulado 

Acetogeninas de annonaceas costarricenses como coadyuvantes para el 

tratamiento d€J cáncer, el mismo se desarrolla en el CENIBiot, y tiene como 

,objetivo descubrir nuevas moléculas de interés para el tliatamiento del 

cáncer. 

Esta investigación procura ·dentificar cuáles especies de Annonaceae 

costarricenses producen acetogeninas. Además se busca desarrollar un 

nuevo protocolo de identificación y caracterización quími.ca cualitaüva de 

acetogeninas. 

El trabajo es de vital ímportancia, pues se pretende optimizar los 

recursos, ya que los resultados obtenidos en esta investigación, serán la 

base para las síg1uientes etapas del proyecto madre: Acetogeninas de 
-

annonaceas costarricenses como coadyuvantes para el tratamiento del 

cáncer que se desarrolla en el CENIBiot y cuyos objetivos son: 
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Seleccionar las annonaceas que contienen 

acetogeninas para utilirzarlas en ensayos de citotoxicidad in vitro. 
);;> Realizar pruebas de citotoxicidad para definir la 

potencia farmacológica y selectividad de as acetogeni11as bioactivas. 

;:.. Healizar subfraccionarnientos de las porciones con 

mayor activ' dad in virtro para aistar compu:estos puro,s. 

Este proyecto complleto tiene una duración de 3 añ.os, para el desarrollo de· 

las actirvidades que comprenden cada uno de los objetivos. Ell aporte por 

parte de esta iinvestigación, es la ejecución del primer objetivo del pmyecto 

general, el cual tiene como propósito seleccionar Jos extractos que contienen 

acetogeninas.. Sir esta investigación ttene liesultados positivos, CENIBiot 

Natura que es una línea de formulación de nutracéuticos y cosmecéuticos. 

biotecnológ1icos innovadores, se encargarrá de hacer estudios rigurosos de 

potencia y toxicidad in vivo. 

1.3 Antecedentes 

Cortes et al. ,(2014) concluyeron que especies de la familia de las 

Annonaceas son una importante fuente d!e metabolitos secundarios con 

actividadl anti-cancerosa y plaguicida. 

A las acetogeninas también se les atribuye propiedad larvicida. Por 

ejemplo, se han encontrado dosis letales de extractos polares y no polalies 

de acetogeninas de Annona muricata, sobre larvas de Aedes. aegyptl y 

Anopheles albimanus (Diptera: Culicidae). Los resultados demuestran que 

estos compuestos pueden ser un excelente larvicida (Morales, Gonrzález, & 

Aragón, 2004). 

Estudios sobre la bioactividad de extracfo,s etanólicos y fracciones 

parcialmhente purificadas obtenidas de las hojas,, ramas y semillas. de la 

Annona sylvatica {especie natural brasileña) contra el escarabajo Zabrotes 
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subfasciatus (Boheman) (Coleoptera: Chrysomelid'ae·: Bruchinae), se Uegó a 

la conclusión que estos metabontos constirtuyen una fuente de prototipos 

para el desarrollo de análogos sintéticos y una fuente de nuevos 

bioplaguicidas que pueden ser útiles en programas de gestión de plagas que 

aifectan a los granos almacenados (Padloan et al., 2015). Por otra part.e, 

Krinski, Massaroli, & Machado (2014) sugieren que las plantas de esta 

familia han ganado prominenda como bioplaguicidas debido a su actividad 

citotóxica, antitumoral, antimicmbiana, inmunosupresora, inhibidora del 

apefüo y el crecimiento, así como insecticida. La actividad ínsecticida de 

Annonaceae, se debe a 11a presencí'a de acetogeninas, sustancias que actúan 

sobre las mitocondrias por la inhibición de la NADH, afectando la respiración 

y finalmente matan a los insectos. 

También se han real izado estudli'os sobre el efecto en el sistema 

nervioso central ej1ercido por el extracto hidroalcohólico al 40% de las hoj:as 

de Annona muricata en ratones albinos de la especie Mus musculus. El 

e·studia se enfocó en detectar la posible actividad anticonvulsivante 

(electrochoque- pentilentetrazol) , antidepresiva (nado forzado) , hipnótica 

(potenciación de sueño barbitúrico) y ansia lítica (l'aberinto en cruz). los 

hallazgos sugieren que compuestos de tipo alcal1oidall presentes en Annona 

muricata poseen efectos de tipo ansiolítico, es decir, tranquillizante (53% y 

58% de tiempo), no vinculados a la activación de receptores. de 

benz.odiacepinas y carentes de efectos citotóxicos in vitro (Oviedo et al., 

2009). 

Asimismo se ha demostrado que el murícin H (acetogenina 

proveniente de 11a Annona muricata) tiene una potente actividad citotóxica 

frente a la1 linea tumoral H460 con alto grado de selectividad, ya que esta 

presentó menor citotoxicidad en las cérulas norma.res en comparación con el 

5-fluon.Jllíacilo, un fármaco utilizado como tratamiento contra el cáncer. Es 

7 



decir, que presenta mayor selectiividad para atacar célul'as tumorales que 

fármacos que ya han sido aprobados en el mercado farmacéutico {Quispe, 

Zavala , Posso &. Vaisberg1,, 2006). 

A nivel nacional,. se encontró un trabajo de tesis donde se realizó un 

estudio de caracterización fitoquímica en especie·s de fas familias 

Apocynaceae, Flacourtiaceae y Annonaceae. En el caso die la Annonaceae 

se trabajó con la. especie Xylopia frutenses (Arce, 20111). Sin embargo, esta 

especie no fue incluida en el presente estudio. 

Actualmente, as técnicas mas sensibles y modernas aplicadas a la 

identificación de a,cetogeninas son resonancia mag1nética nuclear (RMN) y la 

espectroscopia de masas. la metodología mayormente aprcadla para la 

,j.dentirficación de las acetogenrnas fue por espectros de resonancia magnética 

riucl'ear (RMN) (IPadoan et al., 2015; Ragasa, Sor"ano, Torres, Don, & Shen, 

2012). Por otra parte, se real'iza la. identificación de acetog1eninas mediante 

e.spectros de masas, utilizando es.tándares de acetogeninas certificados, o 

bien una combinación de ambas técnicas (García Aguirre 2009). 

Debido a que el CENIBiot no contaba con el presupues ·o para ·a 

compra de estandlares certificado·s y el alito costo que dicho·s estándares 

representan. Tampoco se contaba con el apoyo para la compra de utensilios 

y equipos para realizar RMIN ,. se desarrollló un método alternativo para la 

identificación de acetogeninas. 

En el presente proyecto se propuso una metodología que permita 

identificar acetogeninas por métodos colorimétricos, 11a misma prnporoiona un 

rápido tamizaje de las muestrras botánicas y a la vez enfocar los esfuerzos en 

aquellas ql!.J'e contienen acetogeninas .. 
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1.4 Pranteamiento de los objetivos de ra investigación 

1.4.1 Objetivo general 

lldenfüicar y fraccionar extractos de corteza que contengan 

aceto9eninas en 13 especies de ~nnonaceas de l'a Penínsul'a de Osa corn e'I 

fin de evaluar su actividad contra llíneas, celulares de cáncer. 

1.4.2 Objetivos. específico·s 

• Determinalí los metabol~tos presentes en las cortezas de especies de 

annonaceas, mediante un tamizaje fitoquímico. 

• Establecer un método, de identificación y caracterización qu imica 

cuallitativa de acetogeninas. 

•Evaluar la presencia de acetageninas en extractas de cortezas de 13, 

espec· es pertenecientes a los géneros Guatteria, Annona, Du:guetia, 

Um:mopsis, Rollinia y Xylopia de la familia de a'nnonaceas costarricenses de 

la regiión de Osa. 

•Seleccionar los extractos de cortezas con mayor potencia inhibitoria 

de lineas celulares de cáncer eni collaboración con el l'aborat.oirio de ensayos 

lbiol6g1icos del CENIBiot 

•Desarrollar un método de extracción y fraccionamiento de· 

compuestos activos presentes en las annonaceas costarricenses de la región 

de Osa. 

1.5 Hipótesis 

Especie de Annonaceas costarricenses de la península de Osa son 

fuente de acetogeninas bioactivas con acUvidad in vitro contra líneas 

celulares de cáncer. 
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CAPiTULO 2: MARCO TEÓRICO 

2.1 Generalidades 

A pesar de los múltiples avances en ell diagnóstico temprano, 

ratamiento, y seguimiento de pacientes con cáncelí, 11a mort.alidladl, 

incapacidades, y los costos en atención para el tratamiento de esta compleja 

enfermedad confnúan avanzando de forma alarmante .. 

Según el Instituto Naci:onal de Estadísticas y Censos (INEC, 2013) , 

las princ·pales causas de muerte en orden de frecuencia son infarto agudo al 

miocardio, tumor maligno del estómago y accidentes de tránsito, enfermedad 

atemscl'erótica del corazón, tunnor malignei de la próstata y otras. e-a usas. 

De, acuerdo con (Ministerio1 de Salud, 2015), para el año 2013 la 

mortali'dad por tumores malignos en hombres se debió a principalmente all 

cáncer de próstata con un 15,95%,. seguido por el cáncer de estómago con 

un 15,73%, para una tasa ajustada de 100.000 hombres. Por su parte, en las 

muijeres, para el año 2012, los cánceres con ma1yor mortalidad son el de piel 

(43.62 °/o), mama (42.25%) y cérvix (26.43%); para una tasa ajustada de 

100.000 mujeres. 

Existen muchos tratamientos para el cancel!", aplicados según el tipo 

de cáncer y de lo avanzado que esté. Dentm de los principales tratamientos 

están: cirugía, radioterapia, quimioterapia, terapia dirigida, te rap·a hormonal y 

trasplante de cél'ulas madre. Siin embargo,, estos tratamientos tienen efectos 

secundarios dependiendo de la persona, de la frecuenc·a de aplicación de 

tratamiento y de la edlad (Instituto Nacional del Cáncer, 2015) .. P·or lo cual se 

debe: fomentar la búsqueda de nuevos tratamientos desarrollado·s a partir de 

la flora nacional quie poseen propiedades curativas, impul1sando 11a 

investigación en centros de investigación y universidades. 
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En Estados Unidos un 57%1 de l'as fórmulas médicas vendidas están 

basadas en productos naturales, es decir, son productos naturales en sí o 

bien son de,riva.dos sintéticos o análogos de produ'ctos naturales. Más de u111 

60% de llas nuevas drogias aprobadas entre 1983 a 199S para el tratamiento 

del cáncer e infecciones estuvieroin basados en productos n1at11Jrales. Por 

tanto, los bosques tropicales representan una eserva potencial de fuentes 

medicinales (Setzer et al.,, 20031). 

Desde un punto de vista etimológiico, podemos considerar qu el 

término fitoterapia se refiere a la "terapéutica con Iras pl1antas", es decir, a l'a 

ciencia que estudia la utilización de los productos de origen veg1etal co11 

finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar o para curar un 

estado patológico (Cañigueral, 2002). 

los medicamentos fitoterapéuticos se basan en drogas vegetales.Es 

importante aclarar términos como plantas medicinales o drogas vegetales 

para evitar confunciones, la OMS en 1978 definió como planta medicinal a 

cua lquier planta que e11 uno o más de sus órganos corntiene sustancias que 

puede111 ser utilizadas con finalidad terapéutica o que, son precursores para la1 

semisíntesis químico-farmacéutica. Mientras tanto, la droga vegetal es la 

parte de la planta medicinal utilizada en terapéutica y el pr .. ncipio activo es la 

sustancia responsable de la acción farmacológica (Cañigueral, Deltacassa,, & 

Bandoni, 2003). 
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2.2 Familia Annonaceae 

Annonaceae es una familia de angiospennas del orden Magnoliales. 

Consta de 130 géneros con unas 2300 especies, que se distríbuye11 por los 

trópicos del Nuevo y Viejo Mundo, hastai el norte de Australta y las iislas del 

P'acífico. El principa ínterés de la. familia se centra en los frutos comestibles 

de al1gunas especies como: 11a chirimoya, la guanábana y la anona. Las flores 

de alg¡unas especies se usan para la extracción de esencias de uso en 

perfumería. En al,gunas espe.cies la madera se usa para la fabricación de 

mangos y tacos de billar, otras son de uso local en la construcción y para 

postes. Además muchas especies tienen usos locales debido a sus 

componentes quím ·cos (Arce, 2011 }. 

las Annonaceae poseen porte de árbol1es y arbustos. En cuanto a sus 

hojas son alrtemas,, simples, enteras y pecioladas .. Las flores son espirefadas, 

actinomorfas, perfectas o algunas abortadas, terminales laterales o axilares, 

solirtarías o en grupos de 2 o 3. El fruto s.inicárpico, camoso o seco, sésil o 

estipitado, dehisciente o indehisciente, con carpelos libres entre sí. las 
semillas son aplanadas, elípticas, de color castaño claro a 11egro (Condit, 

Pérez, & Daguerre, 2011) .. 

De acuerdo con datos del INIBllO (2015), para Costa Rica se identifican 

83 especies diferenciadas en 15 géneros, de los cuales 14 son nativos y uno 

introducido, entre los cuales se encuentran 11as especies que se van a 

analizar e·n esta investigac·ón (Ver Cuadm 1 ): 
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Cuadro 1.Descripción botánica de las especies de Annonaceas en estudio. 

Especie Familia Género Hábitat en Características 

Costa Rica 

Guatteria Annonaceae Guatleria Penlnsuia de Arbusto. Se reconoce por sus hojas alargadas, anchas y con una textura cartácea, el 

amplifolla Osa peciolo engrosado y curvo, además la venación amarillenta muy marcada. El tronco es 

generalmente delgado y las ramas alargadas. Además debido a su abundancia se hace 

fácil de aprender y memorizar. 

Guatteria Annonaceae Guatteria Penlnsula de Arbol de 5 a 15 m de altura. Ramitas denso ferrugíneo-pubescentes. Hojas simples, 

chiriquiensis Osa alternas, dlsticas, linear-oblonga. Flores solitarias, axilares. Pétalos eliptico-oblongos y 

redondeados en el ápice, de color dorado-serfceo. frutos apocárpicos, elfpticos, negros 

cuando están secos. Contienen una semilla. Su caracterlstica y hermosa ramificación los 

hace asemejarse a pagodas chinas y permite reconocerlo a la distancia. Los árboles 

adultos alcanzan hasta 40 cm de diámetro, con un tronco oscuro y ennegrecido y gambas 

laminares empinadas que alcanzan hasta 2 m. de altura. 

Guatteria Annonaceae Guatteria Península de Arbol de 7-20 m de altura, tronco 20-60 cm de diámetro, de color negro o gris.; ramas 

rostrata Osa, Golfito 
jóvenes densamente cubiertas con pelos adpresos, pronto glabros. Hojas: elíptica lámina 

1 a obovadas, cactáceas, no verrugoso, sin brillo, color marrón grisáceo por encirna, por 

debajo de color marrón, las venas secundarias distintas, ambos lados de la vena principal, 

impresionado por encima. 

Flores solitarias o en pares; densamente cubiertas de pelos adpresos, pétalos d'e color 

verde a verde amarillento in vivo, desiguales, los exteriores ovadas, las interiores obtongo-

ellpticas a ovadas, 10-15 por 5-9 mm, lado exterior densamente cubierto con pelos 

adpreso. Semillas elipsoide, ell ápice ligeramente puntiagudas, c. 15 en 7 mm, de color 

marrón pálido, ligeramente tuberculado. 

Gualleria Annonaceae Guatteria Penlnsula de Arbusto o árbol pequeño. Se reconoce por sus ramitas y hojas con el envés ferrugineo 



púdica 

' Guatter/a Annonaceae Guatteria 

diospyroides 

Guatteria 

/ucens 

Annona 

amazónica 

Annona 

montana 

Annonaceae Guatteria 

Annonaceae Annona 

Annonaceae Annona 

Osa pubescente y la vena central de una coloración rojiza amari llenta, las hojas casi sésiles 

pero con el peciolo algo engrosado. El tronco es delgado, muy ramificado y las ramas algo 

caedizas. Se puede observar en el sendero Cerro Osa en las cercanías del cruce con el 

final del sendero Ajo. También hay un individuo, posiblemente plantado, en las cercanias 

del vivero en la estación Greg Gund. Una especie con muy alto potencia l ornamental. 

Península de Arbol de 6 a 10 m de altura, ramitas verdosas, glabras. Hojas simples, alternas, elípticas a 
Osa 

Península de 
Osa 

oblongo-elípticas, con una venación muy marcada; ápice acuminado. Flores solitarias o de 

2 a 3 por axi la, los 3 pétalos externos de 1 a 1.5 por 0.5 a 0.8 cm, oblongos y verdosos. 

Frutos apocárpicos, monocarpos de 10 a 20 (-33), de 7 a 10 por 4 a 6 mm, elipsoidales, 

estípite de 1 a 1.3 (-1.7) cm de largo; con una semilla. 

Hojas estrechamente elípticas a obovadas, cartáceas, densamente o no verrugoso, 

brillante por encima, glabra anteriormente, escasamente, a veces bastante denso 

cubiertos con pelos adpresos; nervadura central impresionado por encima. Flores 

solitarias, a veces en pares. Pétalos de color amarillo, naranja, rojo a verde, casi iguales, 

estrechamente ovadas a ovado-rómbicas, lado exterior densamente cubierta de pelos 

adpresos. Semillas por poco elipsoide, un poco picada. Guatteria lucens es bien 

caracterizada por hojas brillantes con una base atenuada, y por su nerviación prominente 

en el lado superior de la hoja. 

Península de Arbol alto. Corteza oscura, áspera. Frutos recogidos del suelo. Pulpa de fruta amari lla con 
Osa olor débil, agudo y desagradable. Semillas verdes. La fruta que se dice tóxica por los 

lugareños. 

Península de Arbol siempre-verde o, alto hasta cerca de los 1 O m presenta hojas elípticas o 
Osa lanceoladas, de largo variable hasta cerca de 25 cm y anchas hasta 8 cm, de color verde 

intenso brillante en la parte superior, más pálido y opaco en su faz inferior. Las flores 

nacen sobre las ramas, son generalmente solitarias con corola formada por seis pétalos 

de color amari llo, tres externos carnosos, largos cerca de 5 cm y engrosados en el ápice, 

y tres internos, largos cerca de 4 cm prácticamente cerrados. Los frutos son sincarpos 

(conjunto de frutos simples concrescentes que forman aparentemente un único fruto) casi 



esféricos, hasta cerca de 15 cm de diámetro, de superficie color verde amarillento en su 

madurez cubierto de espinas suaves; pulpa amarillenta fibrosa, aromática, con sabor que 

recuerda al de la Annona muricata, pero de calidad inferior. 

Annona Annonaceae Annona Peninsula de Es un árbol de 6 a 10 metros de altura máxima de bosque secundario seco y húmedo. 

purpurea 
Osa Hojas grandes, vellosas y flores muy fragantes. El fruto es redondeado, de 15 a 20 cm de 

ancho y cubierto con una piel marrón de textura afieltrada con proyecciones en forma de 

garfio. La pulpa, de color anaranjado, es similar en olor, apariencia y sabor a la del mango. 

Contiene muchas semillas (Chizmar, 2009).
1 

Duguetia, Annonaceae Duguetia Península de Arbol de tamaño mediano de bosque muy Húmedo, el tronco es y de corteza color negro. 

confusa Osa Las hojas son simple, alternas , regularmente espaciadas, clasificadas en dos, con una 

superficie inferior clara ligeramente amarillento, con una superficie áspera en las hojas. 

Las flores son color crema y el fruto es del tamaño de una bola de béisbol de apariencia 

verrugosa. 

Rollinia Annonaceae Rollinia Península de Arbol de tamaño mediano de bosque nuboso. Hojas bastantes largas, oblongas, 
...... 
CJ1 

Osa dispuestas en un plano liso y regularmente espaciadas a lo largo de las ramas, venas mucosa 

espaciadas, visibles y no muy marcadas. Las puntas de las ramas son ligeramente 

peludas, flores con tres pétalos carnosos y el fruto es grande, redondo y cubierto con 

espinas verrugosas. 

Xy/opia Annonaceae 
1 Xylopia Península de Arbol de carretera muy fácil de reconocer. Las ramas son grandes y cuelgan hacia abajo. 

aromática 
Osa El árbol tiene forma cónica similar al árbol de navidad. Las hojas son estrechas, 

puntiagudas, brillantes por encima, y azulas por debajo. Venas secundarias son débiles 

casi invisibles. las ramas tienen muchas hojas a su largo, regularmente espaciadas, 

dispuestas en un plano liso. Las flores son blancas con largos y estrechos pétalos 

producidos por separado en las ramas entre las hojas. 

Unonopsis Annonaceae Unonopsis Península de Arbusto. La especie es fácil de reconocer cuando posee flores o frutos por su condición 

osa e 
Osa cauliflora (crecen en el tronco) . En estado infértil se puede reconocer por sus hojas 

lanceoladas alargadas y delgadas, además es frecuente la presencia de cicatrices donde 

estuvieron los frutos. El tronco suele ser muy delgado. 



...... 
(j') 

Anaxagorea Annonaceae Anaxagorea Península de Arbustos, los peciolos generalmente acanalados arriba, además el envés de las hojas 

sp 
Osa 

tiene una coloración más clara que el haz. También ayuda el hecho de presentar flores o 

frutos una buena parte del año. Los frutos maduros poseen semillas de una coloración 

negra lustrosa bastante llamativa. 

Fuente: Elaboración propia a partir de (Chízmar, 2009; Condit et al., 2011; R. H J Erkens, Maas, Chatrou, 

Schatz, & Zamora, 2006; Roy H.J. Erkens, 2007; INBIO, 2015; Ley López, 2013; Puccio, 2016) . 



2.3Principio activo de las annemaceas 

Los metaboliitos secundarios son productos sintetizados 

naturalmente por organismos vivos y juegan un papel importante en su 

fisiología, su supervivencia y en sus mecanismos de defensa. Estos 

productos naturales han sido usados desde tiempos ancestrales por el 

hombre como medicamentos. agroquímicos y cosméticos, entre otros 

(Yucatán, 2010). 

Las annonaceas son la única fuente conocida de acetogeninas, 

metabolitos secundarios en los que se han descubierto1 diversos efectos 

farmacológiicos como potentes citotóxicos con apliícaciones como 

insecticidas, anUparasitarios, acariicidas y drogas antitumorales (Do 

Nascimento, Diamantino Boaventura, Assurn;ao, & Santos Pimenta , 2003; 

Flórez & Ma1r11'nez.. 20 O; Ruiz Hidalgo et ali., n.d.). 

Se ha propuesto que la acción de l'as acetogeninas de annonacea'S 

está basada en la aita pote:ncia y especificidad inhibitoria del compleJ¡o 1 de 

a respiración mitocondrial (Robledo Reyes, Jaramillo, & Restrepo, 2008.). 

Según Schlie et al., (2009) en la·s estudios sobl'e el compl1ejo 1 

utilizando partículas submitocondriales, se ha observado que llas 

acetogeninas natllra'es o sus derivados semis"ntéücos pueden reten.er su 

activid'ad inhibitoria a pesar de introducir modifica.dones en su molécula .. 

2'.4Clasificación de las ac;etogenina.s de Annonaceae 

Las acetogeninas de Annonaceae se clasifican según la ca11tidad 

de anillos que tengan en su estructura, es decir: mono-tetrahidrofurano 

(THF),, adyacentes bis -THF, no adyacentes bis. -THF y sin anil o mono­

THF. Estas estructuras también poseen hidlioxilos laterales tos cuales 

pueden estar a uno u otro lado de la estructura, seguida por su 
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clasificación de las y-lactonas o sustituidas por cetolactonas (Florez & 
Mesa, 2007). 

CON ANILLOS: 

Acetogen ina mo no- THF 
Acetogeninas adyacentes bis-TH F 

Acetogeninas no adyacentes bis-THF 

SIN ANILLOS: 

Ace togeninas sin anillos-TH F 

SUBCLASIFICACION DE ACETOGENINAS CQN ANILLOS LACTONA 
TERMINALES 

R 1= H 10H 

R2=H 10H 

Cetolactonas cis o trans 

:FL((. 't. . . . 
- 1 

o 
o 

Arillo tidroxilam y redlx:idoo 
0-f 

0~ 
o 

Figura 1. Clasificación de las acetog,eninas 

Fuente: Florez & Mesa (2007). 
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2.4.1. Clasificación de las Acetogeninas según el tipo y ubicación 
de los sustituyentes y por su estereoquímica 

2.4.1.1. Acetogeninas Lineales: 

Son precursores de las epoxiacetogeninas y acetogeninas THF. Se 

diferencian por el grado de insaturación e hidroxilación en la cadena 

alquílica (Flórez & Martínez, 2010). Su estructura general es: 

Figura 2. Estructura general de Acetogeninas lineales. 

2.4.1.2. Epoxiacetogeninas: 

Las acetogeninas, por lo general poseen uno o dos anillos THF. 
Cuando este anillo es reemplazado por un grupo epóxido se obtienen las 

epoxiacetogeninas. Este tipo estructural es considerado como el precursor 
de las acetogeninas(Flórez & Martínez, 201 O). 

Su estructura general es: 

R 

o ! R:HdR:O 1 

Figura 3.Estructura general de Epoxiacetogeninas. 
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2.4.1.3. Acetogeninas mono-THF: 

Se enmarcan en aquellas que poseen un solo anillo THF; 

usualmente son de 35 carbonos con diferentes grados de oxidación 

(Flórez & Martínez, 201 O). 

Su estructura general es: 

Figura 4.Estructura general de acetogeninas mono-THF. 

2.4.1.4. Acetogeninas bis-THF: 

Son compuestos que poseen 2 anillos THF, adyacentes o no 

adyacentes; de 35-37 carbonos, diferenciables entre sí por el grado de 

oxidación, tipo, número y ubicación del sustituyente, así como de su 

estereoquímica (Flórez & Martínez, 201 O). 

Su estructura general es: 

FM!óOffóO 

Figura 5.Estructura general de acetogeninas bis-THF adyacentes. 
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Figura 6.Estructura general' de acetogeninas bis-THF no adyacentes. 

2.4.1.5. Acetogeninas Tri-THF: 

Son aquellas que poseen 3 anillos THF. Hasta el momento se 

conoce la Goniocina aislada de Goniothalamus giganteus (Flórez & 

Martínez, 201 O). 

Su estructura es: 

C11i 

Figura ?.Estructura de la Goniocina acetogenina Tri-THF. 

2.4.11.6. Acetogeninas Tetrahidropiránicas (THP): 

Son aquellas que poseen un anillo tetrahidropirano como 

sustituyente en la cadena alquílica (Flórez & Martínez, 2010). 

Su estructura general es: 

Figura 8.Estructura general de acetogeninas THP. 

21 



2:.5Extraccfón e identificación de las acetogeninas 

• Extracción de las acetog,eninas 

La extracción de las a.cetogeninas en annonaceas, se realiza 

de diferentes maneras, depende del objetivo y la pureza que se quieran 

obtener. Sin embargo, los estudios realizados presentan una serie de 

simil'itudes eni cuanto so1lventes y secado. A continuación se presentan 

algunos ejemplos: 

Ein un estudio sobre Biological screening of Armonaceous 

Brazilian Medicinal Plants using Artemia salina (Brfne Shrimp Test), 

(Santos Pimenta, Pinto, Takahashi, e Silva, & Boaventuira, 2003) ejecutan 

el sigu·ente protocolo de extracción: La madera y semil as se secairon a 40 

QC y se extrajeron con curvas de temperatura corn disolrventes, que se 

retira11on al vacro para dar los extractos. crudos. La madera se extrajo con 

etanol,. las partes de la planta y las semilllas se extrajeron con etanoll: Agua 

(7:3) y luego sucesivamente con hexano y clorofoirmo, uego se concentró 

al va.cío. 

Por su parte·, (Betancur-Galvis, Saez, Granados, Salazar, & 

Ossa, 1999) sugieren urn procedimiento donde ell material vegetal (100 g 

de semillas, hoj1as y tallo·s) se secó en un hmno a una temperatura de 40 

ºC. La plarnrta se extrae con etanol y se filtró con metanol. los diferentes 

extractos se· evaporaron casi sequedad bajo presión reducida y se 

almacenaron a una temperatura de 4QC protegido de la luz, hasta que. no 

se utmzaron en lbs diferentes ensayos c·totóxicos, no más de dos. meses. 

En otro estudio, las hojas se calentaron en un nomo a 40-C 

hasta que se co1rwirtió en quebrad·za, después de lo cua se fragmentaron 

manual'mente. las semillas se secaron al aire a temperatura arnbiernte y 

posteriormente maceraron a un polvo. os extractos se preparramn por 

remojo del material vegetal macerado en etanol absoluto para 7 días,, 
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seguido de filtración y concentirac·ón bajo presión reducida en rotavapor 

(Ribeiro et al., 2013). 

• ldenfficac·ón de las acetogenina.s 

De acuerdo con los reportes de a literatura, la1s acetogeriínas 

suel'en identificarse por medio de ll"esonancia magnética nuclear o por 

espectrrorrnet(a de masas., a una combinación de ambas téc111icas (Florez & 

Mesa, 2007';, García Aguirre, 2009). En ell presente trabajo de graduación, 

se adaptó métodos cof,orimétricos p,ara inferir la presencia de 

acetoge.rninas poir me<fo de pruebas color'métricas diseñadas pam 

detectar , os grupos flJ111cionales fura no y lactó111ico. 

Para la detección de anillos lactémicos se han reportado tres 

métodos: Kedde , Legal y Baljet. M"entras que para la detección del anillo 

furano el método más empleado es la pnueba con ei revelador universal 

anisaldehido. 

La prueba de Kedde consiste en agregar al extracto a evaluar¡ 

1 ml de reac \ro de K.edde {5 ml d'e ácido 3 ,5~dinitrobenzoico al 3% en 

etanol y 5 mt de NaOH 2M) (Cofré, 2009). Este reactivo presenta una 

coloración violeta cuando forma un complejo coloreado con lai lactona 

·nsaturada. 
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(·) 

tfº ·}-Cf-
OH NO, 

N07 

Figura 9. Fundamento de la reacción de Kedde. 

Fuente:(Wamer & Bladt, 2001 ). 

La prueba de Baljet consiste en añadir a la muestra picrato de 

sodio o potasio, pues la sesquiterpenlactonas producen una coloración 

naranja cuando se tratan con dicho reactivo (Alejandro Martínez, 2002), 

este reactivo se prepara con 1 g de ácido pícrico en 100 ml de metanol 

(solución A) y 10 g de hidróxido de sodio en 100 ml de agua (Solución B), 

a la muestra se le añaden dos o tres gotas de este reactivo para observar 

la coloración (Villacorta, 2013). 
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Anillo lactón co 

OH" 

( - ) 

"tAO + 

Anión 

Compl~o coloreado naranja-rojo 

N• 
-~ '~-u ~-· 
A:i.do píaico 

( -) 

Figura 1 O. Fundamento de la reacción de Baljet. 

Fuente: (Warner & Bladt, 2001). 

Tanto la prueba de Kedde como Baljet, son pruebas de 
identificación de cardenólidos, compuestos en su estructura tienen aniHos 

lactónicos. Kedde da una coloración violeta para anillos a-¡3-lactona 
insaturado/ y-lactona insaturadas, en el caso de Baljet reacciona con 

anillos con y-lactona insaturadas cis o trans gernerando un complejo 

coloreado rojo-naranja (Bhat, Nagasampagi, & Sivakumar, 2006). 

Igualmente se util iza la prueba de Legal, ya que las 
sesquiiterpenlactonas con anillos y-lactona a,¡3-insaturados producen 
coloración rosa cuando se disuelven en piridina, se añade nitroprusiato de 
sodio y un álcali (Alejandro Martínez, 2002). Este reactivo se compone de 
nitroprusiato 0.5 % e hidróxido die sodio 2N; a la muestra (2 mgi) se le 

añade 1 gota de la solución de nitroprusiato 0.5 %, en seguida se añade 
gota a gota, 4 gotas de hidróxido de sodio 2N y se observa una coloración 
roja o naranja (Villacorta, 2013). La prueba también la dan positiva las 
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lactonas a, ~ -insaturadas cuando no se· controla el pH, ya que se 

isomerirzan en medio alcalino. La prueba también la dan positiva las 

mefüé11cetonas (Alejandro Martínez, 2002). 

Para la detección del furano, se· realiza cromatografía de capa 

fina con el revelador universal de anisalcfehi.do, este reactivo es una 

mezcfa de 8 ml de acido sulfúrico concentrado y 0,5 ml de anisa1ld'ehido, 

85 mil de metano! y 1 O ml de ácido acético glacial, la cromatoplaca se 

calienta en una estufa a 100~ 105·"C por 5-1 O min para dlesarmlllar las 

muestras coloreadas rojo-naranja-marrón y azul verdosas (Herrrerai, C; 

Bolaños, N; Lutz, 2003). 

Además en esta investigación se va ulil'izar e1 revelador 

universal de Oleum el cual permite la identificación de varios tipos de 

metabolitos. ros compuestos o gáinicos se ca 1rbcmiizan generando 

manchas de color marrón, azules viol'etas y verduzcas. Sin embaligO, es 

comúnmente utilizada para detectar llactonas sesqu1itelípénicas, 

compuestos que tiene dentro de su estructura anil os lactónicos, por 101 

cual es aplicable a las acetogeninas, coloraciones púrrpma, vi110, rosa o 

rojo se considerran positivos (Jirnénez. 2013). 

2.6Croma.tografíai de capa frinai o "Jite (por sus sig'las elil inglés T.hin 
Layer Chroma·tography) 

La cromartografia es u método de aná isis rápido que 

permite separar los componentes de una mezcla, u1ti1lizando las 

diferencias entre las constantes de equilibrio de distribución entre una 

fase móvi~ y la fase estacionaria que ejerce un efecto retardador 

(Gutiérrez, 2002). 

La técnica de separación consta de un sistemai de dos fases, 

una sólida que se conoce como fase estacionaria; sobre la cual se aplica 

la muestra1, es una capa delg:ada, absorbente., con un gmsor de 0.10 a 
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0.25 mm, esta capa es fijada sobre un soporte que pude ser una plac-a 

firme die vidrio , plasti.co o alumini:o. A través de la fase estacionaria 

transita un líquido o solvente llamado fase móvi (Guarnizo & Martinez, 

2013). 

la calíacterización de los colílílpuestos se realiza comparando 

la migración, el factor de retención (Rf) de sustancias desconocidas con 

la migración de un compuesto patrón. En un sistema particul'ar de 

disolventes, el Rf es característico de cada sustancia, y es así posible 

identificar compuestos desconocidos. en una determina muestra (Herrera, 

C; Bolaños, N; Lurtz, 2003). 

IDe acuerda con (Walton & Reyes, 1983} el Rf se calcu~a de 

la siguiente manera: 

Distancia recorrida por el sustrato 
I)' stancia recorrida por el d ·solvente = Rf 

2.7Cromatografía Hquida de alta eficiencia HPLC 
La cromatografía líquida de alta resoluci.ón es una técnica que 

se uti iza para separar los componentes de una mezola basada en 'la 

afinidadl que tengan estos con la fase móvill y la fase estacionaria. En este 

tipo de cmmatografía :los componentes de la muestra deben estar 

prev;amente disueltos en un disolvente adecuado (fase móvil), son 

forzados a atravesar la columna cromatográfica mediante la aplicación de 

altas prresi.ones. Una vez en la columna se encuentran con la fase 

estacionaria que está constituida por un rel eno que sostiene la fase· 

liquida o sólida, esta es capaz de retener de forma selectiva .f,os 

1componentes de la muestra (Skoog, Jlames, & Crol!.Jch, 2008). 

El gran poder de la cwmatografia 11,iquida. reside en la 

comb·nación de un amplio inteliValo de pos.bles propiedades para la fase 

móvil, junto con la el~ección de numerosos tipos de fases estacionarias, 

significarvamente diferentes, así como una amplia variedad de detectores 
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(R1.Jbinson & Rubinson, 2001 ). Los diferentes tipos de ommatografia 

líquida también se clasiflca11 segun las interacciones entre la fase 

estaciooar"a y el soluto, los cuatros tipos básicos son la cromatografía de 

fase normal, de fase ireversa, de 1intercamloio iónico y de filtración €fil gel 

{Rubinson & Rubinson, 20011 ). 

la cromatog1rafía líquida de ailta eficiencia a pesar de ser 1.ma 

técnica relativamente nueva , cuenta con 111umerosas aplicaciones. En lai 

mayoria de los casos, consisten en deteJ11Tiinac'ones de sustancias cuyo 

análisis por otra técnica cromatograftca nesuHa muy dificil , esia téc11ica es 

aplicable a muestras con (Swadesh, 1997): 

- Compuestos iónicos, como aminoácidos, sales inorgánicas, acidos 

orgání,co,s.. entre otros. 

- Compuestos de alto peso molecwlar, como polímeros, 

hidrocarb1.Jros polinlllcleares, pmductos naturales, entre otros. 

- Compuestos termolábiles y no volátiles, como vitaminas, 

pestiicidas, esteroides, plastiflcantes, drogas. 

2.8Espectro de masas por l'a técnica de 1i'nfusión directa 
La especbromet.ría de masas se fundamenta ern la sepalf-adl')in 

de p,artlcul'as mol'eculares o atómicas por su diferente masa El objetivo del 

sístema de e:ntrada es introducir una pequeña cantidad de muestra (un 

micramol o menos) en el espectrómetro de masas donde sus 

componentes se convierten en 1iones gaseosos. A menudo, el sistema de 

entrada contiene un medio para la volatilización die muestras sólidas o 

liquidas .. (Rubinson & Rubinson, 2001 ). 

La espectrometría de masas es una técnica microa111ailítica 

utiliiz.ada para la identificacíóm de compuestos desconocidos que cuantifica 

compuestos conocidos, y permite ellucidar la estructura y propiedades 

químicas de moléculas. Una1 de las ventajas de esta técnica, es que ell 

analisis se realiza con cantidades realmente pequeñas de muestra, 
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concentraciones en el rango de nanogramos de muestra, además se 
obtener información característica como el peso y algunas veces la 
estructura del analito (Plascencia, 2003). En todos los casos, alguna forma 
de energía es transferida a las moléculas a analizar para afectar la 

ionización. En la técnica clásica de impacto electrónico (electron ionization 

El), algunas de las moléculas ionizadas del analito "explotan" en una 
variedad de fragmentos ionizados, el patrón de fragmentación resultante 
así como los iones residuales constituyen el espectro de masas. En 
principio, el espectro de masas de cada compuesto es único y puede ser 
usado como su "huella química" para caracterizar el analito (Plascencia, 
2003). 

El esquema general de los componentes principales de un 
espectrómetro de masas se muestra en la siguiente figura: 

;····-~---·····················-·········································-······-·········--·~ . ·-:::::¡===: . l 1S~temad@en~1 1 Fuentede~~ 1-I =r 1-- t D lecie 11 
: ........................................... ¡ ·;:;=~~~:··:~·-- ¡·--·--·······--··--·········--··¡··--·= 

Procesador 
dela señal 

, Dispol>ili= 
dclcclW"~ 

Figura 11 . Esquema general! de los componentes principales de un 
espectrómetro de masas. 

Fuente: (Rubinson & Rubinson, 2001). 

La infusión consiste en introducir un flujo continuo de muestra 
con caudales bajos en la fuente de iones mediante el uso de una bomba 

de jeringa. Durante el proceso de optimización de la infusión, el software 
puede seleccionar los iones precursores y producto, así como optimizar el 
potencial de desagrupación, la energía de colisión y el potencial de salida 
de 1·a celda de colisión. Los voltajes de los parámetros de la ruta iónica se 
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incrementan o reducen de forma gradual para determinar la intensidad de 

señial1 máxima de cada ión precursor y producto (AB SCIEX, 2014). 

Mediante la técniica aipllicada de infusió111 directa se analizan 

tanto compuestos puros como mezclas obteniendo del compuesto 

inc.ógnita la masa molec1.1lar. Segiún la forma e~ que se reciban las 

muestras, es necesario un procesamiento previo. Las muestras sólidas 

deben disolverse utilizando solventes adecuados para poder introducirlas 

en el espectrómetro por infusión directa. Las muestras líquidas pueden 

utilizarse d'rectamente si están en concentraciones adecuadas. Se 

configura el equipo para realizar experimento,s de espectros de masas 

(MS) o espectros de masa en tándem (MSIMS). Se introducen las 

mu1estras .en el eql!Jipo y se obtiene el archivo de espectros die masas, que 

necesita un posterior procesamiento de l'os da os (Plasce11cia, 2003). 

2.9 Pruebas de citotoxicidad 

Las llíneas cellulares son células de origen vegetal o animal 

adaptadas para replicarse indefinidamente en cultivo. La adaptación 

ocurre por el proceso de dernominado transformación, el cual puede ocurrir 

espontálileamente o inducido por compuestos qu1ímicos, virus o 

radiaciones, a través de lo,s cuales l'as cél1tdas adquieren la capacidad de 

multiplicarse in vitro durante períodos prácticamente ilím"tados (Repetto, 

199'5). Estas son ampliamente utilizadas para l'a identificación de a.gentes 

qu·miopreventivos, es decir, con capacidad de bloquear, retardar o revertirr 

el proceso de carcirnogérnesis, mediante ensayos de citotoxicidlad, 

antiproliferación muerte celular, entre otros (Montoya, Orozco', Arango, 

Maldonado, &. Aguilló11, 2013). 

- La citotoxícidad cellulair se define como una alteración de las 

funciones celulares básicas que conHeva a. un da.ño detectable. Diferentes 

autores han desarrollado bacterias de pruebas in vitro para predecir las 
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efectos tóxicos de drogas y compuestos. químicos, uflizando como 

modelos experimentales cultivos primarios y líneais celulares 

establecidas(Arencibia, Rosario, & Curveco, 2003). 

Con .11as pruebas de cítotoxicidad in vitro se puede ana izar el 

efecto de compuestos en un ambiente controlado , siendo posible evaluar: 

l1a inhibición del crecimiento celular; la permeabilidad de membrana, la 

replicación y a transcripc·on del ácido ribonucleico, la. s.írntes·s de 

prnteíinas, hormonas y enzimas, el metabolismo energético, la 

transformaci:ón celular, la mutagénesis y la ·carcinogérnesis, entre otros 

{Acevedo et al., 20113). 

En los estudios de citotoxicidad in vitro sobre líneas celulares 

se urfüizan métodos de tinción corn el objetivo de estimar de manera 

ind"recta1 el número de células v·iables presentes después de ser 

sometidas a un tratamiento. la principal desventaja es que la mayoria de 

estos, son destructivos, es decir que solo permiten determinar el punto 

final (Escobar M. , Rivera, & Aristizábal G., 2010). 

La resazurina es un com¡:mesto de color azul (no fluorescente} 

comúnmente ubiliízado para medir la fluorescencia en ensayos de 

c·tatoxicidad, ya que la célula pernníte eJ paso de la1 sa de resazurina y al 

entrar en contacto, esta se reduce a resofuri1na (rosado, altamente 

f luorescente), por medio die oxireductasas que se encuentran 

¡pri11cipa1 mente· en la mitocondria de cé u las viables. La principal ventaja de 

este método de tinción es que no es destructivo por lo cual se puede 

rnonitorear el crecimiento de, la célula (Galindo, Castel!, Monte!!, Segma, & 

Baeza, 20141). La resazurina es excretada al medio permitiendo el continuo 

mo111itoreo de la proliferación y la citotoxicidad de sustancias sobre célullas 

humanas, animales, bacterias e incluso hongos (Escobar M. et al., 2010). 
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2.1 O Mecanismo de acción de las acetogeniinas 

Las acetoge11inas bloquean la respiración mitoconidriall al 

inhibir ra NADH ubiquinona reductasa (Complejo 1), enzima esencial para 

la producción de ATP. Al interierir en la producción de ATP, se produce 

una disrninució11 de esta molécula e11 el interior de la célula y en 

consecuenciia promueve la muerte (García Agui1rre, 2009) .. 

Estudios recientes han demostrado que l'as acetogeninas 

también inhiben la NADH oxidasa de la membrana plasmática, lo que 

causa una disminución del ni1vel i11tracelular del ATP, y btoquea la 

regeneración del NAO e inhibe la fosfori ación glicolitica en el citosot La 

combinación de estos modo·s de acción promoverían el proceso de 

apoptosis el cuall se ha prropuesto como el principal efecto farmacológi:co 

de la1s acetogeninas en teji;dos tumorales (GaUardo et al., 2000; Oberlies, 

Janes, Corbett, Fotopoulos, & Mclaughlin, 1995). 

De acuerdo con el estudio de (Takada et al., 2000) ,, el 

mecanismo de acción que se conoce hasta el momento fünciona de l'a 

siguiente manera: el anillo THF, con grnpos OH celíca del esqueleto de 
glicerol actúan como anclas hidrófilas en la superficie de la membrana, 

mientras el aníllo y-lactona interactúa directamente con el sitio diana del 

complejo 1 por difusión lateral en el interior de la membrana mitocondriaL 

Es decir, el aníllo (s) de Tl-IF rodeado de grupos hidroxilo reacciona cerca 

de la cadena principal de· gliceroll de fosfatidilcollina independientemente 

del número de anillos de THF y actúa como un ancla hidrófila en la 

superficie de la membrana. Por otro lado, el anillo de y-lactona interactúa 

directamente con e sMtilo diana del complejo 1 de a membrana mitocondrial 

interna. En este modelo, el anillo de y-lactona es considerado como el 

úni:ca especie reactiiva que i1nterractúian directamente con la enzima (Abe et 

al., 2005). 
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Se.gún Cave e·t aJ.,(1997), diversos estudios han planteado 

teorías entre la relación en la estructura de las acetogeninas y la actividad 

biológica (como se cita e.n García Aguirre , 2009). 

Las a.cetogeninas. que contienen en su estructura dos anillos THF 

adyacentes han presenta.do mayor actividad, debido a la función dell 

anillo de anclar la acetogenina al glicerol de la membrana 

liposomal. 

- La ~ actona terminal es esencial para la actividad, ya que una 

reducción d'el doble enl1ace de la y-lactona a, 13 insaturada reduce la 

actividad, fas cetolaictonas ha presentado menor potencia qu·e las y­

lactonas a , ~ insaturadas. 

- También el númelíO de grupos hidroxiro presentes a lo largo de la 

cadena presentan relación .001111 la actividad, según los estl!Jdlios 

presentan mayor acUvidad aquellas acetogenina.s que poseen un 

mayoll' número de grupos. OH. 
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CAPÍTULO 3. METOOO .OGÍA 

3.1 Localización del es.tudio 

El estudio se llevó a cabo en el Centro de nnovaciones Biotecnológicas 

(CENIBiot), ubicado en Pavas , San José. Específicamente, en el Laboratorio de 

Bioprospección. El CENIBiot fue el ente interesado en realizar esta 

investigación como parte de sus prroyectos a desairrrollar en los años 2016-2017. 

La recolección de1l material vegetal se realizó en la provinci1a de 

Puntarenas, en la Pe·n·nsula de Osa , Los Charcos. 

figura 12.Ubicac·ón del sitio de muestreo en ell mapa de· Costa Rica y 11ugar de 
muestreo (Los Charcos , Penínsul'a de Osa) . 

Fuente: Google earth, 2016 

3.2Material vegetal 

El materiial vegetal se recolectó en lla Península de Osa, con el apoyo del 

botán~co, Lic. Lui's Poveda, colaborador de la Universidad Nacional, el cual hizo 

a identificacíón taxonómica del material vegetal. Se re.colectarorn las hojas , y 

corteza de las sigui,entes especies de annonaceae: Gua,tteria ampJifolia', 

Guatteria chiriquiensis, Guatteria rostrata, Guatteria púdica, Guatteria. 

diospyroides, Guatteria lucens Annona amazónica, Annona montana, Annona 

purpurea, Duguetia confusa, Unonopsis osae, Rollinia mucosa y Xylopia 

aromá,tica, esta elección se efectuó en base a publlicaciones obte11i:das de cada 

l!.Jna de l'as especies y su abundancia dentro y fuern del país. Debido a que el 

muestreo se real izó en el Parque Nacional Los Charcos de Osa; se muestrreo 

un solo espécimen por especie, debido a que es Ufla zona protegida. 
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De las muestras de annonaceas se separaron la corteza de la madera, y 

las hojas. P(::i.steriormente, fueron secadas en un horno de convección intemai, a 

una temperatura inferior a os 40ªC en un intervai!o de cuatiro a seis dias, 

dependiendo del girado de humedad dell material recolectado. Una vez seco el 

material, fue trasladado al Centro de lnvestig1aciones en Productos Naturales 

(CIPRONA) de la Universidad de Costa Rica, donde se molió en un mollino de 

cuchíllas con un tamiz de 1rnm y se almacenó a -4 ºC en las instalaciones del 

CEN!Biot hasta su analisis. 

3.3 Método de extracción ace,togeninas 

Se realizaron dos metodologías para la obtención de un extra.cto crudo, 

con el fin de determinar la mayor concentración de acetogeninas. Para eHo, se 

realizó un ensayo bio-guiado en célul,as carcínogénicas. así corno prnebas 

fitoquimicas de identificación de grupos funcional'es. 

3 .. 3.1 Protocolo, experimental 1 

Para la obtención del extracto crudo de acetogeninas, se pesarron 100 g 

del material vegetal seco en un matraz de 1 IL. Al mismo se re rrealiz.aron 

múltiples extracciones con 500 ml de etanol 95%v/v en barño ultrasónico 

(Fisher Scientific Mode·lo FS220) por 1 h. 

los extractos obtenidos se combinaron y se filtraron a través de papell 

Whatnnan 42, para luego concentrarlos en un rotavapor (HEIDOLPH G5B) a 

presión reduc·da y temperatura no mayor a 40"C hasta la eliminatión del etanol 

95%vlv. El extracto org1ánico obtenido, se congeló y se liofilizó. Al liofilizado 

resultante se llamó extracto crudo. 

Este procedimiento se basó en el estudio realizado en la patente de 

Unuted Stat.es Patent US005955497 A 

3.3.2 Protocolo experii'mental 2. 

Para la obtención del extracto crudo de acetog,eninas, se pesaron 100 g 

del material vegetal! seco en un matraz de 1L. Al mismo, se le realizaron 
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múltiples extracciones con 700 ml de agua con la ayuda de un baño ultra.sónico 

(Fisher Scientific Modelo FS220) por 1h. Los sobrenadantes se eliminaron por 

fltración y el material vegeta fue sometido a otro proceso de extracciones 

múltiples utilizando como sol1vente acetato de etilo. 

los extractos obtenidos de acetarto de etilo, se combinaron y se filbraron a 

través de papel filtro Whatman 42, para luego concentrarlos en un rotavapor 

(HEIDOlPH GSB) a presión reducida y temperatura no mayor a 40<.>C hasta !a 

eliminación del acetato de etilo. Ell extracto orgánico obte111idlo, se congel1ó y se 

liofilizó. Al liofilizado· rresultante se le llamó extracto crudo. 

Este procedimiento fue un protocolo experimental desarrollado en ·el 
CENIBiot. 

3 .. 4 Tamizaje· fitoquímico 

Para la identificación inicial de los compuestos presentes en los extractos 

se rea izaron pruebas químicas de identificación, así como pruebas para grupos 

funcionales, las cuales se reallizaron utllizarndo la siguiente metodología del 

protocolo de ejecución de tamizaje füoquí1mico del CENIBiot. 

3.4.1 Cumarinas volátiles 

En un tubo de· ensayo se corocó 2 ml del extracto etanólico1 de la planta, 

se tapó con papel filt o impregnado en solución de hidlróxido· de sodio1 diluida y 

se llev6 a baño maría a 100 ºC por al1gunos minutos. Se removió el papel filtro y 
examinó baj,o· luz UV, siendo la fluorescencia amarma indicativa de l'a presencia 

de cumarinas. 

3.4.2: Antocianinas 

En un erlenmeyer se collocó unos 1 O mL del extracto crudo, se calentó a 

ebu11'1ición, duranite 5 minutos y se filitró. 
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En un tubo de ensayo se colocó 2 mL del filtrado. Se aiiiadió 1 mL de 

hídróxido de sodio dilt1ido. Se observó el colo,r formado. 

En otro tubo de ensayo se colocó otros 2 ml del fltrado. Se añadió umas 

6 g;otas de un ácido mineral diluido. Se observó el color formado.. Las 

antocianinas se reconocen por producir diferentes collores a diferentes pH .. 

3.4.3 Flavoniodes 

En un er!enmeyer se colocó unos 110 mL de extracto Grudo, se ca~entó a 

baño maría durante unos 5 minutos, con agitació111. Se enfrió y filtró. Al filtrado 

se le agregó un volumen igua de solución de acetato de plomo al 4%. que 

contenía ácido acético al 0,5%. Se agiitó y se dejó reposar por 15 minutos, se, 

filtró. Con el filtrado se rrealiz.ó el e.rnsayo de reconocimie111to de flavonoides. 

Se colocó ell un tubo de 2 ml del extracto preparado, algmws 

fragmentos de magnesio y se agregó por las paredes del tubo, unas gotas de 

ácido clorhídlrico di uido. Se observó la coloraciórn , que var'a para las diferentes 

estructuras .La aparición de colores naranja. rosado, rojo o ví:oleta es prueba 

posítiva palía la existencia de flavoinoides en la muestra. 

3.4.4 Triterpenos y/o esteroides 

En un tubo de ensayo limpio y completamente seco, se col~ocó 1 ml del 

extrracto etanólico. Se ag1reg1ó 11 ml de anln,ídrido acéfco. Por la pared del tubo y 

con mucrna precaución, se dejó resbalar 1-2 gotas de ácido su~fúrico 

concentrado. La forrmación de cololíes azules, violetas, rojos o verdes es prueba 

positiva de que la muestra contilene triterpenos y/o esteroides. 

3.4.5 Taninos 

Se evapor6 5 mL-del extracto etanóhco y diso'lvió el residuo en 1 O ml de 

agua destilada y se filtró. 
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A 3, mL del extracto acuoso, se e adicionó 1 o 2 gotas de solución de 

cloruro férrico, al 10%. Una coloración azul indica posible presenida de taninos. 

hidrolizables, y coloració111 verde de tanino·s condensados. 

3.4.6 Antraquinonas 

Mediante la agitación del extracto acuoso, con doruro de hierro (111) y 

ácido clorhídrico diluido, se. calentó para produci r la hidrólisis, las antraquinona.s 

libelíadas se extirajeron ·con te·tracloruro de carbono y 11a formación de un color 

rosa-rojo cuando la dhsoluci611 se agita con amoniaco diluido es indlicat·vo de 

presencia de antraquinonas. 

3.4.7 Alcaloides. 

-AnáHsis por TLC 

Se calentó 20 mg del extracto etanóllico con una mezcla de etanol: 

cloroformo (1 :1) 

Fase estacionaria: Sílice g1el 60 F254 

Fase móvíli: Cloroformo: metano! (90:10). 

Revelador: Reactivo de Dragendorff (Solución A : 1.7 g de n·trato de 

bismuto (111) y 20 g ácido tartárico ern 80 mL de agua/ Solución B: 16 g de 

yoduro de· potasio en 40ml de agua, se mezcló partes ·guales de las soludones 

A y B, esta sol11Jción stock es estable por varios meses .. para lla disolución spray: 

Se disolvió 10 g de ácido tartárico en 50 ml de a.gua y se agiregó 1 O ml de la 

solución stock). 

La formación de manchas coloración naranja se considera un resultad1:li 

posítirvo para alcaloides. 

3.SFraccionamiento de extractos crudos 

Los extractos crudos obtenidos fueron sometidos a un sistema de 

partición líqu ido-lí'quido, uti izando como solventes hexano y metanol. 
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Realizando este método de partición se separaren los gmpos de compuestos 

según sus diferencias en polaridad. 

las fases obtenidas, fueron concentradas en un rotavapor (HEIDOLPH 

G5B) a presión reducida y temperatura rno maiyor a 40ºC hasta la eliminación 

del solvente. 'Los extractos orgánicos obtenidos, se liofilizaron para garantizar 

su totall sequedad,, lueg¡o fueron allmacenados en un congel'ador a -20ºC hasta 

SLJ USO. 

3.6 Obtención del patrón de, acetogeninas a partir de llas semilllas. de 

Annona muliicata (PEAAm) 

las semillas previamente lavadas y secadas se mo ieron en la 

Universidad Nacional de Costa Rica en un molino de cuchillas con un tamiz de 

1 mim. Posteriormente, en la.s instalaciones del CENIBiot, se· extrajo mediante el 

siguiente procedimiento: 

Para la obtención del extracto patrón de acetogeninas, se pesó 1100 g 

del materia! vegetal seco en un matraz de 1 L. Al mismo, se l~e realizaron 

múltiples extracciones con 700 ml de hexano, ultrasonificando por 1h co111 el 

equipo de baño ultrasórnico (Fisher Sci.entific Modelo FS220). 

los extractos obtenidos de hexano, se combinarolill y se filtrarrolill a través 

de papel] filtro Whatman 42, posteriormente fueron sometidos a un sistema de 

partición liquido-líquido, utilizando como solventes hexano y metanol. Corn este 

sistema de partición se separaron los diferentes compuestos, bajo el principio 

de polariidad. 

Las fases obtenidas, fueran concentradas en un rotavapor (HEIDOLIPH 

G58) a presión reducida y temperatura1 1110 mayor a 40ºC hasta la eliminación 

del solvente. El extracto orgánico obtenido, se liofilizó para garantizar su total 

sequedad, luego fue al'macenadlo en un congel'ador a -20ºC hasta su uso. 
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3.7 Espectro LC-MS/MS paira la caracterización del patrón de· 

acetogeninas a partir de las semillas de Annona muricata (PEAAm) 

El analisis de LC-MSJMS se lle·vó a cabo con un espectrómetro de 

masas, MOS SCIEX Appllied Bio·systems, versión 4000 Q TRAP lC/MS/MS, 

System Turbo V™ source with Turbo 1lonSpray® en modo positivo, bajo la 

técnica de infusión utilizando los sig1uientes parámetms. 

• CUR=-18.00 • GS2: 15 

• CAD: Medium • 1lhe:ON 

• IS:. 5500.00 • EP: 10.00 

• TEM: 150 • DP 35 

• GS1: 20.00 

Preparación de muestra : Se· tiransflri6i aproximadamente 50 mg1 de 

muestra homogeiniz.adla a un balón aforado de 25 ml, se ag1reg6 15 ml de 

metano! (girado HPLC masas), se sonificó por 15 minutos, se dejó enfriar a 

tempe.iratura ambiente y se aforó con metanol (grado HIPLC masas). De la 

solución aunteriior se tomó una alícuota de 5 ¡¡Jl ern un balón de 5 m y se aforó 

oon una mezcla de Metano1 grado masas/H+ al 0 .. 5%. Se filtró a través de un 

filtro de 0,22 µrn. 

3.80ptimiz:ación de la fase móvi1l pa.ra las cromatografías de capa fina 

reveladas con p-anisaldehído y óleum. 

Para la sel1ecdón de la mejor fase móvil se trabajaron diferentes combinacíornes 

de so ventes con ell patrón experimental de acetog·eninas de Ainnona rnuricata, 

se uitilizó el p-anisaldehído como revelador. Las fases móviles evaluiadas 

füerron: 

• Fm 1: Acetato de etilo al 100%. 

• Fm 2: Hexa110: Acetato de etilo (90:1 0) 

• Fm 3: Cloroformo: etanol (90:10) 
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• Fm 4: IFtexano: Acetato de emo (80:20) 

• Fm 5: Acetato de etilo: metanol (80:20) 

• Fm 6: Acetato de etílo: Hexano (90:1 O) 

• Fm 7: Hexano: Acetato de etilo (70:30) 

3.9 Método de identificación cualitativo de acetogeninas en patrones y 

fracciones 

3.9.1 Pruebas de tubo de ensayo y capa fina .. 

- Identificación del aniUo .1actónico: 

Para estandarizar estas pnuebas de identifícaciólíl del anillo aciónico se 

ulilizó un patrón de digoxina, molécula que dentro de su estructura posee un 

anilro lact611ico, además del patrón de acetogeninas de A. muricata. 

Figura 13. Estiructuira química de la c[goxina. 
Fuente:(National Center for Biotechnology, 2016). 

Se rearzaron tres pruebas de tubo de ensayo para confirmar la 

presencia del anillo 11actónico que poseen las acetogeninas dentro de su 

estructura, la primera prueba fue Kedde consiste en una reacción de 

resonancia, que permite la' formación de un complejo -coloreado cuando 

reacciona con el anilllo lactónico. la prueba de Kedde (Warner & Bladt, 2001) se 

preparó de la síguiente manera : 
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Solución A: ácido 3,5 dinitrobenzoico 99% (Cas. Nº15639') 

Sigma,-Aldrich® al 3Wo en etanoll (recién preparado). 

Solución B: hidróxido de potasio (Cas. Nº1310-58~3) Merk al 

5,7% en etanol. 

A la muestra se le añaden cantidades iguales de las soluciones A y B del 

reactivo. El resultado se tomó como positivo si se desarrollan coloraci1ones 

azul1adas, rosadas y hasta violetas. 

La segunda prueba es la1 reacción de Legal que al igual a Kedde, forma 
un complejo coloreado cuan.do reacciona con un aniHo lactónico. Para dicha 

prueba se tomó aproximadamente de 1-2 mg de muestra en agua o etanol. A la 

muestra se l,e agregó 1 ml de solución fresca de nltlro prnsiato de sodio (Cas. 

Nº113755-38-9) Merk 0.5% en a9u1a y 1-4 gotas de hidróxido de potasio 2M 
(Cas. Nº1310-58-3) Merk. Cua1111do el resultado es positivo se observó la 

formación de un col'or rojo oscum, caracterís.ttco de la reacción con las l'actonas. 

a , 13 y y insaturada. 

Otro de los ensayos de detección del a11ill'o lactónico, es la prueba de 

Baljet que consiste en la elaboración del reactivo Baljet, el cual se preparó 

mezclando una Solución A: 1 g de ácido pícrico (Cas. Nº88-89-1) Sigma­

Al'drich® en etanol ali 95% y la Soluci1ón B: 1 O g de hidiróxi:do de sodio (Gas. 

Nº1 310-73-2) Merk en 100 ml de agua en una proporción de (1:1). Una vez 

preparado el reactivo, se añadió unas gotas del reactivo a la muestrn ~ si se 
observa una coloración roja clara a oscura ·ndica que la prueba es posi·tiva. 

- ldenUflc.ación del anillo furano:· 

a. Preparación det reactivo p-anisaldehído sulfúrico: 
Para esta prueba se disol'vió 0,5 ml de p~anisaldehído (Cas. Nº 123-11-

5) Sigma-Aldrich® en una solución de metano!: ácido acético glacial:. ácido 
sulfúrico1 98% (85,:10:5) , este se preparó en el momento en que va a usarse. 
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b. Cromatografía en capa fina:: 

Se trabaj6 con el siguiiente sistema cromatográfico: 

Fase estacionaria: Sílica gel 60Fw1nm 

fase Móvil : Hexano: acetato de etilo (70:30) 

Revelado: Se efectuó una1 vez seco el cromatograma, mediante rociado 

con e reacfvo del p-anisaldehido. Se calentó a 100 ºC por 5 min. La presencia 

de manchas de azules a viol~etas son resulitados positivos. 

-Cromatografia de capa fina con reveJadlor universal de Oleum 

Se trabajó con el siguiente sistema crnmatográfico: 

Fase estacionaria: Smca gel 60F2s4nm 

Fase Móvill: Hexano: acetato de etilo (70:30). 

Reactivo de Oleum: Se preparó mezclando ácido sulfúrico, agua y ácido 

acético en una proporci:ón 1 :4:20, respectivamente. 

Revelado: Se efectuó una vez seco el cromatograma, medíante rociado 

con el reactivo de Oleum. Se calentó a 100 ºC por 5 min. Los compuestos 

orgánicos se carboni1zan generando manchas de col1or marrón, azules violetas y 

verduzcas. 

3.1 O Perfil cromatográfico por Cromatografía liquida de alta 

eficiencia (HPlC) 

Preparación de la muestra: Se transfirió aproximadamente 50 mg de 

muestra homogenizada a un balón aforado de 25 mL, se agregó 15 mL de 

metano! (grado HPLC), se sonificó por 115 minutos, se dej6 enfriar a temperatura 

ambiente y se aforó con metanol (grado HPLC). Se filtró a través de un fütro de 

0,45 µm. 

- Condiciones crnmatogiráficas: 

~ Flujo:1,0 ml/min 

> longitud de onda.: 209 nm. 

>- Detectm: DAD {Detector de Alireg lo de Diodos) 
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» Columna cromatográfica : luna (Phenomenex) C18 250 x 4,6 mm x 

511m 

> Volumen de inyección (Loop): 50 µt 

> Gradiente: 

CU!adro 2. Gradíelilte del método de caracterización de :!las aicetogenínas 

Tiempo (minutos) Agua(% v/v) Acetonitri1lo (%v/v) 

o 70 30 

6 70 30 

11 20 80 

26 20 BO 

130 o 100 

55 o 100 

58 70 30 

Fuente: Elaboració11 propia. 

3.11 Cuantificación de acetogeninas en la fracción con metano~ de 

extractos de annonaceas 1por el método de Kedde. 

Preparación de la Curva. de calibración de patrón de acetogeninas 

(PEAAm) 

a) Disolución madre de patrón de acetogieninas. 

Se procedió pesando 102,4mg del extracto del patrón experimental de 

acetogeninas utilizando un balón aforado de 25 ml, el cual se aforó con etanol 

como disolvente. 

b) Preparación de los patrones para la curva de calibradón . 

Se procedió tomando allcuotas. de 3,00, 5,00, 6,,00 y 8,00 ml de la 

disolución madre del patrón de acetogeniinas (4.096 mg/ml),. se depo,sitaron en 

balones de 10,00 ml y s€, aforaron con etanol, para un rango de concentración 

de 1.228 mg/ml a 4.096 mglml. 
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e) Procedimiento para la determi11ación del contenido 

de acetogeninas presentes en los extractos crudos de las muestras 

annonaceas, empleando el método de Kedde. 

Para la detelími11ación del contenido de acetogeninas se utilizó un lector 

de micmpla.cas Sylilergy HT de Biotek, el cual emplea m!croplacas de 96 pozos 

e11 el análisis. El protocolo de este análisis se realizó adiciona11do a una placa 

de 96 pozos: 80 µl de· extracto fracción metanólica de muestra. 25µL de cadai 

una solución A y IB que componen el reactivo de Kedde, se agregó de úiltimo la 

soltUción B (KOH al 5.7% en etanol) dado que este inicia la reacci'ón. Luego de 

la ad¡ción de este último reactivo, la microplaca es agitada por al menos 20 

segundos en el lector. La reacción colarimétrica tiene una velocidad de reacci.ón 

elevada,, por lo cual se realirzó la lectma de absorbancia a una longitud die onda 

(,\) de 535 nm, con un tiempo de reacción de 2 minutos .. 

Se utilizó como !blanco: 80 µL de etanol y 25µL de cada una solución A y 

B que componen el reactjvo de Kedde. 

3.12 Identificación de los extractos con mayor potencia inhibitoria 

de líneas ce~ulares de cáncer. 

Los extrac~os con mayor collloentración de acetogenrinas serán 

trasl'adados a la unidad de bioensayos de! CENIBiot donde el personal 

encargado realizó las pruebas de citotoxicldad . 

Para esto, se evaluó por triplica.do un ensayo de la actividad de los 

extractos crudos y las particiones que generen resultados pos~tivos por la 

presencia 1de acetogeni11as identificados. De acuerdo oonr ros resultados de 

estos. bioensayos, se determiRó las especies que continuarán en estudio. 

- Estas pruebas se realizaron e111 colaboración con el laborator1io de 

ensayos bi;ológicos del CEN IBiot y con la colaboración de la biotecnóloga Noelia 



Mora Ugalde, investigadora del CENIBiot bajo la metodología de ensayos de 

citotoxicidad del CENIBiot. 

El ensayo se llevó a cabo en uinia1 cámara de bioseguridad ESCD® class 

11 Type A2, con la vestimenta adecuada (gruantes, mascarilla y gabacha) y los 

materiales que se empl'earon1 fuerorn ser estériles. Se utirizó la línea cel'ular 

comercial de cáncer de pulmón humano NCl-H460 (H460) ATCC® (HTB177™, 

USA), mantenidas con medio de cultivo Roswelll Park Memorial lnstitute (RF'MI) 

1640 medium (Gibco®) sin antibfóticos en tubos Falcon de 25 cm2
, e incubadas 

a 37 ºC, 5 % C02. 

La inhibición dell crecimiento tumoral se eva'luó observando el crecimiento 

de las células. a los tiempos O, 24, 72 y 96· In, mediante fluorescencia con e'I 

método de resazurr" na en un lector de micraplacas Synergy™ H1 (BioTek) a 

longiitud de onda de excitación 540 nm y 560 11m de emisión y una sensibilidad 

de 70. La fluorescencia ocasionada por la muestra se determina con la 

siguiente resta: 

Fluorescencia de muestra real= Fluorescencia medida para muestra - Fluorescenoia del blanco 

Entre más alto sea el valor de fluorescencia hay mayor proliferación de 

células, y si en cambio el valor de· fluorescencia es menor significa que et 

extracto afecta el crecimiento celular por o cual hay pocas células que emitan 

flumescencia . 

Por otra parte, la fórmula de cálculo paira el poircenraje de inhibición es 'la 

siguiente: 

% de inhibición= 100 - * 100 (
X fluorescencia de muestra real (células con extracto) ) 

X fluorescencia de las células al 100 % de viabilidad -

Un porcentaje positivo significa que ell extracto afecta el crecimiento de la 

célula, ya sea de manera citotóxica o citostática. en su defecto un porcentaje de 

inhibición negativo sig11ifica qu:e ell extracto no afrecta el desa1Tollo de la céluil'a. 

Estas pruebas se reaHz.aráni siguiendo el protocolo de ensayos de citotoxici.dad 

del CENIBiot (ver anexo I}. 
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CAPÍTULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Resulitados del tamizaje firtoquímico 

El tamizaje fitoqurírmico 01 "screnning1" es una herramienta que orienta la 

separaci:ón y purificación de los compuestos, es relevante al inicio de la 

investigacióllll, pues muestira la presernciai o ausencia de metabolitos secundarios 

en la planta (Rivas Morales, Orandlay, & Verder, 2016). 

Los resu tados del tarmizaje fitoqu ímico realizado a los extractos 

etanólicos de las diferentes especires de Annonaceae mostró la existenda de 

var"as familias de metabolitos secundarios de interés biológico y farmacológico, 

entre ellos destacan la presencia de flavonoidles. alcaloides, triterpenos, 

cumarinas y taninos, entre otros (ver Cu!adro 3). 

Se encontró la presenc·a de oumarinas en casi todos los extractos, 

excepto dos especies, A. amazónica y A. montana. En el caso de l1as 

antocianinas el resultado fue negativo para todos los extractos evaluados. los 
tri,terpenos y/o esteroides se encontraron en casi todas las especies, con un 

único resultado negati1vo para la especie G. rostrata en ell extracto de madera. 

U111 rnsultado casi idéntico se obtuvo con los taninos y as antraquinonas, con la 

diferencia de que además de G. rostrata e11 el extracto de madera, la especie G. 

amplifolia también prresentói un resultado negativo para ambas pruebas. 

Los tarmizajes también contrirbuyen a la identificación de posibles 

interferencias, dado que las cumarinas dieron posiitiivo en casi todos los 

extractos Y' estas poseen un anillo lactónico, podría ser una fuente de eliror para 

las pruebas de identificación. Las furanocumarinas,, las cuales tienen dentro de 

su estructura un anillo furánico, tarnnbién dlan positivo a las piruebas de ip­

anisaldeh ído (Muñoz, Montes, & Wilkomirsky, 1999). Además a las ctJmaliinas 

se les ha asoci1ado propiedades citotóxicas en líneas celu1ares de Helai (cáncer 

de cervico-uterino){Flores, 2009). De acuerdo con Oliveros, Cordem, Paredes, 
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Buendia, & Macias (2011 ), las cunnarínas se extraen con una mezcla de etanol: 

agua en la proporción (1:1). 

Por su parte, los flavonoídes y alcaloides no mostraron una tendencia, 

sino que se encuentran presentes en al1gunas especies y en otras no, lo cual es 

de esperarse dado que aunque son especies que pertenecen a una misma 

familia, los diferentes géneros, permiten que sus e·xtractos. posean 
características diferentes. Estos resultados concuerdan con la lirteratura, ya que 
en estudios realizados de extractos alcohólicos de annonaceas, se ha 

encontrado la presencia de alcaloides, lactonas, cumarinas, triterpenos y/o 
esteroides, fenoles y taninos, azúcares reductores, antraquinonas y flavonoides 

(Barahona , 2009'). Por su parte, Palomiino (2007), encontró presenc'a de 

alcaloides, flavonoides , saponinas, taninos y compuestos fenólicos en extractos 

de Annona muricata. 

Cuadm 3.Tamizaje fitoquímico de extractos eta11ólicos de cortezas de 
annonaceas. 

Especie Cumarinas Antocianinas Flavonoides Triterpe- -Taninos Antraquínonas Alcaloid'es. 
nos 

1 

G. aromática + - - + + + -

U. osae ... - + + + + + 

D. confusa + - .¡. + + ... + 

G. lucens + - + + + + . 
A. amazónica - - - + + .¡. -

-G. rostrata• + - - + + + + 
corteza 1 ' 

A. montana - - . ... + + + 

G. rostrata- + . - . - . -madera 
A. purpurea + . - + + + + 

G. ªmplifolía· + 1 ·- . ... - - -
-

R. murosa- + , .¡. + ... + -
madera 
R. mucosa-

1 

+ - + + + + . 
cortezª 
G. + - - + + ... + 
chiriquiensis 

+;:;Positivo y - ;;; Negiatíivo J Fuente: Elaboración propia. 
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4.2 Caracterización del patrón de acetogeninas a partir de 

tas semiHas de Annona muricata 

De acuerdo con Felicia110 et al (2012), a nivel de prod1Jctos naturales, 

dado el faltante de estándares certifica.dos o el alto costo cuando están 

dispo11ibl.e comercialmente, es válido utilizar como patrón extractos que se haya 

comprobado la presencia de los pri dpios ac ivos de interés. 

Ell tamizaje general del extracto crudo se llevó a cabo para la búsqueda 

de picos cromatográficos,, así como señal!es características de miz 
aicetogenínas conocidas. La Figura 14,. ml!Jestra el espectro de masas rea.lizado 

al patrón de acetogeni11as de· A. muricata, donde se muestra la presencia de 

diferentes señales identificados en estudios previos de acetogenina.s. 

En el Cuadro 4 se observa un li1stado de las acetogeninas encontradas 

en el estudio de perfiles de acetogeninas presentes en A muricata (Champy, 

Guérinea.u & Laipliévote, 2009) , cuando se comparan las acetogeninas 

encontradas con los resultados obtenidos en ell espectro de masas mostrado en 

la Figura 14, se puede inferir que para la señales detectadas corresponden a 

5'917 miz puede deberse al dieporeticanin, 601.3 miz a corossolone, 613.1 miz a 

muricatocin-A, 614 .. 8 miz a annonacinone o bien montanacins-D, 618.9 miz a 
annonacín, 632.8 miz a Muracatin~C, 645.7 mi z a xylomatenin , 646.9 miz. a 

montanacin-H y la 661.8 miz a gigantecin, por lo que se demuestra que el 

patrón de acetogeninas de A muricata, es rico en acetogeninas y puede 

utilizarse como control positivo para las pruebas de identificación, as· como 

patrón para la cuantificación de las mismas por el método de Kedde. 
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Cuadro 4. Resultados de análisis HPLC Ms/Ms de patrón de A. muricata. 

Formula Nombre Masa Código de identificación [ [M+Na]+ 
C37H6604 Dieporeticanin 1 574.4961 Na1 K1 597.4801 
C3sl-f6206 Corossolone 578.4546 Na2 K2 601.4406 
C3sJ-16406 Corossolin 580.4703 Na3 :K3 603.4512 
C3sJ-l6o07 Montanacins-0 592.4340 Na4 K4 615.4237 
C3sl-f6207 Annonacinone 594.4496 Na5 K5 615.4237 
C3sJ-16407 Annonacin 596.4652 Na6 K6 619.4550 
C3sl-f6008 undescribed 608.4288 Na7 K.7 631.4186 
C3sl-f620a Muricatin-C 610.4445 Na8 K8 633.4342 
C3sJ-1640s Muricatocin-A 612.4601 Na9 K9' 635.4499 
C37H6~r Xylomatenin 622.4809 Na10 K10 645.4706 
C3sl-f6209 Montanacin-H 626.4394 Na11 K11 649.4292 
C3sl-f6409 Murihexocin A 628.4550 Na12 K12 651.4448 
C37H640a 9-oxoasimicinorne 636.4601 Na13 K13 659.4499 
C31H~a [ Gigantecin 638.4758 Na114 K14 661.4609 
C3rH6aOa Montanacin 640.4914 [ Na1S K15 663.4812 

Fuente: Champy et al. (2009). 
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Figura 14. Espectro de masas del extracto crudo de acetogeninas (partición MEOH). 
Fuente: CENIBiot. 
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4.3 Pruebas preliminares de identificación para de.sarrolla1r 

el método de extracción 

Además se realizaron llas pruebas de identificación a los extractos 

etanólicos. basados en el protocolo experimental 1. Los resultados de estas 

pruebas se muestran en ell Cuadro 5: 

Cuadro 5. Resumen de pruebas de identíficaci:ón realizadas a llos 

extractos de cortezas de annonaceas. 

Rol/inia mucosa 

Unonopsis osae 

G. chiriquiensis 

Cortezas- Annona amazónica 

extractos [ Xylopia aromática 

etanólicos A. Purpur'Ja 

G. lucens 

G. &mpfifo/ia 

D. confusa 

Annona montana 

+= Posi1tivo y - = Neg¡ativo 
Fuente:. Elaboración propia. 

+ 

+ 

+ 

+ 

.¡. 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ + + 

+ + + 

+ 

·+ +- + 

+ + + 

+ + 

+ + + 

+ 

+ + + 

+ +· + 

Como se muestra en el Cuadro 5, se realizaron estas pruebas de 

identificación a los extractos etanólicos de llas cortezas, para las cual~es se 

obtuvieron resultados positi1vos, lo qtJe indica la presencia de anillos lactónicos 

que pueden deberse a acetogenínas. Sín embargo, el método de identificación 

tiene la limitante de que reconoce anillos lactónicos estos podrían deberse 

tambi'én a cumarínas. 

-
Las pruebas de identificación realizadas, para. el anillo lactónico fueron: el 

reactivo de Kedde que indica la posibl1€9 presencia de acetogeninas con anillo v­
lactóni:co a,¡3-insaturado (Flórez & Martínez, 201 O), por su parte el reactivo de 
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Baljet, permite reconocer en un extlíacto l'a presencia de compuestos con 

agrupamiento lactónico, en particul'ar cumarinas, aunque otros compuestos 

lactónícos pueden dar también positivo en este ensayo. En esta.s condiciones 

se co11sidera la presencia de esta familia de compuestos por la aparición de una 

coloración y un precipitado, por lo cua es apllicable a las acetoge11inas debido a 

que la reacci:ón para la formación del compl!ejo se da con el anillo lactónico 

(Vega, Pereira, AJmeida, & Moral'es, 2009). En cuanto al reactivo de Legal se 
utiliza para la identificación de sesquiterpenlactonas, porque reacci:ona con el 

anill'o lactónico cuando forman un complejo coloreado rojo oscuro o anaran~ado 

(Cuadrado, 2004; Palaóos., 2013). 

El revelador p-anisaldelílído es un revelador universal para prnductns 

natmales que produce diferentes colores dependiendo del compuesto con el 

que reacciona, el rnvelado es promovido por el calor y los colores logirados son 
dependientes de la temperatura. Las sa.poninas triterpénicas se revel'an de color 

azul-víoleta-morado y se observan varias bandas, las manchas amarillas se 

deben a compuestos fenólicos {Ma1strrogiova11ni, 2012). Por lo tanto, este 

reactivo se utiliza para la identificación del anillo furá1nico de las aceto9eninas, 

ya que los saponinas triterpénicas po·seen un anillo fmánico en SIU estructura 

(Torres, 2007). 

Por otra parte, se evaluó la presencia de~ anillo lactónico en extractos de 

hojas y los resultados se muestran en ell Cuadlro 6.. Se logró identificar la 

presencia del anillo !adónico en la fase org1ánica de extractos de hojas. como 

era de esperarse, dado que las acetogeninas son no polares y para comprobar 

eso se realizaron pmebas a la fase acuosa, con pocos liesuitados posítivas. Los 

positivos se pudieron haber dado por una mala separación de las fases, o bien 

a la presencia de 11actonas hidrosolubles. en ell extracto. Por consiguiente, estas 

prnebas permiten concluir que los compuestos con anmos lactónicos, que 
pueden deberse a acetogeninas que se encuentran en la fase orgánica y que 

hay poca pérdida en la fase acuosa. 
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Cuadro 6. Resumen de pruebas de identificación de anillo lactónico 
realizadas a los extractos de hojas de annonaceas. 

Tipo de extracto Especie 

Hojas- Fase orgánica jextracción Anaxagorea sp 

he.xano:agua1 :1) A. purpurea 

G. amplifolia 

G. púdica 

A. montana 

Xylopia aromática 

Rollinia mucosa 

G. lucens 

G diospyroides 

Hojas- Fase acuosa (extracción ; Anaxagorea sp 

hexano:agua1 :1) 

1 

A purpurea 

1 G. amplifolia 

G. púdica 

A. montana 

Xylopia aromática 

Rollinia mucosa 

G. fucens 

G diospyroides 

+:::: Positivo y - = Negativo 
Fuente: Elaboración propia. 

1 

Prueba Kedde Prueba Legal Prueba Baljet 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ . + 

+ + + 

+ 1 + + 

+ - + -
+ + + 
~ + + 

- - -
- + + 

- - -
- - -
+ - . 
- - -
- - -
- -

- + . 

1 

1 

i 

4.4 Resultados de pruebas de citotoxicidad y calorimétricas para 

cada protocolo experimental de extracción 

4.4.1 Protocolo experimental de extracción 1 

Como se muestra en el Cuadro 7, los resultados obtenidos para las 

pruebas de citotoxicidad expresados como porcentaje de inhibición del 

crecimiento celular, muestra que la corteza no produjo porcentajes significativos 
de inhibición. 

El porcentaje de inhibición más alto alcanzado fue por la muestra de 

corteza A purpurea con 11 .8%, dado que es un ensayo bio-guiado, se decidió 

buscar métodos aliternativos de extracción y trabajar los extractos a 
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concentraciones más altas para aumentar el potencial ciitotóxico, pues estos 

porcentajes tan bajos no tienen efecto citotóxico en las células cancerígenas. 

Cuadro 7. Resultados de extractos etanólicos a 1 O µg/rnl de cortezas de 

annonaceas evaluados en pruebas citotóxicas en la línea NCIH460. 

Muestra 
1 

Fluorescencia ¡ Porcentaje de inhibición 

G. lucens 
1 

15366,5 10,2 

A. montana 
1 

16615,0 2,9 

D. confusa 
1 

16047,7 6,2 

G. amplifolia ! 15388,0 10,1 

A. amazónica 15466,3 9,6 
1 . .,.,. ______ 

G. rostrata 
1 

15454,7 9,7 

A. purpurea 
1 

15093,0 11 ,8 

R. mucosa 
1 

15264,0 10,8 

l G. chiriquiensis 1 17001 ,3 0,6 

U.osae 16226,7 5,2 
1 

X. aromática 1 16146,0 5,6 

Células 100%-v~abilidad 1 17108,7 N.A 

Fuente: CENIBiot. 

Debido a los bajos porcentajes de inhibición resultaliltes de los extractos 

de cortezas, se decidió evaluar la actividad citotóxica en extractos de hojas. 

Corno se muestra en el Cuadro 8 el porcentaje de inhibición más alto, se 

encontró en la especie G. diospyroides con un 11.6%. Aunque la actividad 

biológica en esta serie de experimentos fue baja en general, los resultados 

sugirieron que la corteza es l1a parte de la planta con la mayor actividad. Dado 

que los extractos de esta área de las especies evaluados en su mayoría 

presentaron mejores resultados en cuanto a porcentaje de ililhibición. 
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Cuadro 8. Resuttados de extractos etanólíco·s a 10 ¡Jg1/ml de hojas de 

anrwnaceas evaluados en pruebas citotóxicas en la línea NCllrl460 

Muestra F~uorescencia Porcentaje de inhibición * 

G.púdica 16085,0 
- ----- ----- -------------~ 

G. diospyroides 14277,3 
----------

R. mucosa 

D. confusa 

. G. ampJifoJJa 

G. lucens 

U.osae 

Anaxagorea sp 

A. purpurea 

Células 100% viabilidad 

16581,0 
---~-

16289,7 

16345,0 

16662,3 
---- -
16841,5 

17306,0 

16548,() 

16147,3 

0,4 

11,6 

-2,7 

-0,9 
-1,2 _ ____ _ 

-3,2 

-4,3 

-7.2 

-2,5 

N.A 
·--- - ---- --- ------- -- -
Fuente: CENIBiot *valores con signo negativo indi.can crecimiento. 

Valores con signo positivo indican i111híbición del crecimiento. 

4.4.2 Protocolo experimental de extracción 2 y fracc.ionamiento con 

hexano: metano~ en ra pro.porción de (1: 1 ). 

El protocolo experimental 1, basado en la patente United States Patent 

U$005955497A, utiliza ell etanol como e solvente para la extracción de 

acetoge11i11as. Sin embargo,. debído a la alta capacidad de extracción el solvente 

no es muy selectivo. Esto implica que todos los compuestos de interés 

fitoquímtco presentan alguna. solubilidad en mezclas de etanol o metanol al 

80% por lo cual son ·comúnmente utflizados en la extracción de principios 

activos (Bagué & Segundo, 2012) . Da.do que la1 preparación de los extractos se 

realizó a concentraciones muy bajas alrededor de 1 O IJg/mL, el peso del 

extracto crudo no fue representativo en cuanto al contenido de acetoge11ina.s, ya 

que las plantas tienen altos contenidos de metabo1ítos primarios y secundarios, 

que funcionaban como interferencias en los ensayos de citotoxicidad. Esto 

motivó al desarrollo del protocolo de ex1racción 2, que utiliza el acetato de etilo 
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como solvente. La extracción con disolve,ntes orgánicos permitió extraelí 

diversos compuestos vegetales, como principios activos, terpenoides y ácidos 

grasos, lo que perm "te separar algunas sustancias dependiendo de su 

sollubilida.d en distintos disolventes (Maldornado, 19,85). 

En ell sistema de extracción con etanol al 95%, que es un solvente por 

excelencia pero poco selectivo, se extrajeron metabolitos primarios que 

actuaban como interferencias a la hora de pesar, ante maym contenido de 

estos compuestos en la planta y en el extracto, el porcentaje de acetogeninas 

disminuyó y de la mano su actividad citotóxica. Las plantas tíenen altos 

contenido-s de metabo itos debido ai que las cél'ulas vegetales realizan procesos 

metabólicos comunes que conducen a la folimación de compuestos como 

azúcares simples, aminoácidos, nucleótidos, ácidos grasos, asf como de 

polímeros derivados de estos compuestos (pollisacáridos, proteí111as, ácidos 

nucleicos y lípidos, entre otros), que son esenciales para la. vida celular y en 

general para el desarrollo de la pranta. (Morán et al., 2009). 

Es importarnte aclara¡¡ que el' estudio se centralizó e11 los extractos de 

cortezas de las especies que tuvieron mejores resul1tados con el protocolo de 

extracción 1, pero qu'e además fueran poco estudi.adas. También se consideró 

como en el caso de U osae que es endémica. Las muestras se redujeron a 5 

especies: D. confusa, G. lucens, Anaxagorea sp, U. osae. y G .. púdica. 

En el Cuadro 9, se muestra las pruebas de identificación de anillos 

característicos de las acetogeninas, 11as cuales resultaron positivas para la 

mayoría de las especies, lo que indica que el so vente está extrayendo a 

compuestos lactónicos, que pueden deberse a acetogeninas. 
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Cuadro 9.. Resumen de pruebas de identificación realizadas a los 

extractos de acetato de etilo die ras annonaceas selecci:onadas. 

Especie Pmeba de Prueba de 

Kedde 

Anaxagorea sp + 

U.osae + 

G. /ucens + 

D. corrfüsa + 

G. púdica + 

A. muricata + 

+= Positivo y - = Negativo 
Fuente: Elaboración propia. 

Legal 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Prueba de 
li 

TLCI 
Baljet p-anisald eh ido 

+ + 
' 

+ + 1 

1 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

En ell Cuadro 9 se muestran los resultados obtenidos para l'as pruebas de 

citotoxicidad en muestras de corteza de annonaceas. Este protocolo de 

extracción es más eficiente, lo que permite obtener porcentajes de inhibición 

mayores cercanos ali 90%. Asimismo, de este ensayo se obtiene más 

información de· la fracción con mayor actividad cilotóxica, que en su mayoría fue 

la fracción metanóHca l!a que presentó resultados más prometedores, lo que 

sugiere. que hay una mayor concentración de principio activo. 
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Cuadlro 10.Resulitados de extractos de acetato de etilo y fracciones 
hexano: metariol a 20 µglmL de corteza de annonaceas evaluados en prnebas 

citotóxicas en la línea NCIH460. 

; -Muestra 

D. confusa 

, Fluorescencia : Porcentaje de inhibición 1 Extracto 

_j_ _ 6958.7 ~-----·· - 6.7 ·-··--~~.~~~~···--··----·--! 1770.3 78.1 i Acetato de etilo i 
'-----··-
º·confusa 

D. confusa 571.3 92.9 Metano! 

G. /ucens 5466.7 25.0 ! Metano! 

. G. /ucens 4324. 7 
-----i--- - -----

G. /ucens 4658.3 

Anaxagorea sp 

'"Añáxagorea sp 

Anaxagorea sp 
o-----

U.osae 

1511.0-. -~ ·-

945.3 

2100.3 

916.0 
~---- --U.osae 

U. osae 

G. púdica 

G. púdica 

G. púdica"' 

A. muricata 

A. muricata 

DMSO 

Doxorrubicina 

Doxorrubicina 
... . - ~ .. ···-·----· 

1 00'°/() Viabilidad 

1583.7 
------ -;......--

1243.0 

6013.3 

7005.7 

6330.0 

3569.3 

3750.7 

7907.7 ---,-

144.0 
---¡ 

172.7 1 

8064.3 

23.7 

26.1 

81.3 

88.3 

74.0 

88.6 

80.4 

84.6 

25.5 

13.2 

21 .5 

55.8 

l Hexano 

Acetato de etilo 
1 Hexa-no ____ ...J 

Metano! 

Acetato de etilo 

Hexano 
---~ -.. --.~------
1 Acetato de etilo 

~------ -----
Metano! 

Metano! 
-- ~-----

Acetato de etilo 

1 Hexano 

Hexano 

58.6 Metano! 

2.0 N.A 

98.2 

97.9 

N.A 

~--+------ --
N.A 

N.A 
N.A 

-----··-----·----------· - - -- -- --·-··- ______ L.__ 
*Precipitado negro Fuente: CENIBiot. 

Según los resultados obtenidos en la pruebas de citotoxicidad, la especie 
con mayor potencia inhibitoria es D. confusa, en el extracto de corteza en la 
fracción de metano!. Sin embargo, se encontraron en general muy buenos 
resultados en la fracción metanólica. Es importante detallar que en los 
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experimentos anteriores realizados en esta irwesUgación , la especie más 

consistente en cuanto a acción citotóxica ha sido la U. osae. 

4.5 Optimización de ~a fase, móvil en la cromatografía de capa fina 

(TlC) 

Figura 15.Resu ltados de las diferentes fases móviles reveladas con p­
anisaldehído . 

.r Fm 1 = Acetato de etilo al 100% 

>- Fm2= Hexa110:. Acetato de eti1lo (90: 1 O) 

>- Fm3,= Clomformo: etanol (90:.10) 

>- Fm4== Hexano: Acetato de etilo (80:20) 

>- Fm5= Acetato de etilo: Metano! (80:20) 

>- Fm6= Acetato de etilo: Hexano (90:10) 

>- Fm7= Hexano: Acetato de etilo (70:30) 

En la Figura 15, se muestra la mejor separación de IQs componentes de 

~os extractos , la cual se logró con la fase móvil hexano: acetato de etilo (70:30). 
La fase móvil juega un papel primordial en l:a cromatografía de capa fina pues 

de ella y de otras variables depende la resolución die llas manchas. Usar 

diferentes comoinaciones de elluyentes con diferernte polaridad permite 
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seleccionar 11a combinaci16n que ofrezca una buena retención y la máxima 

resollución entre los comp1Jestos de interés, en ocasi'ones utilizar combinaciones 

de eluyentes diferentes pero de simi ar fuerza eluyente permite mantener la 

retención y mejorar la resollución (Rubinson & Rubinson, 2001 ). 

4.6 Resultados de cromatografía de capa fina 

Cuadro 11. Resultados de cromatografía de capa fina revel!ados con Oleum y p­

anisaldehído. 

Muestras- cortezas Apari encia TRfReactivo 

revelación 

de 

Especie Código Numeración Anisal'dehido OLEUM A.nisaldehído OLEUM 
G.Lucens 1 - ~ - - -
Anaxagorea sp 2 A Vino Naral'lja 0,705 0,818 

e Verde Violeta 0.6114 0,682 

e Vino Verde 0'. 568 0,614 

D Verde Vino 0.477 0,545 

E - Verde Ausente 0.455 

U. Osae 3 A Azul Azul-violeta 0,568 0,.568 

B Naranja Amarilla 0,455 Q,.455 

e Vino Naranja 0,364 0,364 

D Verde Verde 0,295 0,273 

E - Verde Ausente 0,182 
D. Confvsa 4 A Azul Azul -violeta 0,568 0,545 

G. Púdica 5 A Naranja Verde 0,659 0,705 

B Vino Violeta 0,591 0,568 

e Vino - 0,477 Ausenite 

D Vino ~ 0,250 Auselflte 

A. Mvricata (controll) 6 A Fucsia Naranja 0,636 
1 0,659 

B Vino Verde 0,568 0,614 

e 
1 Vino Vino 0,227 0,523 

D Verde· Violeta 0,182 0,205 .. Fuente: Elaborac1on propia. 



Figura 16. Capa finas de muestras de extractos de cortezas de annonaceas 

fracción metanólica recién reveladas. Nota: Izquierda revelada con p­

anisaldehido y de:recha revelada. con óleum. 

!Fuente: Elaboración propia. 

Figura 17.Capa finas de muestras de extracto·s de cortezas de a·nnonaceas 

fracción metanólica, con la numeración de cada marncha. 

Fuente: 'Elaboración propia. 
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Los resulta.dos de capa fina muestran manchas para las especies U. 

Osae y D. confusa, de color azul característico del anillo furanico, el cual es 

posiUvo con p-anisaldehído cuando presenta coloraciones azul-violeta- morado, 

y con este mismo Rf presentan posi1ti1vos para el revelador Oleum. 

Además es relevante que ell Rf para estas manchas es casi el mismo 

alrededor de 0.568, con ambos reveladores. Este hecho comprueba la 

ide111tiificació11 de los dos anil los prrincipa!es de las acetogen·nas, lo que sug¡ere 

la presencia de acetogeninas ern los extractos. 

lgiualmente las especies G. púdica y Anaxagorea sp presentan una 

manclla de R1· 0.568 en el revelado con p-anísa ldehído, lo que hace sospechar 

que pueda tratarse de una acetogenina,. ya que el patrón de A. muricata 

también presenta una mancha color vino en ese tiempo de retención, dado que. 

el patrón de A. murícata presenta manchas con el mismo Rf asegura la 

presencia. de acetogeninas en los extractos. 

4.7 Perfil crnmatográ1fico de fracciones de metanot en 

extractos de annonaceas 

En las Figuras 19, 20,. 21, 22 y 23 se puede observar los cmmatogramas 

de las fracciones rneta11ólicas tanto del patrón de A. muricata como de cada1 una 

de las especies estudiadas. Es ímportante como ya se demostró en la 

caracterización del patrón de A. muricata es rico en acetogeninas, en el 

cromatograrna se muestran una serie de picos de posibles. acetogeninas lo cual 

demuestra que es una fracción enriquecida. Por su parte , en perfil 

cromatográfico de las especies D. confusa y G. lucens se observa una posible 

acetogenina con apmxiimadamente un tiempo de retención de 45- 46 mi1nutos. 

En el perfil de Anaxagorea sp muestra picos importantes a los 22 minutos,, entre 

los 25 -26 minutos, 31 min_utos, 33 minutos y 56 minutos. 

Sin duda., el cmmatograma que más 1 ama la atendón es el1 de la fracción 

de U. osee porque además de tener otros pi,cos con menor señal, se muestran 
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dos picos muy pronunciados y definidos, con tiempos de retenció111 de 

aproximadamente 16 min y 31 min como se observa e11 la Figura 21, si se 

compara con el patrón de A muríca,ta hay un pico bastante pmmmciado a los 

16 mi111, lo que sugi:ere que podría ser un compuesto sími1lar presernte en la llJ. 

osae. En estudios anterioll'es de A. muricata y A. squamosa, con sistemas 

cromatográficos similares y usando extractos de Jas semmas, em lbs cua es se 

han utilizado estándares certificados, la bullatacina tiene un tiempo de retención 

aplíoximado de 18 minutos, a los 32 minutos 11a isodesacetiluvaricina y a llos 56 

minutos la desacetiluvari1cina (Yang et ali., 2010), por tanto los picos detectados 

podrían deberse a estas acetogeninas, u otras con estructuras similares. 

Es importante dela lar que en los primeros 10 minutos de los 

cmmatogramas de ~as especies en estudio1, se repite un patrón de picos muy 

similar que no se observa en el patrón de A muricata, estos se descartaron 

como posibles a.cetogeninas debido a qlle son muy similares a cromatogramas 

de PACs (proantociianid'inas), es un tipo de taninos, metabolito presente en la 

corteza. De acuerdo con Feliciano et al (2012) 11a.s PACs forman dos j1orobas siin 

resolver característico de este tipo compuesto a una l'ongitud de onda de 280 

nm. Al ,observar lo cromatogramas obtenidos y compararlos con ell obtenido por 

Feliciano et al {2012), se· decide realiizar pruebas. de idenüúcación de taninos a 

las rracciones inyectadas, para 11as cuales se obtuvieron res1.Jlrtados positivos 

mediante la formación de color azul o verde con el reactivo cl'orurn férrico al 

10%, como se muestra en la figura 24, para mayor segiuridad de los resulitados 

se utilizó un control positivo. de un e·xtracio de cas, fmta en la cual se ha 

confirmado la presencia de l?ACs {R. A. Muñoz 2014}, par ende se confirma la 

presencia de tan·nos en la muestras de annonaceas, excepto para la especie 

Anaxagorea sp. 
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Figura 8.Perfil cromatográfíco de. Annona muricafa (patrón de ace·togerninas). 

Fuente: Elaboración propia. 

Figura 19.Perfil cmmatográfico de Duguetia, confusa. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 20. Perfil cromatográfico de Guatteria /ucens. 

Fuente: Elaboración propia. 

Figura 21. Perfil cromatográfico de Unonopsis osae. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 22. Perfil cromatográfico de Anaxagorea sp. 

fuente: Elaboración propia. 

Figura 23. Prueba de taninos (izquierda color natural de extractos) y (derecha 

extractos+ reactivo). 

Fuente: Elaboración propia. 
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4.8 Desarrollo del método de cuantificación por la reacción de 

Kedde 

En cuanto a la optimización del método de identificación y caracterización 

química cuallitativa de acetogeninas, se obtuvieron los siguierntes resultados: 

• Detección dell ~millo l'actónico 

Se trabajó con tabletas de digoxina debido a que esta molécula posee en 

su estructura un anillo lactónico .. 

Por su parte la prueba de Kedde se estableció un método de medición en 

un lector de microplacas SynergyTM H1 (BioTek), bajo las siguientes 

corndi:ciones: 

• Tamaño de muestra: 80µL 

• Cantidad de reactivo de Kedde: 25 µL de cada uno de l'os reactfvos 

(Kedde: ácido 3,5 nitrobenzoico al 3% en eta1nol: Hidlióxido de sodio al 

5.7% en etanol (1 :1 )). 

• Tiempo de reacción: aproximadamente 12 minutos. 

• Longitud d'e onda: 535 nm. 

Para obtener este resultado se midieron espectros de digoxina desde los 

400nm hasta los 700 nm,, con diferentes cantidades de muestra y de reactivo de 

Kedde y se realizaron lecturas cada 2 min hasta los 16 mi11. Como se muestra 

en la siguiente Figura 24, a los 12 minutos se muestra una tendencia en la 

curva y se obtienen absorbarnclas significativas de acuerdo a la ley de Lambert­

Beer,. la cual estabfece. que la absorbancía de radiación electromagnética 

producida por una especie absorbente es d"rectamente proporcional a la 

trayectoria de la radiación a través de la solución y a la concentración de la 

disol'uc:ión muestra que: produce la absorción (Walton & Reyes, 1983). y dentro 

de sus limitaciones se establece que la precisión de la medida de un fotómetro 

simple y un espectmfotómetro corn un dispositivo de lectura de baja resolución 

es a menudo limitado de· 1 a 2% por la resolución del lector para absorbancia1s 

en un rango de 0.2 a 0.9'. Por lo cual es importante, que la lectura de 
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absoroancia se encuentre dentro de este rango para obtener resultados más 

exactos y precisos (Arenas & López, 2004). 

0.000 

0.000 

0.000 

en o.ooo 
ce 
<{ 0.000 

0.000 

0.000 

Longitud de onda 

- 2MIN 

- 4MIN 

- 6MIN 

- 8MIN 
--10MIN 

- 12MIN 

Figura 24 . Espectro de absorción de digoxina 0.091 mg/ml en diferentes 

tiempos de lectura. 

Fuente: Elaboración propia. 

Respecto a las otras dos pruebas de detección del ani llo lactóni,co se 

intentó realizar de la misma manera que la prueba de Kedde, para encontrar las 

condiicianes óptimas de análisis. Sin embargo, en la prueba de Baljet, se forma 

un precipitado rnjo-anaranjado por ¡o cual no se puede leer por el lector de 

microplacas. En el caso de Legall las muestras dan positivas pero las lecturas 

no siguen una tendencia , y presentan valores aberrantes, ante esta situación se 

decidió q¡ue se van a realizar solo como prruebas cualitatirvas colorimétricas. 

Una vez optim-zadas. ciertas condiciones de anáHsis se procedió a 

rea lizar pruebas con el patirón de A. muricata, en la Figura 25 se muestra el 

barrido espectral, el máximo de absorbancia se encuentra entre los 500 y 550 

nrn , por lo cuall se estandarizo la liol"lgitud de onda a 535 nm. 
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Figura 25,_ Barrido espectral de extra.eta A. muricata. 

Fuente: Elalboractó11 propia. 

Se establecieron las condiciones de análisis, como tamaño de muestra 

de 80 µL y 25 µ L de· cada una de las soluciones del reactivo de Kedde, longitud 

de onda 5·35 nm, utilizando etanol más el reactivo de Kedde como blanco. 

Una vez establecidas estas vairiables, se prncedió a realizar curvas pa a 

determinall' si la1 reacción era lineal ern rango de conce11tración de 1.228 mg/ml 

a 4 .096 mg/ml, en cua.I piresenta absorbancias por debajo 1, lo cual es 

importante para que se cumpla la ley de l ambert- Beer (Wa ton & Reyes, 1983). 

En la Fig111.Jra 26, se comprueba cómo después de los 2 minutos de 

reacción, las curvas dejan de cumplir el coeficiente de correlación, debido a que 

conforme avanza la reacción se empieza. a formar un precipirtado lo que impide 

una lectura adecuada y por ende la curva no es lineal. 
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Figura 26. Linealidad de las mediciones según ell t iempo de re·acción .. 

Fuente: Elaboración prnpia. 

4.9 Resultados de método de cuantmcación de Kedde. 

0.000 
0.000 

ro 0.000 
·g 0.000 
ro -e 0.000 
o 
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<:( 0.000 
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0.000 
000 001 002 002 

y= 0,0572x + 0.0005 
R2 = 0,9·971 

003 004 

Concentración de extracto A. muricata (mg/ml) 

Figura 27. Curva de extracto patrón de acetogeninas en A. muricata .. 

fu ente: Elaboración propia .. 
Como se muestra en la figura anterior, 11a curva con el extracto de A. 

murtcata es lineal con un R2 = 0.9971 y la cual tiene la. siguiente ecuación de la 

recta y~ 0,0572X +O.OOOS .. Utilizando esta ecuación se calcu~ó los miligramos 

de extracto de muestra equivalentes a mg de extracto de A. muricata, como se 

muestra en el Cuadro 12. 
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Cuadro 12. Resumen de resultados de cuantificación de acetogeninas en extractos metanólicos de corteza por el 

método de Kedde. 

Parámetro 
1 

Muestras Muestras Muestras Muestras Muestras 

Réplicas 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 
' 

Réplica-1 0,825 0,833 0,830 1,786 1,656 1,658 1,523 1,528 1,609 0,988 0,970 0,967 0,624 0,520 
Répllca-2 0,809 

1 
0,845 0,842 1,628 1,678 1,638 1,560 1,560 1,558 0,982 0,976 0,967 0,723 0,625 

Réplica-3 0,789 0,825 0,825 1,694 1,682 1,652 1,567 1,565 1,549 0,959 0,979 0,9811 0,674 0,599 

Répllca-4 0,726 0,816 0,825 1,642 1,655 1,655 1,547 1,549 1,602 0,972 0,977 0,979 0,659 0,570 

Réplica-5 O, 771 0,836 ' 0,838 0,566 0,570 0,571 1,598 1,599 1,606 0,999 0,958 0,928 0,630 0,531 

Blanco-1 0,455 0,467 0,46 0,563 0,564 0,562 0,515 0,520 0,536 O, 124 0,155 0,154 0,394 0,287 

Blanco-2 0,448 0,475 0,472 0,542 0,555 0,55 1 0,503 Q,518 0,521 0,134 0,148 O, 159 0,364 0, 298 1 ,1 
Blanco-3 0,461 0,474 0,471 1 0,542 0,540 0,543 0,512 0,522 0,536 O, 130 0,149 O, 152 0,394 0,320 

Especie G. lucens D. confusa U. osae Anaxagorea sp G. púdica 

% de Inhibición (células 25 92,9 84 ,6 ' 88 25,5 
NCIH460) 

Concentración mg de 
extracto de planta 4,2 4,4. 4,3 4,3 4,3 4,3 5,31 5,2 5,0 4,8 4,6 4,6 4,6 3,8 

metanólico/ mL 

Absorbancla promedio 0,784 0,831 0,832 1,463 1,448 1,435 1,559 1,560 1,585 0,980 0,972 0,964 0,662 0,569 

Blanco 0,455 0,472 0,468 0,553 0,557 0,557 0,510 1 0,520 0,531 O, 129 o, 1151 0,155 0,384 0,302 
1 

ABS promedio - blanco 0,329 0,359 0,364 0,910 0,891 0,878 1,049 1,040 1,054 0,851 0,821 0,809 0,278 0,267 

Concentración de extracto 5,749 6,267 •6,361 15,899 15,567 15,346 18,330 18, 177 18,414 14,863 14,350 14,142 4,851 4,665 
(mg/mL) l 1 

(mg Equivale'lte de Extracto 1,369 1.424 1,479 3,6719 3,595 3,569 3,452 3,495 3,683 ! 3,096 3,086 3,041 1,048 1,218 
MEOH A. muricatalmg de i 

Extracto) 
Promedio mg Equivalente 1 1,4-24 3,612 3,543 3,075 1, 113 

de Extracto MEOH A. i 

muricata I mg de Extracto) 
-

Desviación estándar 0,055 0,053 0,123 0,029 0,092 
-

Fuente : Elaboración propia. 
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Es importante detallar que todas las especies ¡presentaron una relación de 

mg de extracto equivalente de extracto metanólico A. muricata I mg de extracto de 

muestra mayor a 1, lo que sugiere que hay mayor concentración de acetogeninas 

en las especies estudiadas. 

Por otra parte, en el siguiente giiráfico se observa la relación de las 

acetogeninas detectadas por el método de cuantificación de Kedde y su actividad 

biológica, es importante destacar que dicho método sirve para predecir el 

porcentaje de inhibición que tendrán lo,s extractos de llas especies de annonace,as 
con 94.6% de certeza {véase Figura 29) lo cual es un gran resultado pues 

presenta casi una rel!ación lineall, lo que indica que casi en un 95% de los casos a 

mayor concentración de mg1 equivalentes de A. muricata se da uina mayor 

actDvidad biológiica. 
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Figura 28. Relación entre el contenido de acetogenina detectada con respecto a la 

actiividad citotóxica en la línea celular NCIH460 
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Figura 29.Correlación entre actividad biológica y miligramos de extracto de 

A. muricafa equi1valente medidos por Kedde. 

Fuente: Ellaboración propia. 

4.1 O Resultados de pliuebas de citotoxicidad en diferentes Uneas 

celulares 

Los ensayos de citotoxicidad se rea lizaron sembrando en los pozos de la 

ptaca células con todas las condiciones de viabitllidad, otras sometidas. al 

tratamiento con extractos y los contro les positivos de doxorrubiclna urna droga 

utilizada para el tratamiento del cáncer. la placa. se incubó a 5 °/o de C02 en aire 

a 37 Q C, se tomaron lecturas a diferentes horas {como se detalla en el anexo t). y 
el método de reducción de la resazurina fue utilizado como un iindicador de 

viabilidad celular para monitorear la pmliferación cel1Jlar y la citotoxicidad . 

En la1 Figura 30 se muestra el pmcerntaje de inhibición resultante de los 

extractos obtenidos con el protocolo experimental! 1. Se expone urna tendencia de 

mayor porcentaje de inhib"ción en la corteza con respecto a las hojas., aunque 

siendo crírticos no se obtuvieron porcentajes de inhibición estadísticamente 
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significativos con ninguno de los dos órganos, por lo cual se cambia el protocolo 
de extracción y se aumenta la concentración de metabolitos de 1 O µg/ml a 20 
µg/ml. 
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Figura 30. Comparación de porcentaje de inhibición de la línea celular NCIH460 en 
extractos etanólicos de hojas y corteza de annonaceas . 

Fuente: Elaboración propia. 

Con el protocolo de extracción de acetogeninas experimental 2, se 
generaron mejores resultados. En la Figura 31, se observa la actividad citotóxica 
en cada una de las fracciones, en donde se observan dos factores relevantes: 1) 
la fracción de metanol es la más consistente en altos porcentajes de inhibición 
para la mayoría de las especies evaluadas y 2) a la misma concentración las 
especies estudiadas poseen mayor actividad citotóxica en comparación al patrón 
de A. mu rica ta. 
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Figura 31 . Porcentaje de inhibición de la línea celular NCIH460 con 'las diferentes 

fracciones de llos extractos de a.nnonaceas. 

Fuente: Elaboración propia. 

También se evaluaron los extractos crudos de acetato de etil1o de las especies en 

estudio con tl'es líneas de cáncer humano: cáncer de pulmón con la lí1nea celular 

NCIH460, cance.r de mama con la línea celular MCF7 y cáncer de páncreas con la 

línea celular MIA Mesotelina. En el caso de la especie endemica U.osae· se obtuvo 

mejores resu ltados (veáse. las Figuras 32,33 y 34). Es importante detallar, que el 

extracto U. osae es un compuesto no puri1ficado y alcanzó niveles anfprolíferahvos, 

bastantes aceptables sobre todo para el cáncer de mama y de pulmón . en 

comparación con 1la doxorrubicina un compuesto puro ufüvzado como 

anticancerigeno. Con el cáncer de páncreas, se muestra es un comportamiento 

citostático en menor medida que con las otras líneas celulares, es decir, que es 

una sustancia capaz de ~nhibir o impedir la evolución de la neoplasia, restríngiendo 

76 



la maduración y prol iferación de células malignas, esto significa que sobre fases 

específicas del ciclo celular y por ello son activas frente a células que se 

encuentran en proceso de división (Consej,o lnterterritorial del Sistema Nacional de 

Salud , 2003), pero como se muestra en la Figuras 32, 33 y 34, no matan la célula 

sino que dismunuyen el crecimiento (ver anexo IV donde se muestran los gráficos 

de las demás especies) . 
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Figura 32. Resultado ensayo de citotoxicidad del extracto metanólico U. osae en 

la línea celular NCIH460. 

Fuente: CENIBiot. 
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Figura 33. Resultado ensayo de citotoxicidad del extracto metanólico de U osae 

en la línea celular MCF7. 
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Figura 34. Resultado ensayo de citotoxicidad del extracto metanólico de U osae 

en la línea celular MIA Mesotelina. 

Fuente: CENIBiot 
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CAPÍTULO 5. CONCLUSTONES Y RECOMENDACIONES 

5.1 Concllusiones 

• La combinación de técnicas calorimétricas en conjunto con TLC es 

una alternativa rápida, para sugerir la presencia de acetogeninas en el 

tamizaje de muestras de plantas. 

• Mediante Cromatografía en Capa. fina {TLC) y pruebas de tubo de 

ensayo se consiguió evidenciar la po,sible presencia de acetogeni11as de 

Annonaceae particularmente con anillo v-lactónico o , ~,-insaturado y anillos 

THF. Este método de identificaci1ón tiene la limitante que compuestos corno 

las cumarinas pueden dar positivo. 

,. Los perfi les cro.matográfrco por Cromatografía Líquida de Alta 

Eficiencia con detector de arreglo de diodos permitió inferir la posible 

presencia de acetogeninas en las fracciones metanólicas de lbs extractos 

de cortezas die annonaceas. 

• El método de extracción y fraccionamiento desarrollado en el 

CENIBiot se relacionó con mejores resu ~ta,dos en comparación con el 

método basado en la patente de Uníted States Patent US0059'55497 A el 

cual es recomendado en la mayoría de la liiteratura. 

• las fracciones más actiivas son las metanólicas, ya que se lbgraron 

porcentajes de iinhibición de 92.9% para D. confusa, 88.0 % para 

Anaxagorea sp y 84.6% para U. osae en la li11ea celular NCIH460. 

• Se desarrolló un método de cuantificación de acetogeninas, con una 

curva de calibración con un coefici:ente de correlación de 0_9,97, en donde 

los resul'tados. de acetogeninas coinciden alrededor de un 95% actividad 

citostática resultante, por lo que se coincluye que el método se puede 

utilizar para predecir la actividad bio lógica que tendrá con la línea celu1l'ar 

NC!H460 de cáncer de pulmón. 
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• Los ensayos de citotoxicidad con las líneas ce ulares NCIH460 
asociado al cáncer de pulmón , MCF7 asodado al cáncer de mama y Mia 
mesotelina asocíado al cáncer de páncreas permiten evidenciar la actividad 

citostátíca en 'ª fracción metanólica de la especie Unonopsis osea. 

• La.s acetogen·nas de la especie Unonopsis osea presentaron los 

resultados más consistentes a lo largo dell estudio, por lo cuall es una 

especie promisoda para la aplicación de las sig1uientes etapas de la 

investigación. 

• Las annonaceae Anaxagorea sp y D. confusa presentaron 
porcentajes de inhibició11 importantes con la línea celular NCIH460 pm lo 
cual se pueden ampliar investigaciones en estas especies. En cuanto a G. 

púdica y G. /ucens no presentaron buenos resullados en el ensayo de 

citotoxicid'ad con las líneas celullares NCllH460, MCF7 y Mia mesotelina con 

el método de extracción empleado. 
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5.2 Recomendaciones 

• Se recomienda una vez purificados los extractos, comprar estándares 

certificados para identificar exactamente las acetogeninas que contienen 

cada una de las especies estudiadas. 

• Así como determinar ell rendimiento de extracción con el protocolo 

exper"mental 2, desarrollado en el CENIBiot. 

• También se recomienda val idar el método de cuantificación por reacción1 die 

Kedde para la determinación de acetogeninas. 

• Continuar con estud'os de· fraccionamiento, identificación y separación de 

los diferentes componentes de los extractos de. corrtez.a de las especies. 

seleccionadas para evaluar su actividad individual y en mezclas. 

• Amp iar el estudio de la actividad biológica de los extractos de las hojas, 

flo lies , tallo, corteza y raíz de las especies de annonaceas seleccionadas 

para elegir los extractos cori mayoli actividad para su aplicación como 

a11ticancerígeno. 
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ANEXOS 

Anexo· l. Protocolo de ensayos de citotoxicidad del CENIBiot 

Materiales 

las líneas celula.res humanas NICl-H460 (H460) se adquirieron de ATCC® 
(HTB177 TM, EE.UU.) y MIA cél . las mesotelína (cél'ulas pancreáticas humanas con 

modificación de sobree·xpres-ón de mesotelina de MIA PaCa-2, ATCC® CRM­

CRL-1420 ™) eran u1rn regalo, de doctorado Christian Marin Ml!Jll'er del Baylor 
College of Mediciine (EE.UU.). La soll!Jción saina tamponada con fosfato (PBS), 
resazurina sal de sodi:o (RSS), dinnetH sullfóxldo (DMSO) y suero bovino fetal (FBS) 
fueron todos adquir"dos de Sigma-Al'drich (Cat. N. 08418,. 12306C). 

Los materiales paira el culitivo de céllulas induyen matraces de 25, cm2 

(Falcon Corning®), placas Falcan de 96 pociUos (Corning®) que se usaron en los 

ensayos de citotoxicidad. Otros productos usados en estos experimentos fueron 
Roswell Park Memorial lnsti1tute (RPMI) 1640 {Gibco®, 31800-105), medio de 
Eagle modificado por Dulbeco (DMEM) (Giibco®, 31600-091}, ambos. medios se 
utiliiz.aron sin antibióticos. La solución de 0,25% tripsina 0,5 mM de ácido 
etilendiaminotetraacéti:co (EDTA) se adquirió de Sigma Aldrich (59427G) y F'luka 
(03609), respectivamente. La Doxorriibucina se obtuvo de Si'gma~Aldrich (44 .583) y 
se preparó para t.ma concentración 10 mM, se utmz:a en urna concentración de 
trabajo, esta se diluyó con medios de cultivo y SRR de 5, y 2 mg I rnL El DMSO se· 

diluyó con medios de cultivo y RSS a 110y1 rng I mL. 

Los extractos de Annonaceae se prepararon con DMSO a una 
concentración madre de 10 mg I mi, y se dill!yeron en medios de cultivo y de RSS 
paira las soluciones de trabajo de 1 O y 1 mg f mi. 

Se utílizó el lector de microplacas Syriergy TM H11 (BioTel<), se utHizó para 
medir !a fluorescencia en 96 - placas de pocillos a longitudes de onda de 540 nm 
de exsitación y 590 nm de emisión. 

82 



Cultivo de· células 

las células se mantuvieron en matraces de 25 cm2 de cultivo Falcon bajo 

condici:ones de cultivo estánda1r die 5 % de' C02 en el aire a 37 º C con renovación 

del medio cada 2 - 3 días. los medios de cuiltivo utilizados fU'eron RPMI para 

NCIH!460, DMEM para MIA mesotelina., tanto suplementado con 10 % FBS. 

Ensayo de Sales de Rezasurina' para l'a citotoxicidad de células 

NCIH460 y MIA mesotelina se tripsinizaron a partir de cultivos 

suboonfluentes y luego sembradas en pocillos por triplicado de una placa de 96 

pocillos (50pl) a concentraciones de 6 x 102 
- 5 x 102 células l ml, 

respectivamente, en condiciones de cultivo estándal' de 5 % de C02 en aire a 37 º 

C y se deja durante la noche. Después de alFededor de un períod0-inicial de 18 h, 

para permitir la uinión de las célul!as, se af\adliéi un volumen de 50µ1l directamente· 

en un medio de cumvo que contJene RSS 1X y una de estas opciones: las 

diluciones de trabajo de los extractos de Annonacea (M1 a M18), el DMSO, ell 

medio (100 % Viabilidad) o la doxorrubicina, y ruego volvieron a la incubadora. Se 

midió la fluorescencia con una sensibilidad de 70 a 3, a los tiempos. de 24, 48, 72 y 

96 h, se agregó las RSS en cada tiempo para asegurar una adecuada 

fluorescenciia. Debido a que el medio de cultivo no se lha cambiado durante este 

período, lai fluorescencia RSS es un valor acumulativo. Como blanco, SR 1X fue 

añadido al medio sin células diluidas con las opciones mencionadas antes. 
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DMS010ugfml M5, 10 ug/ml M1310ug/ml 

M610 ug/ml M1410 uglml 

100% viabilidad M710 ug/ml M1510 uglml 

100% viabilidad M810 ug/ml M1610 ug/ml 

8 M910 ug/ml g M1710 ug/mL 8 
e ~ e ro ro ro M2 10 ug/ml ffi M10 10 ugfml 1ii M1810 uglrnl m 

Figura 35. Diagrama de la distribución espacial de la placa de 96 pocillos empl'eada en tos 

ensayos in vitiro para la determinación de un efecto citostático , citotóxico o prnliferatirvo de 

los extractos de Annonaceae en las células. 

Fuente: CENIBi:ot. 

Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos representan el valm promedio de los datos de 

fluorescencia +/- la desviación estándar. Valores superiores al control que 

contiene solo células {100% de viabilidad) se interpretan como un efecto promotor 

de la prolifera.ción celu lar. Va.lores inferiores al control 100% de viabi lidad indican 

un efecto citostático. Valores inferiores al control 100% de viabilidad que además 

impide el desarrollo de las células indican un efecto citotóxico. 

84 



Anexo 11. Resultados de pruebas de citotoxjcidad en extractos con acetato de 
etilo de corteza y madera 
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Figura 36. Resultado ensayo de citotoxicidad del extracto con acetato de etilo de 

G. rostrata en la línea NCIH460 .. 

!Fuente: CEN!Biot 
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Firgma 37. Resulrtado e11sayo de citotoxicidad del eX"tlíacto con acetato de etilo de 

D. confusa en la rlinea NCIH460. 
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Figura 38. Resultado ensayo de c'totoxicidad del extracto con acetato de etilo de 

G. lucens e11 la línea NCIH460. 

Fuente: CENllBiot. 
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Figura 39'. Resultado ,ensayo de cítotoxicidadl del extracto con acetato de etilo de 
G. rostrata en la línea MCF7. 
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Figura 40. Resu tado ensayo de citotoxicídad del extracto con acetato de etilo de 
D. confusa en la llínea MCF7. 

Fuente: CENIBiot 
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Figura 41. Resultado ensayo de citotoxicidad del extracto con acetato de etilo de 

G. lucens en la llí'nea MCF7. 
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f igura 42. Resulitad!o ernsayo de d totoxicidad del ext racto con acetato de etilo de 

G. rostrata en lla línea MllA Mesotelina .. 

¡:uente: CENllBiot. 
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Fig1ura 43. Resultado ensayo de citotoxicidad del extracto con acetato de etilo die 

D. confusa en la línea MllA Mes.otelina. 
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Figura 44. Resultado ensayo de citotoxicidad del extracto con acetato de etilo de 

G. lucens en la l'ínea MIA Mesotelina. 

Fuente: CENIBiot. 
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