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Resumen 

 

El guanábano (Annona muricata L.) es una planta frutícola 

de la familia Anonáceas. Se ha reportado la presencia de 

acetogeninas citotóxicas. La investigación tiene gran 

relevancia debido a sus actividades biológicas .El presente 

trabajo analiza el efecto del extracto acuoso y etanólico de 

A.muricata en células HeLa(CCL-2,adenocarcinoma 

cervicouterino humano).Materiales: marcador de 

proteínas(BIOLINE), cámaraAxioCamERc5(ZEISS) y 

microscopio(LABOMED). Metodología: Se molió con 

mortero hojas de Nayarit México. Se obtuvo extracto 

acuoso de 10 g con 50 ml de agua destilada hirviendo. El 

extracto etanólico empleó 10 g de material molido, se hizo 

una extracción con 50 ml de etanol al 95%, se filtró y se 

realizó una evaporación hasta tener 25ml.Se cultivó a las 

células en medio DMEM con SFB10% a 37°C en 

incubadora de CO2 HealForce al 5%.La actividad 

metabólica mitocondrial se determinó por ensayo XTT, la 

biomasa por método de cristal violeta y el patrón de 

proteínas totales por SDS-PAGE al 10%.Los resultados 

muestran que ambos extractos tienen efecto sobre las 

células cancerígenas HeLa, ya que el análisis morfológico 

por tinción con azul de metileno indica alteraciones. No 

hay degradación de proteínas totales. En conclusión se 

observa que las hojas de A.muricata sí causan daño en la 

estructura de las células y un efecto significativo sobre la 

actividad metabólica celular dependiendo de la 

concentración.   

 

Citotoxicidad, Cáncer, HeLa 

Abstract 

 

The guanabano (Annona muricata L.) is a fruit plant of the 

family Anonáceas [1]. The presence of cytotoxic 

acetogeninas has been reported. The present work 

analyzes the effect of the aqueous and ethanolic extract of 

A. muricata on HeLa cells (CCL-2, human cervical 

adenocarcinoma) .Materials: protein marker (BIOLINE), 

cameraAxioCamERc5 (ZEISS) and microscope 

(LABOMED). Method: Nayarit México was ground with 

mortar. A 10 g aqueous extract was obtained with 50 ml 

of boiling distilled water. The ethanolic extract used 10 g 

of ground material, an extraction was made with 50 ml of 

95% ethanol, filtered and evaporated to 25 ml. Cells were 

cultured in DMEM medium with SFB10% at 37 ° C in a 

5% CO2 HealForce incubator. Mitochondrial metabolic 

activity was determined by XTT assay, biomass by crystal 

method violet and total protein pattern by 10% SDS-

PAGE. The results show that both extracts have effect on 

the HeLa cancer cells, since the morphological analysis by 

staining with methylene blue indicates alterations. There 

is no degradation of total proteins. In conclusion, it is 

observed that A.muricata leaves do cause damage to the 

cell structure and a significant effect on the cellular 

metabolic activity depending on the concentration. 
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Introducción 

 

El cáncer es una de las principales causas de 

morbilidad y mortalidad en el mundo. En 2012 

se registraron alrededor de 14 millones de 

nuevos casos. El cáncer es la segunda causa de 

muerte en el mundo; en 2015, ocasionó 8,8 

millones de defunciones. Casi una de cada seis 

defunciones en el mundo se debe a esta 

enfermedad. El impacto económico del cáncer es 

sustancial y va en aumento. Según las 

estimaciones, el costo total atribuible a la 

enfermedad en 2010 ascendió a US$ 1,16 

billones. La Annona muricata, también conocida 

como guanábana es un pequeño árbol 

perteneciente a la familia Annonaceae, género 

Annona. Es un árbol frutal con una larga historia 

de uso tradicional. Annona muricata también es 

conocida como graviola guanábana, es una 

planta perenne que es principalmente 

distribuidas en regiones tropicales y 

subtropicales del mundo.  

 

Tiene una amplia gama de aplicaciones 

medicinales en comunidades indígenas de África 

y América del sur. Los frutos de A. muricata se 

utilizan para preparar jarabes, caramelos, 

bebidas, helados y batidos. Por otra parte, 

existen numerosas investigaciones que han 

probado que tiene una actividad anti cáncer, 

anticonvulsivo, antiartrítico, antiparasitario, 

antipalúdico, hepatoprotector, antidiabético, 

hipotensor, analgésico y antiinflamatorio.  

 

Dichas propiedades se deben a la presencia 

de acetogeninas principalmente en las hojas de 

Annona muricata. Las acetogeninas de 

anonáceas, son sustancias cerosas que resultan 

de la combinación de ácidos grasos de cadena 

larga (C33 o C34), con una unidad de 2-ptopanol 

en el carbono 2 para formar una lactina. Los 

mecanismos de la actividad biológica es 

mediante la inhibición del complejo I de la 

cadena respiratoria mitocondrial. La actividad 

inhibitoria de las ACG sobre la proliferación 

celular de las líneas cancerosas es heterogénea, 

y esto no es sorprendente si se considera que 

cada línea proviene de eventos de carcinogénesis 

específicos, por lo que diversos genes se 

expresan y/o suprimen, aún en las líneas que 

provienen de un mismo órgano. Así, otros 

factores además de las ACG deben estar 

involucrados.  

 

 

Para evitar la muerte, las células expuestas 

a las ACG pudieran activar mecanismos para 

superar aunque sea de manera transitoria, la 

reducción energética y la producción de especies 

reactivas de oxígeno, productos de la inhibición 

del complejo I mitocondrial. Entre estos 

mecanismos se encuentran el incremento de la 

glicólisis anaerobia, la expresión de factores 

antiapoptóticos y una respuesta antioxidante con 

las enzimas superóxido dismutasa, catalasa y 

glutatión peroxidasa. Se ha descrito que las ACG 

inducen la muerte celular programada, con el 

incremento de las proteínas proapoptóticas Bad 

y Bax y de inhibidores de la progresión del ciclo 

celular, aunque aún no está claro su mecanismo 

de activación, es posible que sea mediante la vía 

mitocondrial con la pérdida del potencial de 

membrana. Las posibilidades del uso terapéutico 

de A. muricata representa un área potencial en el 

tratamiento de enfermedades infecciosas y 

neurodegenerativas. 

 

Materiales y Métodos 

 

Extracto acuoso (Método infusión) 

 

Pesar 20 gramos de hojas de A. muricata. 

Colocar en un vaso de precipitado 100 ml de 

agua destilada y se calienta en plancha de 

calentamiento. Una vez que el agua haya hervido 

verter las hojas y dejar unos segundos, tapar y 

retirar de la fuente de calor.  Enfriar, filtrar y 

envasar en un frasco ámbar. 

 

Extracto etanólico  

 

Secar al aire y posteriormente en horno a 45 °C 

y se molieron y tamizaron hasta obtener un polvo 

fino. Pesar 20 g del material molido y se realiza 

una extracción con 100 mL de etanol al 95 % 

caliente, se deja enfriar para posteriormente 

realizar una filtración en frío y una evaporación 

hasta tener un volumen de 50mL. Se afora el 

extracto obtenido a 100 ml con agua destilada 

obteniendo un extracto etanólico concentrado. 

 

Cultivo celular 

 

Para este estudio se utilizó un cultivo de células 

HeLa ATCC No. CCL-2 (Células de 

adenocarcinoma cervicouterino humano), las 

cuales fueron cultivadas en medio DMEM con 

SFB 10% bajo las condiciones de 5% de CO2 a 

37°C. 
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Ensayo de citotoxicidad 

 

La citotoxicidad celular se evaluó con dos 

técnicas diferentes, con Ensayo de actividad 

metabólica XTT y determinación de Biomasa.  

Ensayo de actividad metabólica XTT. La 

actividad metabólica se determinó cuantificando 

la capacidad de las células para reducir la sal de 

tetrazolio XTT amarilla (2,3-bis (2-metoxi-4-

nitro-5-sulfofenil) -2-h-tetrazolio-5-

carboxanilida) a formazan, por enzimas 

deshidrogenasas (mitocondrias) en células 

metabólicamente activas.  

 

Después de la incubación, las células se 

lavaron dos veces con PBS precalentado (37ºC). 

Posteriormente, se determinar la absorción del 

colorante de formazan a una longitud de onda de 

490 nm en un espectrofotómetro de placa de 

microtitulación (Epoch Biotek). Para llevar a 

cabo dicho ensayo se utilizó con una placa de 96 

pozos con células HeLa expuestas a partir de 

100μl de extracto etanólico y acuoso 

respectivamente por dilución seriada a las cuales 

se les aplicó el ensayo con XTT.   

 

Determinación de Biomasa 

 

Para la determinación de Biomasa se lavó cada 

pocito con PBS. Se fijaron  las muestras con 

metanol al 99% por 15 minutos a temperatura 

ambiente. La fijación es esencialmente un 

método para la preservación de la morfología y 

composición química de la celular. 

 

Después se lavó el metanol con PBS. Se 

adicionó cristal violeta al 0.001% por 5 minutos, 

el cristal violeta tiende a fijarse en los núcleos 

celulares, de manera que puede establecerse la 

relación directa entre el número de células 

viables  y la cantidad de cristal violeta fijado.  

 

Se agregó  ácido acético al 33%por 10 

minutos. La determinación se basa en la 

formación de NADH medido por el aumento de 

la absorción de luz (490 nm). Debido al 

equilibrio de la reacción indicadora precedente, 

la cantidad de NAD formado no es linealmente 

(directamente) proporcional a la concentración 

de ácido acético. Por último se recuperó el 

sobrenadante y se realizó una absorbancia a 570 

nm.  

 

 

 

 

Análisis estructural 

 

Con la finalidad de analizar la estructura celular 

se empleó la microscopía de campo claro. Las 

células se fijaron con 0.05% 

Glutaraldehido+4%p-formaldehido en PBS. Se 

añadió azul de metileno durante 5 minutos. Estas 

fueron lavadas con PBS nuevamente. Se montó 

la preparación y las muestras se Observaron en 

un campo claro, las imágenes fueron adquiridas 

con una cámara Axiocam ICc1 de la marca Carl 

Zeiss acoplada al microscopio  de Leica DMSL. 

 

Determinación de proteínas totales 

 

Después de la exposición de las muestras, se 

obtuvo un homogenado total de las células y se 

realizó la separación de las proteínas en geles de 

poliacrilamida al 10% en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE), usando la 

técnica descrita por Laemmli (1970). Finalizada 

la corrida, el gel fue teñido con Azul de 

Coomassie para la visualización de las proteínas, 

la adquisición de la imagen se realizó en un 

equipo ChemiDoc MP System-BIORAD 

utilizando el software Image LabTM software 

(BIORAD). 

 

 Resultados y Discusión 

 

 
 

Figura 1 Células HeLa (CCL-2, adenocarcinoma 

cervicouterino humano), cultivadas en medio DMEM con 

SFB 10% 37°C y 5% de CO2 

 

Aplicando el análisis estadístico es posible 

observar que la viabilidad celular determinada 

en la Gráfica 1 con el ensayo XTT se ve 

mermada por la presencia de los extractos a 

comparación con el control. 
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Gráfica 1 Ensayo XTT de 24 horas 

 

 
 

Gráfica 2 Biomasa de 24 horas 

 

Como se puede observar en la Gráfica 2 

con la Determinación de Biomasa, es posible 

determinar la cantidad de células que había en 

cada pocito, efectivamente, hubo cierta pérdida 

de células pero la biomasa nos indica que había 

cierto número específico de células al finalizar el 

experimento. 

 

 
 Gráfica 3 Efecto del extracto acuoso vs control acuoso 

 

  

Gráfica 4 Efecto del extracto etanólico vs control 

acuoso. 

 

 
Figura 2 El análisis morfológico (Fig. A) que es el control, 

comparada con la (Fig. B) y (Fig. C) indica alteraciones en 

las células HeLa por efecto de los extractos de A. muricata. 

 

 
 
Figura 3 Perfil total de proteínas a partir de células HeLa    

expuestas a diferentes concentraciones de los extractos 

(etanólico y acuoso) de Annona muricata muestra que no 

hay degradación de las proteínas totales 

 

Conclusiones 

 

En conclusión se observa que los extractos 

acuoso y etanólico procedentes de las  hojas de 

Annona muricata si causan daño en la estructura 

de la células sin embargo va a depender de la 

concentración, y teniendo un efecto significativo 

sobre la actividad metabólica celular. 
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