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1. Resumen  

 

El cáncer es el responsable del 63% de las muertes a nivel mundial, siendo que 

existen más de 100 tipos de cáncer dentro de los cuales se destacan el cáncer de 

seno y el melanoma de piel. Tradicionalmente los principales tratamientos son la 

quimioterapia, radioterapia y la cirugía, las cuales no garantizan una completa 

eliminación del tumor y por el contrario causan efectos secundarios debido a que 

eliminan células proliferativas, sean estas malignas o no. Esto conlleva a un 

deterioro en la salud del paciente, además de los elevados costos que implica para 

el sistema de salud. Por tal razón se han estudiado distintas alternativas 

terapéuticas como es el uso de extractos de plantas que pueden ser potencialmente 

anticancerígenas. Annona muricata comúnmente llamada guanábana, es una de las 

plantas en estudio frente a líneas tumorales, estudios previos en la literatura 

muestran que en su composición química se han detectado alcaloides, flavonoides 

y acetogeninas, componentes que se consideran tienen actividades 

anticancerígenas. Por tal razón en el presente estudio se realizó un extracto 

etanólico de hojas de A. muricata y se fraccionó con distintos solventes de polaridad 

creciente; hexano, diclorometano, acetato de etilo y etanol 50% para evaluar la 

actividad citotóxica del extracto y sus fracciones en las líneas celulares tumorales 

MCF-7, 4T1 y B16 y la línea celular no tumoral 3T3 por medio de la técnica MTT. 

Adicionalmente se analizó la composición química del extracto y sus fracciones por 

medio de una marcha fitoquímica preliminar, por Cromatografía en Capa Delgada 

(CCD) y Cromatografía líquida de Ultra Eficiencia (UPLC). Como resultados, se 

encontraron valores de concentración inhibitoria 50 (CI50) de 35.58, 14.65, 16.32 y 

17.64 μg/mL para las líneas celulares MCF-7, 4T1, B16 y 3T3 respectivamente en 

la fracción hidroalcohólica, la cual fue la que presento mayor actividad para todas 

las líneas celulares. Por otro lado las fracciones que presentaron menor actividad 

fueron las de hexano y diclorometano con valores de CI50 superiores a 250 μg/mL. 

En relación a la composición química, se observó la presencia de flavonoides, 

taninos y alcaloides como metabolitos secundarios predominantes del extracto.  
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2. Introducción  

 

En Colombia el cáncer se presenta como una de las principales causas de muerte 

convirtiéndolo en un problema progresivo tanto para el área de la salud como en los 

costos que implica en el país los tratamientos que se manejan para esta 

enfermedad. El instituto nacional de cancerología (INC) ha reportado las 

importantes cifras frente a la mortalidad con respecto a la incidencia de diferentes 

tipos de cáncer en el país, dentro de estos el cáncer de seno es la causa más 

frecuente de muerte en mujeres después del cáncer de cuello uterino, también se 

encuentra el cáncer de melanoma de piel [1]. 

Actualmente se están utilizando e investigando alternativas para el tratamiento 

contra el cáncer por medio de la medicina tradicional con tratamientos 

etnomedicinales los cuales pueden ayudar a tratar el cáncer y aumentar eficacia y/o 

aliviar los efectos secundarios de las terapias clínicas comunes (quimioterapia, 

radioterapia y cirugía) [2] Entre los años 1940 y 2002 se registró que el 40% de los 

fármacos antitumorales provienen de los productos naturales o derivados de estos 

[3].  

Annona muricata, también conocida como guanábana o graviola, es un árbol que 

se encuentra en zonas tropicales y subtropicales, sus frutos son comestibles y se 

utilizan para preparar bebidas, helados y batidos. Durante mucho tiempo la planta 

ha sido utilizada como tratamiento etnomedicinal para diferentes afecciones, que 

incluyen cistitis, diabetes, hipertensión, cefaleas, insomnio, reumatismo e infección 

parasitaria y más recientemente se ha utilizado como etnomedicina contra distintos 

tumores [2].  

Por tal razón el presente trabajo busca analizar la composición química y evaluar el 

efecto citotóxico del extracto y fracciones obtenidos a partir de hojas de Annona 

muricata (guanábana) frente a líneas celulares. En la primera parte del documento 

se abordarán los conceptos generales como las generalidades del cáncer, 

características generales de A. muricata y características de los ensayos a realizar. 

En la segunda parte del documento se describe la metodología de cada una de las 

técnicas desarrolladas y por último se presentan los resultados y la discusión de 

estos y así, de esta forma poder responder la pregunta de investigación planteada 

en este trabajo, donde los resultados serán de gran aporte tanto para el Grupo de 

Investigación de Inmunobiología y Biología Celular de la Pontificia Universidad 

Javeriana, así como para el Grupo de Investigación en Fitoquímica (GIFUJ) de la 

misma Universidad.  
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3. Justificación y planteamiento del problema 

 

3.1. Planteamiento del problema  

El cáncer es una enfermedad con una alta prevalencia a nivel mundial y con una 

elevada tasa de mortalidad provocando hasta 8,2 millones de muertes en la 

población al año, aproximadamente un 30% de las muertes por cáncer se deben a 

cinco factores de riesgo comportamentales y alimentarios entre los cuales se 

encuentra un índice de masa corporal elevado, consumo insuficiente de frutas y 

verduras, falta de actividad física y consumo de tabaco y alcohol [4]. Existen más 

de 100 tipos de cáncer entre los cuales los más comunes según los nuevos casos 

estimados en 2018 esta en primer lugar el cáncer de seno, seguido del cáncer de 

pulmón y bronquios, cáncer de próstata, cáncer de colon y recto, melanoma de piel, 

cáncer de vejiga, cáncer de riñón y pelvis renal, cáncer de endometrio, leucemia, 

cáncer de páncreas, cáncer de tiroides y en último lugar el cáncer de hígado [5]. 

Dentro de las terapias disponibles para el tratamiento del cáncer se encuentran; la 
quimioterapia, radioterapia y la cirugía: se asume que tratar el cáncer en Colombia 
costaría más de 30’000.000 por paciente debido a los gastos en consultas, 
diagnósticos, biopsias y el tratamiento como tal del tumor independiente del tipo de 
terapia que se maneje. Por lo tanto, el tratamiento de estas enfermedades tiene un 
impacto importante sobre los gastos del país [6]. Además de los costos que se 
manejan estas técnicas no son completamente exitosas debido a que muchos 
fármacos anticancerígenos establecidos destruyen las células proliferativas, sean o 
no malignas. Este enfoque solo causa una pequeña especificidad tumoral y los 
tejidos proliferativos normales no tumorales también se ven afectados. De esta 
forma, la aplicación de dosis de fármaco lo suficientemente altas para destruir todas 
las células tumorales, no se puede aplicar sin provocar efectos secundarios graves 
en pacientes con cáncer. Como consecuencia, las dosis de medicamentos 
subóptimas pueden dejar que pocas células tumorales resistentes no se vean 
afectadas, lo que posteriormente crece y conduce a la reaparición de tumores. Estos 
tumores ya no responden a la terapia desencadenando resultados fatales para los 
pacientes [7]. 

Por tal razón, se han venido estudiando nuevas alternativas en el tratamiento del 

cáncer dentro de las cuales se han empezado a trabajar con plantas medicinales, 

de las cuales se destacan algunas como Artemisa, Curcumina, Withania somnífera 

[8,9]. En este sentido, Annona muricata también se destaca entre las especies 

vegetales con potencial uso terapéutico, se ha utilizado para tratar una amplia gama 

de enfermedades humanas, como la inflamación, el reumatismo, la diabetes, la 

hipertensión, el insomnio y las infecciones parasitarias e incluso cáncer [10]. 
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3.2. Justificación 

Entre los tratamientos tradicionales contra el cáncer se encuentra la quimioterapia, 
radioterapia y cirugía las cuales conllevan altos costos al ser implementados y 
adicionalmente algunas terapias convencionales presentan una alta toxicidad; por 
lo tanto, se ha venido investigando a las plantas medicinales como una alternativa 
terapéutica o tratamiento complementario. Como ejemplo se puede citar el Taxol®, 
cuyo principio activo fue obtenido originalmente de la especie vegetal Taxus 
brevifolia la cual actúa al irrumpir la red microtubular esencial para la división celular 
y otras funciones celulares normales lo que finalmente causa la muerte celular, de 
esta forma puede ser usado como coadyuvante de las terapias convencionales y de 
así disminuir la cantidad de fármacos utilizados [11]. 

Por lo tanto, se mantiene relevante los estudios buscando alternativas terapéuticas 
para el tratamiento contra el cáncer, preferencialmente implementando los recursos 
naturales a disposición, que sean cultivables propios del país; además de que se 
trata de seguir avanzando en la investigación  y encontrar otras especies de plantas 
que puedan presentar actividad citotóxica contra células tumorales. En este sentido, 
A. muricata se presenta con potencial farmacológico. Anteriormente en el Grupo de 
Investigación Fitoquímica de la Universidad Javeriana (GIFUJ) se evaluó un extracto 
etanólico de semillas de A. muricata, en la línea celular MCF-7, de adenocarcinoma 
de seno, dando bases para seguir desarrollando investigaciones en búsqueda de 
actividad citotóxica frente a diferentes líneas celulares y con otras partes del material 
vegetal [12].  

Dentro de las perspectivas en el tema, recientemente el Grupo Investigación de 
Inmunobiología y Biología Celular de la Pontificia Universidad Javeriana, juntamente 
con el grupo GIFUJ, vienen trabajando en una nueva iniciativa para la búsqueda de 
nuevas alternativas con plantas medicinales que puedan presentar actividad 
antitumoral para el desarrollo de nuevos tratamientos, dentro del marco del 
Programa Colombia Científica. Con base en esto este trabajo buscó evaluar el 
efecto citotóxico de A. muricata (guanábana) frente a líneas celulares tumorales y 
no tumorales. 

De esta forma los aportes aquí observados podrán permitir estudios posteriores que 
indiquen sobre los mecanismos de muerte celular, componentes químicos 
involucrados en la actividad observada, y así poder proceder a evaluar a futuro en 
un modelo experimental que pueda controlar el tumor. Adicionalmente, la utilización 
de las hojas de la guanábana proporcionaría un valor agregado al cultivo, visto que 
esta parte del vegetal es considerado un sub-producto de cosecha [2]. 
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3.3. Pregunta de investigación  

¿Extracto y fracciones obtenidos a partir de hojas de Annona muricata (guanábana) 

pueden presentar efecto citotóxico frente a las líneas celulares MCF-7, 4T1, B16 y 

3T3? 

 

4. Marco teórico 

 

4.1. Cáncer 

El cáncer se refiere a un conjunto de enfermedades relacionadas, el cual puede 

empezar casi en cualquier lugar del cuerpo humano, esto sucede cuando algunas 

de las células del cuerpo empiezan a dividirse sin detenerse y se diseminan a los 

tejidos que se encuentran alrededor. Normalmente, las células humanas crecen y 

se dividen para formar nuevas células a medida que el cuerpo las necesita, de esta 

forma cuando las células normales envejecen o se dañan, mueren y nuevas células 

las reemplazan. Sin embargo, en el cáncer, este proceso se descontrola y las 

células se comienzan a reproducir sin interrupción y pueden formar masas que 

hacen referencia a los tumores [13]. 

4.2. Terapias contra el cáncer  

Dentro de las terapias tradicionales contra el cáncer se encuentra la quimioterapia, 

radioterapia y la cirugía; sin embargo, se han estudiado otras alternativas en 

Colombia y ha tomado impulso recientemente el tratamiento con inmunoterapia el 

cual actúa específicamente en la zona del tumor, potenciando el sistema 

inmunológico para que este elimine el tumor. Esto hace que sean tratamientos con 

una toxicidad muy baja, siendo esta una ventaja frente a las otras terapias con 

respecto a los efectos secundarios; además de que esta terapia ha demostrado 

generar memoria inmunológica que permite mantener la respuesta antitumoral en 

el tiempo. Entre esta terapia se encuentra que el principal fármaco es ipilimumab 

(fármaco de la quimioterapia Yervoy®) utilizado en pacientes con melanoma 

metastásico  [14] y nivolumab siendo la nueva alternativa para el tratamiento contra 

distintos tipos de cáncer. No obstante, esta terapia tiene ciertos inconvenientes 

entre los cuales destaca el alto costo de los fármacos y la carga económica para la 

salud pública, y el hecho de que no es un tratamiento seguro, el sistema 

inmunológico también puede atacar células sanas y dar un tipo de toxicidad 

autoinmune. 
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4.3. Plantas medicinales como terapia alternativa o fuente de 

compuestos contra el cáncer 

Las plantas son consideradas como una de las principales fuentes de productos 
biológicamente activos, ya sea a partir de las plantas enteras o de sus fracciones 
bioactivas son consideradas de gran atractivo para proporcionar nuevas terapias. 
Algunos productos naturales derivados de plantas han contribuido 
significativamente a reforzar las quimioterapias antitumorales, como lo son  
alcaloides vinblastina y vincristina aislados de la Vinca rosea (Catharantus roseus). 
Adicionalmente, un exponente en el tema es el Taxol® el cual es un compuesto 
obtenido originalmente a partir de la corteza del árbol llamado tejo del Pacífico 
(Taxus brevifolia) [11]. Estas terapias han sido útiles debido a que contribuyen al 
desarrollo tardío de la metástasis y disminuyen la supervivencia libre de la 
enfermedad [15]. También se pueden citar ejemplos como los fitomedicamentos 
usados en distintos países a base de Artemisa, Curcumina, Withania somnifera, 
extractos de muérdago (Viscum) [8,9]. 

Entre los principales antecedentes en el tema en Colombia, se encuentra los 
estudios con el extracto P2Et, realizados por el Grupo de Investigación de 
Inmunobiología y Biología Celular de la Pontificia Universidad Javeriana, el cual es 
proveniente de la planta Caesalpinia spinosa y presenta actividad citotóxica tanto in 
vitro como in vivo, con ensayos exitosos incluso en humanos. Por otro lado, en 
estudios realizados en el grupo de investigación GIFUJ se evaluó un extracto 
etanólico de semillas de A. muricata dando resultados favorables en citotoxicidad 
para línea celular de cáncer de seno humano. 

4.4. Generalidades de Annona muricata 

Annona muricata conocida comúnmente en Colombia como guanábana, pertenece 
a la familia Annonaceae, es un árbol pequeño delgado y llega a medir de 4 a 8 
metros de altura, produce frutas generalmente en forma de corazón de color verde 
en la parte exterior y blanca al interior, llegando a medir hasta 40 cm de largo, 
conformado por una gruesa cáscara con prolongaciones, pulpa, piel y semillas de 
las cuales se encuentran de 127 a 170 en toda la pulpa (figura 1). Las hojas son 
duras de color verde oscuro brillante, ovaladas, miden de 5 a 15 cm de largo por 2 
a 6 cm de ancho, el peso promedio de la fruta es de 1600g [2, 16]. 
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4.4.1. Clasificación taxonómica  

Tabla 1. Clasificación taxonómica de Annona muricata 

Reino Vegetal 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Magnoliale 

Familia Annonaceae 

Género Annona 

Especie A. muricata 

 

4.4.2. Usos tradicionales 

Este árbol ha sido ampliamente cultivado en muchos países tropicales y 
tradicionalmente es utilizado para diferentes enfermedades y dolencias, tales como 
en tratamientos contra infecciones por parásitos, bacterias y virus, calmante, 
insecticida, en el combate a convulsiones, altos niveles de azúcar en la sangre y 
otros usos según la parte del vegetal (tabla 2). Y lo más importante en el contexto 
de este trabajo, sus propiedades de combate al cáncer [18]. 

 

 

 

Figura 1. Fruto de Annona muricata [17] 
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Tabla 2. Usos tradicionales reportados para A. muricata. 

Parte de la planta Uso Referencia 

Hojas En decocción: 

 Catarro y tos 

 Aumenta sudoración 

 Antiespasmódico 

 Digestivo 
Aplicada: 

 Inflamaciones y lavar pies 
hinchados 

[19] 

Semillas Antiparasitario [20] 

Fruto Jugo: 

 Facilita secreción de orina y 
alivia uretritis 

[19] 

 

4.4.3. Composición química 

Se ha observado que la especie A. muricata es rica en flavonoides, alcaloides y 
acetogeninas [21], las cuales se encuentran distribuidas de la siguiente forma (tabla 
3).  

 

Tabla 3. Metabolitos secundarios aislados de A. muricata. 

Metabolito secundario Tipo de compuesto Parte de la planta Referencia 

Flavonoides Rutina Hojas [22] 

Alcaloides  Reticulina  
Coclaurina 
Annomuricina 

Hojas y semillas  [23, 24] 

Acetogeninas Muricina J 
Muricina K 
Muricina L 

Fruto [25] 
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Flavonoides 

Los flavonoides son un grupo de compuestos polifenólicos, diversos en su 
estructura y características químicas, se encuentran de forma ubicua en las plantas. 
Los flavonoides son potentes antioxidantes, eliminadores de radicales libres, 
quelantes de metales e inhiben la peroxidación de lípidos. Para estas actividades, 
algunos de los requisitos estructurales previamente descritos son el grupo hidroxilo 
en la posición 3, un doble enlace entre las posiciones 2 y 3, un grupo carbonilo en 
la posición 4 y la polihidroxilación de los anillos aromáticos A y B (figura 2). Se han 
identificado más de 64000 flavonoides dentro de los cuales principalmente se 
encuentran flavonoles, flavonas, flavononas, catequinas, antocianidinas, 
isoflavonas, dihidroflavonoles y chalconas (figura 3) [26].  

 

 

 

Alcaloides  

Los alcaloides son compuestos que contienen nitrógeno, un anillo heterocíclico, con 
carácter alcalino (figura 4). Los alcaloides poseen una amplia clasificación, 
dependiendo el aminoácido del que proceden, de esta forma se encuentran 
alcaloides derivados de ornitina, lisina, tirosina, fenilalanina y triptófano [27]. 

 

Figura 3. Principales núcleos de los flavonoides [26] 

Figura 2. Estructura general de los flavonoides [26] 
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Acetogeninas  

Las acetogeninas son un conjunto único de derivados de ácidos grasos de cadena 
larga enlazados a una unidad 2- propanol. Se caracterizan por una larga cadena 
alifática unida en la parte terminal a un anillo de lactona α,β-insaturada, uno o dos 
anillos tetrahidrofurano (THF) y algunos sustituyentes oxigenados a lo largo de la 
cadena (figura 5) [28] 

 

 

 

4.4.4. Antecedentes 

Se ha demostrado que las acetogeninas anonáceas activas inducen con éxito la 
muerte en células cancerosas que son resistentes incluso a los fármacos 
quimioterapéuticos, pero a pesar de su notable eficacia antiproliferativa, estas 
acetogeninas anonáceas se han atribuido a efectos secundarios debilitantes como 
la neurotoxicidad, lo que restringe su desarrollo como nuevas entidades 
farmacológicas. Sin embargo, los estudios han demostrado un posible papel 
quimioterapéutico del extracto de A. muricata  contra el cáncer [10]. Otro estudio ha 
demostrado que los extractos etanólicos de hoja de A. muricata  ejercen una 
propiedad antioxidante significativa, siendo superior a la de otras especies de 
Annona como lo son A. squamosa y A. reticulata [30]. En estudios anteriores 
realizados en el grupo de investigación GIFUJ se realizó un trabajo de grado con 
extracto etanólico de semillas de A. muricata dando como resultado IC50= 9 μg/mL 
con un mejor tratamiento a concentración de 25 μg/mL sobre la línea celular MCF-
7. Por tal razón se siguen estudiando distintos extractos provenientes de otras 
partes de la planta con el fin de obtener resultados relevantes adicionales [12]. 

 

 

Figura 4. Ejemplo de una estructura general de alcaloide, del tipo quinolinico. [27] 

Figura 5. Estructura general de las acetogeninas [29] 
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4.5. Ensayos de citotoxicidad por MTT 

Los cultivos celulares son de gran importancia para la investigación debido a que 

se asocia con la extracción de células, tejidos u órganos de un animal o planta para 

su posterior adaptación a un ambiente artificial propicio para su desarrollo y 

proliferación [31], uno de los criterios utilizados para definir la muerte celular es la 

pérdida en la integridad de la membrana celular, para determinarlo se realizan 

diferentes ensayos que permite comprobar la integridad de la membrana 

permitiendo a los colorantes como el azul de tripán y cromóforo derivado de la 

toluidina, ingresar a la célula y teñir el citoplasma de azul, mientras que las células 

vivas permanecen incoloras [32]. 

Este método corresponde al MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol) el cual es un método colorimétrico cuantitativo que consiste en la 

reducción que sufre el MTT a formazán que es su forma insoluble (figura 6), esto se 

da por acción de la succinato deshidrogenasa mitocondrial, la cual está activa en 

las células vivas. El formazán producido tras la reducción del MTT se retiene en las 

células y se libera por solubilización con dimetilsulfóxido (DMSO) dando una 

coloración púrpura, la cual se mide en un espectrofotómetro a 540nm. Teniendo en 

cuenta la cantidad de células viables será proporcional a la cantidad de formazán 

producido a partir de la absorbancia obtenida [32]. 

 

Figura 6. Reducción de MTT a formazán [33] 

 

4.6. Líneas celulares  

4.6.1. MCF-7 

Es una línea celular humana obtenida a partir de tejido metastásico en efusión 
pleural de una paciente de género femenino, caucásica con adenocarcinoma de la 
glándula mamaria (Figura 7). Esta línea celular es adherente y expresan el oncogén 
WNT7B. Además, expresan los genes de la proteína de unión al factor de 
crecimiento del tipo insulina (IGFBP), BP-2, BP-4 y BP-5 [34]. 
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4.6.2. 4T1 

Es una línea celular de tumor mamario de ratón, utilizada como modelo para la etapa 
IV de cáncer de mama (figura 8). Al ser inoculada en ratones BALB/c, las células 
4T1 generan tumor primario y además hacen metástasis de forma espontánea a los 
pulmones, hígado, ganglios linfáticos y cerebro, mientras que el tumor primario 
crece in situ [36]. 

 

 

 

 

 

 

4.6.3. B16 

Es una línea celular obtenida a partir de tumor de melanoma de ratón, utilizada como 
modelo para etapa IV de cáncer de piel al ser inoculada en ratones C57BL/6 
singénicos, esta línea celular tiene capacidad de formar nódulos tumorales 
pulmonares [38]. 

Figura 7. Línea celular MCF-7 [35] 

Figura 8. Línea celular 4T1 [37] 
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Figura 9. Línea celular B16 [38] 

 

 

4.6.4. Fibroblastos 3T3 

Las células 3T3, son fibroblastos primarios de embriones de ratón. Su denominación 

se debe a que fueron cultivados en un protocolo 3T3 es decir transferidas cada tres 

días en una densidad de 3 x 105 células. Estas células son utilizadas generalmente 

en el cultivo de queratinocitos debido a que secretan factores de crecimiento 

favorables para esta clase de células creando la capa externa resistente en la piel. 

[40]. 

                                        

Figura 10. Línea celular fibroblastos 3T3 [40] 
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4.7. Caracterización fitoquímica de los extractos y fracciones 

 

4.7.1. Marcha fitoquímica preliminar  

Esta es una técnica que produce una reacción química que reconoce rápidamente 

la estructura molecular del compuesto generando así un cambio de color, es 

utilizada para la caracterización de metabolitos secundarios [41]. 

 

4.7.2. Cromatografía en Capa Delgada (CCD) 

Método de separación de una mezcla de compuestos de una muestra. Su 

fundamento consiste en el desplazamiento de una fase móvil, en estado líquido. 

Esta fase móvil se hace pasar a través de una fase estacionaria, de tal forma los 

compuestos que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria migran 

lentamente con el flujo de la fase móvil, por otro lado los compuestos que se unen 

débilmente a la fase estacionaria, se mueven con mayor rapidez. Como 

consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan 

en bandas o zonas discretas que pueden analizarse cualitativamente [42]. 

4.7.3. Cromatografía Líquida de Ultra Eficiencia (UPLC)  

Técnica de separación, identificación y cuantificación de compuestos de una mezcla 

compleja en una columna de cromatografía en función de la polaridad de los 

compuestos de interés en la muestra y la interacción que tienen con la columna y 

su polaridad, debido a que está basada en la diferente distribución de los 

componentes entre dos fases, una móvil y una estacionaria la cual va a ser retenida 

dentro de la columna. El principio básico cromatográfico es similar al mencionado 

previamente en CCD [43]. 
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5. Objetivos  

 

 

5.1. Objetivo general  

 

Analizar la composición química y evaluar el efecto citotóxico del extracto etanólico 

y fracciones obtenidos a partir de hojas de Annona muricata (guanábana) frente a 

distintas líneas celulares. 

 

5.2. Objetivos específicos 

 

 Evaluar la actividad citotóxica del extracto y fracciones obtenidas a partir 

de hojas de Annona muricata sobre las líneas celulares MCF-7, 4T1, B16, 

3T3 por la técnica de MTT.  

 

 Analizar la composición química de extracto etanólico de hojas de Annona 

muricata y fracciones (diclorometano, acetato de etilo y etanol 50%) por 

técnicas analíticas. 
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6. Metodología 

 

6.1. Material vegetal  

Hojas de guanábana (Annona muricata) fueron colectadas en el municipio de 

Pereira, bajo el Permiso Marco de recolección de especímenes de especies 

silvestres de la Diversidad Biológica para investigación con fines no comerciales” 

otorgados a la Pontificia Universidad Javeriana (resolución No. 00778 del 07 de julio 

de 2017) emitido por la Autoridad Nacional de Licencias Ambientales (ANLA), al 

cual está suscrito el Tutor del Trabajo de Grado. El contrato de Acceso a Recurso 

Genético y sus productos derivados se encuentra en trámite por parte de los 

investigadores en el marco del Programa Colombia Científica. 

6.2. Preparación de extracto etanólico y fraccionamiento  

Las hojas se limpiaron externamente y se secaron en un horno de secado por 96 

horas a 32°C con un 80% de ventilación forzada (figura 11). Posterior al secado, el 

material vegetal fue molido en un procesador de alimentos (figura 12). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Secado de hojas de Annona muricata 

Figura 12. Material vegetal después de molido. 
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El material vegetal seco y molido se extrajo por maceración con etanol (proporción 

1:10, m/v) durante 72 horas, a frio, con agitación ocasional y en oscuridad. 

Transcurrido las 72 horas, el líquido extractor se filtró (figura 13) y el proceso se 

repitió otras 2 veces, totalizando 3 ciclos de extracción, de 72 horas cada uno. 

Posteriormente, los extractos fueron agrupados y secados en evaporador rotatorio 

(figura 14). 

 

Figura 13. Filtración del líquido extractor transcurrido 72 horas. 

 

Figura 14. Secado del extracto en evaporador rotatorio.  

El fraccionamiento del extracto etanólico (30g) se realizó por Cromatografía Líquida 

al Vacío (CLV), utilizando sílica (sílicaFlash) como fase estacionaria (50g) y como 

fase móvil los siguientes solventes (400mL cada solvente) en polaridad creciente 

(hexano, diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcOEt) y etanol 50% 

(hidroalcohólico) (figura 15). Las fracciones obtenidas fueron secadas en 

evaporador rotatorio, el residuo acuoso de la fracción etanol 50% se congeló y se 

liofilizó. 
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Figura 15. Fraccionamiento del extracto etanólico por cromatografía líquida al 
vacío. 

 

6.3. Evaluación de la actividad biológica 

Para las pruebas biológicas se utilizaron las siguientes líneas celulares adherentes: 

La línea celular MCF-7 de adenocarcinoma mamario humano, la línea celular 4T1 

de adenocarcinoma mamario murino, la línea celular B16 de melanoma murino y la 

línea celular 3T3 de fibroblastos de origen murino. 

6.3.1. Cultivo de las líneas celulares 

Las líneas celulares adherentes fueron mantenidas en medio RPMI suplementado 

con suero fetal bovino (SFB) inactivado al (10%), 2mM de L-glutamina, 100U/mL de 

penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina, 0.01 M de buffer de Hepes, 1mM de 

piruvato de sodio y se incubaron en atmósfera húmeda a 37°C y 5% de CO2. Cuando 

las células adherentes alcanzaron el 75% de confluencia, fueron tratadas con 

tripsina/EDTA 1X por 4 minutos, posteriormente lavadas con buffer fosfato 1X (PBS) 

y resuspendidas en medio RPMI suplementado. 

6.3.2. Ensayos de citotoxicidad por MTT 

Para determinar la concentración inhibitoria 50 (CI50) de los extractos que se 

trabajaron en esta investigación se realizó la prueba de MTT. La citotoxicidad de los 

extractos se determinó usando el ensayo MTT, en los cuales se sembró alrededor 

de 3 x 103 células en placas de 96 pocillos, los extractos se administraron  24h 

después y se  aplicaron haciendo una dilución en serie de 250 μg/mL hasta 1,95 

μg/mL, luego se incubó 48 h. Después de las horas de incubación, se reemplazó el 

medio con 100 μL de medio nuevo, con 50 μL de MTT y se incubaron por 4 h a 

37°C. La lectura de la densidad óptica se realizó a 540 nm. 
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6.4. Caracterización fitoquímica de los extractos 

Los extractos y fracciones fueron analizados cualitativamente por Marcha 

Fitoquímica, por Cromatografía en Capa Delgada (CCD) fase normal, con uso de 

distintas fases móvil y por Cromatografía Líquida de Ultra Eficiencia (UPLC), en fase 

reversa, con uso de distintas condiciones cromatográficas. 

 

6.4.1. Marcha fitoquímica preliminar  

Se realizaron pruebas para detectar Carotenoides, Esteroides, Flavonoides, 

Taninos, Saponinas, Cardiotónicos, Cumarinas y Alcaloides.  

Se realizó la siguiente prueba para detección de carotenoides: 

 Prueba de Salkowiski: para realizar este ensayo se adicionó 1 mL de ácido 

sulfúrico al 85%suavemente por las paredes a 1mL de extracto. 

Se realizaron las siguientes pruebas para detección de esteroides: 

 Prueba de Liebermann-Buchard: para realizar este ensayo se adicionó 4 

gotas del reactivo Liebermann-Buchard a 0.5 mL de extracto. 

 Prueba de vainillina-ácido orto-fosfórico: para realizar este ensayo se 

adicionó 4 gotas de reactivo VAO por las paredes del tubo a 0.5 mL de 

extracto. 

Se realizaron las siguientes pruebas para detección de flavonoides: 

 Prueba de Shinoda: para realizar este ensayo se adicionó un trozo de 

magnesio metálico y 5 gotas de HCL 10% a 0.5mL del extracto etanólico.  

 Prueba Rosenhein: para realizar este ensayo se adicionó 0.5 mL de HCl 

concentrado a 0.5 mL de extracto, se mezcló y calentó por 10 minutos, se 

enfrió y agito con 0.4 mL de alcohol amílico. 

 Prueba Leucoantocianidinas: para realizar este ensayo se adicionó 1 mL 

de HCL al 10% al extracto etanólico y se calentó por 10 minutos.  

Se realizaron las siguientes pruebas para detección de taninos: 

 Prueba de Cloruro férrico: para realizar este ensayo se adicionó 2 gotas de 

solución de cloruro férrico en etanol al 1% a 0.5mL de extracto. 

 Prueba de Gelatina-sal: para realizar este ensayo se adicionó 1 mL de 

reactivo gelatina-sal a 1 mL de extracto. 

Se realizaron las siguientes pruebas para detección de saponinas: 

 Prueba de Espuma: para realizar este ensayo se adicionó 5 mL de agua a 

1 mL de extracto y se agitó vigorosamente durante 5 minutos. 
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 Prueba de Rosenthaler: para realizar este ensayo se adicionó 4 gotas de 

reactivo VAO por las paredes del tubo a 0.5 mL del extracto. 

Se realizaron las siguientes pruebas para detección de cardiotónicos: 

 Prueba de Baljet: para realizar este ensayo se adicionó 0.5 mL de reactivo 

de Baljet a 0.5 mL de extracto. 

 Prueba de Molish: para realizar este ensayo se adicionó 1 mL de ácido 

sulfúrico a 0.5 mL de extracto, posteriormente se adicionó 0.5 mL de reactivo 

de Molish gota a gota por las paredes del tubo. 

Se realizó la siguiente prueba para la detección de cumarinas: 

 Prueba de Erlich: para realizar este ensayo se adicionó 1 mL de reactivo de 

Erlich a 1 mL de extracto. 

Se realizaron las siguientes pruebas para la detección de alcaloides: 

 Prueba de Dragendorff: para realizar este ensayo se adicionó 4 gotas de 

reactivo Drangendorff a 1 mL de extracto. 

 Prueba de Valser: para realizar esta prueba se adicionó 4 gotas de reactivo 

de Valser a 1 mL de extracto. 

 Prueba de Mayer: para realizar esta prueba se adicionó 4 gotas de reactivo 

de Mayer a 1 mL de extracto. 

 Prueba de Wagner: para realizar esta prueba se adicionó 4 gotas de reactivo 

de Wagner a 1 mL de extracto.  

 

6.4.2. Cromatografía en capa delgada (CCD) 

Para la realización de la cromatografía en capa delgada se utilizó como fase 

estacionaria cromatofolios (10 x 7 cm) Merck de Sílica Gel 60G F 254. Se utilizaron 

distintas fases móviles dependiendo del grupo de metabolito a caracterizar con 

respecto a los resultados obtenidos en la marcha fitoquímica como lo muestra la 

tabla 4, adicionalmente cada uno cuenta con su respectivo revelador. 
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Tabla 4. Fases móviles y reveladores utilizados dependiendo del metabolito a 
evaluar para extracto y fracciones obtenidas de hojas de A. muricata. 

Metabolito Fase móvil  Revelador 

Flavonoides  Acetato de etilo, ácido 
fórmico, ácido acético, agua. 
[100:12:12:24) 

 Cloroformo, acetona, ácido 
fórmico. (75:16.5:8.5) 

 Acetato de etilo, acetona, 
ácido acético, agua. 
(100:11:11:26) 

 Acetato de etilo, ácido 
acético, agua. (100:11:26) 

Reactivo natural 

Taninos  Acetato de etilo, ácido 
acético, agua. (100:20:30) 

 Acetato de etilo, metano, 
agua. (100:13,5:10) 

 N-butanol, ácido acético, 
agua. (7:1.5:1.5) 

Cloruro férrico 

Alcaloides  Tolueno, acetato de etilo, 
dietilamina. (70:20:10) 

Reactivo Dragendorff 

 

6.4.3. Cromatografía líquida de ultra eficiencia (UPLC) 

El análisis de UPLC se llevó a cabo en Aquity H Class UPLC Waters® con un 

detector de matriz de fotodiodos (PDA), bomba cuaternaria, desgasificador y 

automuestreador. Los datos fueron procesados usando el software Empower® 3. 

Se empleó una columna BEH Shield C18 2.6 µm 100 mm X 2.1 mm Kinetex®, 

mantenida a 35°C ± 1 con gradiente de elución de acetonitrilo (Solvente A) y ácido 

fórmico al 0.1% (Solvente B) de la siguiente manera: 10% A (0-2 min), 15% A (3-

4min), 20% A (5-7min), 30% A (8-9min), 10% A (10min), con un flujo de corrida de 

0.6 mL min-1 y un volumen de inyección de 3µL. Para la detección, la longitud de 

onda empleada fue 340nm mientras que el espectro UV fue monitoreado en un 

rango de 200 a 400nm.  

7. Resultados y discusión  

Al finalizar la metodología descrita anteriormente en este trabajo de investigación 

se obtienen los siguientes resultados dentro de los cuales se encuentra la obtención 

de extracto y sus fracciones con su respectiva caracterización fitoquímica realizada 

por medio de técnicas analíticas como lo son la marcha fitoquímica preliminar, la 

cromatografía en capa delgada (CCD) y la cromatografía de ultra eficiencia (UPLC), 

además se realizó la evaluación citotóxica del extracto y fracciones frente a las 

líneas celulares MCF-7, 4T1, B16 y 3T3.  
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7.1. Obtención de extractos y fracciones 

A partir de 30g de hojas de A. muricata obtenidos después de moler se realizó el 

extracto etanólico descrito anteriormente del cual se obtuvo 3g de masa final, siendo 

un rendimiento del 10%. Posteriormente se hizo el fraccionamiento empleando 2g 

del extracto obtenido. En el momento de realizar el fraccionamiento se utilizó en 

primer lugar el solvente con menor polaridad hasta el de mayor polaridad. 

Específicamente para la fracción diclorometano (DCM), esta fue dividida en 2 

simplemente por el cambio de color que presentó, la primera parte (DCM 1) 

correspondió a una elución de compuestos de color amarilla, en la cual se entiende 

que corresponda en su mayoría a carotenos y en la segunda parte (DCM 2) se 

encuentran las clorofilas debido a que este presentó color verde. La fracción que 

obtuvo un mayor rendimiento corresponde a la de DCM 2 con un 45,9% y la que 

menos obtuvo rendimiento fue la fracción de hexano con 1,0% (tabla 5), por tal razón 

con esta fracción se realizó la evaluación de la actividad citotóxica pero no se 

caracterizó fitoquímicamente.  

 

Tabla 5. Rendimientos de las fracciones obtenidas a partir de extracto etanólico de 
hojas de A. muricata. 

Fracciones Masa a partir de 
2g de extracto  

Rendimiento a 
partir de 2g de 
extracto 

Hexano 20,4mg 1,0% 

DCM 1 35,5mg 1,7% 

DCM 2 919,9mg 45,9% 

AcOEt 328,5mg 16,4% 

Hidroalcohólico 438,2mg 21,9% 

 

7.2. Actividad citotóxica en líneas celulares  

Para establecer la actividad citotóxica del extracto total y las fracciones sobre las 

líneas tumorales MCF-7, 4T1, B16 y los fibroblastos 3T3 se utilizaron placas de 96 

pozos con un rango de concentraciones iniciando por 250 μg /mL, seguido por 125 

μg /mL, 62.5 μg /mL, 31.2 μg /mL, 15.6 μg /mL, 7.8 μg /mL, 3.9 μg /mL y finalmente 

1,95 μg /mL, uno de los parámetros para comparar la citotoxicidad entre el extracto 

y las fracciones es la concentración inhibitoria 50 (CI50) que corresponde a la 

inhibición del 50% del crecimiento de las células tumorales. 

En la figura 16 se observa la disminución significativa en término de viabilidad 

celular entre las células MCF-7 tratadas con el extracto total, las fracciones AcOEt, 

hidroalcohólico y las tratadas con hexano, DCM 1 y DCM 2, las cuales no presentan 

datos significativos, al estimar la concentración inhibitoria 50 (CI50) de cada uno de 

los tratamientos con respecto al control negativo que fue etanol para las fracciones 
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y DMSO para el extracto total, se observa que el tratamiento con mayor actividad 

es el hidroalcohólico con un CI50 de 35.58 μg/mL seguido por el tratamiento con la 

fracción de acetato de etilo (AcOEt) con 59.75 μg/mL, posteriormente el extracto 

total con 79.41 μg/mL y las fracciones con menor actividad corresponden a Hexano 

con 131.4 μg/mL, DCM 1 con 127.8 μg/mL y DCM 2 con un CI50 >250 μg/mL lo cual 

quiere decir que la muerte celular fue muy poca o nula en comparación a los 

primeros extractos nombrados. 
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Figura 16. Ensayo de citotoxicidad (MTT) del extracto y las fracciones de A. muricata sobre la 

línea celular MCF-7. Las células fueron tratadas con el extracto total y las fracciones de A. muricata 

por 48 horas a concentraciones entre 250 y 1.95 µg/mL. El efecto citotóxico fue evaluado utilizando 

la técnica de MTT. Como control negativo se utilizó DMSO para el extracto total y etanol para las 

fracciones y como control positivo Doxorrubicina (DOXO) a concentraciones de 2.5 hasta 0.019 µM. 

La significancia estadística fue evaluada por ANOVA y con respecto al control negativo por medio 

de la prueba Bonferroni’s.* P <0,05 

Para las células 4T1 tratadas con el extracto y las fracciones obtenidas de hojas de 

A. muricata (figura 17) se observa disminución en término de viabilidad celular en 

las fracciones: hidroalcohólico y acetato de etilo con un CI50 de 14.65 μg/mL y 26.63 

μg/mL respectivamente, seguido se observa el extracto total con un CI50 de 55.86 

μg/mL posteriormente está la fracción de hexano con 214.2 μg/mL,  DCM 1 con 

215.4 μg/mL y por último la fracción DCM 2 con una concentración inhibitoria 50 

>250 μg/mL en las cuales se evidencia un aumento en la proliferación celular. 
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Figura 17. Ensayo de citotoxicidad (MTT) del extracto y las fracciones de A. muricata sobre la 

línea celular 4T1. Las células fueron tratadas con el extracto total y las fracciones de A. muricata 

por 48 horas a concentraciones entre 250 y 1.95 µg/mL. El efecto citotóxico fue evaluado utilizando 

la técnica de MTT. Como control negativo se utilizó DMSO y como control positivo Doxorrubicina 

(DOXO) a concentraciones de 2.5 hasta 0.019 µM. La significancia estadística fue evaluada por 

ANOVA y con respecto al control negativo por medio de la prueba Bonferroni’s.* P <0,05 

Por otro lado los resultados obtenidos para las células tumorales B16 (figura 18) se 

observa una similitud con respecto a las líneas tumorales MCF-7 y 4T1 debido a 

que las fracciones con mayor actividad con respecto a la disminución en la viabilidad 

celular son el hidroalcohólico y el de acetato de etilo con CI50 de 16.32 y 49.5 μg/mL, 

además el extracto total también presenta actividad con 47.54 μg/mL, de igual forma 

los extractos con menor actividad corresponden a hexano, DCM 1 y DCM 2 como 

se observó en las otras líneas tumorales tratadas, estos últimos con un CI50 >250, 

195.4 y >250 μg/mL respectivamente. 
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Figura 18. Ensayo de citotoxicidad (MTT) del extracto y las fracciones de A. muricata sobre la 

línea celular B16. Las células fueron tratadas con el extracto total y las fracciones de A. muricata 

por 48 horas a concentraciones entre 250 y 1.95 µg/mL. El efecto citotóxico fue evaluado utilizando 

la técnica de MTT. Como control negativo se utilizó DMSO y como control positivo Doxorrubicina 

(DOXO) a concentraciones de 2.5 hasta 0.019 µM. La significancia estadística fue evaluada por 

ANOVA y con respecto al control negativo por medio de la prueba Bonferroni’s.* P <0,05 
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Por último se realizó la evaluación de la citotoxicidad en células 3T3 las cuales 

corresponden a fibroblastos, se realiza esta evaluación para determinar la CI50 del 

extracto total y las fracciones de la misma forma que en las células tumorales y así 

posteriormente poder evaluar el índice de selectividad y determinar si los extractos 

son más tóxicos para las células tumorales o para las células normales, como se 

observa en la figura 19 los extractos que generan una disminución en la viabilidad 

celular son: el extracto total y las fracciones hidroalcohólico y acetato de etilo con 

CI50 de 30.5, 17.64 y 15.27 μg/mL respectivamente y los menos citotóxicos con 

respecto a su CI50 son los de hexano con 169 μg/mL y las fracciones de DCM 1 y 

DCM 2 con un CI50 >250 μg/mL. 
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Figura 19. Ensayo de citotoxicidad (MTT) del extracto y las fracciones de A. muricata sobre la 

línea celular 3T3. Las células fueron tratadas con el extracto total y las fracciones de A. muricata 

por 48 horas a concentraciones entre 250 y 1.95 µg/mL. El efecto citotóxico fue evaluado utilizando 

la técnica de MTT. Como control negativo se utilizó DMSO y como control positivo Doxorrubicina 

(DOXO) a concentraciones de 2.5 hasta 0.019 µM. La significancia estadística fue evaluada por 

ANOVA y con respecto al control negativo por medio de la prueba Bonferroni’s.* P <0,05 

 

En la tabla 6 se reportan las CI50 obtenidas para el extracto y las fracciones de A. 

muricata donde se observa que el extracto total y las fracciones de AcOEt y el 

hidroalcohólico presentan actividad citotóxica significativa en las diferentes líneas 

celulares.  
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Tabla 6. Datos obtenidos de las CI50 del extracto total y las fracciones de A. 
muricata sobre las líneas celulares MCF-7, 4T1, B16 y 3T3. 

 Fracciones Líneas celulares 

MCF-7 4T1 B16 3T3 

 
 
 

CI50 
μg/mL 

Extracto total 79.41±50 55.86±14 47.54±11 30.5±11 

Hexano 131.4±15 214.2±41 >250 169±19 

DCM 1 127.8± 215.4± 195.4± >250 

DCM 2 >250* >250 >250 >250 

AcOEt 59.75±29 26.63±7 49.5±15 15.27±24 

Hidroalcohólico  35.58±25 14.65±9 16.32±7 17.64±1 

*>250 representa los valores de CI50 superiores a 250 μg/mL. 

 

Con respecto a los resultados obtenidos anteriormente en las líneas celulares 

tratadas con el extracto y las fracciones se observó que las fracciones de acetato 

de etilo y el hidroalcohólico junto al extracto total presentan una disminución 

representativa en cada una de las líneas celulares, en especial la fracción 

hidroalcohólica en todas las líneas celulares presenta concentraciones inhibitorias 

50 menores a las de los demás extractos. 

En comparación con trabajos previos se ha observado que el extracto etanólico de 

hojas de Annona muricata en células tumorales de próstata PC-3 presenta un IC50 

de 63 μg/mL [10] el cual no difiere con los resultados obtenidos en el presente 

trabajo con otras líneas celulares ya que en el extracto etanólico total se evidenció 

una disminución en la viabilidad celular en las líneas tumorales MCF-7, 4T1 y B16 

con CI50 de 79.41, 55.86 y 47.54 μg/mL respectivamente. Por otro lado en otro 

estudio se observó la actividad citotóxica que presenta la fracción de acetato de etilo 

frente a la línea celular MCF-7 con un CI50 de 6.39 μg/mL [44] lo cual también es 

coherente con los datos obtenidos en este trabajo donde esta fracción fue de las 

que presentó una mayor actividad frente a todas las líneas celulares tratadas.  

Sin embargo se conoce que la mayoría de los fármacos con actividad antitumoral 

presentan toxicidad frente a células normales [45] aunque con los derivados de 

plantas esta toxicidad disminuye, por tal razón se realizó la evaluación citotóxica del 

extracto y las fracciones obtenidas de hojas de A. muricata sobre células normales 

o fibroblastos primarios de embriones de ratón (3T3), de igual forma que en las 

células tumorales los tratamientos fueron puestos en placas de 96 pozos con 

diferentes concentraciones partiendo de 250 μg/mL hasta 1.95 μg/mL durante 48 

horas. Adicionalmente se determina el índice de selectividad [46]  

𝐼𝑆 =
𝐶𝐼50 𝑓𝑖𝑏𝑟𝑜𝑏𝑙𝑎𝑠𝑡𝑜𝑠 3𝑇3

𝐶𝐼50 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟𝑎𝑙
 

El índice de selectividad indica si el tratamiento es más tóxico para células tumorales 

que para células normales. Si el valor es >1 las fracciones son más citotóxicas para 
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las células tumorales que para las normales, pero si el valor es <1 significa que es 

más citotóxico para las células normales que para las tumorales. [47] Como se 

observa en la tabla 7, el extracto que presenta una actividad mayor en la célula 

tumoral MCF-7 que en la normal corresponde a la fracción de hexano, aunque la 

actividad frente a la línea celular no es representativa ya que no presenta 

citotoxicidad. Los demás muestran una mayor citotoxicidad para las células 

normales. Por otro lado para las líneas celulares 4T1 y B16 (tabla 8 y 9) se observa 

que la fracción con mayor actividad citotóxica y con un índice de selectividad >1 

corresponde al hidroalcohólico por lo tanto esta sería la fracción que podría arrojar 

un mejor resultado con respecto al tratamiento en dichas líneas celulares debido a 

que resulta ser más citotóxico para las células tumorales que para las normales. En 

estudios previos donde se evalúan diferentes extractos y fracciones del fruto y 

semillas de A. muricata se observó un valor de IS >1 lo que indica que fue más 

toxico para las células tumorales que para las normales [48], este resultado difiere 

con lo visto en este estudio ya que como se nombró anteriormente solo se encontró 

que en el extracto hidroalcohólico hay más citotoxicidad en las células 4T1 y B16 

que en las células normales 3T3 y para las demás fracciones resultó ser más tóxico 

para las células normales.  

 

Tabla 7. Índice de selectividad a partir de la CI50 de extracto y fracciones de hojas 
de A. muricata sobre la línea celular normal 3T3 y la línea celular tumoral MCF-7. 

 Fracciones Líneas celulares Índice de 
selectividad MCF-7 3T3 

 
 
 

CI50 
μg/mL 

Extracto total 79.41 30.5 0.38 

Hexano 131.4 169 1.2 

DCM1 127.8 >250 >1 

DCM2 >250* >250 >1 

AcOEt 59.75 15.27 0.25 

Hidroalcohólico  35.58 17.64 0.49 

*>250 representa los valores de CI50 superiores a 250 μg/mL. 

Tabla 8. Índice de selectividad a partir de la CI50 de extracto y fracciones de hojas 
de A. muricata sobre la línea celular normal 3T3 y la línea celular tumoral 4T1. 

 Fracciones Líneas celulares Índice de 
selectividad 4T1 3T3 

 
 
 

CI50 
μg/mL 

Extracto total 55.86 30.5 0.54 

Hexano 214.2 169 0.78 

DCM1 215.4 >250 >1 

DCM2 >250* >250 >1 

AcOEt 26.63 15.27 0.57 

Hidroalcohólico  14.65 17.64 1.2 

*>250 representa los valores de CI50 superiores a 250 μg/mL. 
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Tabla 9. Índice de selectividad a partir de la CI50 de extracto y fracciones de hojas 
de A. muricata sobre la línea celular normal 3T3 y la línea celular tumoral B16. 

 Fracciones Líneas celulares Índice de 
selectividad B16 3T3 

 
 
 

CI50 
μg/mL 

Extracto total 47.54 30.5 0.64 

Hexano >250 169 <1 

DCM1 195.4 >250 >1 

DCM2 >250* >250 >1 

AcOEt 49.5 15.27 0.31 

Hidroalcohólico  16.32 17.64 1.08 

*>250 representa los valores de CI50 superiores a 250 μg/mL. 

Adicionalmente se analizó el efecto en la morfología como se observa en las figuras 

20, 21 y 22 de las líneas celulares tumorales tratadas con el extracto total y las 

fracciones que presentaron mayor actividad como lo son la de acetato de etilo y el 

hidroalcohólico a una concentración de 125 μg/mL se observan cambios que 

comúnmente son observados en células tumorales que están en proceso de muerte, 

cambios tales como aparición de vesículas intracelulares, alteraciones en la 

membrana celular, restos celulares y en algunas se observan células destruidas en 

comparación con el control negativo (etanol) donde no se altera su morfología. 

   

   

Figura 20. Cambios morfológicos del extracto total de A. muricata y las fracciones de acetato 
de etilo e hidroalcohólico sobre las líneas celulares tumorales MCF-7. Las células MCF-7 fueron 
tratadas con diferentes concentraciones del extracto y las fracciones  por 48 horas. Se evaluaron los 
cambios por observación directa al microscopio utilizando objetivo 20X. (A) Extracto total a 125 
μg/mL, (B) AcOEt a 125 μg/mL, (C) Hidroalcohólico a 125 μg/mL (D) Control negativo (etanol) a 125 
μg/mL, (E) Control positivo (DOXO) a 1.25μM. 

 

A B C 

D E 
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Figura 21. Cambios morfológicos del extracto total de A. muricata y las fracciones de acetato 
de etilo e hidroalcohólico sobre las líneas celulares tumorales 4T1. Las células 4T1 fueron 
tratadas con diferentes concentraciones del extracto y las fracciones  por 48 horas. Se evaluaron los 
cambios por observación directa al microscopio utilizando objetivo 20X. (A) Extracto total a 125 
μg/mL, (B) AcOEt a 125 μg/mL, (C) Hidroalcohólico a 125 μg/mL (D) Control negativo (etanol) a 125 
μg/mL, (E) Control positivo (DOXO) a 1.25μM. 

      

   

Figura 22. Cambios morfológicos del extracto total de A. muricata y las fracciones de acetato 
de etilo e hidroalcohólico sobre las líneas celulares tumorales B16. Las células B16 fueron 
tratadas con diferentes concentraciones del extracto y las fracciones  por 48 horas. Se evaluaron los 
cambios por observación directa al microscopio utilizando objetivo 20X. (A) Extracto total a 125 
μg/mL, (B) AcOEt a 125 μg/mL, (C) Hidroalcohólico a 125 μg/mL (D) Control negativo (etanol) a 125 
μg/mL, (E) Control positivo (DOXO) a 1.25μM. 
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7.3. Caracterización fitoquímica de extractos 

 

7.3.1. Marcha fitoquímica preliminar 

Después de realizar las metodologías descritas anteriormente para cada uno de los 

compuestos buscados, se obtuvo los resultados de cada una de las pruebas (tabla 

10), demostrando principalmente la presencia de flavonoides, taninos y alcaloides 

en el extracto etanólico analizado. 

Tabla 10. Resultados obtenidos de la realización de la marcha fitoquímica preliminar 
al extracto etanólico de hojas de A. muricata.   

 
METABOLITO 
SECUNDARIO 

 
PRUEBA QUIMICA 

Resultados 
para 

 Annona 
muricata 

CAROTENOIDES Salkowiski - 

ESTEROIDES 

Liebermann-
Burchard 

- 

Vainillina-Ácido 
orto-fosfórico 

- 

Flavonoides 

Shinoda + 

Rosenhein + 

Leucoantocianidinas + 

TANINOS 

Cloruro férrico ++ 

Gelatina-sal - 

SAPONINAS 
Espuma + 

Rosenthaler - 

CARDIOTONICOS 

Baljet - 

Molish - 

CUMARINAS 
Erlich + 
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ALCALOIDES 

Dragendorff +++ 

Valser +++ 

Mayer +++ 

Wagner ++ 

 

Como se observa en los resultados obtenidos por la marcha fitoquímica preliminar 

(tabla 10), el extracto etanólico de hojas de A. muricata presenta flavonoides, 

taninos y alcaloides, lo cual es coherente con lo encontrado en estudios anteriores 

donde se ha demostrado gran cantidad de estos metabolitos presentes en extractos 

de la misma planta. [22,23].  

 

 

7.3.2. Cromatografía en capa delgada (CCD) 

Se realizó la cromatografía en capa delgada para determinar únicamente 

flavonoides, taninos y alcaloides debido a que fueron los resultados obtenidos 

anteriormente en la marcha fitoquímica preliminar. Para la identificación de 

flavonoides en el extracto y fracciones, las placas fueron reveladas con reactivo 

natural y observado bajo luz UV a 365nm. Se observaron diferentes colores, los 

cuales dependen del tipo de núcleo del flavonoide. En la figura 23 se observan 

bandas de colores amarillos y verdes los cuales corresponden a flavonoides. 

Adicionalmente, debido a polaridad de la fase móvil, y en comparación con el 

estándar de rutina, se puede inferir que estos flavonoides sean glicosilados [49].  El 

acúmulo de estos compuestos se observó en el extracto total y en las fracciones 

DCM 1, DCM 2 e hidroalcohólica. Estos resultados concuerdan con lo descrito en 

estudios anteriores donde se ha encontrado la presencia de flavonoides en el 

extracto etanólico de hojas de A. muricata [10], adicionalmente se observa la 

presencia de rutina que se usó como control y esto según con lo descrito en otros 

estudios es coherente, debido a que se han reportado presencia de flavonoides 

como quercentina, quenferol y rutina [50]. 
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Figura 23. Perfil cromatográfico para flavonoides glicosilados de extracto y fracciones 
obtenidas de hojas de A. muricata en sistema de solventes, Acetato de etilo- ácido acético- 
agua (100:11:26) revelado con reactivo natural/UV 365nm. Los puntos de siembra 
corresponden a: (1) Extracto total, (2) DCM 1, (3) DCM 2, (4) AcOEt, (5) hidroalcohólico (6) 
rutina 

  

Para la identificación de taninos se utilizó cloruro férrico el cual revela por medio de 

calor color azul para taninos hidrolizables y verde para taninos condensados [51] 

como se observa en la imagen 24, el extracto total y las fracciones DCM 2 y AcOEt 

presentan coloraciones características para taninos tanto hidrolizables como 

condensados para el extracto y dichas fracciones. 

 

Figura 24. Perfil cromatográfico para taninos de extracto y fracciones obtenidas de hojas de 

A. muricata en sistema de solventes, Acetato de etilo- ácido acético- agua (100:20:30) revelado 

con cloruro férrico. Los puntos de siembra corresponden a: (1) Extracto total, (2) DCM 1, (3) 

DCM 2, (4) AcOEt, (5) hidroalcohólico. 

 

Para la identificación de alcaloides se utilizó el reactivo Dragendorff el cual revela 

inmediatamente colores entre café y naranja [52] como se observa en la imagen 25, 

el extracto total y las fracciones DCM 2 y AcOEt presentan coloraciones 

características para alcaloides. En luz UV a 254nm (imagen 26) los alcaloides 

causan fluorescencia que con el tiempo disminuye su intensidad. Con respecto al 

1 2 3 4 5 6 

1 2 3 4 5 
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patrón, la cafeína solo se observa a 254nm y comparándolo con el extracto y 

fracciones se observa que la fracción de AcOEt presenta este metabolito, además 

se ha reportado la presencia de alcaloides como: Annomuricina, reticulina y 

coclourina [50] los cuales podrían corresponder a las demás bandas observadas.  

 

Figura 25. Perfil cromatográfico para alcaloides de extracto y fracciones obtenidas de hojas 
de A. muricata en sistema de solventes, Tolueno- acetato de etilo- dietilamina (70:20:10) 
revelado con reactivo Dragendorff. Los puntos de siembra corresponden a: (1) Extracto total, 
(2) DCM 1, (3) DCM 2, (4) AcOEt, (5) hidroalcohólico, (6) cafeína. 

 

Figura 26. Perfil cromatográfico para alcaloides de extracto y fracciones obtenidas de hojas 
de A. muricata en sistema de solventes, Tolueno- acetato de etilo- dietilamina (70:20:10) visto 
a 254nm. Los puntos de siembra corresponden a: (1) Extracto total, (2) DCM 1, (3) DCM 2, (4) 
AcOEt, (5) hidroalcohólico, (6) cafeína. 

 

Con respecto a los resultados encontrados en las cromatografías en capa delgada, 

se puede inferir que la actividad citotóxica encontrada en los MTT puede deberse a 

la presencia de estos metabolitos (flavonoides, alcaloides y taninos). Los 

flavonoides fueron encontrados en el extracto total y las fracciones DCM 1, DCM 2 

y el hidroalcohólico el cual fue el que presentó una mayor actividad citotóxica y que 

según el incide de selectividad resulta ser más tóxico en las líneas tumorales 4T1 y 

B16 y menos tóxico en las células normales 3T3, el extracto total también presentó 

citotoxicidad frente a las células tumorales, sin embargo su toxicidad fue mayor en 

1 4 

1 2 

2 3 

3 4 5 

5 

6 

6 
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las células normales, por otro lado se observó la presencia de taninos y alcaloides 

en la fracción AcOEt lo cual se relaciona con estudios previos donde se demostró 

el contenido de alcaloides en la fracción de acetato de etilo[53] lo que también 

podría corresponder a la citotoxicidad presentada en las líneas celulares. La 

citotoxicidad elevada que presenta el extracto total y las fracciones frente a los 

fibroblastos podría deberse también a la presencia de acetogeninas, las cuales se 

ha demostrado que inducen con éxito la muerte en células tumorales pero con 

efectos secundarios debilitantes como neurotoxicidad [10] lo cual nos indica su alto 

nivel de toxicidad en las células. 

7.3.3. Cromatografía líquida de ultra eficiencia (UPLC)  

Se realizó la cromatografía líquida de ultra eficiencia para determinar la presencia 

de flavonoides en los extractos que presentaron mayor actividad citotóxica los 

cuales fueron el extracto total y las fracciones acetato de etilo e hidroalcohólico, en 

los resultados no se muestra el cromatograma  de acetato de etilo debido a que no 

se observaron resultados significativos en este, por otro lado en la figura 27 se 

observa el perfil cromatográfico del extracto total donde se encuentran las bandas 

comprendidas entre los minutos 5 y 6.1 cuyo espectro UV observado en la figura 28 

es característico de flavonoides tipo flavonol donde la primera banda se ha 

observado que se encuentra entre 250 y 300nm y el segundo entre 350 y 400nm 

[54]. Adicionalmente, se observa la presencia de una banda entre los minutos 8.1 y 

8.3 hacia la región apolar (parte derecha) del cromatograma en las longitudes de 

onda 320, 280 y 254nm (figura 27) la cual al ser analizada por el espectro UV (figura 

29) se determina que es diferente al encontrado en las demás bandas que 

corresponden a flavonoides y se podría inferir que esta correspondería a un tanino. 
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Figura 27. Perfil cromatográfico de UPLC del extracto etanólico de hojas de A. 
muricata en acetonitrilo (Solvente A) y ácido fórmico al 0.1% (Solvente B) 
monitoreado en un rango de 200 a 400nm. Los cromatrogramas corresponden a las 
longitudes de onda: (A) 340nm, (B) 320nm, (C) 280nm, (D) 254nm 

 

 

 

A 

B 

C 
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Figura 28. Espectro de absorción ultravioleta-visible de un tipo de flavonoide 
encontrado en el perfil cromatográfico del extracto etanólico de hojas de A. muricata. 

 

Figura 29 Espectro de absorción ultravioleta-visible de un posible tanino encontrado 
en el perfil cromatográfico del extracto etanólico de hojas de A. muricata a las 
longitudes de onda 340, 280 y 254nm 

 

En la figura 30 se observa el cromatograma para la identificación de flavonoides 

presentes en la fracción hidroalcohólica donde se encuentran bandas comprendidas 

entre los minutos 4.8 y 6.3 a diferentes longitudes de onda; 340, 320, 280 y 254nm, 

los cuales al observar el espectro de absorción (figura 31) demuestran un perfil 

característico para flavonoides de tipo flavonol donde la primera banda observada 

se encuentra entre 250 y 300nm y el segundo entre 350 y 400nm [54].  
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Figura 30. Perfil cromatográfico de UPLC de la fracción hidroalcohólica del extracto 
de hojas de A. muricata en acetonitrilo (Solvente A) y ácido fórmico al 0.1% (Solvente 
B) monitoreado en un rango de 200 a 400nm. Los cromatrogramas corresponden a 
las longitudes de onda: (A) 340nm, (B) 320nm, (C) 280nm, (D) 254nm. 
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Figura 31. Espectro de absorción ultravioleta-visible de un tipo de flavonoide 
encontrado en el perfil cromatográfico de la fracción hidroalcohólica de hojas de A. 
muricata. 

Con respecto a los resultados observados en los cromatogramas y sus respectivos 

espectros de absorción se puede determinar que los metabolitos presentes en el 

extracto total y la fracción hidroalcohólica corresponden a flavonoides y podrían 

indicar a flavonoides de tipo flavonol debido a los espectros de absorción que 

presentan, además se encontró la presencia de un posible tanino en el extracto total 

el cual es acorde a lo encontrado en la marcha fitoquímica, de acuerdo a esto se 

puede inferir que la presencia de flavonoides en el extracto total y en la fracción 

hidroalcohólica se da al ser las fracciones más polares, de acuerdo a estudios 

previos se observa que habría una mayor actividad antioxidante en el extracto 

realizado con etanol que en uno con metanol debido a que los compuestos extraídos 

en extracto etanólico son ligeramente más polares que los extraídos con metanol 

[55]. 

En relación con los resultados obtenidos por la cromatografía en capa delgada se 

corrobora la presencia de flavonoides en el extracto total y en la fracción 

hidroalcohólica, además también se observó el escaso o nulo contenido de 

flavonoides en la fracción de acetato de etilo (AcOEt) los cuales no se observaron 

en ninguna de las dos cromatografías realizadas (CCD y UPLC). Al relacionar todos 

los resultados obtenidos en este estudio se puede decir que la citotoxicidad 

presentada tanto para el extracto total como para las fracciones de acetato de etilo 

y la hidroalcohólica se debe a la presencia de los metabolitos secundarios 

encontrados, los cuales corresponden a taninos, alcaloides y flavonoides para el 

extracto total, se encontró que la fracción de acetato de etilo esta enriquecida con  

taninos y alcaloides y la fracción hidroalcohólica se encuentra enriquecida con 

flavonoides, a estos últimos se le podría atribuir la actividad citotóxica presente la 

cual dio mayor para las líneas celulares tumorales que para las no tumorales o 

fibroblastos 3T3.   
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8. Conclusiones 

 

El extracto etanólico obtenido de hojas de A. muricata y especialmente sus 

fracciones de mediana-alta polaridad como acetato de etilo y el hidroalcohólico 

fueron las que presentaron actividad citotóxica frente a las células tumorales 

tratadas con respecto a las demás fracciones. Adicionalmente se observó que estas 

fracciones poseen un mayor contenido de metabolitos secundarios como 

flavonoides, taninos y alcaloides, por lo cual sugiere que estos compuestos puedan 

estar relacionados con la actividad biológica encontrada. Sin embargo, valores del 

índice de selectividad indica que la fracción hidroalcohólica es más citotóxica para 

líneas celulares tumorales (4T1 y B16) en comparación a la fracción  acetato de etilo 

y el extracto total  que resultan ser citotóxicas para los fibroblastos 3T3 y para las 

células tumorales. 
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9. Perspectivas 

 

Teniendo en cuenta la actividad citotóxica elevada que presenta el extracto 

etanólico de hojas de A. muricata y sus fracciones a las células normales o 

fibroblastos 3T3 se recomienda realizar los ensayos en otras líneas celulares 

normales para comparar la actividad que se presenta.  

Es importante continuar con los ensayos que permitan definir cuál es el tipo de 

muerte celular en las diferentes líneas celulares e incluso estudiar otras líneas 

celulares que se han encontrado se presenta actividad favorable.  

Por otro lado se debe continuar con la caracterización fitoquímica del extracto y sus 

fracciones para encontrar otros metabolitos presentes por medio de la cromatografía 

líquida de alta eficiencia (UPLC) y cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (GC-MS). Adicionalmente realizar el fraccionamiento de 

la fracción hidroalcohólica y evaluar su actividad biológica y su composición 

fitoquímica.  
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