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Resumen 

El objetivo del presente estudio fue determinar la actividad antifúngica y citotóxica del 

extracto etanólico estabilizado de las hojas de Solanum hispidum Pers. Se realizó el 

análisis fitoquímico utilizando las reacciones de color y precipitación, se determinó la 

actividad antifúngica in vitro mediante el método de difusión en placa frente a Candida 

albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 y Trichophyton 

mentagrophytes ATCC 9533, posteriormente se determinó la concentración mínima 

inhibitoria (CMI) por el método de microdilución colorimétrico y  para la actividad 

citotóxica se utilizó el bioensayo de reducción del MTT (azul de tetrazolio), en líneas 

celulares de cáncer de colon HT-29 y cáncer de pulmón NCI-460. Los metabolitos 

presentes fueron los compuestos fenólicos, taninos, flavonoides, esteroides, alcaloides y 

saponinas; por cromatografía en capa delgada se separaron 10 alcaloides y 5 saponinas 

esteroidales. La actividad antifúngica se evidenció mediante zonas de inhibición 

superiores a 18 mm en todos los hongos (p valor < 0.05); las CMIs  encontradas fueron 

de 125 µg/mL para Candida albicans ATCC 10231 y Trichophyton mentagrophytes 

ATCC 9533 y 250 µg/mL para Aspergillus brasilensis ATCC 16404. Para evaluar la 

actividad citotóxica se calculó el porcentaje de supervivencia celular, la reducción de la 

supervivencia fue dosis dependiente en ambas líneas celulares, encontrándose 

porcentajes de reducción de 77,07% a 31,91% para HT-29 y de 82.85% a 34.29% para 

NCI-460; los valores de CI 50 fueron 17,28 µg/mL y 22,17 µg/mL respectivamente. 

Se concluye que el extracto etanólico de las hojas de Solanum hispidum Pers tiene 

actividad antifúngica y citotóxica. 

 

Palabras clave: Actividad antifúngica, actividad citotóxica, concentración mínima 

inhibitoria, Solanum hispidum Pers, líneas celulares. 
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Abstract 

The present research work had as general objetive to determine the antifungal and 

cytotoxic activity of the ethanolic extract of the leaves of Solanum hispidum Pers. 

The phytochemical analysis was carried out using the color and precipitation reactions, 

The in vitro antifungal susceptibility was determined by the diffusion method in plate 

against Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 and 

Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, subsequently the minimum inhibitory 

concentration (MIC) was determined by the colorimetric micromethod and the cytotoxic 

activity was evaluated by the bioassay MTT (Mehylthiazolilyldiphenyl-tetrazolium 

bromide), using colon cancer cell lines HT-29 and lung cancer NCI-460 

The metabolites present were phenolic compounds, tannins, flavonoids, steroids, 

alkaloids and saponins; 10 alkaloids and 5 steroidal saponins were separated by thin 

layer chromatography. Antifungal activity is evidenced by clear zone with a diameter 

greater than 18 mm in all fungi (p value <0.05); the MICs were 125 µg/mL for Candida 

albicans ATCC 10231 and Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 and 250 µg / mL 

for Aspergillus brasilensis ATCC 16404. To evaluate the cytotoxic activity, the 

percentage of viability, the reduction in survival was dose dependent on both cell lines, 

with reduction percentages from 77.07% to 31.91% for cell lines HT-29 and from 

82.85% to 34.29% for cell lines NCI-460; IC 50 values were 17.28 µg/mL and 22.17 

µg/mL respectively. 

The research work concludes that the ethanolic extract of the leaves of Solanum 

hispidum Pers has antifungal and cytotoxic activity, demonstrated with the statistical t 

test antifungal activity and correlation test for cytotoxic activity. 

 

Key words: Antifungal activity, cytotoxic activity, minimal inhibitory concentration, 

Solanum hispidum Pers, cell lines. 

 

  



 
 

 
 

CAPITULO I.  INTRODUCCIÓN 

Las micosis, en particular las dermatofitosis, constituyen una de las patologías cutáneas 

más frecuentes, los estudios epidemiológicos en nuestro país sobre la incidencia en la 

población general de dichos procesos son numerosos, constituyendo un problema la 

resistencia, los fracasos terapéuticos, los efectos adversos y la toxicidad que existe con 

el uso de antimicóticos convencionales por lo que es necesario buscar nuevas 

alternativas para su tratamiento. La medicina tradicional representa una alternativa 

importante pero necesita ser validado hacia la medicina convencional.  

El cáncer constituye un importante problema de Salud Pública a nivel mundial y una de 

las principales causas de muerte en nuestro país, desarrollando mayor impacto en las 

poblaciones de menores recursos, los tratamientos clásicos para el cáncer son la cirugía,  

las radiaciones y la quimioterapia; sin embargo desde la antigüedad se usan las plantas 

para prevenir y tratar diversos tipos de cáncer, por este motivo se empiezan a evaluar 

sus propiedades citotóxicas, debido a la necesidad de seguir encontrando alternativas 

para el tratamiento del cáncer. 

En el Perú, Solanum hispidum Pers crece entre los 1800-3500 msnm, se distribuye 

principalmente en Cajamarca, Huaraz, Carhuaz entre otros; el presente estudio pretende 

validar el uso que le dan los pobladores de Carhuaz quienes aplican el contenido de las 

bayas en forma tópica, para el tratamiento de hongos de los pies, asimismo para 

complementar la búsqueda de plantas y extractos potencialmente activos en el 

tratamiento del cáncer y bioguiados por el género de esta especie se hace necesario una 

evaluación in vitro utilizando líneas celulares de cáncer humano. 

El presente estudio experimental tiene como objetivo general: Determinar la actividad 

antifúngica y citotóxica del extracto etanólico de las hojas de Solanum hispidum Pers. y 

como objetivos específicos: Evaluar los principales compuestos fitoquímicos presentes 

en el extracto etanólico estabilizado de hojas de Solanum hispidum Pers, Determinar la 

actividad antifúngica in vitro del extracto etanólico de hojas de Solanum hispidum Pers 

y Determinar la actividad citotóxica en líneas celulares de cáncer humano del extracto 

etanólico de hojas de Solanum hispidum Pers. 
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CAPÍTULO II: MARCO TEÓRICO 

2.1 Antecedentes de investigación 

Zamilpa et al1, realizó estudios con el extracto metanólico de las hojas de Solanum 

crysotrichum y determinó sus propiedades antifúngicas in vitro para patógenos como: 

Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum y Trichophyton gypseum. 

Asmimismo, anteriormente2, se demostró que especies como Solanum americatum y 

Solanum nigrescens poseen actividad fungicida y fungistática para dermatofitos 

comunes como Epidermophyton flocossum, Thichophyton rubrum y Trichophytum 

mentagrophytes; además Yamashita et al3 logró determinar la estructura de dos nuevos 

glicósidos esteroidales aislados de Solanum dulcamara los cuales también demostraron 

actividad antifúngica. Herrera et al4 efectuó un estudio clínico con una crema derivada 

de Solanum crysotrichum en Tinea pedís usando como control positivo ketoconazol 

crema 2 %, los estudios micológicos se realizaron mediante inspección directa y 

aislamiento del patógeno, los resultados mostraron que el grupo experimental mostró 

una efectividad clínica superior 96.08 % frente al grupo control 91.67 % y mejoraron en 

la inspección directa 78.43 % frente al grupo control 77.78%. Además Dabur et al5 

mencionó que el extracto metanólico de Solanum xanthocarpum inhibe el crecimiento 

de Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus y Aspergillus niger mediante el método de 

difusión en disco y dilución en caldo de cultivo. 

Gonzalez M et al6, aportó un estudio en la especie Solanum hispidum Pers., guiados por 

el antecedente de la medicina folclórica mexicana que lo usa como antimicótico, se 

evaluó la actividad antifúngica de saponinas esteroidales obtenidas a partir del extracto 

metanólico de sus hojas, además se aisló una nueva saponina esteroidal la cual demostró 

también actividad antifúngica en microorganismos ATCC de Trichophyton 

mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Aspergillus niger y Candida albicans, las cepas 

que mostraron mayor sensibilidad fueron Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton 

rubrum. Chang L, Rosabal Y & Morales J7 realizaron un estudio sobre la composición 

fitoquímica de los extractos etéreo, alcohólico y acuoso de hojas y tallos de la especie 

Solanum nigrum L en Cuba y encontraron varias familias de metabolitos secundarios 

como alcaloides, flavonoides, cumarinas, taninos y saponinas. Asimismo en el año 2015 

Shivakumar & Vidyasagar8 demostraron propiedades antifúngicas de los extractos 

metanólico y etéreo de hojas de Solanum nigrum L. para Trichophyton rubrum, 
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Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum gypseum y 

Candida albicans, encontrando mejor actividad en el extracto metanólico. 

Toro, et al9 aportó un estudio de citotoxicidad de extractos acuosos de Solanum 

melongena L. (berenjena), utilizó el extracto acuoso de la cáscara y de la pulpa, en estos 

estractos se encontraron valores de CI 50 entre 453 y 479 µg/mL respectivamente 

usando tres líneas tumorales humanas TK-10 (adenocarcinoma renal), MCF-7 

(adenocarcinoma de mama) y VACC-62 (melanoma); determinaron que las fracciones 

activas poseían naturaleza alcaloídica y esteroidea, además se aislaron componentes 

como solanina, solanósidos y alcaloides esteroídicos. Asimismo Villavicencio et al10 

evaluó la citotoxicidad en cultivos celulares Hela (cáncer cervical) del extracto 

etanólico de para especies utilizadas por la medicina tradicional mexicana para curación 

de heridas, úlceras, tumores y cáncer cervical. Los extractos que tuvieron efecto 

citotóxico fueron Juniperus deppeana (CI 50 = 4,63 µg/mL) y Solanum rostratum (CI 

50 = 127,5 µg/mL). 

Patel et al11, realizó un estudio cuyo objetivo fue evaluar la actividad anticancerígena 

del extracto metanólico de los frutos de Solanum nigrum sobre la línea celular Hela, la 

citotoxicidad se evaluó mediante el ensayo de SRB y el ensayo MTT, además concluyó 

que el extracto metanólico de Solanum nigrum tiene un efecto citotóxico significativo 

en la línea celular HeLa. También se estudió el extracto  hidroalcohólico de frutos de 

Solanum nigrum L y hojas de Cururbita pepo, estos reportaron actividad citotóxica en 

líneas celulares de células cancerígenas HepG2 (hepatocarcinoma humano) y CT26 

(carcinoma de colon de ratón), con una CI 50 de 56.46 µg/mL y 77.6 µg/mL para el 

primer extracto y CI 50 de 132.6 µg/mL y 167.2 µg/ml para el segundo extracto 

respectivamente; la CI 50 del extracto de S. nigrum fue mayor que  los controles 

positivos, el extracto de Taxus baccata y el cisplatino, el estudio concluyó que el 

extracto de S. nigrum tiene actividad citotóxica en células cancerígenas12. En el año 

2014 Moglad E et al13 aportó un estudio de citotoxicidad del extracto metanólico de 

hojas y tallos de Solanum nigrum en líneas celulares de cáncer (PC-3 de próstata y Hela 

de útero) y en líneas celulares normales (3T3) fibroblastos de ratón y CC-1 hepatocitos 

de rata Wistar, se obtuvo un de 74.28% y 80.49% de inhibición del crecimiento de 

líneas de Cancer PC-3 y Hela, además los extractos tuvieron efecto no tóxico sobre 

líneas celulares normales con CI 50 mayor a 100 µg/mL excepto el extracto metanólico 

de hojas de con un 85.63% de inhibición del crecimiento. Mulkherjee et al14 realizó 
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estudios comparativos de las actividades antiproliferaticas del extracto acuoso y extracto 

metanólico de Solanum nigrum en líneas celulares Hela y siHa infectadas con virus del 

papiloma humano, el extrato metanólico mostró mayor actividad. Gallmeier M & torres 

C15 estudiaron el efecto antineoplásico de Solanum dulcamara BIRM sobre células de 

carcinoma mamario canino, el extracto comercial de S. dulcamara se usa empíricamente 

para el cáncer en Chile, por ello se evaluaron sus propiedades  antiproliferativa y 

antiinvasiva, al realizar la evaluación se demostró que poseen potencial efecto 

citotóxico no selectivo disminuyendo la proliferación de células tumorales y no 

tumorales. En el año 2018 Burger16 hizo un estudio de la actividad citotóxica del 

extracto crudo y dos fracciones, fracción acuosa y fracción orgánica de Solanum 

aculeastrum, los extractos fueron citotóxicos para la línea celular de neuroblastoma SH-

SY5 el CI 50 10.72 µg/mL para el extracto crudo y 17.21 µg/mL para el extracto 

acuoso, se determinaron los alcaloides Solamargina (activo CI 50 = 15.62 µg/ml) y la 

solanina (no activa). 

 2.2. Aspectos Teóricos 

2.2.1. Hongos 

Los hongos son organismos eucarióticos y heterótrofos que pertenecen al reino Fungi, 

además pertenecen al grupo Eumycota
17. Son diversos eucariotas que engloban a las 

levaduras, los mohos además a los productores de setas. Los hongos son ubicuos, tienen 

amplia distribución en nuestro planeta, la mayoría son benéficos mientras que algunos 

son dañinos18. Se estima que podrían existir hasta 1,5 millones de hongos, de los cuales 

se han descrito más de 100 000 especies19, de éstas sólo 500 causan enfermedades en 

seres humanos y aproximadamente 100 tienen la capacidad de producir infecciones en 

huéspedes sanos y los demás producen enfermedades en huéspedes débiles o 

inmunodeprimidos20. Los hongos son muy importantes en actividades como la 

descomposición de la materia orgánica, el ciclo de nutrientes, además son necesarios en 

el desarrollo sostenible21,22. Los hongos benéficos son importantes en la producción de 

metabolitos de interés en la biotecnología y la medicina; se usan en la industria de 

alimentos y bebidas en la elaboración del pan, queso, yogurt, cerveza, vino, etc; también 

en la obtención de sustancias inmunosupresoras (ciclosporina) y antibióticos 

(penicilina)22,23. Según Estrada18 para combatir estas infecciones existen inconvenientes 
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como la poca disponibilidad de fármacos antifúngicos así como la resistencia que 

adquieren los hongos primarios y oportunistas que lo producen. 

Tabla 1. Algunos hongos patógenos para el humano  y enfermedades que producen 

Hongos que atacan al hombre Enfermedad 

Epidermophyton  

E. floccosum 
Tiñas: tiña del cuerpo, tiña del pie, tiña ungular. 

Microsporum  

M. canis, M. gypseum 

Tiña de la cabeza, tiña del cuerpo. 

Trichophyton  

T. mentagrophytes, T. rubrum 

Tiñas: tiña del pie, tiña de la barba, tiña de la 

cabeza, tiña del cuerpo, tiña de la ingle. 

Candida  

C.albicans 

Candidiasis, candidemia. 

Cryptococcus  

C. neoformans 

Criptococosis 

Paracoccidioides  

P. brasiliensis 

Paracoccidioidomicosis 

Aspergillus  

A fumigatus, A. Flavus, A. niger 

Aspergilosis pulmonar, diseminada. 

Histoplasma  

H. capsulatum 

Histoplasmosis. 

Adaptado de Zacchino24. 

2.2.2. Micosis  

Las micosis son infecciones fúngicas, los cuales de acuerdo a su ubicación y para su 

mejor estudio se clasifican en superficiales y profundas: dentro de las superficiales 

tenemos las superficiales propiamente dichas (pitiriasis), la superficial cutánea 
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(dermatofitosis) y la superficial mucosa (candidiasis)25; y dentro de las profundas 

tenemos la micosis subcutánea26 y la micosis sistémica27.  

Tabla 2. Características de las principales infecciones fúngicas 

Micosis 

(ubicación) 

Tipo de 

patógeno 

Órgano Géneros más 

frecuentes 

Superficial Primaria Piel y pelo Malassezia 

 

Superficial 

(cutánea) 

Primaria Piel y uñas Thichophyton 

Epidermophyton 

Microsporum 

Superficial 

(mucosa) 

Oportunista Vagina, boca, tractos: 

digestivo, urinario. 

Ojos 

Candida 

 

Aspergillus, fusarium 

Profunda 

(sistémica) 

Primaria 

(Endémica) 

 

Piel (cutáneo y 

subcutáneo), 

linfocutáneo, órganos 

adyacentes (huesos, 

médula ósea y 

pulmones) 

Coccioides 

Histoplasma 

Blastomyces 

Paracoccidioides 

Oportunista 

 

Cualquier órgano 

(pulmones, cérebro, 

sangre, etc.) 

Candida 

Aspergillus 

Adaptado de Broks20 et al y Sanchez25-27.  

2.2.2.1. Micosis Superficiales 

Pitiriasis 

La pitiriasis es una infección superficial producida por hongos del género Malazzesia, 

antes denominados pityrosporum
28. Los hongos del género malazzesia se clasifican en 
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lipofílicas como M. slooffiae, M. obtusa, M. furfur, M. sympodialis y M. globosa, etc. y 

no lipofílicas  como M. pachydermatis.  

Son saprofitas que ocupan la superficie de la epidermis, glándulas cebáceas y folículos 

pilosos, estos pueden afectar la epidermis interfiriendo en la síntesis de la melanina, al 

parecer el hongo biosintetiza una enzima o también componentes tóxicos que destruyen 

las células productoras de los pigmentos28. La pitiriasis versicolor es una infección 

superficial poco grave que por lo general no presenta síntomas y no es contagiosa; los 

factores que favorecen al desarrollo de esta enfermedad son el calor, la humedad, la 

hiperhidrosis, cierto tipo de piel grasosa y la utilización de aceites en forma tópica. Los 

huéspedes inmunocomprometidos desarrollan mayores complicaciones28.  

Dermatofitosis 

La dermatofitosis es una infección superficial de la piel causada por dermatofitos25. Los 

dermatofitos agrupan a los hongos filamentosos, pluricelulares,  taxonómicamente 

relacionados que son capaces de adaptarse a diversos ambientes, estos parasitan las 

estructuras queratinizadas, por ello se les denomina queratinofílicos; y producen 

infecciones cutáneas, del pelo y de las uñas en seres humanos y en animales18,29.  

Los dermatofitos se encuentran divididos en cuatro géneros y varias especies como son: 

Trichophyton, los cuales producen tricofitias y parasitan la piel, pelo y uñas como T. 

mentagrophytes y T. rubrum; Microsporum los cuales parasitan piel lampiña y pelos 

como M. cannis; Epidermophyton  que afectan la piel, a veces las uñas pero es incapaz 

de parasitar el pelo, la única especie es E. floccosum; y Keratinomyces (K. ajelloi)
18,25

.  

La dermatofitosis se presenta con diversos síntomas que incluyen lesiones leves que 

pueden evidenciar inflamaciones o supuraciones intensas, conocidas también como 

tineas o tiñas y por lo general adquieren su denominación de acuerdo a su localización 

como tinea pedis (pies), cuyo agente causal principal es Trichophyton rubrum y es el 

agente causal principal de la infección más común por dermatofitos, tinea unguium 

(uñas), cuyos causantes principales son Trichophyton mentagrophytes y 

Epidermophyton floccosum
18,29, los dermatofitos afectan entre 15 – 20% de la población 

peruana siendo el grupo etáreo más afectado el de 16 a 30 años, la dermatofitosis 

crónicas más frecuente son causadas por T. rubrum y T.mentagrophytes
30,31,32. Los 

dermatofitos causan  infecciones fúngicas en personas sanas e inmunocomprometidas33. 
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Candidiasis superficiales 

La candidiasis superficial es una infección de las mucosas causada por hongos del 

género Candida, las que producen enfermedad son Candida albicans y Candida no 

albicans dentro de éste grupo están C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei 

entre otros34; C. albicans causa más del 90% de las infecciones fúngicas28,35, es un 

hongo levaduriforme, predominantemente unicelular; existen varias manifestaciones: 

Candidiasis intertriginosa afecta principalmente los pliegues cutáneos (axilas, ingle, 

mamas, glúteo, etc) y los espacios interdigitales; los factores que predisponen para la 

candidiasis son la falta de higiene, presencia de humedad y la temperatura local además 

de ciertas enfermedades preexistentes como obesidad, diabetes o inmunológicas. Las 

lesiones que se evidencian son placas eritematosas, vesículas o pústulas con 

descamación alrededor del eritema asociados a prurito en las zonas afectadas28,35.  

Candidiasis oral también llamada muguet, afecta la zona orofaríngea, debido al 

sobrecrecimiento de cepas de la flora oportunista asociados a factores que lo favorecen 

como el uso de corticoides y antibióticos; la infección tiene un inicio asintomático, 

posteriormente se experimenta ardor o dolor, llegando a dificultar la ingestión oral. Es 

típica la presencia de placas blanquecinas en el paladar, la mucosa de las mejillas, la 

lengua, los labios, etc28.  

Candidiasis genital, afecta a nivel de la mucosa no queratinizada genital, la vagina y el 

glande, presenta síntomas poco específicos que consisten en ardor, sensación de 

picazón, flujo vaginal y disúrea28. 

En el Perú las dermatomicosis crónicas más frecuentes son causadas por el género 

Trichophyton 42.6%, seguidode C. albicans 15.3% y C. no albicans 11.8%; continuan 

malazzesia  spp 9.1% y  las infecciones mixtas 7.2%30,32.   

2.2.2.2. Micosis profundas 

Micosis subcutánea 

La micosis subcutánea es una infección de la hipodermis causada por hongos que 

ingresan a través de una lesión penetrante en la piel. Entre las que producen enfermedad 

se encuentran esporotricosis, eumicetomas, cromomicosis, lobomicosis y 

rinosporidiosis. La esporotricosis se produce cuando el hongo Sporothrix schenckii 

ingresa al organismo mediante una lesión con algún material contaminado o por 
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inhalación con sus esporas, manifestando lesiones granulomatosas, nodulares o 

ulceraciones en la dermis e hipodermis. El eumicetoma se produce cuando hongos 

Eumycetos infectan el tejido subcutáneo causando lesiones granulomatosas crónicas, 

incremento del volumen de la hipodermis, incluso afectan el tejido muscular y los 

huesos produciendo nódulos firmes con fibrosis y deformaciones en la zona afectada, 

afectan generalmente las extremidades inferiores a nivel del pie. La cromomicosis se 

presenta con síntomas similares a la esporotricosis26. 

En el Perú esporotricosis es endémico principalmente en Abancay, seguido de  

Cajamarca, Ayacucho, Cuzco y Otuzco (La Libertad); el grupo etáreo más afectado son 

los menores de 14 años36 y la forma más frecuente de diseminación es la cutáneo-

linfática37. Continúan en frecuencia las cromomicosis y micetomas36. 

Micosis sistémica  

Es una infección fúngica de los órganos internos que se inicia en sitios profundos, 

adquirida vía cutáneo-linfo-hemática o inhalatoria afectando principalmente los 

pulmones y el tracto gastrointestinal  incluso pueden generalizarse. La micosis sistémica 

se agrupa en dos dependiendo de la capacidad infectiva del hongo: Micosis sistémica 

por hongo verdadero (patógeno primario) y micosis sistémica oportunista27. 

La micosis sistémica por hongo verdadero es producida por organismos que tienen la 

capacidad de infectar a huéspedes inmunocompetentes, se presentan con síntomas 

generales como fiebre, dolor, inflamación de los ganglios y dolor torácico, se adquieren 

principalmente por vía inhalatoria. Las micosis sistémicas producidas por hongos 

verdaderos son: Paracoccidioidomicosis, histoplasmosis, coccidioidomicosis y 

blastomicosis. La paraccoccidiomicosis afecta sólo a América Latina38, es causado por 

Paraccoccidioides brasiliensis y en el Perú se presenta en las regiones tropicales de la 

Selva Peruana36.  

Las micosis sistémicas oportunistas afectan a pacientes inmunocomprometidos (SIDA, 

enfermedades malignas, enfermedades neutropénicas, intervenidos con cirugías 

extensas o transplantes de órganos); son producidas por hongos saprofíticos que causan 

enfermedades como las candidiasis, las aspergiliosis, las criptococosis y  las 

zigomicosis sistémicas27. La candidiasis sistémica ingresa al torrente sanguíneo a través 

del tracto gastrointestinal y la piel34. La aspergilosis generalmente afecta el aparato 

respiratorio, el aspergillus es ubicuo y pocos pueden causar enfermedades graves 



 
 

10 
 

cuando las personas inmunocomprometidas, enfermedad pulmonar subyacente o asma 

inhalan sus esporas fúngicas39, la aspergilosis invasiva es causada mayormente por A. 

fumigatus, A. flavus y A. terreus
40. 

En el Perú se estima que candidiasis, incluyendo candidiasis vulvovaginal, oral, 

esofágica y candidemia; además aspergillosis, incluyendo aspergilosis crónica 

pulmonar, invasiva y broncopulmonar alérgica, son las infecciones fúngicas más 

frecuentes afectando al 1.9% de la población41 y las micosis profundas que afectan son 

Esporotricosis (38%), paraccoccidiomicosis (34%), eumicetomas (13%), cromomicosis 

(5%), histoplasmosis (4%), criptococosis (4%), lobomicosis (1%)41.  

A nivel mundial las enfermedades fúngicas causan muertes entre 1,5 a 2 millones de 

personas al año siendo los principales afectados los inmunocomprometidos con 

infecciones como candidiasis, aspergilosis invasiva, meningitis criptococócica, seguidos 

de histoplasmosis diseminada y neumonía por neumocistis42. 

2.2.3. Cultivos Celulares y líneas celulares 

El uso de la técnica de cultivos celulares comenzó con Harrison (1907) y A. Carrel 

(1912)43; sin embargo Earle (1948) alcanzó obtener la línea celular L, primera línea 

celular de mamíferos (ratón) y Gry (1952) logró cultivar la línea celular HeLa, primera 

línea celular derivada de un tumor humano (cáncer cervical); y hasta finales del siglo 

pasado existían en el mundo 50 laboratorios que lo utilizaban44, sin embargo su uso se 

ha incrementado por varios motivos: reduce considerablemente el uso de animales de 

experimentación, se manipulan fácilmente en condiciones adecuadas, se trabaja con 

muestra homogénea, es posible trabajar en pequeña, mediana y a gran escala; resulta 

económico en investigación de fármacos, las líneas celulares pueden mantenerse o 

preservarse por largos periodos mediante la criocongelación y se encuentran disponibles 

numerosas líneas celulares debidamente caracterizados en bancos internacionales45. El 

desarrollo de la biotecnología y la biología molecular hacen posible obtener células de 

todo origen para realizar diversos estudios con gran potencial e impacto46, 

especialmente para probar medicamentos nuevos y para investigación47. El cultivo 

celular se define como una serie de procesos que permiten preservar las células in 

vitro
48, conservando al máximo sus propiedades fisiológicas, bioquímicas y genéticas45. 

La línea celular de cultivo se define como células obtenidas a partir de un cultivo o 

explante primario que se ha adaptado para crecer continuamente en el laboratorio y que 
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tiene múltiples usos, se usa en investigación (investigación del cáncer), en virología, 

ingeniería de proteínas, inmunología (producción de vacunas y anticuerpos 

monoclonales), estudios de interacción y señalización celular, en la diferenciación y el 

desarrollo, en toxicología (citotoxicidad, mutagénesis, carcinogénesis)47.

 

Figura 1. Obtención de una línea celular a partir de cultivo primario y del aislamiento 

de tejidos48. 

Tipos de cultivos celulares 

Cultivos Primarios: Cultivo de células, tejidos u órganos tomados directamente del 

organismo y puestos a crecer en un medio artificial49, estas son poblaciones con tiempo 

de duplicación lento48, con este cultivo se inicia un conjunto de procesos selectivos que 

finalmente dan lugar a una línea celular uniforme45. 

Línea Celular: Cultivo de células uniformes con gran capacidad de multiplicarse in 

vitro, obtenido desde el primer pasaje de un cultivo primario y que mantiene las 

características propias del tejido o tumor de origen43.  



 
 

12 
 

Línea celular primaria: Son poblaciones de células que se duplican en forma rápida y 

óptima, se clasifica en dos tipos43: 

o Línea celular continua: Línea celular que puede ser subcultivada in vitro 

indefinidamente (≥70 subcultivos). 

o Línea celular finita: Línea celular que tiene un número definido de posibles 

subcultivos (alrededor de 50). 

Línea celular secundaria: Son células con signos de deterioro, presentan tiempos de 

duplicación lentos, los cuales derivan en transformación, senescencia y muerte. 

 

Figura 2. Tipos y evolución de las líneas celulares45. 

Curva de crecimiento de los cultivos celulares50 

La curva de crecimiento de los cultivos celulares después de la siembra en un sustrato, 

se divide en cuatro fases con periodos de duración distintos; 

 Fase de Latencia: Las células del cultivo no aumentan, incluso pueden reducirse 

debido a que se están restableciendo del shock propio del subcultivo, restaurando 

daños, reponiendo elementos perdidos con la tripsinización como el glicocalix hasta 

lograr adhesión al sustrato. 

 Fase logarítmica o de Crecimiento exponencial: El número de células aumenta, 

incrementándose de manera óptima, dependiendo del número de células y la 

velocidad de crecimiento se duplican en promedio cada 24 horas, en esta fase se 

determina el tiempo de duplicación de la población celular.  
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 Fase estacionaria o de confluencia: Las células del cultivo se saturan y dejan de 

dividirse, el sistema permanece viable pero estable; la inhibición es por contacto en 

monocapa y en  suspensión es por consumo del medio.  

 Fase de decaimiento o muerte: Las células entran en una fase de senescencia que 

termina con la muerte celular, cuando el cultivo se extiende por demasiado tiempo.  

Proceso de cultivo de las líneas celulares  

 

Figura 3. Subcultivo en monocapa: Etapas del ciclo de subcultivo y crecimiento de 

células monocapa después de la tripsinización48. 

Para cada prueba, se debe trazar previamente una curva de crecimiento celular en cada 

sustrato, de modo que se pueda determinar el periodo de retraso, el tiempo de 

duplicación y la densidad de saturación (densidad celular en la meseta); un retraso 

prolongado implica que el cultivo debe adaptarse al sustrato; son preferibles tiempos de 

duplicación cortos cuando se desea optimizar el número de células, la densidad de 

saturación y los costos; el rendimiento de la curva de crecimiento puede realizarse de 

manera simplificada mediante el uso de placas multipocillo y un criterio de valoración 

cromogénico como el ensayo MTT51,52, alternativamente el monitoreo continuo in situ 

mediante análisis de imágenes permite un análisis rápido de las curvas de crecimiento 

sin la necesidad de muestrear y contar 52. 
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Clasificación de las líneas celulares 

 

 

Figura 4. Clasificación de las líneas celulares, adaptado50,53.  

Factores que influyen en el desarrollo de líneas celulares 

Los principales factores son la naturaleza del sustrato, las condiciones fisicoquímicas 

del medio de cultivo y las condiciones de incubación49,50,53. 

Naturaleza del sustrato: La capacidad de las células de adherirse al sustrato depende de 

las propiedades físicas del envase (vidrio, plástico desechable, microsoportes) y del 

medio de crecimiento, el aislamiento  y la propagación de células; una línea celular 

específica puede requerir un medio selectivo sin suero mientras que las células 

cultivadas para la formación de productos, como huéspedes para la propagación viral o 

para estudios moleculares, se basan principalmente en el MEM de Eagle, el DMEM que 

contiene mayor cantidad de aminoácidos y vitaminas, o el RPMI 1640 que esta 

suplementado con selenio, insulina y transferrina; suplementados con suero. 

Las condiciones fisicoquímicas y de incubación que influyen son: PH (> 7.4), %CO2 

(5%), Bicarbonatos, buffers, osmolaridad, temperatura (37 ºC), viscosidad, la tensión 

superficial y la presencia de espuma, factores adicionales son el balance de sales, 

proteínas, lípidos, nutrientes, sueros (suero fetal bovino), los suplementos orgánicos 

(aminoácidos, vitaminas, glucosa, hormonas y factores de crecimiento), suplementos 

inorgánicos  (minerales, sales y cofactores) así como de los inhibidores (antibióticos); el 

Según el tipo de crecimiento celular 

En monocapa 

 Las células crecen y se dividen 
en un sustrato formando una sola 
capa celular. 

-Estacionario: Adhesión en el fondo del 
envase ,sin necesidad de agitarlo.  

-Rotatorio: Adhesión a la superficie del 
envase, necesita agitarlo.  

En suspensión 

 Las células crecen y se 
reproducen en un sustrato sin 
adherirse a ningun sustrato  

Según la morfología celular 

Células adherentes  

Tipo fibroblástica, 
morfología irregular o 
fusiforme 

Tipo epitelial, morfología 
poligonal (agrupadas) 

Células no adherentes 

 Tipo redondas (células 
suspendidas) 
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suero de ternera y suero fetal bovino contiene hormonas, factores de crecimiento y otros 

involucrados en el transporte de nutrientes48. 

Tabla 3. Principales líneas celulares, medios de cultivo y sueros  

Líneas celulares Medio de cultivo Suero 

3T3 MEM, DMEM Suero de ternera 

Fibroblastos Eagle´s MEM Suero de ternera 

Línea celular continua Eagle´s MEM, DMEM Suero de ternera 

Tumores Humanos DMEM/F12, L15, RPMI 1640 Suero fetal bovino 

Adaptado de Freshney48. 

2.2.4. Cáncer 

Es una enfermedad en la que aparecen células anormales que se multiplican de manera 

descontrolada, invadiendo y destruyendo tejidos circundantes; muchas células 

cancerosas se diseminan mediante el sistema hemolinfático47.  

Tabla 4. Principales tipos de cáncer 

Adaptado47,54. 

Denominación Iniciación Lugar que afecta 

Carcinomas Células epiteliales Epitelio externo e interno de 

órganos del cuerpo. 

Sarcomas Células óseas, musculares, 

condrocitos, adipocitos. 

Huesos, tendones, articulaciones y 

músculos 

Leucemias Células sanguíneas Médula ósea 

Linfomas Células inmunitarias Sistema inmunitario y sistema 

linfático 

Mielomas Células plasmáticas Sistema inmunitario 

Cáncer del SNC Células nerviosas Tejido encefálico y medula espinal 
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El cáncer de colon se presenta en los tejidos del intestino grueso, la mayoría se 

presentan como adenocarcinoma, cáncer cuyo inicio se da en las células de la mucosa 

(productoras de moco además de otros líquidos). El cáncer de pulmón se presenta como 

carcinoma, debido a que se inicia en los tejidos del pulmón generalmente en las células 

que recubren las vías respiratorias; existen dos formas de presentación principales, 

cáncer de pulmón de células pequeñas y cáncer de pulmón de células no pequeñas; estos 

tipos de cáncer se diagnostican con base en el aspecto que tengan las células bajo un 

microscopio47,55.  

 

Figura 5. Modelo esquemático de carcinogénesis56.  

Las células cancerosas son las fundadoras de la enfermedad, que inician y dirigen el 

avance de la progresión del tumor, portando una serie de mutaciones, existe una 

subclase de células neoplásicas del tumor conocidas como células madre cancerosas, 

éstas células poseen características y marcadores propios de las líneas celulares 

normales y aparecen particularmente en los carcinomas57. 

En Lima metropolitana, en el año 1994 afectaban principalmente el cáncer gástrico, 

cáncer de mama, cuello uterino, pulmón, próstata e hígado; en el año 2016 de acuerdo al 

sexo la distribución del cáncer era del 56,3% para mujeres y 43,7% para varones58; 

datos más actuales señalan que cada año se diagnostican 66 000 nuevos casos de cáncer 

en el Perú y fallecen 32 00059, para el año 2018 la primera causa de muerte en el Perú 

fue el cáncer, dentro de los más frecuentes tenemos en mujeres cáncer mamario (19%), 

cervical (11%) y gástrico (7%) y en varones cáncer prostático (25%), gástrico (10%) y  

colorrectal (7%); y dentro de las más mortales tenemos cáncer gástrico (13,9%), 

pulmonar (8,6%) y de prostático (8,2%), se consideran factores de riesgo la estructura 
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etárea poblacional, estilos de vida sedentarios, dieta no saludable, entre otros60. En el 

año 2019 la mortalidad más elevada fue para cáncer de próstata, estómago, mama, 

colorrectal y cérvix, además un estudio por regiones señala que en la sierra afecta 

principalmente el cáncer gástrico, en la selva el cáncer cérvico uterino y en la costa 

central y sur el cáncer de pulmón58. 

2.2.5. Actividad antifúngica y citotóxica en plantas medicinales 

Desde la antigüedad se hace uso de las plantas para el tratamiento de enfermedades61,62. 

La OMS63 define las plantas medicinales como aquellas que en uno o más órganos 

(hoja, flor, tallo, raíz, fruto, etc) contienen sustancias que pueden ser utilizadas con fines 

terapéuticos o que son precursores en la obtención de medicamentos y define droga 

vegetal como parte de la planta medicinal en la que se concentra la mayor cantidad de 

componentes activos; El uso de plantas y sus extractos ha permitido el descubrimiento 

del 74% de sustancias químicas vegetales que se usan como fármacos en la 

actualidad64,65. Los compuestos obtenidos de las plantas con mayor actividad son: 

terpenos, compuestos fenólicos, flavonoides, cumarinas, alcaloides, saponinas, etc66.   

Las familias más citadas por su actividad antifúngica in vitro son Famiaceae, Fabaceae, 

Asteraceae y Solanaceae67; mientras que los metabolitos más citados por su actividad 

antifúngica son compuestos fenólicos 47%,  terpenoides 20% y alcaloides 11%68. Los 

metabolitos más citados por su actividad citotóxica son los compuestos fenólicos, 

terpenoides, acetogeninas y alcaloides69, estos se encuentran en familias como 

Malvaceae y Asteraceae70, específicamente las familias Lythraceae y Asteraceae para 

cáncer de colon, pulmón y próstata revelando compuestos fenólicos, taninos 

hidrolizables, antocianinas, flavonoides y terpenoides71. 

2.2.5.1. Determinación de la actividad antifúngica 

Para detectar agentes antifúngicos in vitro se usan diferentes tipos de ensayos que 

dependen del medio de cultivo a emplear, el antibiótico o extracto a cuantificar y la cepa 

fúngica a probar; es así que se dispone de ensayos útiles para determinar la CMI o 

concentración mínima inhibitoria que consiste en determinar la concentración mínima 

de antimicrobiano capaz de impedir el crecimiento de un microorganismo en las 

condiciones establecidas72,73.  
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Métodos de difusión: En esta técnica, el extracto de la planta o compuesto a probar 

contenido en un reservorio (discos de papel, agujeros en el medio de cultivo o cilindros 

sobre su superficie), se pone en contacto con un medio sólido (p.e. agar), inoculado con 

un hongo determinado. Luego de un tiempo adecuado de incubación, se mide el 

diámetro o el radio de la zona clara (donde no hubo crecimiento). La información que 

brinda es cualitativa, útil para establecer la sensibilidad del microorganismo, también 

nos permite establecer una comparación con una sustancia control. El método presenta 

problemas con sustancias que no difundan en el medio24,72. 

Métodos de dilución: En este tipo de métodos, una cantidad fija de muestra a ser 

probada es mezclada homogéneamente con un medio conveniente (p.e. agar, caldo, etc). 

Usualmente se hacen diluciones de la muestra original a cada una de las cuales se 

inoculan con el hongo a probar y se determina la CMI, tiene la ventaja de ser 

cuantitativo y puede ser usado tanto con muestras solubles e insolubles con agua24,72,74. 

En este grupo se incluye el método de macrodilución en caldo y el método de 

microdilución en caldo, para este último se dispone de los estándares CLSI, con la cual 

se puede evaluar la susceptibilidad antifúngica además son muy útiles para medir la 

CMI, el método M-27-A2 CLSI75 para levaduras y Candida sp, el método M38-A 

CLSI76 para dermatofitos y hongos filamentosos como Aspergillus sp y el método M44-

A Difusión en disco77. 

Métodos bioautográficos: Es un médodo de mucha utilidad para la localización de 

compuestos antifúngicos en un cromatograma de un extracto complejo, esto permite el 

aislamiento bioguiado de los compuestos activos; una de las técnicas es la bioautografía 

por inmersión, en la cual un medio de agar inoculado es aplicado sobre la placa 

cromatográfica en la que ha corrido el extracto. Los compuestos deben pasar al agar por 

difusión y las zonas de inhibición son visualizadas con un colorante vital24.  

Métodos comerciales: Tenemos a los métodos aprobados por la FDA como Epsilon 

test, dilución en agar o E-Test78, que es una expansión de la técnica de difusión en disco 

y consiste en la inoculación de un hongo en la superficie del agar en la que se incorpora 

en discos un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a 15 diluciones74; 

Sensitre® Yeast one que consiste en microdilución utilizando azul de alamar como 

indicador colorimétrico de oxidación-reducción y Vitek 2®, método automatizado para 

determinar la CMI por lectura espectrofotométrica, muy usado en levaduras78. 
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Tabla 5. Compuestos antifúngicos descubiertos y métodos utilizados 

Tipo de compuesto Fuente natural Método utilizado 

Alcaloides Liriodendrum tulipifera Difusión 

Biflavonas Cupressocyparis leylandii Dilución 

Antraquinonas Morinda lucida Bioautografía 

Triterpenoides Terminalia bellerica 

Lantana indica 

Difusión + dilución 

Dilución 

Saponinas esteroidales Solanum nigrescens 

Trillium grandiflorum 

Dilución 

Difusión + dilución 

 Adaptado de Zacchino24 

2.2.5.2. Determinación de la actividad citotóxica 

Para evaluar la actividad citotóxica existen bioensayos in vitro, mediante el uso de las 

líneas celulares79. Estos ensayos son muy usados para determinar citotoxicidad de 

agentes químicos y drogas además permite la detección de cambios celulares tempranos 

que podrían ser inadvertidos in vivo
46. La citotoxicidad celular se define como una 

alteración de las funciones celulares básicas que conlleva a que se produzca un daño que 

puede ser detectado80 y la evaluación de la citotoxicidad en un ambiente controlado  

hace posible detectar cambios en la función celular como alteración de la permeabilidad 

de la membrana celular, de la división celular, de la biosíntesis proteica, hormonal o 

enzimática, el metabolismo energético, además las transformaciones celulares, las 

alteraciones y mutaciones genéticas así como cuantificar la supervivencia celular48. Se 

emplean dos tipos de ensayos: 

Los ensayos que miden la integridad de la membrana: se basa en la exclusión celular 

con el uso de colorantes como el rojo neutro (las células viables tienen la capacidad de 

retención del colorante)81, Azul de kenacid (las células viables retienen el 

colorante)82,83; violeta de genciana y azul de tripano (tiñen las células muertas debido a 

que el colorante no puede atravesar la membrana selectiva de la célula viva)83. Para 
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células cancerígenas son ampliamente usadas la eosina que tiñe de color rosa anaranjado 

el citoplasma, pared celular, colágeno, tejido conjuntivo y otras estructuras de células 

vivas y la hematoxifilina que tiñe de color violeta azulado intenso los ribosomas, 

cromatina y estructuras del núcleo47. 

Los ensayos que miden la actividad metabólica celular: se basa en la medición de 

productos de la actividad metabólica celular con el uso de colorantes indicadores de 

viabilidad celular, el proceso incluye los siguientes pasos: primero lograr el desarrollo 

celular en un medio de cultivo, segundo enfrentar las células viables obtenidas con una 

concentración conocida del compuesto a evaluar, tercero incubarlas durante un tiempo y 

temperatura adecuados y por último usar un colorante redox para medir la citotoxicidad. 

El bioensayo de citotoxicidad por sulforrodamina consiste en el uso sulforrodamina B 

(SRB), colorante aniónico que se une electrostáticamente a proteínas aniónicas de 

células cancerosas que han sido previamente precipitadas con ácido tricloroacético 

(ATC) y posterior lectura de absorbancia a 450 nm ó 515 nm en microplacas84. La 

densidad óptica es directamente proporcional al crecimiento celular e inversamente 

proporcional al grado de citotoxicidad en la célula52. El bioensayo MTT, consiste en el 

uso de las sales de tetrazolio y se basa en la reducción metabólica del bromuro de 3-

(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), en las mitocondrias de las células 

viables se reduce a formazan y este complejo MTT-formazán producido se puede 

determinar espectrofotométricamente una vez que el MTT-formazán se haya disuelto en 

un disolvente adecuado DMSO dimetilsulfóxido. La capacidad de las células para 

reducir el MTT constituye un indicador de la integridad de las mitocondrias y su 

actividad funcional es interpretada como una medida de la viabilidad celular48,51; es 

ampliamente usado en el tamizaje de drogas cancerígenas52. El bioensayo de 

resazurina85,86 o azul de alamar permite determinar la citotoxicidad de diferentes 

compuestos de manera no destructiva debido a que son colorantes no tóxicos para las 

células y se basan en la detección de la viabilidad mediante el uso de la glucosa 6 

fosfato deshidrogenasa, las células viables reducen la resazurina a resorufina y 

dihidroresorufina, estos compuestos son detectables mediante medición de fluorescencia 

y absorbancia respectivamente. Las células no viables perdieron su capacidad 

metabólica y no podrán reducir al colorante. Las células muertas no tienen capacidad 

metabólica y no reducirán al colorante83. 
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2.2.5.3. Solanum hispidum. Pers 

Esta especie es de la familia Solanaceae, las cuales son plantas herbáceas o leñosas con 

las hojas alternas, simples y sin estípulas; son dicotiledóneas con alrededor de 98 

géneros además 2700 especies, mega diversos en hábitat, morfología y ecología. La 

familia es cosmopolita, distribuyéndose por toda la tierra con la excepción de la 

Antártida. América del Sur y América Central albergan la mayor diversidad de sus 

especies64. La familia Solanaceae es una de las más ricas en especies en la flora 

peruana87. El género Solanum, mayoritario de las Solanaceae, con aproximadamente 

1400 especies, siendo en América del sur endémico y mega diverso88. En el Perú para el 

género Solanum L. existe un listado de 276 especies (253 nativas y 23 introducidas), el 

pico de mayor diversidad se observa entre 2500 y 3000 msnm, sin embargo la mayor 

diversidad de especies endémicas se encuentran entre 3000 y 3500 msnm, Cajamarca 

(Cajamarca) tiene el mayor número de especies endémicas, seguido de Huaraz y 

Carhuaz (Ancash): y Canta y huarochirí (Lima). Solanum hispidum Pers es endémica89, 

tiene un altura entre 1,5 a 2,5 metros, de copa redonda, posee espinas en su tallo, las 

hojas son aterciopeladas, grandes y ovaladas con presencia de espinas en el haz y envés, 

las flores son hermafroditas lilas o tonos azulados, los frutos consisten en bayas verdes 

y son amarillos en la madurez, contienen semillas aplanadas de 1,5 mm 

aproximadamente, esta especie es nativa de Sudamérica (Perú, Colombia, Ecuador y 

Bolivia), de México y Guatemala90. 

Clasificación Taxonómica 

División: MAGNOLIOPHYTA 

CLASE: MAGNOLIOPSIDA 

SUBCLASE: ASTERIDAE 

ORDEN: SOLANALES 

FAMILIA: SOLANACEAE 

GENERO: Solanum 

Especie: Solanum hispidum Pers. 

Nombre vulgar: Ñahui pashta 

Determinado por Mg. Asunción Alipio Cano Echevarría y Blgo. Paúl Gonzales Arce. 

En abril del 2017 Una porción de la parte aérea se conservó para su identificación en el 

Herbario de la UNMSM donde se conserva un boletín. 
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CAPITULO III.  METODOLOGÍA 

3.1. Tipo de investigación 

El presente trabajo de investigación es experimental, prospectivo y de causalidad. 

3.2. Diseño de investigación 

Diseño con pos prueba únicamente y grupo control 

3.3. Consideraciones éticas 

En el presente trabajo de investigación no existen problemas éticos ni morales debido a 

que se cumplieron con los criterios establecidos por el diseño de investigación de la 

UNMSM y del CIEI - INS; de manera similar se respetó la autoría de la información 

bibliográfica haciendo referencia a los autores con sus respectivos datos. 

3.4. Diagrama de flujo del procedimiento  

 

 

Figura 6. Diagrama de flujo del procedimiento. 

3.4.1. Selección de la muestra 

Se colectaron las partes aéreas de varios individuos distribuidos al azar, se 

seleccionaron las hojas procurando que todas correspondan a la misma etapa fenológica, 

que sean de similar tamaño y no se encuentren deterioradas91. La selección de las hojas 

sanas se realizó de manera cuidadosa utilizando una tijera, en agosto del 2020, se realizó 
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el traslado en caja de cartón separadas con papel kraft para asegurar su integridad y 

evitar daños, en el laboratorio de fisicoquímica del Centro Nacional de Control de 

Calidad - INS las hojas se lavaron para eliminar el exceso de tierra y partículas extrañas 

que pudieran presentar91. 

Se procedió al secado extendiéndolas en papel kraft sobre una mesa por 7 días, 

realizando el cambio de papel kraft todos los días, se completó el secado a 40ºC en 

estufa de aire circulante marca MEMMERT por un periodo de 5 días, finalmente se 

trituró y se realizó la molienda de las hojas secas, las cuales fueron reducidas a polvo 

fino en un molino de cuchillas. El polvo así obtenido fue almacenado en porciones de 

100 g aprox. en bolsas de plástico con cierre hermético conservándolo en un desecador 

a temperatura ambiente hasta su posterior utilización91. 

3.4.2. Obtención del extracto etanólico estabilizado. 

Se procedió a pesar 100 g de polvo fino, se adicionaron 900 mL de etanol al 90% y se 

maceró en frasco de vidrio ámbar a temperatura ambiente con agitación durante 7 días. 

El extracto obtenido fue filtrado con una gasa, luego a través papel de filtro rápido 

(Whatman), posteriormente se evaporó a presión reducida en un rotaevaporador Buchi a 

40 ºC y 60 rpm para extraer el etanol y preservar la potencial actividad en el extracto 

etanólico estabilizado91,92. Se logró obtener 15,06 g de extracto seco estabilizado, 

rendimiento 15,06%, los cuales se distribuyeron en 3 placas Petri de vidrio y para su 

conservación se guardaron a temperatura ambiente en un desecador, al momento de 

realizar las pruebas fueron retomados para los análisis, la primera placa se usó para los 

estudios de solubilidad, evaluación fitoquímica preliminar y análisis cromatográfico, la 

segunda se usó para determinar la actividad antifúngica y concentración mínima 

inhibitoria y la tercera placa se usó para determinar la actividad citotóxica. 

3.4.3. Estudios de solubilidad 

En una batería de tubos de ensayo adecuadamente rotulados con los nombres de los 

solventes de diferente polaridad, se pesaron 20 mg de extracto etanólico estabilizado de 

Solanum hispidum Pers y se le agregó 1 mL del solvente indicado (agua destilada, 

etanol, metanol, acetato de etilo, cloroformo, éter dietílico y n-hexano), se agitó cada 

tubo y se procedió a observar los resultados por un máximo de 10 min93,94. 
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3.4.4. Análisis fitoquímico preliminar 

Para el análisis fitoquímico preliminar del extracto etanólico estabilizado de Solanum 

hispidum Pers, se realizaron las pruebas de color y precipitación con la finalidad de 

determinar la presencia o ausencia de los principales metabolitos secundarios.94,95,96 

Los metabolitos presentes se identificaron siguiendo la marcha fitoquímica propuesta 

por Lock94, empleando pruebas de tricloruro férrico para compuestos fenólicos, gelatina 

cloruro de sodio para taninos, Shinoda para flavonoides94,95, la presencia de flavonoides 

fue confimada por Pews y vapores de amoniaco96; Liebermann-Burchard94,95, ácido 

tricloroacético, Rosenthaler y Salkowski para diferenciar triterpenoides y esteroides96; 

Borntranger para naftaquinonas, antronas y antraquinonas, Kedde para cardenólidos, 

Rosenheim para leucoantocianidinas; Dragendorf, Mayer, Bouchardat, Sonneschein 

para alcaloides94, prueba de espuma para saponinas, prueba de hidroxilamina para 

cumarinas, prueba de Erlich para alcaloides indólicos y prueba de Bajlet para lactonas y 

sesquiterpenlactonas95,96. 

3.4.5. Análisis cromatográfico 

El análisis cromatográfico se realizó por cromatografía en capa delgada para confirmar 

la presencia de esteroides y alcaloides en el extracto etanólico estabilizado de Solanum 

hispidum Pers. Para determinar esteroides por cromatografía en capa delgada se usaron 

placas de Silicagel 60 F254 activadas a 105 ºC por 15 minutos, fase móvil cloroformo-

metanol-agua (64:50:10) v/v, se aplicó 3,5 µL de extracto concentrado disuelto en 

metanol (2 gramos de extracto crudo disuelto en 2 mL de  metanol y posterior aforo a 5 

mL), la separación de siembra fue de 1.5 cm entre cada aplicación, se usó como 

revelador cloruro de antimonio III 10% en cloroformo, para demostrar presencia de 

esteroides en detección visible se observan manchas de color rojo o violeta y en UV 365 

nm se observan manchas rojo violeta o celeste y/o verde97,98,99 y para determinar la 

presencia de alcaloides se utilizaron placas de silicagel 60 F254 activadas a 105ºC por 

15 minutos, la fase móvil consistió en Cloroformo-Metanol (95:5) v/v, se aplicó 5 µL de 

extracto concentrado disuelto en metanol (2 gramos de extracto en 2 mL), con 

separación de siembra de 1,5 cm entre cada aplicación, para demostrar la presencia de 

alcaloides la detección fue visible observando manchas de color los cuales indican 

presencia de alcaloides esteroidales y saponinas esteroidales88. 
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3.4.6. Determinación de la actividad antifúngica 

La actividad antifúngica se determinó utilizando el método de difusión en placa, este 

método se fundamenta en la difusión de las sustancias activas en un medio sólido que se 

evidencia por la formación de halos claros alrededor de las colonias100. 

Hongos utilizados 

Candida albicans ATCC 10231, Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 y 

Aspergillus brasilensis ATCC 16404 provistos por el Cepario del Laboratorio de 

Microbiología y Biológicos del Instituto Nacional de Salud, donde se encuentran 

conservados a -70 ºC y para el ensayo se procedió a viabilizarlos usando Caldo 

Sabouraud para C. albicans y Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) para T. mentagrophytes 

y A. brasiliensis. 

Estandarización de las suspensiones fúngicas 

Se realizó la siembra en ADS de cepas T. mentagrophytes y A. brasilensis  y se 

incubaron a 20ºC - 25 ºC durante 7 a 10 días, las esporas fueron recuperadas de estos 

cultivos; se emplearon colonias maduras por arrastre de la superficie con 10 mL de 

solución salina 0.9% y tween 80 al 0.1%. La suspensión se trasvasó a un tubo de 

ensayo, las conidias se obtuvieron mediante agitación del filtrado a 2500 rpm durante 

10 y posteriormente se filtró con papel de filtro. Estos elementos fúngicos fueron 

utilizados como inóculo ajustando la turbidez hasta lograr el inóculo deseado (1 x 105 

UFC/mL) para las esporas, se comprobó con diluciones seriadas en placa. Para C. 

albicans se incubó 100 µL de cepa en 10 mL de Caldo Sabouraud a 20 ºC -25 ºC por 

48-72 horas, cumplido el tiempo de incubación se suspendieron los microorganismos 

hasta lograr un inóculo deseado de (1 x 106  UFC/mL). Los ajustes fueron realizados 

espectrofotométricamente y se corroboró con diluciones seriadas en placa100,108. 

Preparación de las placas para dispensación 

Se preparó el medio ADS, se esterilizó y se mantuvo a 45 ºC para incorporar 1 ml de 

suspensión fúngica estandarizada (1 x 106 UFC/mL) por cada 100 ml de medio de 

cultivo; se agitó y homogenizó para distribuir 20 ml a placas Petri previamente 

rotuladas de 90 mm de diámetro. Se dejó solidificar, una vez solidificado se realizaron 

pozos con la ayuda de un sacabocado Nº 6 (perforador de acero inoxidable con 11 mm 
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de diámetro externo), se realizaron 1 a 2 excavaciones por placa para evitar la 

superposición de halos100. 

Adición de muestras y controles e incubación de placas 

Se agregó a cada pozo 100 uL del extracto etanólico de Solanum hispidum Pers 25 

mg/mL (Se resuspendió 50 mg del extracto etanólico estabilizado en 2 mL de 

Dimetilsulfóxido) y se dejaron reposar las placas por 1 hora en las condiciones del 

laboratorio para lograr difusión y se trasladaron cuidadosamente a la incubadora, se 

incubaron a 37 ºC por 24 horas para Candida albicans, 72 horas para Aspergillus 

brasiliensis y 7 días para Trichophyton mentagrophytes. Fueron usados como controles 

positivos nistatina, ketoconazol y fluconazol, se pesaron 25 mg de estándar en 25 ml de 

diluyente DMSO para los dos primeros y agua para el fluconazol, realizando luego una 

dilución de 2mL en 10mL para lograr una concentración final de 0,2 mg/mL para los 3 

estándares, se usó como blanco el DMSO y agua. Las pruebas se realizaron utilizando 8 

placas para cada tratamiento y se adicionaron 100µL por pozo100. 

Lectura y criterios de interpretación 

Se observaron las zonas claras de inhibición de crecimiento (halos) y se midieron los 

diámetros en mm con la ayuda de un  vernier, se considera actividad antifúngica 

significativa cuando el diámetro de la zona de inhibición es superior a 18 mm100,101. 

Una vez determinada la actividad antifúngica se procedió a determinar la concentración 

minima inhibitoria (CMI) utilizando el método de microdilución colorimétrico en 

microplaca siguiendo los protocolos del Instituto de Estándares Clínicos y de 

Laboratorio (CLSI), usando para la levadura el protocolo M27-A2 modificado por Liu 

et al102; y para el dermatofito y  la espora se usó el protocolo M38-A modificado por 

Fernández et al103 y Liu et al102.  

3.4.7. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) 

Se determinó mediante el método de microdilución colorimétrico partiendo de los 

microorganismos que demostraron actividad antifúngica por el método de difusión en 

placa. 
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Preparación del medio de cultivo 

Se preparó pesando en beakers separados 1,04 g del medio RPMI 1640 en polvo y 3,46 

g de buffer MOPS, ambos se disolvieron en aproximadamente 20 mL de agua destilada 

estéril, finalmente se mezclaron en un matraz volumétrico y se aforó a 100 mL con agua 

destilada estéril; se filtró usando un filtro con tamaño de poro 0,45 µm75,76. 

Preparación del inóculo 

Para C.albicans se usó un sembrado de 48 h previos al ensayo  (100 µL de cepa en 10 

mL de Caldo Sabouraud) a 20ºC - 25ºC, el día de la prueba se ajustó a una turbidez 

espectrofotométrica equivalente a 1-5 x 106 ufc/mL (inóculo concentrado), luego se 

procedió a realizar una dilución 1:50 seguida de 1:20 con el medio RPMI 1640, para 

obtener un inóculo de 1-5 x 103 UFC/mL (inóculo 2x); para el dermatofito y la espora 

se usaron los repiques sembrados una semana antes y el día del ensayo se ajustó 

espectrofotométricamente a 530 nm entre 0,15 y 0,18 de unidades de absorbancia o su 

equivalente en porcentaje de transmitancia. El inóculo concentrado (1 -2 x106 UFC/mL) 

fue diluido a razón de 1:50 para obtener un inóculo 2x (1,2 x 104 a 6 x 104 UFC/mL). Se 

corroboraron los inóculos mediante plaqueo por incorporación en ADS de 10 µL de 

inóculo ajustado la levadura y 10 µL de una dilución de 1:10 del inóculo ajustado para 

la espora y el dermatofito75,76,102,103. 

Preparación de los controles y muestras  

Preparación del estándar para levaduras ketoconazol 2x, se pesó 16 mg de ketoconazol y 

se aforó a 10 mL con DMSO en matraz volumétrico, luego se realizó dilución de 0,4 

mL en 20 mL con medio RPMI, esta es la solución 2x = 32 µg/mL de ketoconazol, 

finalmente en las placas de microtitulación se obtuvieron concentraciones decrecientes 

en el rango de 16,0 µg/mL a  0,03 µg/mL75,76,104 .  

Preparación del estándar para la espora y el dermatofito fluconazol 2x, se pesó 12,8 mg 

de fluconazol y se aforó a 20 mL con agua destilada estéril, luego se realizó dilución de 

4 mL en 20 mL con medio RPMI, esta es la solución 2x = 128 µg/mL de fluconazol, 

finalmente en las placas de microtitulación se obtuvieron concentraciones decrecientes 

en el rango de 64,0 µg/mL a 0,125 µg/mL75,76,104. 

Preparación del extracto etanólico 2x, se pesó 250 mg se extracto etanólico estabilizado 

de Solanum hispidum Pers y se disolvió en 2,5 mL de DMSO (100 mg/mL)102, luego se 
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realizó dilución de 0,8 mL en 20 mL con medio RPMI, esta es la solución 2x = 4000 

µg/mL, finalmente en las placas de microtitulación de obtuvieron concentraciones 

decrecientes en el rango de 4000 µg/mL a 7,81 µg/mL104. 

El control negativo fue el medio RPMI con resazurina, también denominado control de 

esterilidad o control de ausencia de crecimiento para lo cual se preparó 20 mL de RPMI 

con 0,1 mL de la la solución indicadora de óxido reducción102. 

Preparación de la solución indicadora de óxido reducción (resazurina 20 mg/mL): 

se pesó 400 mg de resazurina y se aforó a 20 mL con agua destilada estéril en matraz 

volumétrico estéril. Esta solución fue filtrada a través de un filtro con tamaño de poro de 

0,45 µm. La proporción usada fue de 0,1 mL de la solución indicadora preparada por 

cada 20 mL de suspensión del inóculo 2x102,104. 

Distribución de las placas e incubación 

La prueba se realizó en placas de microtitulación estériles de 96 pocillos estériles, de 

fondo en U utilizando pipeta multicanal, siguiendo la siguiente distribución, A1-H1: 

Control negativo (200 µL RPMI con resazurina), A2-A11: Concentraciones finales de 

estándar ketoconazol (a partir de 200 µL inóculo 2x con resazurina), B2-12 al G2-12 

concentraciones finales del extracto etanólico de Solanum hispidum Pers (a partir de 200 

µL inóculo 2x con resazurina), H2-H11: concentraciones finales de estándar fluconazol 

(a partir de 200 µL inóculo 2x  con resazurina) y A12-H12: control de crecimiento 

positivo (100 µL inóculo 2x con 100 µL medio RPMI). A partir de los inóculos 2x de 

200 µL cogiendo 100 µL para transferir a los siguientes pocillos104. 

Las placas de microtitulación fueron incubadas a 37 ºC por 24 horas para la levadura y 

por 5 a 7 días para la espora y el dermatofito102,103. 

Posterior a la incubación se observaron visualmente los resultados mediante el cambio 

de color de morado oscuro a rosado o incoloro, para determinar el valor del CMI se 

considera la concentración más baja en la cual no se produce el viraje del color102. 
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Tabla 6. Distribución de los pocillos para determinar la CMI de los hongos C.albicans, 

A. brasiliensis y T. mentagrophytes frente al extracto etanólico de S. hispidum Pers. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A CN 16,0 8,0 4,0 2,0 1,0 0,5 0,25 0,13 0,06 0,03 CC 

B CN 2000 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 CC 

C CN 2000 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 CC 

D CN 2000 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 CC 

E CN 2000 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 CC 

F CN 2000 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 CC 

G CN 2000 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 CC 

H CN 64,0 32,0 16,0 8,0 4,0 2,0 1,0 0,5 0,25 0,125 CC 

Adaptado de Ruiz104, CN: Control negativo, CC: Control de crecimiento, K: 

Ketoconazol y F: Fluconazol, los datos consignados indican las concentraciones finales 

en µg/mL. 

Lectura y criterios de interpretación  

Los criterios de interpretación se tomaron de acuerdo a los parámetros de Holets, F. et 

al105, el extracto tiene actividad antifúngica significativa cuando el CMI es ≤ 1000 

µg/mL, según la siguiente clasificación: 

Tabla 7. Criterios cuantitativos para determinar actividad antifúngica. 

Criterio Nomenclatura 

Actividad antifúngica CMI 

Buena < 100 µg/mL 

Moderada 100 a < 500 µg/mL 

Débil 500 a 1000 µg/mL 
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3.4.8. Determinación de la actividad citotóxica 

Líneas celulares 

Tabla 8. Líneas celulares usadas para evaluar actividad citotóxica 

Línea  

celular 

Morfología Origen Especie-edad Medio de 

cultivo 

H460 Epitelial Cáncer de 

pulmón 

Humano-adulto MEM 

HT-29 Epitelial Cáncer de 

colon 

Humano-adulto RPMI 

3T3 Fibroblasto - Ratón-embrionario DMEM 

Se utilizaron las líneas celulares de cáncer humano H460 de cáncer de pulmón y HT 29 

de cáncer colorrectal y como línea celular normal fibroblastos 3T3; células de 

crecimiento adherente en monocapa, adquiridas en el banco de células del Laboratorio 

de cultivo celular del CNSP del INS, donde se encuentran conservadas a -190 ºC. Se 

trabajó en Cabina de Seguridad biológica para mantener las condiciones de 

esterilidad106. 

Las líneas celulares H460 fueron cultivadas en MEM, las líneas celulares HT29 fueron 

cultivadas en Medio RPMI 1640 y las líneas celulares 3T3 fueron cultivadas en DMEM, 

todas  suplementadas con 10 % de FBS o suero de ternera según corresponda, se usó 

como antibiótico gentamicina sulfato en concentración de 50 µg/ml, en frascos de 

cultivo estériles de 25 cm2 incubados a 37ºC y 5% CO2; para el mantenimiento de las 

líneas celulares se procedió a renovación del medio de cultivo cada 48 horas, realizando 

el lavado de las células con PBS pH 7,2 a 7,485,86.  

Recuento celular y verificación de la viabilidad 

Se resuspendieron las líneas celulares, lavando la monocapa de cada línea celular por 3 

veces con 4 mL de Solución tampón de fosfatos (PBS) y agregando 4 mL de solución 

de tripsina 0,02% , se incubó por 10 minutos en condiciones estándar de 37 ºC y 5% 

CO2. Se realizó el conteo de la suspensión de células obtenida en cámara de recuento 
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Neubauer usando el método de exclusión celular de eosina 0.2%47. Se trabajaron las 

líneas celulares verificando previamente la viabilidad en cámara de Neubauer, las 

viabilidades comprobadas fueron para HT-29 (RPMI) 98,15%, para 3T3 (DMEM) 

100.0% y para H460 (MEM) 99,25%. 

Determinación de la concentración celular 

Se partieron de concentraciones celulares de 5,000 a 15,000 células/ pocillo en 100 

µL108 y se ajustó esta concentración para utilizar el método de reducción de MTT, para 

las líneas celulares cancerígenas H460,  HT-29 a 40 000 células/pocillo y para la línea 

celular normal 3T3 a 20 000 células/pocillo, en un volumen 160 µL/pocillo108, se usaron 

microplacas estériles de fondo plano para favorecer la adhesión celular, las 

concentraciones celulares óptimas de incorporaron en microplacas de 96 pocillos con 

ayuda de una pipeta multicanal y fueron incubadas durante 48 horas en condiciones 

estándar 37ºC y 5% CO2, para lograr que las células se adhieran a la superficie del 

pocillo85,86. 

Tinción con MTT  

Cumplido el tiempo de tratamiento, se verificaron los cultivos con 90% de confluencia, 

fue retirado el medio de cultivo anterior y se adicionaron en los pocillos 100 µL de las 

diferentes concentraciones de muestras de extracto etanólico estabilizado Solanum 

hispidum Pers  y 100 µL del control positivo; se dispensaron a los pocillos 100 µL de 

MTT adicionalmente. Se incubaron las microplacas por 4 horas a 37 ºC y 5% CO2, 

posteriormente, de manera cuidadosa se desechó el sobrenadante y fueron adicionados 

en los pocillos 100 uL de DMSO. Se procedió a la lectura de las microplacas ensayadas 

con el MULTISKAN un lector de microplacas a λ = 570 nm. Los datos obtenidos 

fueron tomados como medida indirecta de la supervivencia celular85,86. 

Preparación de las muestras y controles 

Previo al uso del extracto etanólico estabilizado de Solanum hispidum Pers, se verificó 

la esterilidad del extracto inoculando porciones a medios de cultivo tioglicolato fluido 

con indicador y caldo de triptocaseína con posterior incubación a 32,5 ± 2,5 ºC y 22,5 ± 

2,5 ºC respectivamente por 14 días109; se pesaron 250 mg del extracto etanólico 

estabilizado y se disolvieron en 2,5 mL con DMSO (100 mg/mL), a partir de esta 

solución se realizó una dilución en medio de cultivo sin suplementar de 2,5 mL en 100 
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mL en matráz volumétrico estéril (2 500 µg/mL), se realizó dilución adicional de 2,5 

mL en 25 mL de medio de cultivo sin suplementar (250 µg/mL) y se realizaron dos 

diluciones adicionales de 1 en 10 para obtener concentraciones finales de 25 µg/mL y 

2,5 µg/mL. 

Se usó como control positivo doxorrubicina 10 µmolar85,86, se preparó pesando 25 mg 

de doxorrubicina clorhidrato en matraz volumétrico de 25 mL, se aforó con agua y 

luego se realizó una dilución de 1 en 10 con medio de cultivo109. 

Distribución de los pocillos y cálculos 

Tabla  9. Distribución de los pocillos para  las placas de la línea celular  HT-29 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Control + : Doxorrubicina 10 µM 

B Extracto etanólico Solanum hispidum Pers 2,5 µg/mL 

C Extracto etanólico Solanum hispidum Pers 25 µg/mL 

D Extracto etanólico de Solanum hispidum Pers 250 µg/mL 

E Fibroblastos 3T3 +Extracto etanólico de Solanum hispidum Pers 25 µg/mL 

F Fibroblastos 3T3 +Extracto etanólico de Solanum hispidum Pers 25 µg/mL 

G Fibroblastos 3T3 +Extracto etanólico de Solanum hispidum Pers 25 µg/mL 

H Control de crecimiento celular 

Elaboración propia. A1-A12 Control +, B1-B12 Extracto etanólico Solanum hispidum 

Pers 2,5 µg/mL, C1-C12 Extracto etanólico Solanum hispidum Pers 25 µg/mL, D1-D12 

Extracto etanólico Solanum hispidum Pers 250 µg/mL, E1-G12 Fibroblastos + Extracto 

etanólico Solanum hispidum Pers 25 µg/mL, H1-H12 Control de crecimiento celular.  
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Tabla  10. Distribución de los pocillos para  las placas de la línea celular  H460 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Control + : Doxorrubicina 10 µM  

B Control de crecimiento celular H460 

C Fibroblastos 3T3 +Extracto etanólico de Solanum hispidum Pers25 µg/mL 

D Fibroblastos 3T3 +Extracto etanólico de Solanum hispidum Pers25 µg/mL 

E Fibroblastos 3T3 +Extracto etanólico de Solanum hispidum Pers25 µg/mL 

F Extracto etanólico de Solanum hispidum Pers 250 µg/mL 

G Extracto etanólico Solanum hispidum Pers 25 µg/mL 

H Extracto etanólico Solanum hispidum Pers 2,5 µg/mL 

Elaboración propia. A1-A12 Control +, B1-B12 control de crecimiento, C1-E12 

Fibroblastos, F1-H12 Extracto etanólico Solanum hispidum Pers. 

Se midió la inhibición del crecimiento de células citotóxicas en las líneas celulares, se 

reportó el porcentaje de inhibición del crecimiento de líneas celulares, midiendo la 

densidad óptica (absorbancia)52. En todos los casos se asumió un 100% de 

supervivencia en las células sin tratamiento110. 

Se calculó el porcentaje de supervivencia celular mediante la siguiente fórmula 

                                                                                    x 100 

 

A partir de los datos obtenidos se calculó la curva dosis respuesta teniendo en cuenta el 

rango de concentración utilizado (2,5 µg/mL, 25 µg/mL y 250 µg/mL) y el porcentaje 

de reducción correspondiente, a partir de ello se calculó la concentración que produce la 

reducción de la viabilidad celular en un 50% CI 50, Se trazó una curva lineal dosis 

repuesta para y se trabajó con la curva más cercana al 50% para calcular CI 5071. 
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 Lectura y criterios de interpretación   

Los criterios de interpretación se tomaron de acuerdo a los parámetros de la Guía del 

NCI47, adaptado por Phongpaichit111 y Kuete112.  De manera general los extractos 

poseen actividad citotóxica significativa cuando el CMI es ≤ 100 µg/mL111 y los 

compuestos puros tienen actividad citotóxica significativa cuando el CMI es ≤ 10 

µM47,110 y de manera específica se considera que el extracto crudo tiene actividad 

citotóxica si el valor de CI 50 luego de incubación de 48 a 72 horas es ≤ 20 µg/mL y 4 

µg/mL para compuesto puro47,71.  

Tabla 11. Criterios cuantitativos para determinar actividad citotóxica. 

Criterio Nomenclatura 

Actividad citotóxica CI 50 CI 50 

 Extracto crudo Compuesto puro 

Buena < 20 µg/mL < 1 µM 

Moderada 20 a  50 µg/mL 1 µM a 10µM 

Débil 50 a 100 µg/mL > 10 µM 

3.5. Unidad de análisis 

Extracto etanólico de hojas de la especie Solanum hispidum Pers. 

3.6. Población de estudio 

Especies de Solanum hispidum Pers de Carhuaz - Ancash. 

3.7. Muestra 

900 g de hojas colectadas de la especie Solanum hispidum Pers de Carhuaz - Ancash. 

3.8. Técnicas de recolección de datos 

Para los estudios de solubilidad, el análisis fitoquímico y la cromatografía en capa 

delgada, los datos fueron registrados mediante evidencia fotográfica y en un formato de 

tablas indicando; en la prueba de solubilidad si el extracto es insoluble, poco soluble, 

soluble y muy soluble en el solvente de prueba; en el análisis fitoquímico los 

metabolitos investigados reportando la reacción de color y/o precipitación observada y 

en la cromatografía en capa delgada indicando los valores de Rf obtenidos. 
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Para la determinación de la actividad antifúngica y de la CMI in vitro, los datos fueron 

registrados mediante evidencia fotográfica y mediante el uso de tablas en las que se 

señala las medidas de los diámetros de las zonas de inhibición para comparación con la 

referencia y se indicaron los CMI realizados visualmente. 

Para la determinación de la actividad citotóxica se registraron datos fotográficos y 

lecturas de absorbancia, cálculo del porcentaje de supervivencia y la determinación del 

CI 50. 

3.9. Procesamiento de la información o de datos 

Para el análisis de datos se utilizó la estadística descriptiva e inferencial, se utilizaron 

además las pruebas de igualdad de varianzas para evidenciar el grado de dispersión de 

los datos así como la prueba t de una muestra evaluando la significancia estadística 

utilizando el p valor con el programa MINITAB 19. Para determinar la actividad 

citotóxica se calculó el porcentaje de supervivencia celular y para establecer la 

Concentración Inhibitoria 50 (CI 50) se realizó una curva lineal del porcentaje de 

supervivencia celular y las concentraciones del extracto etanólico estabilizado de 

Solanum hispidum Pers (concentración - respuesta). 
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CAPÍTULO IV.  RESULTADOS 

4.1. Estudios de solubilidad 

Tabla 12. Solubilidad del extracto etanólico estabilizado de Solanum hispidum Pers. 

Solvente Índice de polaridad Resultado 

Agua destilada 9.0 + 

Etanol 5.2 +++ 

Metanol 5.1 +++ 

Acetato de etilo 4.4 ++ 

Cloroformo 4.1 ++ 

Eter dietílico 2.8 ++ 

n-hexano 0.0 + 

Leyenda: -: Insoluble, +: poco soluble, ++ soluble, +++ muy soluble 

El extracto etanólico estabilizado es muy soluble en etanol y metanol, seguido por la 

solubilidad en acetato de etilo y éter dietílico, entonces el extracto contiene alto 

porcentaje de compuestos de polaridad intermedia y de alta polaridad. 
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4.2. Análisis fitoquímico preliminar 

Tabla 13. Metabolitos presentes en el extracto etanólico de Solanum hispidum Pers. 

Pruebas Reacción observada Resultado  

Compuestos fenólicos 

Tricloruro férrico Color azul verdoso ++ 

Taninos 

Gelatina – cloruro de sodio Precipitado amarillo ++ 

Flavonoides 

Shinoda Color rojo ++ 

Pews Color café ++ 

Hidroxido de sodio Color anaranjado ++ 

Vapores de amoniaco Color amarillo  ++ 

Esteroides 

Ácido tricoloroacético Color verde brillante a 60 ºC +++ 

Liebermann-Burchard Color verde en interfase +++ 

Rosenthaler Color amarillo verdoso +++ 

Salkowski Color amarillo +++ 

Alcaloides 

Dragendorf Precipitado anaranjado +++ 

Mayer Precipitado blanco +++ 

Bouchardat Precipitado anaranjado +++ 

Sonneschein Precipitado anaranjado +++ 

Saponinas 

Prueba de espuma Formación de espuma ++ 

Leyenda: - Ausencia, + leve, ++ Moderado, +++ abundante 
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Tabla 14. Metabolitos ausentes en el extracto etanólico de Solanum hispidum Pers. 

Pruebas Reacción observada Resultado 

Alcaloides indólicos 

Erlich No forma color violeta - 

Cumarinas 

Hidroxilamina No forma color violeta - 

Naftoquinonas, antraquinonas y antronas 

Bornträger No forma color rojo en fase acuosa - 

Glucósidos cardiotónicos 

Kedde No forma color púrpura - 

Lactonas y sesquiterpenlactonas 

Bajlet No forma color rojo - 

Leucoantocianidinas 

Rosenheim No forma color rojo - 

Leyenda: - Ausencia, + leve, ++ Moderado, +++ abundante 

En las tablas 13 y 14 se observa que los metabolitos con mayor abundancia son los 

alcaloides y los esteroides, continúan los compuestos fenólicos, flavonoides, taninos y 

saponinas y se encuentran ausentes los alcaloides indólicos, cumarinas, quinonas, 

glucósidos cardiotónicos, lactonas, sesquiterpenlactonas y leucoantocianinas. 
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4.3. Análisis cromatográfico 

La cromatografía en capa delgada confirma la presencia de esteroides y alcaloides en el 

extracto etanólico estabilizado de Solanum hispidum Pers.  

 

 

 

 

 

 

 

Fig 7. Cromatografía en capa delgada para esteroides, se sembraron 6 muestras del 

extracto y se logra separación observándose cinco manchas fluorescentes para saponinas 

esteroidales frente a la luz UV; los valores de Rf variaron desde 0,56 hasta 0,97. 

           0.   

 

 

Determinación de Rf 

 

 

 

 

 

 

Fig 8. Cromatografía en capa delgada para alcaloides, se sembraron 6 muestras del 

extracto y se logra separación de 10 alcaloides, los valores de Rf encontrados fueron de 

0,13 hasta 0,76.       

Fluorescencia Rf 

Rojo 0,97 

Rojo 0,86 

Violeta 0,73 

Celeste 0,65 

Celeste 0,56 

 Mancha Rf 

10 Amarillo 0,76 

9 Verde 0,73 

8 Verde 0,72 

7 Plomo 0,70 

6 Amarillo 0,66 

5 Amarillo 0,45 

4 Plomo 0,32 

3 Plomo 0,29 

2 Marrón 0,17 

1 Marrón 0,13 

M1, M3 y M5 extracto etanólico  sin filtrar 

M2, M4 y M6 extracto etanólico filtrado 

M1, M2, M3, M4, M5 y M6: muestras de extracto etanólico 
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4.4. Determinación de la actividad antifúngica 

4.4.1. Actividad antifúngica frente a Candida albicans ATCC 10231 

  

Figura 9. Halos de inhibición de Candida albicans ATCC 10231, método de difusión 

en placa. 

Tabla 15. Medidas de las zonas de  inhibición Candida albicans ATCC 10231 

Datos Nistatina        

(control 1) 

Fluconazol   

(control 2) 

Extracto 1     

(prueba) 

1 29.4 mm 25.0 mm 25.9 mm 

2 30.0 mm 25.0 mm 26.0 mm 

3 28.7 mm 24.9 mm 25.5 mm 

4 30.4 mm 25.1 mm 26.3 mm 

5 28.9 mm 25.3 mm 26.0 mm 

6 30.1 mm 25.3 mm 26.1 mm 

7 30.0 mm 25.2 mm 26.1 mm 

8 29.2 mm 24.8 mm 25.2 mm 

La concentración de los controles nistatina y fluconazol fue 0,2 mg/mL y del etanólico 

estabilizado de Solanum hispidum Pers fue 25 mg/mL, se observan zonas de inhibición 

superiores a 18 mm para los controles y para el extracto lo que manifiesta actividad 

antifúngica del extracto frente al hongo Candida albicans ATCC 10231. 

 

Extracto 

Nistatina 
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4.4.2. Actividad antifúngica frente a Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 

 

Figura 10. Halos de inhibición de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, método 

difusión en placa. 

Tabla 16. Medida de las zonas de inhibición de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.  

Datos Fluconazol    

(control 1) 

Ketoconazol   

(control 2) 

Extracto       

(prueba) 

1 14.5 mm 20.1 mm 22.2 mm 

2 15.5 mm 20.5 mm 23.1 mm 

3 14.8 mm 21.2 mm 22.5 mm 

4 14.9 mm 21.3 mm 21.8 mm 

5 14.4 mm 21.4 mm 21.5 mm 

6 14.4 mm 21.6 mm 22.4 mm 

7 15.2 mm 21.7 mm 23.4 mm 

8 15.5 mm 22.2 mm 22.8 mm 

La concentración de los controles fluconazol y ketoconazol fue 0,2 mg/mL y del 

etanólico estabilizado de Solanum hispidum Pers fue 25 mg/mL, se observan zonas de 

inhibición superiores a 18 mm para el ketoconazol y para el extracto, los diametros de 

las zonas de inhibición de fluconazol no supera los 18mm; se manifiesta actividad 

antifúngica del extracto frente al hongo Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. 

 

Extracto 

Fluconazol 
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4.4.3. Actividad antifúngica frente a Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 

 

Figura 11. Halos de inhibición de Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, método 

difusión en placa. 

Tabla 17. Medidas de las zonas de inhibición de Trichophyton mentagrophytes ATCC 

9533 

Datos Fluconazol 

(control 1) 

Ketoconazol 

(control 2) 

Extracto   

(prueba) 

Placa 1 17.5 mm 24.2 mm 25.6 mm 

Placa 2 16.8  mm 24.3 mm 24.8 mm 

Placa 3 18.0  mm 23.5 mm 25.2 mm 

Placa 4 16.9 mm 23.6 mm 24.5 mm 

Placa 5 17.2 mm 23.4 mm 28.0 mm 

Placa 6 17.3 mm 23.7 mm 25.2 mm 

Placa 7 18.0 mm 23.2 mm 25.3 mm 

Placa 8 18.1 mm 23.8 mm 24.5 mm 

La concentración de los controles fluconazol y ketoconazol fue 0,2 mg/mL y del 

etanólico de Solanum hispidum Pers fue de 25 mg/mL, se observan zonas de inhibición 

superiores a 18 mm para el ketoconazol y para el extracto lo que manifiesta actividad 

antifúngica del extracto frente al hongo Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, el 

diámetro de la zona de inhibición del fluconazol no supera los  18 mm. 



 
 

43 
 

Tabla 18. Resultados del tratamiento estadístico para demostrar la actividad antifúngica 

Evaluación de la actividad antifúngica 

 Candida albicans 

ATCC 10231 

Aspergillus brasiliensis 

ATCC 16404 

Trichophyton mentagrophytes 

ATCC 9533 

Estadístico t de una muestra t de una muestra t de una muestra 

Condición p < 0.05 p < 0.05 p < 0.05 

Resultado p = 0.001 p < 0.001 p < 0.001 

Conclusión Sí Sí Sí 

La prueba t realizada para demostrar actividad antifúngica frente a los hongos de 

estudio como Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 y 

Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 del extracto etanólico estabilizado de 

Solanum hispidum Pers; comparando las medias de las mediciones encontradas con el 

valor de referencia de 18 mm para los diámetros de la zona de inhibición, confirma que 

todas las medias son mayores de 18 mm y lo cual demuestra actividad antifúngica del 

extracto frente a los tres hongos, los controles negativos demostraron que no influyen en 

la actividad de los extractos y los controles positivos se usaron para demostrar la 

formación de zonas de inhibición mas no para demostrar comparaciones entre el 

tratamiento de prueba y los controles. 
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4.5. Determinación de la concentración mínima inhibitoria 

 

Figura 12. CMI para Candida albicans ATCC 12031, método de microdilución 

colorimétrico en microplaca con resazurina: CMI del extracto etanólico  125 µg/mL, 

Ketoconazol 0.06 µg/mL, Fluconazol 4 µg/mL, moderada actividad antifúngica para 

Candida albicans. 

 

Figura 13. CMI para Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, método de microdilución 

colorimétrico en microplaca con resazurina: CMI del extracto etanólico  250 µg/mL, 

Ketoconazol 0.03 µg/mL, Fluconazol 16 µg/mL, moderada actividad antifúngica para 

Aspergillus brasiliensis. 
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Figura 14. CMI para Trichophyton mentagropnhytes ATCC 9533, el extracto etanólico  

125 µg/mL, Ketoconazol 0,06 µg/mL, Fluconazol 4 µg/mL; moderada actividad para 

Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 

Tabla 19. Valores de la CMI del extracto etanólico en los hongos en estudio. 

 Concentración Mínima Inhibitoria (µg/mL) 

Solución 

prueba 

Candida albicans 

ATCC 10231 

Aspergillus brasiliensis 

ATCC 16404 

Trichophyton mentagrophytes 

ATCC 9533 

Extracto 

hispidum 

125 250 125 

Ketoconazol 0,06 0,03 0,06 

Fluconazol 2 16 4 

De acuerdo a los valores encontrados para la CMI, se observa moderada actividad 

antifúngica para Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 

y Trichophyton metagrophytes ATCC 9533; con variaciones favorables para las cepas 

Candida albicans ATCC 10231 y Trichophyton metagrophytes ATCC 9533. 
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4.6. Determinación de la actividad citotóxica 

Líneas celulares 

 1     2     3 

Figura 15. Imágenes microscópicas de las líneas celulares antes del tratamiento: 

1. Cáncer de pulmón H460, 2. Cáncer de colon HT-29 y 3. Línea celular normal 3T3. 

 1          2       3 

Figura 16. Imágenes microscópicas de las líneas celulares después del tratamiento: 

1. Cáncer de pulmón H460, 2. Cáncer de colon HT-29 y 3. Línea celular normal 3T3. 

Al comparar las figuras 15 y 16 se observan cambios en la estructura de con ruptura de 

la membrana citoplasmática en las líneas celulares de cáncer humano y en el control 

positivo.  
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Tabla 20. Absorbancia de microplacas para la línea celular HT-29 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Promedio 

A 0.191 0.196 0.208 0.230 0.239 0.262 0.286 0.245 0.280 0.297 0.292 0.303 0,252417 

B 0.550 0.564 0.522 0.491 0.457 0.501 0.455 0.464 0.416 0.476 0.339 0.470 0,475417 

C 0.207 0,246 0,239 0,211 0,229 0,218 0,219 0,219 0,212 0,217 0,221 0,226 0,222000 

D 0,224 0,225 0,180 0,184 0,207 0,173 0,167 0,187 0,193 0,203 0,210 0,209 0,196835 

E 0,145 0,148 0,163 0,130 0,235 0,148 0,148 0,152 0,163 0,158 0,176 0,138 0,158667 

F 0,144 0,156 0,130 0,160 0,160 0,141 0,149 0,269 0,180 0,205 0,231 0,225 0,179167 

G 0,205 0,171 0,140 0,154 0,192 0,169 0,144 0,172 0,159 0,174 0,201 0,187 0,17233 

H 0,544 0,609 0,620 0,612 0,511 0,629 0,588 0,580 0,613 0,678 0,706 0,712 0,616833 

Tabla 21. Porcentaje de supervivencia celular y CI 50 para la línea celular HT-29 

  Concentración Promedio % supervivencia 

celular 

CI 50 

A Control + Doxorrubicina 10 µMolar 0,252417 40,92  

 

 

 

17,28 

B Extracto etanólico 

estabilizado de Solanum 

hispidum Pers. 

2,5 µg/mL 0,475417 77,07 

C 25 µg/mL 0,222000 35,99 

D 250 µg/mL 0,196835 31,91 

E  

Células normales 3T3 

 

25 µg/mL  

0,158667 25,72 

F 0,179167 29,05 

G 0,172333 27,94 

H Control crecimiento HT-29 - 0,616833 100,00 

De acuerdo a las absorbancias registradas se calcula el valor promedio de cada fila para 

calcular el porcentaje de supervivencia celular y posteriormente a partir de la curva 

concentración en µg/mL versus respuesta, porcentaje de supervivencia calcular la CI 50 

trazando una curva lineal de dos puntos en la curva más cercana al 50 % para calcular la 

CI 50; la CI 50 = 17,28 µg/mL nos indica de acuerdo a los criterios que el extracto 

etanólico estabilizado de Solanum hispidum Pers tiene buena actividad citotóxica (< 20 

µg/mL) para las líneas celulares de cáncer humano HT-29 (cáncer de colon). 
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Tabla 22. Absorbancias de microplacas para la línea celular H 460 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Promedio 

A 0,183 0,199 0,198 0,184 0,187 0,158 0,219 0,189 0,217 0,224 0,210 0,215 0,198583 

B 0,698 0,691 0,684 0,723 0,640 0,632 0,668 0,459 0,459 0,503 0,446 0,474 0,589750 

C 0,219 0,226 0,224 0,219 0,202 0,202 0,220 0,195 0,222 0,214 0,237 0,224 0,275917 

D 0,244 0,262 0,216 0,210 0,234 0,196 0,194 0,186 0,213 0,225 0,244 0,235 0,204000 

E 0,216 0,240 0,213 0,222 0,212 0,177 0,188 0,193 0,185 0,205 0,227 0.230 0,217000 

F 0,217 0,217 0,190 0,206 0,240 0,167 0,158 0,191 0,204 0,214 0,210 0,234 0,219750 

G 0,309 0,278 0,234 0,281 0,255 0,307 0,247 0,280 0,288 0,278 0,215 0,229 0,20900 

H 0,639 0,699 0,466 0,488 0,426 0,421 0,440 0,408 0,494 0,489 0,466 0,427 0,488583 

Tabla 23. Porcentaje de supervivencia celular y CI 50 para la línea celular H460 

  Concentración Promedio % supervivencia 

celular 

CI 50 

A Control + Doxorrubicina 10 µMolar 0,198583 33,67  

 

 

 

22,17 

B Control crecimiento H460 - 0,589750 100,00 

C  

Células normales 3T3  

 

25 µg/mL 

0,217000 36,80 

D 0,219750 37,26 

E 0,209000 35,44 

F Extracto etanólico 

estabilizado de Solanum 

hispidum Pers. 

 

250 µg/mL 

25 µg/mL 

2,5 µg/mL 

0,204000 34,29 

G 0,266750 45,23 

H 0,488583 82,85 

Con las absorbancias obtenidas se calcula el valor promedio de cada fila para calcular el 

porcentaje de supervivencia celular y posteriormente a partir de la curva concentración 

en µg/mL versus respuesta, porcentaje de supervivencia calcular la CI 50, se traza una 

curva lineal de dos puntos utilizando los puntos más cercanos al 50 % para calcular la 

CI 50; la CI 50 = 22,17 µg/mL indica de acuerdo a los criterios que el extracto etanólico 

estabilizado de Solanum hispidum Pers tiene moderada actividad citotóxica (20 – 50 

µg/mL) para las líneas celulares de cáncer humano H-460 (cáncer de pulmón). 
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CAPÍTULO V. DISCUSIÓN 

El extracto etanólico estabilizado de hojas de Solanum hispidum Pers. fue obtenido 

teniendo como referencia la polaridad de los extractos que ofrecen mayor número de 

compuestos bioactivos112,113, mediante la técnica de maceración114,115; los componentes 

que se pueden encontrar en extractos polares son taninos hidrolizables, taninos 

condensables, alcaloides, esteroides, aminas cuaternarias, antocianinas, 

leucoantocianinas, cumarinas, antracenoides, flavonoides, chalconas, lactonas 

insaturadas y antraquinonas; y son los extractos alcohólicos (etanólico y metanólico) los 

solventes universales usados en investigación fitoquímica115,116,117. Se usó el extracto 

etanólico considerando los criterios de selectividad, solubilidad, costo y seguridad115. 

Se realizó el estudio de solubilidad del extracto para verificar su solubilidad en 

solventes apolares como el hexano, de baja polaridad como el éter dietílico, de 

polaridad intermedia como cloroformo y acetato de etilo, de alta polaridad como el 

etanol y metanol o polar como el agua; se evidenció que el extracto es soluble en 

solventes de alta polaridad siendo concordante con lo señalado por otros autores para 

extractos crudos115,116. 

En el análisis fitoquímico preliminar se determinaron la presencia de compuestos 

fenólicos, taninos, flavonoides, esteroides, alcaloides y saponinas, metabolitos presentes 

también en otras especies del género Solanum como Solanum nigrum
7,8. En el género 

Solanum se encuentran con facilidad alcaloides64 y esteroides117,118 que dan positivo a la 

prueba de Liebermann-Burchard dando un color que va desde el azul hasta el verde en 

extractos etanólicos112,118, los alcaloides fueron encontrados en diversas especies como 

Solanum nigrum
7 y Solanum crinitripes

119; estudios previos reportaron saponinas 

esteroidales en Solanum hispidum Pers6,120 y Solanum dulcamara
3; también fueron 

encontrados con facilidad sapogeninas esteroidales en Solanum quitoense
121 que 

reportaron sapogeninas esteroidales en frutos verdes. En el presente análisis fitoquímico 

no se evidenció presencia de triterpenoides, alcaloides indólicos (Erlich), glicósidos 

cardiotónicos ni quinonas o antraquinonas tampoco leucoantocianinas, estos resultados 

son compatibles con  resultados similares en estudios de especie Solanum
122. 

En el análisis cromatográfico por cromatografía en capa delgada se confirmó que el 

extracto contiene esteroides y alcaloides, para la prueba de esteroides se obtuvieron 

cinco manchas fluorescentes frente a la luz de la lámpara UV con valores de Rf 
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similares a otros estudios en extractos vegetales para esteroides (0.54, 0.65, 0.85, 0.96)99 

y para esteroides alcaloídicos se tuvieron valores de Rf que fueron compatibles o 

similares a los encontrados por otros estudios en la especie Solanum jamaicense como 

solasodina (0.42), Solasodieno (0.71-0.72), diosgenina (0.62), Dieno de diosgenina 

(0.75), yucagenina 0.33, yamogenina 0.66, tigogenina 0.69 y soladulcidina 0.77 y 

clorogenina 0.3588. 

La actividad antifúngica del extracto etanólico de S. hispidum Pers fue evaluada para  

validar el uso de esta especie en las zonas de colección como antifúngico basado en 

gran parte a su quimiotaxonomía y el uso etnomedicinal6, estudios fitoquímicos 

mencionan que las saponinas esteroidales que poseen amplia distribución en Solanaceas 

le confieren actividad antimicrobiana y antifúngica118,122, las Solanáceas estudiadas que 

demostraron actividad antifúngica son Solanum crysotrichum
1, Solanum dulcamara

3, 

Solanum hispidum
6 y Solanum nigrum

8; otros autores señalan como responsables de la 

actividad antifúngica a los flavonoides, glicósidos fenólicos y saponinas73,119. En 

referencia a los hongos de estudio C. albicans ATCC 10231, T. mentagrophytes ATCC 

9533 y A. brasiliensis ATCC 16404; mediante el método de difusión en placa, especies 

de Solanum como es el caso de S. nigrum también demostraron actividad antifúngica 

para hongos como T. rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, Microsporium gypseum, 

Candida albicans
8; Solanum crysotrichum fue activo pata T. rubrum, T. 

mentagrophytes, T. gypseum
1,4; Solanum americatum y Solanum nigrescens 

demostraron actividad para Epidermophyton flocossum, T. rubrum, T. mentagrophytes
2, 

mientras que Solanum xanthocarpum fue activo frente a Aspergillus fumigatus, 

Aspergillus flavus y Aspergillus niger
5. Se usaron como controles nistatina, fluconazol y 

ketoconazol, fármacos muy usados en tratamiento de infecciones fúngicas por estas 

especies123, 124 cuyo espectro de acción es variada, siendo nistatina activo para varias 

especies del género Candida
125, ketoconazol es activo para levaduras del género 

Candida asi como dermatofitos del género Ephidermophyton, Trichophyton y 

Microsporum asimismo presenta actividad in vitro para hongos miceliales como los del 

género Aspergillus, también el fluconazol posee actividad para hongos de los géneros 

Candida, Trichophyton y Aspergillus, sin embargo para este hongo micelial existen 

alternativas más específicas como el itraconazol,  griseofulvina y caspofungina126. El 

método usado resulta útil en el tamizaje de antifúngicos100. La actividad del extracto 

frente a Candida albicans ATCC 10231 se evidenció porque los diámetros de la zona de 
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inhibición fueron mayores a 18 mm, en comparación con los controles fue ligeramente 

mayor que el fluconazol pero mucho menor que la nistatina; frente a Aspergillus 

brasiliensis también se obtuvieron halos superiores a 18 mm, la actividad fue 

ligeramente mayor que el ketoconazol100, el fluconazol no presentó actividad 

significativa en el presente estudio y frente a Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 

los diámetros de las zonas de inhibición fueron superiores a 18 mm, fue ligeramente 

mayor que el ketoconazol, el fluconazol no demostró actividad para este 

microrganismo100. Cabe resaltar que éstos no son fármacos de elección en caso de 

Apergilosis125. 

Al evaluar la CMI mediante el micrométodo colorimétrico en placas de microtitulación, 

para C. albicans se obtuvieron valores de CMI = 62,5 µg/mL, estos resultados indican 

que el extracto tiene buena actividad para éste hongo, estudios similares en Solanum 

nigrum reportaron valores de CMI = 150 µg/mL utilizando método de difusión8, para  

Aspergillus brasiliensis se determinaron valores de CMI = 250 µg/mL para el extracto 

indicando que tiene moderada actividad antifúngica frente a este hongo y para 

Trichophyton mentagrophytes se determinaron que valores de CMI = 125 µg/mL 

mostraron inhibición del crecimiento fúngico, estudio similar en Solanum nigrum 

reportó actividad con CMI  = 310 µg/mL para  T.mentagrophytes
8, los valores pueden 

variar de acuerdo a la especie y metodología utilizada, el método de microdilución 

colorimétrico en microplaca es un método recomendado por la CLSI principalmente en 

dermatofitos y hongos filamentosos116 y ha sido usado con buenos resultados por otros 

investigadores104,127. Se usaron como controles ketoconazol y fluconazol. 

La actividad citotóxica mediante el bioensayo MTT fue determinada para el extracto 

etanólico de Solanum hispidum Pers, para este estudio se determinó previamente la 

esterilidad del extracto para evitar posibles interferencias en las respuestas por 

contaminación de las líneas celulares; para evaluar la actividad citotóxica se verificó 

previamente la viabilidad celular mediante observación en el microscopio invertido con 

eosina 0,2% realizando el conteo respectivo en cámara de Neubauer además se conservó 

la evidencia fotográfica de la morfología inicial en la cual se observó integridad de la 

membrana celular y de la morfología posterior al tratamiento para evidenciar  cambios o 

daños de las líneas celulares, en esta observación se logra evidenciar daños en las tres 

líneas celulares con ruptura de la membrana celular, se usaron aumentos de 100x y 
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400x; se realizaron lecturas en lector de microplacas después del tratamiento para 

calcular el porcentaje de supervivencia celular y mediante estimación de la curva dosis 

respuesta usando el porcentaje de supervivencia celular calcular la CI 50; para línea 

celular de cáncer de colon HT 29 se obtuvo CI 50 = 17,28 µg/mL y para la línea celular 

de cáncer de pulmón H460 se obtuvo CI 50 = 22,17 µg/mL lo que indica que tiene 

buena actividad in vitro para el cáncer de colon y moderada actividad citotóxica in vitro 

para el cáncer de pulmón. Según algunos autores son los esteroides que le confieren 

actividad citotóxica y antitumoral118,122. Estudios previos reportaron citotoxicidad de 

Solanum melongena con CI 50 entre 453 y 479 µg/mL para adenocarcinoma renal TK-

10, adenocarcinoma de mama MCF-7 y melanoma VACC-629, S. rostratum mostró CI 

50 = 127,5 µg/mL en células Hela (línea celular de cáncer cérvico uterino)10, también 

reportaron actividad ciototóxica Solanum crinitum y Solanum jabrense cuyos 

flavonoides y alcaloides tuvieron actividad citotóxica en diferentes líneas celulares 

tumorales128, Solanum surattense demostró actividad citotóxica para línea celular de 

carcinoma pulmonar A549129; además el extracto metanólico de Solanum nigrum 

también reportó actividad citotóxica con CI 50 entre 56,46 y 77,60 µg/mL para células 

cancerígenas HepG2 y CT26 respectivamente12, extractos hidroalcohólicos de Solanum 

nigrum tuvieron repuesta similar frente a la línea celular Hela11,13,14, también las 

especies Solanum dulcamara
15 y Solanum aculeastrum

16 reportaron actividad citotóxica 

in vitro, los estudios en Solanum dulcamara fueron realizados en líneas celulares de 

carcinoma mamario canino CF41.Mg en el cual se propone que existe un efecto 

antiproliferativo mediante la disminución de la expresión y promoción de la 

degradación de andrógenos y pro-apoptósico mediante activación de la fosfatidilserina y 

reducción de la fosforilación de la protein kinasa AKT, los estudios en Solanum 

aculeastrum proponen un mecanismo de acción, en el cual los alcaloides y flavonoides 

se difunden rápidamente en la célula e interfieren en la membrana de las células 

tumorales afectando la permeabilidad y posteriormente la síntesis de DNA y RNA otro 

efecto podría ser la inhibición de glicoproteína P (P-gp), en esta especie se encontró una 

CI 50 = 10,72 µg/mL para línea celular neuroblastoma SH-SY5; estudios también 

refieren que Solanum hispidum tiene actividad citotóxica para células de diversos tipos 

de cánceres sin embargo no resultan citotóxicas para células hematopoyéticas120. Los 

medios de cultivo usados para la línea celular de cáncer de colon HT-29 fueron RPMI 

1640 suplementado con suero fetal bovino, para la línea celular de cáncer pulmonar 
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H460 fue Medio MEM y para la línea celular normal fibroblastos 3T3 de origen murino 

se usó DMEM, se trabajó en condiciones estándar de 37ºC 95% aire y 5% CO2, para la 

prueba se sembró en cada pocillo 160 µL de medio con una concentración de 40 000 

celulas por pocillo para las líneas celulares cancerígenas y 20 000 para la línea celular 

3T3, estudios fueron reportados anteriormente concentraciones menores como 3000 

células por pozo107y 20000 células por pozo130, cabe señalar que el método MTT tiene 

linealidad demostrada en concentraciones de 2000 a 50000 células por pocillo51,52, este 

método ha sido utilizado para evaluar líneas celulares cancerígenas HT-29 y H460 

usando como control positivo el antineoplásico cisplatino y como una línea de control 

normal 3T3107,131.  

Para el análisis de la actividad citotóxica se usó como línea control fibroblastos 3T3 de 

origen murino y como control positivo el fármaco doxorrubicina85,86,127 de acuerdo a 

estudios anteriores que mostraron buenos resultados132 y se evaluó el efecto citotóxico 

de DMSO en medio como control negativo133. La concentración de doxorrubicina  fue 

de 10µM basado en estudios de citotoxicidad anteriores que usaron concentraciones de 

0,10 µM, 1 µM  y 10 µM  con porcentajes de supervivencia de 83%,  79% y 43% 

respectivamente86,109. 
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CAPÍTULO VI.  CONCLUSIONES 

El extracto etanólico estabilizado de las hojas de Solanum hispidum Pers. presenta 

compuestos fenólicos, taninos, flavonoides, esteroides, 10 alcaloides y 5 saponinas 

esteroidales. 

 

El extracto etanólico estabilizado de las hojas de Solanum hispidum Pers posee 

moderada actividad antifúngica in vitro mediante el método de difusión en placa contra 

los hongos Candida albicans ATCC 10231, Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 

y Aspergillus brasiliensis ATCC 16404,  presentando zonas de inhibición superiores a 

18 mm (p valor ≤ 0.0 ); las concentraciones mínimas inhibitorias por el método de 

microdilución colorimétrico fueron de 125 µg/mL para Candida albicans ATCC 10231 

y Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 y 250 µg/mL para Aspergillus brasiliensis 

ATCC 16404, confirmando la actividad moderada para los hongos mencionados. 

 

El extracto etanólico estabilizado de hojas de Solanum hispidum Pers posee actividad 

citotóxica, mediante el bioensayo MTT, para las líneas celulares de cáncer humano HT-

29 y H460 evidenciándose reducción dosis dependiente del porcentaje de supervivencia 

celular para las líneas celulares HT-29 y para H460, la CI 50 determinadas fueron de 

17,28 µg/mL y  22,17 µg/mL respectivamente.  
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CAPÍTULO VIII. ANEXOS 

Anexo 1. Clasificación taxonónica de la especie Solanum hispidum Pers.
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Anexo 2. Imágenes de la especie Solanum hispidum Pers 
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Anexo 3. Imágenes de resultados de las principales pruebas realizadas 

 

Solubilidad del extracto 

 

Resultado taninos 

 

Resultado flavonoides 
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Resultados esteroides 

 

Resultados alcaloides 
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Anexo 4. Lecturas de absorbancia en el lector de microplacas Multiscan 

 

 

Microplaca 1. Lectura de la absorbancia de las respuestas línea celular HT-29 

 

Microplaca 2. Lectura de la absorbancia de las respuestas línea celular H460 

 

 

 



 
 

 
 

    

Anexo 5. Productos biológicos y medios de cultivo utilizados 

 

Productos biológicos 
Nombre Origen/Marca/pasaje Lote Conservación  (Fecha) Fecha de Viabilización 

Candida albicans ATCC 10231 ATCC 10231/CNCC 2048320 -70 ºC 2020-01-13 
Aspergillus brasiliensis ATCC 

16404 
ATCC 16404/CNCC 2941764 -70 ºC 

 
2020-05-24 

Trichophyton mentagrophytes 
ATCC 9533 

ATCC 9533/CNCC 3318554 -70 ºC 
 

2020-06-30 
 

Línea celular 3T3 CNSP/p-116 11004087 -190 °C (2017-10-11) 2020-12-21 
Línea celular HT-29 CNSP/p-130 - -190 °C (2011-09-29) 2020-12-21 

Línea celular NCI-H460 CNSP/p-140 - -190 °C (2011-09-29) 2020-12-21 
Medios de cultivo 

Nombre Origen/Marca Lote Conservación Fecha de vencimiento 
Agar Dextrosa Sabouraud 

(ADS) 
OXOID 2326836 Ambiente  2023-05-31 

Caldo dextrosa Sabouraud Lofilchem 071917502 Ambiente 2021-07-16 
Peptona BD 7030896 Ambiente 2021-11-21 

Caldo peptona cloruro sódico OXOID 2300690 Ambiente 2020-10-01 
Medio MEM Sigma Aldrich SLBW4162 2 °C – 8 °C  

Medio Dulbecco’s (DMEM) Caisson  11180009 2 °C – 8 °C 2022-11-30 
Medio RPMI     

RPMI con glutamina y sin 
bicarbonato 

Sigma Aldrich- polvo SLCC9741 2 °C – 8 °C - 

Suero fetal bovino PAN/BIOTECH - polvo P2170108  – 20 °C 30-06-2022 
Buffer MOPS (3-Morpholine 

sulfonic acid) 
Sigma Aldrich- polvo K51926529 003 Ambiente 31-10-2024 

Tripsina Caisson - líquido 08141006 2 °C – 8 °C 31-10-2021 
Piruvato de sodio Caisson - líquido 07191005 2 °C – 8 °C 31-07-2021 

MTT (Thiazolil blue 
tetrazolium bromide) 

Alfa Aesar - polvo A12503 Ambiente 25-04-2021 

Resazurina sal sódica Alfa Aesar - polvo 10232548 Ambiente 2023-05-31 
Fosfato monobásico de potasio Merck - polvo AM1090173 Ambiente 2022-04-01 

Tween 80 Fischer Scientific - polvo 163994 Ambiente 2021-06 
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Anexo 6. Sustancias de referencia, solventes, reactivos, equipos e instrumentos utilizados 

SUSTANCIAS DE REFERENCIA (Estándares) 
Nombre Proveedor/Tipo/Potencia Lote Conservación Fecha de vencimiento 
Ketoconazol Medrock –Secundario- 99.2% T/C KET/11709322 < 25 ºC 2022-08-30 
Fluconazol Medrock –Secundario- 99.6% T/C IN0161600001 < 25 ºC 2021-09-30 
Nistatina InterPharma-Secundario-6167.4 IU/mg P1WS-N02-03 2ºC – 8 ºC 2020-12-14 
Doxorrubicina GP Pharm-Secundario-98.8% T/C MP2098 15ºC – 30 ºC 2021-01-31 

SOLVENTES Y REACTIVOS 
Nombre Marca Lote Conservación Fecha de vencimiento 
Etanol MERCK K50289627 Ambiente  2021-05-31 
Metanol JTBaker Y38C32 Ambiente 2023-09-14 
Acetato de etilo JTBaker 0000192081 Ambiente 2022-12-26 
Cloroformo JTBaker V08C56 Ambiente 2021-02 
Eter dietílico Merck K50029121 Ambiente 2021-02 
n-hexano Merck K53380591 15 ºC – 25 ºC 2024-04-20 
Dimetilsulfóxido ACS Scharlau 19537505 15 ºC – 25 ºC 2002-02 
Hidróxido de sodio Merck/sólido B1556098 Ambiente 2021-04-30 
Cloruro férrico. 6 H2O CDH/polvo 080617 Ambiente Mayo 2022 
Ácido Tricloroacético  JTBaker/cristales 0000134674 Ambiente 2021-05-30 

EQUIPOS E INSTRUMENTOS 
Equipo Marca/Laboratorio Vigencia  Materiales Proveedor/Lote 
Estufa  MEMMERT/CNCC 2021-12 Microplacas 96 pocillos Cyto-one/ 1911504 

Baño termostático Ficher/CNCC  Cámara de Neubauer Brand 
Rotaevaporador Buchi/CNCC  Frascos de cultivo 25 cm2  

Cabina de Bioseguridad Thermo Fisher Scientific/CNCC 2021-01 Papel filtro Whatman 
Microscopio invertido NIKON ELIPSE TS 100/CNSP  Pipeta multicanal Eppendorf 

Multiskan lector de microplacas Thermo Scientific/CNSP 2020-12 Pipeta monocanal Eppendorf 
Cabina de Bioseguridad Labconco/CNSP 2021-08 Regla metálica Hope 

Incubadora de CO2 Scientific/CNSP 2021-07 Placas de microtitulación USALAB/20190620 
Balanza analítica Sartorius/CNCC  Puntas de pipeta (tips) Eppendorf 

Vernier (pie de rey) Mitutoyo/CNCC  Placas de petri  
Espectrofotómetro UV vis   Agitador magnético Ika Werk 



 
 

 
 

Anexo 7. Tratamiento estadístico de datos para actividad antifúngica frente a Candida 

albicans ATCC 10231 
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Anexo 8. Tratamiento estadístico de datos para actividad antifúngica frente a Aspergillus 

brasiliensis atcc 16404. 
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Anexo 9. Tratamiento estadístico de datos para actividad antifúngica frente a Trichophyton 

mentagrophytes ATCC 9533. 
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Anexo 10. Resumen del tratamiento estadístico de datos para actividad antifúngica 

Prueba Valores 

atípicos 

Normalidad Igualdad de 

varianzas 

Actividad del 

extracto 

Estadístico Grubbs Anderson-

Darling 

Levenne t de una 

muestra 

Control 1 1.00 0.409   

Control 2 0.888 0.683   

Prueba 0.306 0.103   

p valor p > 0.05 p > 0.05 0.005 0.001 

Condición p < 0.05 p > 0.05 p > 0.05 p < 0.05 

Conclusión No  Si No Si 

 

El conjunto de datos no presenta valores atípicos (H0= No hay valores atípicos en los datos, 

se acepta), siguen una distribución normal (H0= Los datos siguen una distribución normal, 

se acepta), las varianzas no son iguales (H0= Las varianzas son iguales, se rechaza) y la 

prueba t de una muestra para media del extracto confirma que el extracto tiene actividad 

antifúngica ya que las medias de los tratamientos son mayores de 18 mm (H0= Las medias 

son ≤ 18 mm, se rechaza). 
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Anexo 11. Calculo de la CI 50 mediante análisis de regresión lineal 

 

Para HT-29, cálculo de CI 50 a partir de la fórmula de la ecuación                   

Despejando x                                          

Para determinar CI 50 reemplazar y = 0.50 entonces  x = 17, 28 µg/mL 

 

Para H 460, cálculo de CI 50 a partir de la fórmula de la ecuación                   

Despejando x                                          

Para determinar CI 50 reemplazar y = 0.50 entonces  x = 22, 17 µg/mL 

y = -0.0183x + 0.8163 
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y = -0.0167x + 0.8703 
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