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RESUMEN 

Para la evaluación de la actividad citotóxica de las especies Conyza trihecatactis y Ageratina vacci-
niaefolia pertenecientes a la familia Asteareaceae, se recolectaron las partes aéreas de las especies y se 
obtuvieron extractos completos etanólicos y fracciones con solventes en orden creciente de polaridad. La 
evaluación de la actividad citotóxica se realizó por el método del MTT sobre líneas celulares tumorales de 
cáncer	de	seno	murino	y	humano,	y	adicionalmente,	sobre	una	línea	no	tumorigénica	de	fibroblastos	de	
origen murino. La fracción de diclorometano de C. trihecatactis (CD) presentó la mayor actividad citotóxica 
con una CI50 de 36,23 µg/mL para 4T1, 47,81 µg/mL para TSA, 46,05 µg/mL para MCF-7 y 70,67 µg/mL en 
fibroblastos	3T3.	A	partir	de	esta	fracción	se	obtuvo	una	mezcla	de	flavonoides	(CMF),	identificados	como	
apigenina e hispidulina, que presentó un marcado efecto citotóxico sobre MCF-7 con una CI50 de 23,50 
μg/mL.	Las	fracciones	obtenidas	a	partir	de	A. vacciniaefolia presentaron CI50 mayores a 150 µg/mL en las 
líneas	tumorales	evaluadas	y	superior	a	180	µg/mL	en	la	línea	de	fibroblastos	3T3.	En	la	fracción	de	cloro-
formo de A. vacciniaefolia (AC)	se	identificaron	cuatro	compuestos	de	tipo	terpenoide,	que	presentaron	
similitud en el tiempo de retención (tret)	y	en	el	espectro	de	masas	con	los	compuestos	aislados	e	identifi-
cados en estudios previos para esta especie. 
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ABSTRACT 

For the evaluation of the cytotoxic activity of the species Conyza trihecatactis and Ageratina vacciniae-
folia (Asteareaceae), from the aerial parts of the species the complete ethanolic extracts and fractions were 
obtained with solvents in order of increasing polarity. The evaluation of the cytotoxic activity was performed 
by the MTT method on tumor cell lines of human and murine breast cancer, and additionally, on a line non-
tumorigenic	fibroblast	of	murine	origin.	The	dichloromethane	fraction	of	C. trihecatactis (CD) showed the 
highest cytotoxic activity with an IC50 of 36,23 µg/mL for 4T1, 47,81 µg/mL for TSA, 46,05 µg/mL for MCF-7 
and	70,67	µg/mL	in	3T3	fibroblasts.	From	this	fraction	a	mixture	of	flavonoids	(CMF) was obtained, identi-
fied	as	apigenin	and	hispidulina,	which	presented	a	marked	cytotoxic	effect	on	MCF-7	with	an	IC50 of 23,50 
µg/mL. Fractions obtained from A. vacciniaefolia showed IC50 greater than 150 µg/mL on the tumoral cell 
lines	evaluated	and	greater	than	180	µg/mL	on	line	3T3	fibroblast.	In	the	chloroform	fraction	from	A. vac-
ciniaefolia (AC)	four	terpenoid	compounds	were	identified,	which	showed	similarity	in	the	retention	time	
(tret) and the mass spectrum, comparing to the compounds isolated and determined in other studies for 
this species.

Keywords: Cytotoxicity, HPLC-MS, Flavonoids, Diterpenes.

INTRODUCCIÓN

El cáncer es una de las principales causas de mor-
bilidad y mortalidad en todo el mundo. Se reporta 
que 14,1 millones de nuevos casos se produjeron en 
el 2012. Siendo los canceres de pulmón, mama, co-
lorrectal, y de estómago más del 40% de todos los 
casos diagnosticados a nivel mundial; en mujeres el 
cáncer de seno es la causa de muerte más frecuente 
después del cáncer de cuello uterino. Se estima que 
para el 2020, 1,7 millones de mujeres serán diagnos-
ticadas con cáncer de seno, lo que representa un 
aumento del 26% con base en los datos actuales 
(Bravo et al, 2014). En Colombia, el Instituto Nacional 
de Cancerología (INC) y el Ministerio de protección 
social reportaron en el 2012, 628 nuevos casos de 
cáncer de seno que corresponden al 20,5% de todos 
los casos de cáncer en el país (Instituto Nacional de 
Cancerología, 2012).

En el campo de la investigación contra el cán-
cer, grandes esfuerzos se han concentrado en pro-
yectos	de	identificación	y	aislamiento	de	moléculas	
activas a partir de productos naturales, siendo estos 
la base para el desarrollo del 32% de las moléculas 
semi-sintéticas de los medicamentos aprobados 
contra el cáncer por la FDA entre 1981 y 2010 y la 
fuente directa del 12,9%, lo cual muestra la impor-
tancia de los productos naturales como fuente de 
fármacos antitumorales (Newman y Cragg, 2012).

A pesar de la amplia gama de productos anti-
tumorales	altamente	purificados,	el	uso	de	produc-
tos herbales derivados de la medicina tradicional 
no ha disminuido y se estima que entre el 30 y 75% 
de los pacientes con cáncer a nivel mundial, los 
han usado. Estos productos herbales son utilizados 
actualmente como una alternativa terapéutica para 
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reducir los efectos colaterales, la toxicidad de las te-
rapias convencionales, para proteger y estimular el 
sistema inmune o para prevenir futuras neoplasias 
y la recurrencia de las mismas (Cavalieri et al, 2004). 

La familia Asteraceae es una de las más grandes 
del mundo, que comprende alrededor de 1.500 
géneros y cerca de 25.000 especies, con mayor 
distribución, en las regiones templadas y subtro-
picales; algunas de ellas son medicinales. Entre los 
géneros más importantes de la familia Asteraceae 
se encuentra el Senecio (1.250), Vermonia (1.000), 
Cousinia (650), Eupatorium (600), Centaurea (600), 
Artemisia (550), Baccharis (500) (Prada, 2015).

La especie Conyza trihecatactis tan sólo es co-
nocida en Colombia. Su centro de distribución lo 
constituye la Sabana de Bogotá y los cerros que 
la circundan, de donde se extiende a Boyacá y los 
Santanderes (Cuatrecasas, 1969). Es utilizada en 

medicina tradicional para el tratamiento de reuma-
tismo y en el manejo de desórdenes gastrointesti-
nales; también se reporta que el contacto con sus 
hojas causa dermatitis (Torrenegra et al, 1994). Esta 
especie	cuenta	con	muy	pocos	estudios	fitoquími-
cos, Torrenegra et al (1994) aislaron a partir de las 
partes aéreas diterpenos de tipo labdano como: 
ent-esclareol, ent-3β	  -hidroximanool, ent-manool-
13-O-β	  -D-xilopiranosa y el ent-esclareol-13-O- β	  -D-
xilopiranosa (Torrenegra et al, 1994).

La especie Ageratina vacciniaefolia crece en 
la cordillera de los Andes, especialmente en los 
alrededores de la Sabana de Bogotá, (Pedrozo, 
2001). A partir de las partes aéreas se aislaron 
dos diterpenos pertenecientes a la familia de los 
kauranos	 identificados	 como:	 Acido	 (-)-17-(be-
ta-glucopiranosiloxil)-kauran-19-oico	 y	 Acido	
(-)-16-(beta-glucopiranosiloxil)-16-ol-kauran-19-oi-
co (Huertas et al, 2007). En otro estudio aislaron 
el	ácido	(-)-kaur-16-en-19-oico	y	β	  -D-glucopiranosil 
éster metílico del ácido (-)17-(β	  - glucopiranosiloxil)-
16-hidroxi-kauran-19-oico	 (Hernández,	 2013;	 Pe-
drozo, 2001). 

Debido a la falta de estudios enfocados hacia 
la actividad biológica de estas especies y a la ne-
cesidad de desarrollo de nuevas alternativas tera-
péuticas para el tratamiento del cáncer, esta inves-
tigación evaluó la actividad citotóxica de extractos 
y fracciones obtenidas de las partes aéreas de las 
especies C. trihecatactis y A. vacciniaefolia y carac-
terizó químicamente por medio de HPLC-DAD-MS 
las fracciones más activas. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Recolección del material vegetal 
y obtención de extractos y fracciones
La especie vegetal Conyza trihecatactis fue re-

colectada en el Páramo de Sumapaz en el embalse 

Tabla 1. Valores de CI50 calculados para el extracto, fracciones y 
compuestos de C. trihecatactis sobre líneas celulares tumorales 4T1, 
TSA y MCF-7.

Tratamientos
CI50 (µg/mL)

4T1 TSA MCF-7

CC 166,5 201,7 >250

CD 36,23 47,81 46,05

CE 86,85 77,65 117,3

CA 137,4 164,5 192,3

CR >250 >250 >250

CMF 109,2 97,48 23,58
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Figura 1. Actividad citotóxica del extracto y fracciones de C. trihecatactis. Las líneas celulares 4T1 (A), TSA (B) y MCF-7 (C) fueron tratadas por 48 
h con los tratamientos indicados a diferentes concentraciones. Finalizado el tratamiento se determinó la viabilidad celular utilizando el método de 
MTT frente al control negativo (DMSO). Significancia estadística evaluada por ANOVA a dos vías con respecto al control negativo por medio de la 
prueba de Bonferroni. a: **** p <0.0001; b: ***p<0.0005;c:**p<0.001.
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de	la	regadera	(coordenadas	geográficas	4º	23´3´´N,	
74º	10´17´´E)	y	 la	especie	vegetal	Ageratina vacci-
niaefolia en el Páramo de Cruz Verde (coordena-
das	 geográficas	 4º	 34´00´´N,	 74º	 02´00´´E),	 en	 los	
meses de enero-marzo y agosto-septiembre del 
2014. Una muestra de cada especie fue depositada 

al Herbario Nacional de Colombia bajo el número 
COL2766158 y COL422104, respectivamente.

Para la obtención de los extractos, se tomaron 
3,5	 kg	 de	 hojas,	 tallos	 y	 flores	 (partes	 aéreas),	 se	
llevaron al proceso de secado en un horno con 
convección	forzada	a	una	temperatura	de	50ºC	por	

Figura 2. Curvas de citotoxicidad para la fracción de diclorometano CD (A) y la mezcla de flavonoides CMF (B) obtenidos a partir de C. 
trihecatactis.
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Figura 3. Efectos sobre la morfología de las líneas tumorales inducidos por CD y CMF. Las líneas celulares 4T1 (A), TSA (B) y MCF-7 (C) fueron 
tratadas por 48 h con CD (A1, B1 y C1) y CMF (A2, B2 y C2) a 125 µg/mL (20X). Como control negativo se utilizó DMSO (A3, B3, C3) y como control 
positivo doxorrubicina (A4, B4 y C4).

A1 A2 A3 A4

B1 B2 B3 B4

C1 C2 C3 C4

Tabla 2. Compuestos identificados en CD.

Nº tret (min) Nombre Tipo de
compuesto 

m/z
[M+H]+

1 15.65  apigenina Flavonoide 271

2 15.96  hispidulina Flavonoide 301



UNIVERSIDAD MILITAR NUEVA GRANADA218

ISSN 1900-4699 • Volumen 12 • Número 2 • Páginas 212-227 • 2016 • DOI: http://dx.doi.org/10.18359/rfcb.2029

dos días. Posteriormente, el material fue pulveri-
zado	en	un	molino	de	bolas,	obteniéndose	1,5	kg	
de material vegetal seco y molido (MVSM) el cual 
se sometió a una extracción Soxhlet, con éter de 
petróleo	(40-60ºC),	se	floculó	con	acetona,	se	filtró	
y	concentró	a	presión	reducida	a	40ºC.	Al	residuo	
(Marco1) se le realizó una extracción continua en 
Soxhlet	con	Etanol	(EtOH),	se	floculó	con	agua	(24	
horas	en	frío)	y	posteriormente	se	filtró.

El extracto etanólico obtenido de la especie 
C. trihecatactis (CC) fue sometido a un fracciona-
miento líquido-líquido continuo con solventes de 
polaridad creciente obteniéndose fracciones CD, 
éter etílico (CE), acetato de etilo (CA) y un residuo 
hidroalcohólico (CR). Este mismo procedimiento 
se realizó para el extracto etanólico de la especie 
A. vacciniaefolia (AT) obteniendo las fracciones de 
cloroformo (AC), éter etílico (AE), acetato de etilo 
(AA) y un residuo hidroalcohólico (AR).

Fracción diclorometano 
de C. trihecatactis (CD)
10,57 g se fraccionaron a través de CLV (Croma-

tografía Líquida al Vacío), utilizando disolventes en 
orden creciente de polaridad empezando con: éter 
de petróleo (EDP), diclorometano (CH2Cl2), acetato 
de etilo (AcOEt), etanol (EtOH) y metanol (MeOH). 

0,864 g de CD-EDP se fraccionaron por CC 
(Cromatografía en Columna) empleando como 
fase estacionaria Silica gel 60 (70-230 Mesh ASTM) 
y como fase móvil EDP-AcOEt (1:1), obteniendo 37 
fracciones. La fracción 11 al ser lavada con MeOH, 
produjo un sólido de color amarillo (13,8 mg) de-
nominado CMF.

Cromatografía líquida acoplada a 
Espectrometría de Masas (HPLC-DAD-MS)
Las fracciones y compuestos fueron analizados 

por cromatografía liquida HPLC-DAD-MS, utili-
zando un equipo LC-MS Shimadzu Prominence 

acoplado a un detector de arreglo de diodos SPD-
M20A y un detector selectivo de masas Shimadzu 
QP2020 del Laboratorio de Química Bioorgánica 
de la Universidad Militar Nueva Granada. Se utilizó 
una columna Phenomenex® Sinergy RP-C18 (150 
mm	x	4,6	mm,	4	µm),	flujo	de	0,6	mL/min	usando	
como fases moviles A: ácido fórmico al 0,1% y B 
Acetonitrilo en método gradiente (0 min 10%B, 20 
min 70% B, 22-23 min 80% B, 26-28 min 100% B, 
31 min 50% B, y 33-35 min, 10% B); el volumen de 
inyección fue de 10 µL (2,5 mg/mL para fracciones 
y para compuestos 1mg/mL), las longitudes de 
onda de monitoreo seleccionadas fueron de 190 y 
270 nm. Interfase de ionización electrospray (ESI), 
modo positivo (SCAN 50- 800 m/z), bloque de ca-
lentamiento	450ºC,	temperatura	de	línea	de	solva-
tación	300ºC,	voltaje	del	detector	1,25kV,	flujo	de	
gas de nebulización (N2) 1,3 L/min y gas de secado 
(N2) 9,0 L/min.

Evaluación de la actividad citotóxica
Para la realización de las pruebas de citotoxi-

cidad se utilizaron las líneas celulares adherentes: 
4T1 (línea celular de tumor mamario de ratón), TSA 
(adenocarcinoma mamario de ratón) y MCF-7 (ade-
nocarcinoma mamario de humano) y 3T3 (línea de 
fibroblastos	 de	 origen	murino).	 Estas	 fueron	man-
tenidas en medio RPMI-1640 (Eurobio, Toulose, FR) 
suplementado con suero fetal bovino (SFB) inacti-
vado (10%), 2 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina, 
100	 μg/ml	 estreptomicina,	 0.01	M	buffer	Hepes,	 1	
mM piruvato de sodio (Eurobio) y se incubaron en 
atmosfera húmeda a 37 °C y 5% de CO2. Cuando las 
células	adherentes	alcanzaron	un	75%	de	confluen-
cia, fueron tratadas con tripsina/EDTA 1X (Eurobio) 
por 4 minutos, posteriormente lavadas con buffer 
fosfato salino 1X (PBS) y resuspendidas en medio 
RPMI-1640 suplementado. Tras la incubación, se to-
maron	4	µL	de	los	stocks	de	las	fracciones	(25	mg/
mL)	y	 se	 llevaron	a	un	volumen	final	de	200	µL	de	
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Figura 5. Actividad citotóxica del extracto y fracciones de A. vacciniaefolia. Las líneas celulares 4T1 (A), TSA (B) y MCF-7 (C) fueron tratadas por 48 
h con los tratamientos indicados a diferentes concentraciones. Finalizado el tratamiento se determinó la viabilidad celular utilizando el método de 
MTT frente al control negativo (DMSO). Significancia estadística evaluada por ANOVA a dos vías con respecto al control negativo por medio de la 
prueba de Bonferroni. a: **** p <0.0001.
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RPMI- 1640 suplementado. A partir de allí se realiza-
ron diluciones seriadas con un factor 1:2 partiendo 
de 250 µg/mL hasta 1,95 µg/mL. El disolvente utili-
zado para la dilución del extracto (etanol o DMSO 
0,01% v/v), se evaluó como control negativo para 
cada prueba con el mismo volumen empleado para 
las fracciones. Como control positivo se empleó la 
Doxorrubicina – DOXO - (MP Biomedicals, LLC, gra-
do	analítico	≥95%),	en	un	 rango	de	concentración	
entre 5,000 y 0,039 µM. Después de 48 horas de tra-
tamiento, el medio fue eliminado por inversión y se 
adicionaron 100 µL/ pozo de medio RPMI sin rojo 
de fenol y 50 µL/pozo de MTT en PBS 1X. Las placas 
fueron	incubadas	durante	4	horas	a	37ºC,	5%	CO2, 
los cristales de formazán fueron disueltos por adi-
ción de 100µl de dimetilsulfóxido (DMSO) durante 
30 minutos y la absorbancia fue leída a 540 nm en un 
lector	para	microplacas	(MultiskanTM FC). 

Para calcular las concentraciones inhibitorias 50 
(CI50) se utilizó un modelo de regresión no lineal a 
partir del porcentaje de células muertas para cada 
una de las concentraciones evaluadas mediante el 
software GraphPad Prims 6.0. Los valores de las CI50 
se presentan como la media ± SEM de al menos 
tres experimentos independientes realizados por 
triplicado. Los datos fueron analizados, mediante 
un ANOVA de dos vías y las diferencias entre gru-
po control y los grupos tratados se determinaron a 
través de la prueba de Bonferroni, siendo conside-
radas	diferencias	significativas	para	p<0,05. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La fracción de diclorometano (CD) obtenida 
a partir de C. trihecatactis presenta actividad ci-
totóxica frente a líneas tumorales de cáncer de 
seno murino y humano 

Como se puede observar en la Figura 1, las cé-
lulas 4T1 tratadas con CD, CE y MCF presentaron 

una disminución de la viabilidad celular con res-
pecto al DMSO como control negativo (Figura 1A). 
Al determinar la CI50 se determinó que CD es la 
fracción que presentó la mayor actividad citotóxi-
ca, mostrando 0% de células vivas a las primeras 
concentraciones	 (250,	 125	 μg/mL)	 y	 de	 14,25%	 a	
la	 concentración	 de	 62,5	 μg/mL	 con	 una	 CI50 de 
36,23	 μg/mL	 (Tabla	 1).	 De	 igual	 manera,	 CE y 
CMF presentaron un porcentaje de células vivas 
de 3,45% y 10,30% respectivamente a la primera 
concentración	 (250	 μg/mL)	 con	 un	 valor	 de	 CI50 
de	 86,55	 μg/mL	 para	CE	 y	 de	 109,2	 μg/mL	 para	
CMF (Tabla 1). CC mostró un porcentaje de células 
viables	de	24,80%	a	 la	 concentración	de	250	μg/

Tabla 3. CI50 de extractos, fracciones de Ageratina vacciniaefolia 
sobre líneas celulares tumorales 4T1, TSA y MCF-7.

Tratamientos

CI50 (µg/ml)

4T1 TSA MCF-7

AT >250 200,1 >250

AC 182,1 178,4 168,1

AE 235,7 240,5 242,4

AA >250 >250 >250

AR >250 >250 >250
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mL con un valor de CI50	de	166,5	μg/mL,	mientras	
que CA solo alteró la viabilidad celular a la mayor 
concentración	(250	μg/mL).	Por	el	contrario,	el	CR 
presenta baja actividad citotóxica sobre esta línea 
celular con una viabilidad mayor a 50% en las con-
centraciones evaluadas. 

Para las células TSA tratadas con el extracto y 
las fracciones de C. trihecatactis, se observó que 
CD mostró cerca de 2,00% de células viables a las 
concentraciones	más	altas	(250	y	125	μg/mL)	y	a	la	
concentración	de	62,5	μg/mL	presentó	25,06%	de	
células viables (Figura 1B), con una CI50 de 47,81 
μg/mL	 (Tabla	 1).	 En	 cuanto	 a	CE, mostró 0% de 
células	viables	a	 la	mayor	concentración	 (250	μg/
mL)	 y	de	38,80%	a	 125	μg/mL.	Para	CA y CMF a 
250	μg/mL	se	observó	el	22,69%	de	células	viables	
y 5,70% respectivamente, mientras que para CMF 
a	la	concentración	de	125	μg/mL	presentó	un	por-
centaje de células vivas de 22,80%, con una CI50 de 

77,65	μg/mL	para	CE	y	de	97,48	μg/mL	para	CMF 
(Tabla 1).

En la Figura 1 se observa que CD y CMF dis-
minuyen la viabilidad celular en la línea MCF-7 de 
forma dosis dependiente. CD presentó un porcen-
taje de células viables de 3,99%, 5,08% y 20,16% 
a	 las	 concentraciones	 de	 250,	 125	 y	 62,5	 μg/mL,	
respectivamente, con una CI50	de	46,05	μg/mL	(Ta-
bla 1). CMF fue el tratamiento que presento mayor 
actividad citotóxica con una viabilidad menor al 
50,00 % a las concentraciones de 250, 125 y 62,5 
μg/mL,	presentando	un	valor	de	CI50	de	23,50	μg/
mL (Tabla 1). 

En la Figura 2 se muestra el comportamiento 
de la actividad biológica de CD y CMF en térmi-
nos de mortalidad para cada una de las líneas ce-
lulares tumorales y normales estudiadas, en don-
de se corrobora que la fracción CD presenta un 
efecto citotóxico dependiente de la concentración 

Figura 6. Cromatograma de HPLC de los principales compuestos presentes en AC.

Tiempo (min)
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sobre todas las líneas celulares evaluadas con una 
forma sigmoidea característica de esta relación 
(Figura 2A). Para CMF se evidencia una mayor acti-
vidad sobre la línea MCF-7 que se mantiene hasta 
la	quinta	dilución	(15,62	μg/mL)	mientras	que	para	
las otras líneas tumorales solamente se obser-
va	 hasta	 la	 segunda	dilución	 (125	 μg/mL)	 (Figura	
2B). Analizando la tendencia para las células 3T3 
se observa que CD	 disminuye	 significativamente	
la viabilidad celular, lo que no ocurre para CMF 
presentando un valor de CI50	>	250	μg/mL.	

 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos 
en el ensayo de citotoxicidad para CD y CMF (CI50 
menores a 50 µg/mL en al menos 1 línea evalua-
da), se decidió observar el efecto de estos dos 
tratamientos sobre las diferentes líneas celulares 
tumorales a una concentración de 125 µg/mL. Tal 
como se puede observar en las fotografías de las 
placas de los cultivos de las líneas 4T1, TSA y MCF-
7 (Figura 3), se evidencia que estos tratamientos 
inducen cambios morfológicos sobre la línea 4T1 
comúnmente observados en células tumorales 
que están en proceso de muerte, tales como: apa-
rición de vesículas intracelulares y alteraciones en 
la morfología celular (Figura 3 A1-A2), los cuales 
también se evidencian en el control positivo (Fi-
gura 3 A4), adicionalmente, se observa una baja 
densidad celular en los pozos tratados. En el caso 
de las líneas TSA y MCF-7, tratadas con la frac-
ción CD se observan células no adheridas (forma 
redondeada) (Figura 3 B1-C1). Asimismo, se evi-
dencia que esta fracción presenta mayor actividad 
citotóxica sobre las líneas de origen murino (4T1 y 
TSA) en comparación con CMF (Figura 3 C2); esta 
mezcla de flavonoides disminuye de forma mar-
cada la densidad celular de la línea MCF-7 y las 
alteraciones morfológicas únicamente se eviden-
cian a partir de 30 µg/mL. Los cambios en morfo-
logía y densidad celular se establecieron a partir 
de la comparación de los efectos del tratamiento 

en diferentes campos frente al control negativo 
(Figura 3 A3-B3-C3).

 
Análisis por HPLC-DAD-MS de la fracción 
CD con mayor actividad biológica 
A partir de la fracción CD se obtuvo la mezcla 

de	 flavonoides	CMF, la cual al ser analizada por 
HPLC-DAD-MS mostró la presencia de dos com-
puestos, cuyos iones moleculares corresponden a 
una m/z [M+H]+ de 271 y 301 (Tabla 2); esta mez-
cla fue analizada por MS (empleando la biblioteca 
NIST 08) y resonancia magnética nuclear (datos no 
mostrados), donde de determinó que los compues-
tos	corresponden	a	los	flavonoides:	apigenina	(1)	e	
hispidulina	(2).	Una	vez	identificados	los	compues-
tos de CMF se estableció la correspondencia entre 
éstos y los compuestos con tiempos de retención 
de 15.65 y 15.96 min, presentes en la fracción CD 
(Figura 4).

A diferencia de la baja citotoxicidad obtenida 
para CMF en las líneas 4T1 y TSA (carcinomas de ori-
gen murino), en la línea MCF-7 (carcinoma de origen 
humano) se observó un marcado efecto citotóxico 
dosis dependiente y una CI50 de 23,58 µg/mL (Ta-
bla 1). Zalabani et al, (2012) reportó que los extrac-
tos etanólicos de las especies Conyza bonariensis y 
Conyza dioscoridis son altamente citotóxicos frente 
a la línea de cáncer de seno humano MCF-7 con 
valores de CI50 de 17,5 y 2,97 µg/mL, los cuales se 
encuentran en los mismos rangos reportados para 
C. trihecatactis. Un estudio realizado para Conyza 
triloba mostró que el extracto obtenido a partir de 
hexano presentó baja actividad citotóxica frente a 
línea tumoral MCF-7 (CI50 100 µg/mL), mientras que 
los extractos de mayor polaridad no muestran efecto 
citotóxico (El-Sayed et al, 2013). 

Al comparar estos resultados con los traba-
jos realizados sobre los compuestos presentes 
en CMF y mayoritarios en CD: apigenina e his-
pidulina, se ha reportado que la apigenina es un 
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Tabla 4. Compuestos identificados en AC.

Nº tret (min) Nombre Tipo de
compuesto

m/z
[M+H]+

1 10.50 β	  -D-glucopiranosil éster del ácido 
(-)9,15-dihidroxikaur,16-en-19-oico	(PA)

Diterpenoide 497

2 12.88 β	  -D-glucopiranosil éster del ácido (-)-17
-(β	  -xilopiranosa)-kauran-19-oico	(NKD) 

Diterpenoide 645

3 14.50 ácido	(-)9,15-dihidroxikaur-16-en
-19-oico (KdA) Diterpenoide 335

4 30.30 ácido	kaur-16-en-19-oico	(AKA) Diterpenoide 303

flavonoide	no	mutagénico,	que	tiene	propiedades	
antitumorales frente a las células de melanoma 
A2058 y A375, mostrando una disminución sig-
nificativa	de	 la	proliferación	de	 las	 células	por	 el	
método del MTT (Hasnat et al,	2015).	Esta	flavona	
inhibe el crecimiento de células de cáncer maligno 
humano a través de la detención del ciclo celular 
y	la	apoptosis	e	induce	significativamente	la	cito-
toxicidad en células de leucemia humana (U937, 
THP-1 y HL60) por medio de la activación de la 
ruta de la caspasa (Jayasooriya et al, 2012); en un 
estudio realizado por Salama et al (2012), obser-
varon que un grupo metoxi en posición C-6 y un 
grupo hidroxilo en posición C-4’ aumenta ligera-
mente la actividad citotóxica de los compuestos. 
La actividad citotóxica y antitumoral de algunas 
flavonas	se	ha	explicado	en	parte	debido	a	la	ca-
pacidad de captación de radicales libres de oxí-
geno, disminución de la actividad del factor de 

transcripción NF-KB, supresión de la expresión de 
COX-2 y de otros genes relacionados con la regu-
lación del ciclo celular (Mamadalieva et al, 2011). 
La	 presencia	 de	 estos	 flavonoides	 en	 la	 fracción	
compleja CD podría explicar, en parte, la activi-
dad citotóxica frente a las tres líneas de carcino-
ma mamario de origen murino y humano, donde 
se evidencian CI50 menores a 50 µg/mL (Tabla 1).

Los extractos y fracciones obtenidos a 
partir de A. vacciniaefolia no presentan 
actividad citotóxica sobre líneas tumorales 
de cáncer de seno
Los tratamientos AC, AA y AT inducen única-

mente	a	la	primera	concentración	(250	μg/mL)	una	
disminución de la viabilidad superior al 50% de las 
células 4T1 (Figura 5A); además se observa que AC 
es la fracción que presenta la mayor actividad cito-
tóxica con un valor de CI50	de	182,1	μg/mL	(Tabla	
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3) y un 21,08% de células viables a la primera con-
centración	(250	μg/mL).	Los	tratamientos	AA y AR no 
inducen ningún efecto en la viabilidad celular en nin-
guna de las concentraciones evaluadas (Figura 5A).

Sobre las células TSA, todas las fracciones dis-
minuyen la viabilidad celular en al menos un 50% 
en la primera concentración, sin embargo, dicha 
actividad no es dosis dependiente (Figura 5B), sien-
do AC la fracción más citotóxica con una CI50 de 
178,4μg/mL	(Tabla	3).	

En la Figura 5C se observa que AC y AE dismi-
nuyen la viabilidad celular en la línea MCF-7 a la pri-
mera	concentración	(250	μg/mL),	mostrando	3,18%	
y 25,25% de células viables con CI50	de	168,1	μg/mL	
y	242,2	μg/mL,	 respectivamente.	Los	demás	 trata-
mientos no alteraron la viabilidad celular. Teniendo 
en cuenta los análisis por observación directa al mi-
croscopio	después	del	tratamiento	a	125	μg/mL,	no	
se evidenciaron cambios en la densidad celular y en 
la estructura de las células en comparación con el 
grupo control negativo (datos no mostrados).

Análisis por Cromatografía 
liquida de alta eficiencia para AC
Mediante el análisis por HPLC-DAD-MS de 

AC (Figura 6) se detectó la presencia de cuatro 

compuestos	mayoritarios	los	cuales	se	identificaron	
como diterpenos por comparación de espectros de 
masas y tiempos de retención con patrones aislados 
e	 identificados	previamente	 (Hernández,	 2013;	Pe-
drozo, 2001) datos que se presentan en la Tabla 4.

En un estudio realizado por Téllez et al (2004) 
se evaluó la actividad citotóxica del glicósido de 
diterpeno,(-)-β	  -D-18-glucopiranosil-9,15-dihidroxi 
kaurenoato	y	del	diglicósido	de	diterpeno,	β	  -D-glu-
copiranosil ester del ácido (-)17-(β	  -glucopiranosiloxil)-
16-hidroxikauran-19-oico	 aislados	 de	 la	 especie	A. 
vacciniaefolia frente a la línea celular tumoral CSC 
1595 (cáncer de seno humano), donde el diglicosido 
presentó una moderada actividad citotóxica con 
porcentajes de viabilidad del 57% y valores de CI50 
mayores	 a	 20	 μg/mL,	 resultados	 que	 concuerdan	
parcialmente con los obtenidos en este estudio. 
Estos coinciden con lo observado por Vargas et al 
(2015), quienes reportaron que diterpenos de tipo 
kaurano,	como	los	identificados	en	el	presente	es-
tudio (Tabla 5), no afectan la viabilidad de células 
3T3	(fibroblastos	murinos)	y	difieren	de	otros	estu-
dios en los que se determina que estos compues-
tos inducen apoptosis en la línea HL-60 de leuce-
mia humana (Nagashima et al, 2003). 

Tabla 5. Índice selectividad a partir de CI50 de CD, CMF y AC sobre línea celular normal 3T3 y línea celular MCF-7

Tratamientos
CI50 (µg/ml)

Índice de
selectividad

MCF-7 3T3

CD  46,05  70,65  1,53 

CMF  23,58  > 250  >10,60

AC 168.1 188.6  1,12
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Índice de selectividad 
para de CD, CMF y AC
Teniendo en cuenta que la mayoría de fárma-

cos con actividad antitumoral presentan toxicidad 
frente a células normales (Rojas, 2015), es de suma 
importancia ensayar los tratamientos que presen-
taron la mayor actividad citotóxica sobre células 
normales. Para evaluar el efecto citotóxico de CD, 
CMF y AC	sobre	células	normales	se	utilizaron	fi-
broblastos primarios de embriones de ratón (3T3); 
los tratamientos fueron puestos sobre placas de 
96 pozos a diferentes concentraciones (250 a 1,95 
μg/mL).	 Se	 calculó	 la	 CI50 de los tratamientos y 
posteriormente se determinó el índice de selecti-
vidad (IS) de acuerdo con la Ecuación 1. 

Si el valor es >1, indica que las fracciones son 
más citotóxicas para las células tumorales que 
para las células normales, si es <1, lo contario (Ro-
jas, 2015).

  Ecuación 1.

En la Tabla 5 se presentan los IS calculados 
para CD, CMF y AC; para los tres tratamientos se 
encuentran valores mayores a 1, indicando que 
son más citotóxicas para las células tumorales que 
para las células normales, sin embargo, es impor-
tante resaltar que CMF presenta un IS mayor a 
10,60 por lo que la evaluación de esta mezcla en 
modelos animales resultaría relevante debido a su 
baja toxicidad frente a las células normales. 

En conclusión se observó que la especie C. tri-
hecatactis mostró la mayor actividad citotóxica, 
siendo la fracción de diclorometano (CD) la que 
presento menores valores de CI50 sobre las líneas 
tumorales	 evaluadas	 y	 específicamente	 sobre	 la	
línea	celular	4T1.	Asimismo,	la	mezcla	de	flavonoi-
des (CMF:	 apigenina	 e	 hispidulina),	 identificados	

por primera vez para ésta especie, mostró un mar-
cado efecto citotóxico sobre la línea tumoral de 
origen humano MCF-7 con un IS alto. Los extrac-
tos y fracciones de A. vacciniaefolia, no mostraron 
efecto	 citotóxico	 significativo	 sobre	 las	 líneas	 de	
células tumorales estudiadas. Se requiere realizar 
estudios posteriores, que permitan determinar el 
mecanismo de muerte celular inducido por las 
fracciones más activas y la evaluación antitumoral 
en modelos animales.
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