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RESUMEN 

El melanoma humano (Cáncer a la piel), se origina por muchos factores, uno de ellos la 

sobreexposición solar o las mutaciones que esta pueda generar en diversos genes los 

cuales transcriben una sobreproducción de melanina,  otros factores son los antecedentes 

familiares, ya que el gen mutado podría ser o no expresado en las siguientes generaciones. 

La melanina proviene de la melanogénesis en la cual juega un rol muy importante la 

enzima tirosinasa, la sobreexpresión de esta puede ocasionar una serie de desórdenes en 

el organismo, como la producción excesiva e innecesaria de melanina y esto conducir a 

trastornos y/o patologías de hiperpigmentación, desde simples problemas estéticos como 

las pecas hasta graves problemas clínicos como el melanoma humano. En los últimos 

años el uso de plantas medicinales han sido un gran aliado de la salud humana, para 

contrarrestar un sin número de enfermedades, y han sido una alternativa para evitar el 

consumo de productos sintetizados químicamente, el cedrón (Lippia citriodora) es 

utilizado como medicina alternativa en Perú para trastornos digestivos, trastornos en el 

sistema nervioso como un relajante (en insomnio y ansiedad) y en estados gripales, por 

lo que el tema principal en este estudio es la evaluación del extracto metanólico de cedrón 



 

 
ii 

(Lippia citriodora) como inhibidor de tirosinasa en la melanogénesis, los ensayos 

mostraron que el extracto no es citotóxico sin embargo no presento una actividad 

inhibitoria significativa como se esperaban, pero son un indicio de que podría utilizarse 

como un ayudante en los tratamientos de melanoma humano. Por lo que se concluye que 

a una concentración de 40 µg/ml del extracto metanólico de cedrón (Lippia citriodora) 

se obtuvo un mejor resultado, logrando inhibir la acción de la enzima tirosinasa en 

comparación de las otras concentración estudiadas en este trabajo. 

Palabras Claves: Melanogénesis, melanoma humano, tirosinasa, Lippia citriodora, 

cedrón. 
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ABSTRACT 

The human melanoma (cancer to the skin), is caused by many factors, one of them solar 

overexposure or mutations that this can generate in various genes which transcribe an 

overproduction of melanin, other factors are the family history, since the mutated gene 

could be or not expressed in the following generations. Melanin comes melanogenesis in 

which plays an important role tyrosinase enzyme, overexpression of this can cause a 

series of disorders in the body, such as excessive and unnecessary production of melanin 

and this lead to disorders and / or pathologies hyperpigmentation, from simple aesthetic 

problems such as freckles to serious clinical problems such as human melanoma. In recent 

years the use of medicinal plants have been a great ally of human health, to counter a 

number of diseases, and have been an alternative to avoid the consumption of chemically 

synthesized products, lemon verbena (Lippia citriodora) it is used as alternative medicine 

in Peru for digestive disorders, nervous system as a relaxant (in insomnia and anxiety) 

and flu-like states, so that the main issue in this study is the evaluation of the methanol 

extract of verbena (Lippia citriodora) inhibitor of tyrosinase in melanogenesis, the tests 

showed that the extract is not cytotoxic, however, I do not present a significant inhibitory 

activity as expected, but they are an indication that it could be used as an adjuvant in 

human melanoma treatments. As it concluded that at a concentration of 40μg / ml 

methanolic extract of lemon verbena (Lippia citriodora) a better result was obtained, 

achieving inhibit the action of the enzyme tyrosinase compared to other concentration 

studied in this work. 

Key words: Melanogenesis, human melanoma, tyrosinase, Lippia citriodora, cedrón.  
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INTRODUCCIÓN 

En el periodo de 2016 hasta Agosto 2017 en la ciudad de Arequipa se han presentado 

pacientes diagnosticados con melanoma humano en el Instituto Regional de 

Enfermedades Neoplásicas del Sur (IREN – SUR), de los cuales 36 pacientes han tenido 

intervención quirúrgica debido al avance del melanoma, para evitar que este pueda llegar 

y comprometer a otras regiones u órganos. 

La melanina, producto final de la melanogénesis, se sintetiza dentro de los melanocitos 

por los melanosomas y determina el color de la piel humana, cabello y ojos, la 

melanogénesis es  un mecanismo bien conocido para prevenir el daño de la piel causado 

por la radiación ultravioleta (UV), pero se puede regular por diversos factores como 

ambientales, hormonales y genéticos. La sobreproducción de melanina produce trastornos 

de hiperpigmentación, la cual pueden ocasionar manchas en la piel de un color más oscuro 

paulatinamente, el trastorno más común de hiperpigmentación es melasma, pero en 

ocasiones puede ser un trastorno más grave como el melanoma maligno (Cáncer de piel). 

(1) (2) (3) 

La radiación UV, es la porción más energética del espectro solar que alcanza la superficie 

terrestre. Este tipo de radiación es capaz de modificar la estructura química de ciertas 

macromoléculas (proteínas, ácido desoxirribonucleico (ADN)), generando alteraciones 

que pueden conducir a la muerte celular, o su mutación. La exposición crónica 

intermitente a los rayos solares UV-B puede causar dímeros de timinas, impidiendo la 

correcta replicación y transcripción de ADN. (4) (5) 

La sobreexpresión de la enzima tirosinasa es el causante de la producción excesiva e 

innecesaria de melanina por la ruta de la melanogénesis y esto conducir a trastornos y/o 

patologías de hiperpigmentación. (1) (6) (7) 

En la actualidad existe una gran variedad de productos que ayudan a trastornos 

ocasionados por la sobreproducción de melanina, sin embargo la utilización de estos 

productos no pueden ser de manera continua ya que la mayoría de ellos producen efectos 
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secundarios, entre ellos tenemos la hidroquinona como uno de los despigmentantes en 

primera línea, pero desgraciadamente no puede  emplearse durante más de seis meses por 

los efectos secundarios como la atrofia, producidos por el corticoide y la inducción al 

cáncer. También podemos encontrar los despigmentantes en segunda línea como: 

Imatinib, Imiquimod, Difenciprona. Son medicamentos con otras indicaciones que tienen 

como efecto secundario la producción de lesiones vitíligo en la piel. Son sustancias no 

exentas de efectos secundarios que deben usarse con una precaución extrema, y así una 

infinidad de productos, y otros que aún están en estudio. (8) 

Es por ello que en los últimos años el uso de plantas medicinales han sido un gran aliado 

de la salud humana, ya que en dosis controladas no ocasionan toxicidad, ni efectos 

secundarios, es así que crece el interés de estudiar las plantas y sus principios activos, en 

este estudio se realizaron ensayos con cedrón (Lippia citriodora), ya que existen estudios 

que el género Lippia, tiene cierta efectividad sobre la inhibición de la enzima tirosinasa. 

(9) (1) 

El cedrón (Lippia citriodora) es utilizado como medicina alternativa en muchos países, 

Sobre todo en América del Sur,  en Perú también podemos encontrar este ejemplar y son 

utilizados desde hace muchos años para trastornos digestivos, trastornos en el sistema 

nervioso como un relajante en insomnio y ansiedad y en estados gripales. (1) (9) 

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del extracto metanólico de cedrón 

(Lippia citriodora) sobre células de melanoma humano malignos de manera in vitro, 

determinado la viabilidad celular, con y sin extracto a diferentes concentraciones, 

adicionalmente determinar la acción inhibitoria sobre la enzima tirosinasa para estimar la 

disminución de la melanogénesis con diferentes concentraciones del extracto metanólico 

de cedrón (Lippia citriodora).  
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OBJETIVOS 

GENERAL:  

Determinar la acción in vitro del extracto metanólico de cedrón (Lippia citriodora) sobre 

células de melanoma inhibiendo la melanogénesis y  sobre la actividad in vitro de la 

enzima tirosinasa sobre el sustrato L-Tirosina. 

ESPECÍFICOS: 

 Obtener diferentes concentraciones de extractos metanólico a partir de hojas de 

Lippia citriodora (cedrón) empleando el método de Soxhlet. 

 Cultivar y acondicionar células primarias de melanoma humano. 

 Evaluar la viabilidad celular del cultivo de células primarias de melanoma 

humano. 

 Evaluar la viabilidad celular del cultivo de células primarias de melanoma 

humano expuestas al tratamiento con el extracto de cedrón (Lippia citriodora) a 

diferentes concentraciones. 

 Evaluar la citotoxicidad del extracto de cedrón (Lippia citriodora) sobre 

macrófagos peritoneales de Ratón (Mus musculus). 

 Determinar la actividad cinética de la enzima Tirosinasa utilizando L-tirosina 

como sustrato. 

 Determinar la actividad inhibitoria del extracto de cedrón (Lippia citriodora) a 

diferentes concentraciones sobre la enzima Tirosinasa. 
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HIPÓTESIS 

Dado que existen estudios que afirman que el género Lippia inhibe significativamente la 

genotoxicidad inducido por la radiación ultravioleta, es probable que el extracto de las 

hojas de Lippia citriodora (cedrón) tenga una acción como inhibidor de melanogénesis. 
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VARIABLES E INDICADORES 

En este estudio, se determinó variables dependientes e independientes con sus respectivos 

indicadores. 

VARIABLES INDEPENDIENTES INDICADORES 

 Concentración del extracto 

 

 2.5 µg/ml 

 50 µg/ml 

 10 µg/ml 

 20 µg/ml 

 40 µg/ml 

VARIABLES  DEPENDIENTES INDICADORES 

 Viabilidad celular en células de 

melanoma 

 Citotoxicidad en células de 

macrófagos peritoneales de ratón 

(Mus músculos) 

 Inhibición enzimática de la 

tirosinasa 

 Crecimiento y proliferación celular. 

 

 Crecimiento y proliferación celular 

 

 Lecturas del espectrofotómetro 

 Cinética enzimática de Michaelis 

Menten 

 Cinética enzimática de Lineweaver-

Burk 
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CAPITULO I 

MARCO TEÓRICO 

1.1. LA PIEL 

La piel es un órgano importante para la vida, constituye la “frontera” entre el 

medio ambiente y el medio interno del organismo, la piel: 

 Protege a los tejidos contra lesiones mecánicas, químicas o físicas, así como 

la penetración de microorganismos. 

 Actúa como regulador térmico. 

 Funciona como órgano sensorial. (10) 

 ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA 

Su estructura se divide en tres: Epidermis, Dermis e Hipodermis 

Sus componentes químicos son: agua, electrolitos, proteínas (aminoácidos, 

metionina, cisteína, colágeno), lípidos, hidratos de carbono, enzimas y 

vitaminas. 

 EPIDERMIS 

La epidermis es la capa superficial formada por un epitelio plano 

poliestratificado queratinizado y avascular de origen ectodérmico. 

Se divide en los siguientes estratos (Figura 1 y 2): 
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Figura 1. Estructura de la piel (11) 

 Basal o germinativo: Contiene queratinocitos basales 

melanocitos y células de Merkel 

 Espinoso: queratinocitos unidos por puentes intercelulares 

(desmosomas). (Proporcionan sostén y estabilidad) 

 

Figura 2. Esquema de los estratos de la Epidermis (12) 
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 Granuloso: Queratinocitos que contienen granulos de 

queratohialina (precursor de la queratina) 

 Lucido: Solo presente en palmas y plantas. (Contiene eleidina 

que  aporta electricidad) 

 Córneo: Células muertas, queratinizadas, sin núcleo 

(corneocitos). Proporciona una barrera mecánica frente a 

agentes externos. (13) 

La epidermis contiene las siguientes células (Gráfica 1): 

 Queratinocitos (90%), contienen dos estructuras:  

o Gránulos de queratohialina: presentes en queratinocitos 

del estado granuloso. Contienen filagrina, un precursor 

de la queratina. 

o Corpúsculos de Orland o queratinosomas: en los 

queratinocitos de los estratos granuloso y espinoso de la 

epidermis, contienen lípidos y proteínas  que será 

vertidos al espacio intercelular para permitir la cohesión 

de los corneocitos y formar una barrera impermeable 

que evita la perdida de agua. 

 Melanocitos (5-10%) están en la capa basal en proporción 1/10  

con los queratinocitos, derivan de la cresta neural. Se relacionan 

con otras células mediante dendritas, por las cuales traspasan la 

melanina de los melanosomas a los queratinocitos. 

 Células de Langerhans (2-5%) células dendríticas de origen 

mesodérmico localizadas en el estrato espinoso. Forman parte 

de la inmunidad celular, pues presentan antígenos a los 

linfocitos T.  

 Células de Merkel (<1%) son de origen neuroectodérmico. Se 

localizan en la capa basal y se cree que son receptores táctiles. 

(13) 
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Gráfica 1. Cantidad de células aproximadamente en la 

Epidermis. 

 DERMIS 

Se encuentra bajo la epidermis, separada por la membrana basal. 

Procede del mesodermo límite entre epidermis y dermis se le llama 

límite dermoepidérmico (Papilas), se divide en dermis papilar o 

superficial y en dermis reticular o profunda. El mayor componente 

es el colágeno tipo I. Además existen fibras elásticas, fibroblastos, 

mastocitos, histiocitos, vasos sanguíneos y terminaciones nerviosas. 

La dermis es 20 o 30 veces más gruesa que la epidermis. 

Células de la dermis: fibroblastos, histiocitos y mastocitos 

 Fibroblastos: aportan la elasticidad y turgencia a la piel y 

fabrican tres tipos de fibras: 

o Fibras de colágeno: son gruesas y estriadas, contienen 

una proteína llamada colágeno cuyo deterioro provoca 

pérdida de tensión en la piel (flacidez) y aparición de 

arrugas 

o Fibras elásticas: son finas y lisas. Su componente 

principal es la elastina que da elasticidad a la piel 

o Fibras reticulares: son gruesas y lisas. Su principal 

proteína es la reticulina. Se encuentran dispuestas 

formando redes y sirven de soporte a las estructuras 

dérmicas 

Queratinocitos

Melanocitos

Celulas de Langerhans

Celulas Merkel
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 Histiocitos son células alargadas en forma de estrella cuya 

función principal es la defensiva. Fagocitan las sustancias 

extrañas que entran en el organismo. 

 Mastocitos Productoras de histamina, Heparina y otros 

mediadores de inflamación. (13) 

 HIPODERMIS 

Es la capa que se sitúa debajo de la dermis Está formada por tejido 

adiposo y separa la piel de los músculos. Las células de la 

hipodermis se llaman adipocitos que acumulan grasa en el interior 

de unas grandes vacuolas. Su función es almacenar grasa, reservarla 

y ponerla a disposición del organismo cuando haga falta un aporte 

energético superior al ingerido en la alimentación. (13) 

1.2. MELANOGÉNESIS 

La melanogénesis es el mecanismo que previene el daño a la piel causado por la 

radiación ultravioleta (UV), así como el desarrollo del cáncer de piel el cual 

sintetiza la melanina, un polímero de composición relativamente variable y 

derivado en todos los casos de un aminoácido no esencial: la tirosina (Tyr). (14) 

(15). 

La pigmentación melánica está predeterminada genéticamente, y es regulada tanto 

por la radiación ultravioleta (UV) como por diversos factores químicos. La 

radiación UV, además de estimular un aumento en el número de melanocitos y 

sus dendritas, es el principal estímulo para la melanogénesis. (16) 

En melanocitos y células de melanoma, la melanina se sintetiza a través de una 

cascada enzimática regulada a nivel de tirosinasa.  La melanina se sintetiza en el 

interior de los melanosomas. Los melanosomas que contienen la melanina migran 

a través de las prolongaciones de los melanocitos desplazándose desde el estrato 

basal a los estratos superiores de la epidermis, a los queranocitos, en los cuales la 

melanina desarrolla su función protectora contra los rayos UV, disponiéndose en 

torno al núcleo celular. (15) (17) 

La pigmentación cutánea está bajo control genético complejo regulado por más de 

150 alelos repartidos en 90 loci, En la Figura 4, se muestra como primera etapa la 
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hidroxilación de la L- tirosina a la L-DOPA catalizada por la actividad de la 

enzima tirosina y es el paso limitante de la síntesis de melanina, ya que es un 

proceso lento. Una vez que se forma L- DOPA, se genera la dopaquinona 

utilizándose como catalizador a la misma enzima (tirosinasa) de una manera más 

rápida que la hidroxilación en la primera etapa, luego pueden producirse 

espontáneamente etapas adicionales (series de reacciones de oxidación y 

transformaciones intramoleculares), a velocidades variables dependiendo de la 

concentración de iones hidrógeno, presencia y concentración de cationes 

metálicos, agentes reductores, tioles y oxígeno para producir la eumelanina, 

mientras que la feomelanina se obtiene mediante la incorporación de derivados 

sulfatados por una vía anabólica alternativa. (7) (18) (16) 

 

Figura 3. Esquema de melanocito y su función (Producción de melanina) 

(19) 
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Figura 4. Síntesis de Melanina. (20)
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1.2.1. MELANINA: 

La melanina es un pigmento que se halla en la mayor parte de los seres 

vivos, la radiación solar activa la melanogénesis, que sigue la cascada  de 

reacciones (Figura 4) hasta convertirse en melanina, como resultado se 

obtiene la eumelanina (responsable del color marrón/negro) o la 

producción de la feomelanina (responsable del color amarillo/rojo) que se 

consigue mediante una vía metabólica alternativa. La producción del 

primer tipo de melanina sería la responsable del moreno de piel y de una 

coloración oscura en el cabello y en los ojos. La feomelanina por el 

contrario, da lugar a un fototipo de piel clara, que no se broncea 

adecuadamente y a un color de pelo rubio o pelirrojo. La producción de un 

tipo de melanina u otra se debe a la acción del gen MC1R. Éste, activa a 

un receptor, el melanocortina-1 que responde al estímulo de la hormona 

ACTH y la MSH. La acción de estas hormonas en el interior celular 

incrementa el AMPcíclico, estimulando a su vez la producción de 

eumelanina. Si este receptor, el melanocortina-1 se encuentra inactivo o 

bloqueado por alguna mutación, se produce feomelanina. (21) (22) (Figura 

5) 

 

Figura 5. Síntesis de melanina en relación al receptor MC1R. (23) 

 En general, la estructura melanosómica se correlaciona con el tipo de 

melanina producida, por ejemplo, los eumelanosomas son elípticos y 

contienen matriz fibrilar mientras que la forma de los fenomelanosomas es 
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variable con contorno predominantemente redondeado y contiene matriz 

vesiculoglobular (24) 

La formación de eumelanina o feomelanina está directamente determinada 

por la presencia o ausencia de cisteína (transportada activamente a través 

de la membrana melanosómica, y de GSH en estado tiolado 

completamente reducido y potencial redox (alto GSH para eumelanina y 

baja para feomelanina). Cuando la concentración de compuestos 

sulfhidrilos es baja, la dopaquinona se convierte en dopacromo, iniciando 

la vía eumelanogénica. (18) 

1.2.2. MELANOCITO 

 

Figura 6. Melanocito (25) 

Los melanocitos derivan del neuroectodermo y se localizan en la capa 

basal en contacto con la membrana basal. En el citoplasma de los 

melanocitos se puede observar un núcleo ovoideo y un Retículo 
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Endoplasmático Rugoso muy desarrollado dónde se produce la tirosina, 

sustancia a partir de la cual se sintetiza la melanina. También se observan 

unos gránulos característicos cerca de la membrana dónde se produce y 

almacena la melanina. (Figura 6) El número de los melanocitos es más o 

menos constante, pero su grado de actividad varía genéticamente. (25) (26) 

1.2.3. PREMELANOSOMA Y MELANOSOMA 

El desarrollo de los melanosomas implica cuatro pasos. La etapa I 

corresponde a la organización matricial temprana. En la etapa II, la matriz 

ya está organizada pero sin formación de melanina (eumelanosomas); en 

los fenomelanosomas la melanina ya está formada en esta etapa. En la 

etapa III hay deposición de melanina. En la etapa IV, los melanosomas 

están completamente melanizados (completamente llenos de melanina). 

(18) 

Como se muestra en la Figura 7 los premelanosomas se forman por un 

desprendimiento de una membrana lisa del Retículo Endoplasmatico 

Rugoso (RER) contienen los gránulos que se encuentran en el melanocito, 

dónde se almacena tirosina que se irá transformando en melanina, 

los melanosomas son la forma madura de los premelanosomas (Etapa IV) 

cuándo alcanzan una alta concentración de melanina. (26) (18) 

La tirosina pasa del RER a los premelanosomas y aquí, en presencia de 

oxígeno y por acción del enzima tirosinasa, es transformada en L-DOPA 

y esta a su vez en DOPAquinona, y así continuara y dará lugar a 

eumelanina o a feomelanina. (Figura 8) A medida que se va sintetizando 

melanina, los premelanosomas van desarrollándose y madurando hasta 

alcanzar el estadio de melanosomas. (26) 

En los melanosomas la tirosinasa cesa su actividad y se sitúan en las 

dendritas dispuestos a ser transferidos a los queratinocitos. La unidad 

formada por el melanocito y los queratinocitos con los que contactan sus 

dendritas forman la conocida como unidad melanocítica cutánea. 
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Figura 7. Formación de Melanosomas y Melanina (14)
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Los melanosomas se distribuyen alrededor del núcleo dónde la melanina 

ejercerá su acción: proteger al ADN de la radiación ultravioleta de onda 

corta (UV-B, más perjudicial que la radiación ultravioleta de onda larga o 

UV-A) al ser absorbida por la melanina. La propia radiación ultravioleta 

estimula la melanogénesis, lo que supone un mecanismo efectivo de 

incrementar la protección cuándo incrementa la exposición. (26) 

1.2.4. TIROSINASA 

Es la enzima principal que regula la síntesis de melanina, está codificada 

por el TYR (tirosinasa) que se correlaciona con el cromosoma 11q14-21 

en humanos y el cromosoma 7 en ratones, y está compuesto de cinco 

exones y cuatro intrones (18) 

La tirosinasa (monofenol monooxigenasa) es una enzima cuprífera como 

se muestra en la figura 8 que cataliza la oxidación de fenoles (como la 

tirosina) y está extendida en tejidos de plantas y animales, la enzima posee 

dos cadenas A y B y aproximadamente 5 ligandos entre ellos el complejo 

de tres residuos de histidina con un centro de cobre tipo III (27) 

 

Figura 8. Estructura de tirosinasa (TYR) (PDB: 1js8), 

La tirosinasa contiene cantidades de trazas de cobre, que existen en estado 

cuproso a cúprico. También la actividad de la tirosinasa se manifiesta por 
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complejos similares que contienen otros iones polivalentes, tales como 

cobalto, níquel y vanadio, pero su eficacia es inferior a la del cobre. (28). 

Las reacciones de hidroxilación iniciales, así como la estabilidad 

de L- DOPA, requieren un medio ácido que es proporcionado por los 

premelanosomas, donde el pH se regula mediante un sistema de bomba de 

protones. Sin embargo, una vez que está presente L-DOPA, la formación 

eficaz de pigmento de melanina requiere un pH aumentado 

(preferiblemente neutro o básico), ya que la acidificación inhibe la síntesis 

de melanina. (18) 

1.2.4.1. CINÉTICA ENZIMÁTICA 

La cinética enzimática estudia la velocidad de las reacciones 

bioquímicas, es la medida de la formación de producto o la 

desaparición de sustrato por unidad de tiempo. (29) 

La enzima tirosinasa se comporta según el modelo de Michaelis-

Menten, de acuerdo con las ecuaciones químicas siguientes: 

 

Ecuación 1. Modelo de la actividad de la tirosina. (30) 

1.2.4.2. INHIBIDORES ENZIMÁTICOS DE LA TIROSINASA 

La enzima Tirosinasa se puede inhibir por: 

 Agentes reductores: Reducción de o quinonas a o-difenoles no 

coloreados. Los compuestos derivados del azufre son los más 

ampliamente empleados en la industria de los alimentos. 

Ejemplo el bisulfito (HSO3-) y sulfitos (SO3
2-). En esta 

clasificación también encontramos al ácido ascórbico y la 

cisteína (31) 

 Acidulantes: Los acidulantes son aplicados generalmente para 

mantener el pH por debajo del punto óptimo de actividad 
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catalítica de la enzima. Acidulantes como el ácido cítrico, 

málico y fosfórico (31) 

 Quelantes: Las enzimas generalmente poseen iones de metales 

en su sitio activo. Los agentes quelantes remueven estos iones 

inactivando a la enzima. (31) 

 Agentes acomplejantes: La más importante propiedad 

funcional de la ciclodextrina como agente acomplejante es su 

habilidad para la inclusión de moléculas dentro del núcleo 

hidrofóbico o ligeramente apolar (31) 

1.3. PATOLOGÍAS 

Los trastornos pigmentarios más comunes no son trastornos de la calidad de la 

melanina, sino más bien de la propia célula productora de pigmentos, que puede 

ser reducida en número, ausente o hiperactiva y comúnmente con localización 

regional. Las patologías relacionas son por hipopigmentacion (albinismo, vitíligo, 

etc.) y por hiperpigmentación (melanoma humano, pecas, manchas, entre otras); 

sin embargo existen otros desordenes relacionadas con el metabolismo de la 

tirosinasa como la tirosinemias y alcaptonuria, además se dice que esta enzima 

jugaría un papel importante en la enfermedad del Parkinson. (18) (32) 

1.3.1. MELANOMA HUMANO 

El melanoma cutáneo maligno representa alrededor del 10% de las 

neoplasias cutáneas y es responsable de más de 90% de las muertes por 

cáncer de piel, su incidencia se aumenta con el paso de los años. (33) 

 

Figura 9. Melanoma lentiginoso acro (MLA) (34) 
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El melanoma es un cáncer que se origina en los melanocitos. Entre otros 

nombres de este tipo de cáncer se encuentran los de melanoma 

maligno y melanoma cutáneo. La mayoría de las células del melanoma 

continúan produciendo melanina de modo que los tumores tipo melanoma 

usualmente son de color café o negro. Sin embargo, algunos melanomas 

no producen melanina y pueden lucir color rosado, café o incluso blanco. 

Tener una piel con pigmentación oscura disminuye su riesgo de melanoma 

en estos lugares más comunes, aunque cualquier persona puede desarrollar 

este tipo de cáncer en las palmas de las manos, las plantas de los pies y 

debajo de las uñas. Los melanomas en estas áreas representan más de la 

mitad de todos los melanomas. Sin embargo, el melanoma tiene muchas 

más probabilidades de propagarse a otras partes del cuerpo, si no se detecta 

temprano, en comparación con el cáncer de células basales o escamosas. 

(35) 

En la figura 9 se puede observar el melanoma lentiginoso acro, el cual se 

localiza en las plantas de los pies y palmas de las manos, inclusive en 

mucosas o uniones mucocutáneas oral y genital, este tipo de melanoma es 

el menos frecuente por lo que su diagnóstico suele ser tardío, por lo que 

suelen presentar metástasis al momento del diagnóstico. (36) 

El desarrollo del melanoma maligno se puede clasificar de la siguiente 

manera: (37) 

i. Nivel de invasión (Clark) 

 Nivel I: Afecta solo a la epidermis (melanoma in situ) 

 Nivel II: Invasión de la dermis papilar sin alcanzar la interface 

papilar reticular de la dermis 

 Nivel III: La lesión infiltra e invade la dermis papilar pero no 

penetra en la dermis reticular 

 Nivel IV: Invasión de la dermis reticular sin llegar al tejido 

subcutáneo 

 Nivel V: Invasión del tejido subcutáneo a través de la dermis 

reticular 
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ii. Espesor del tumor (Breslow).  

 MM <0,76 mm 

 MM 0,76 mm-1,50 mm 

 MM 1,55 mm-4 mm 

 MM >4 mm 

iii. TNM (AJCC). 

 T: Tumor 

 N: Ganglios 

 M: Metástasis 

En la Figura 10 se puede ver el ABCDE para detectar un melanoma 

cutáneo, con estos simples observaciones se puede detectar un melanoma 

maligno, es por ello que se debe revisar con el médico para que este pueda 

clasificar de un manera correcta.  

1.3.1.1. RADIACIÓN SOLAR 

Esta radiación de una longitud de onda más corta que la de color 

violeta recibe el nombre de ultravioleta (UV), cubre un rango entre 

200 y 400 nanómetros, es invisible y sólo puede ser detectada con 

instrumentos adecuados o por sus efectos biológicos. La radiación 

de onda más corta (entre 200 y 290 nm) es llamada UVC y es la 

más activa biológicamente: es altamente cancerígena y bactericida 

pero es filtrada por completo por la capa de ozono en la atmósfera 

superior. (38) 

La radiación UVB (entre 290 y 320 nm) es también cancerígena y 

produce quemadura solar aguda. Este tipo de radiación es 

parcialmente filtrada por la capa de ozono y puede ser totalmente 

absorbida por los protectores solares convencionales. La 

radiación UVB nos llega en cantidades importantes y puede 

penetrar hasta la capa basal de la epidermis. (Figura 11) Allí puede 

inducir alteraciones cancerígenas en las células y es por lo tanto 

responsable del carcinoma baso celular. 
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Figura 10. El ABCDE para detectar un melanoma (39) 
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Los rayos UVA comprenden la radiación de longitud de onda más 

larga (320 a 400 nm) y son los principales responsables del 

bronceado solar. Aunque se sabe que pueden producir 

envejecimiento prematuro de la piel, hasta no hace mucho tiempo 

se pensaba que no eran cancerígenos. Sin embargo, estudios 

recientes en animales han demostrado su potencial cancerígeno y 

sus efectos sobre el sistema inmunológico de la piel. (38) 

 

Figura 11. Impacto de las radiaciones solares (40) 

El factor ambiental más relacionado al desarrollo del melanoma 

cutáneo maligno es la exposición crónica intermitente a los rayos 

solares UV-B (espectro de 290-320 nm) debido a que: 

 Dañan directamente al ADN de las células expuestas, 

provocando mutaciones(ruptura de cadenas, formación de 

dímeros de timinas, (Figura 12) que impiden la correcta 

replicación y transcripción del ADN) (41) (5) 

 

Figura 12. Formación de dímeros de timinas (42) 
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 Estimulan la producción de factores de crecimiento, que 

aceleran la proliferación. (41) 

 Debilitan la respuesta inmune en la piel y fallan 

mecanismos de reparación del DNA (41) (5) 

 Promueven la síntesis de especies reactivas de oxígeno 

(radicales libres de oxigeno que dañan al ADN, y suprimen 

la apoptosis. (41) 

1.3.1.2. DIAGNOSTICO 

El tema de la biopsia incisión en una lesión, que puede ser un 

melanoma maligno, fue motivo de innumerables controversias ya 

que podría causar siembra metastásica. La biopsia por afeitado y el 

curetaje están contraindicados porque el material obtenido no 

determina la profundidad de penetración del tumor, dato 

fundamental para plantear la terapéutica indicada y el pronóstico. 

La inmunohistología y las técnicas moleculares son hoy en día 

decisiones importantes ya que permiten arribar a un pronóstico más 

certero. Técnicas moleculares como la hibridación genómica 

comparativa o la hibridación fluorescente in situ son promesas en 

el futuro para nuestro medio. (38) 

Líneas de antígenos melanocíticos específicos son útiles para el 

diagnóstico simple, diferencial y de las metástasis, mientras que los 

antígenos melanocíticos asociados a la progresión resultan 

interesantes para el pronóstico. Son utilizadas también técnicas 

inmunológicas como la adhesión de receptores y citoquinas en el 

suero de pacientes con melanoma (38) 

a. ANTÍGENOS ASOCIADOS AL MELANOMA 

Se clasifican de acuerdo a su naturaleza química, su función o 

la distribución celular. Son ellos: los gangliosidos primitivos, 

proteínas oncofetales, receptores de factores de crecimiento,  

antígenos pigmentarios asociados, proteínas de la matriz 

extracelular y moléculas distinguidas. En este contexto, es más 

sencillo distinguir antígenos de diferenciación y antígenos de 
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progresión, y, desde el diagnóstico diferencial, entre tumores 

melanocíticos y no melanocíticos. (38) 

b. PROTEÍNA S100 

La proteína SI00 se hace prácticamente en todas las lesiones de 

tipo melanocíticas, también en metástasis encontradas. Es un 

ácido, proteína calcio-ligando, esta proteína no sólo se 

encuentra fuertemente en el sistema nervioso y en especímenes 

melanocíticos, también en células de Langerhans, condrocitos 

y células mioepiteliales. Químicamente es una mezcla de 3 

proteínas similares. Un antisuero de conejo contra la proteína 

S100 se hace en los diagnósticos de rutina comenzando en los 

cortes en parafina. El patrón del color es citoplasmático y a 

veces intranuclear, mayormente la expresión es homogénea, 

rara vez heterogénea. La sensibilidad es alta, la especificidad 

baja, ya que los tumores neurales, los condromas, 

condrosarcomas, algunos carcino mas y tumores mioepiteliales 

también responden positivamente. (38) 

c. HMW-MAA 

Es un antígeno de alto peso molecular asociado al melanoma, 

reacciona con los queratinocitos basales, el epitelio del folículo 

piloso así como con las células musculares lisas. (38) 

d. ANTÍGENO NKI/C3 

Es una glicoproteína, verificable con un anticuerpo 

monoclonal, en material parafinado. La sensibilidad en tumores 

melanocíticos es alta, la especificidad sin embargo es baja, ya 

que responde positivamente en los tumores neuroendocrinos, 

en sarcomas y a veces en carcinomas. La expresión del antígeno 

NKI/C3 en un melanoma no es homogénea. (38) 

e. ANTÍGENO HMB-45 

La glicoproteína HMB-45 de peso molecular 100 se aplica 

proporcionalmente en la rutina de los cortes parafinados. La 
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sensibilidad no es alta como para la proteína S100, sin embargo 

la especificidad es alta. (38) 

1.3.1.3. GENES IMPLICADOS 

Existen genes implicados en la alteración de la melanogénesis los 

cuales ocasionan la sobre producción de melanina ocasionando el 

melanoma maligno. 

Tabla 1. Genes implicados en el desarrollo de melanoma 

cutáneo. 

 

a. CDKN2A (Cyclin dependent kinase inhibitor 2A) 

Es el gen asociado de mayor relevancia, localizado en el brazo 

corto del cromosoma 9 (9p21), este gen tiene la capacidad de 

transcribir 2 proteínas de forma alternante, por un lado es 

responsable de la codificación de p16 (Figura 14), proteína de 

aproximadamente 16 kDa de peso molecular, que interviene en 

el control del ciclo y la apoptosis celular. El segundo producto 

de este locus, conocido como p14ARF, regula el ciclo celular 

pero a través de una vía dependiente de p53. (33) (23) 
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Figura 13. Genes implicados en el Melanoma Humano (6) 

En la figura 13 se  observa la vía de señalización y genes implicados en el Melanoma, El gen BRAF cuando muta puede causar la proliferación 

desmesurada de melanina en el melanocito, mientras que la mutación del gen MITF c puede causar la resistencia a tratamientos de 

quimioterapia.
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Figura 14.  Alteración del gen CDKN2A. (43) 

b. CDK4 

Este gen está localizado en el brazo largo del cromosoma 12 

(12q14), este gen codifica una subunidad catalítica del 

complejo de la proteína quinasa y está estrechamente 

relacionado con la regulación del CDKN2A e interviene en la 

progresión del ciclo celular en la fase G1. Su mutación se 

localiza en el sitio de unión con p16. (Figura 14) Sin embargo, 

existen muy pocos casos que presenten esta mutación (33) (23) 

c. BRAF 

Este oncogén está implicado en el desarrollo de hasta el 15 % 

de todas las neoplasias del ser humano, y codifica una de las 

tres cinasas reguladas por el también oncogén ras. Se han 

identificado mutaciones de BRAF en nevos melanocíticos 

adquiridos, melanomas primarios, metástasis de melanoma y 

cultivos celulares de melanoma en una proporción similar. Sin 

embargo, la presencia de estas mutaciones en melanomas en 

fase de crecimiento radial es muy inferior (10 %) (33) (23) 
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En la Figura 15, se puede observar que la mutación de este 

oncogén lleva a la proliferación de células cancerosas por la 

ruta de la MAPK. 

 

Figura 15. Vía de señalización del oncogén BRAF (44) 

d. MC1R 

En el ser humano, el fenotipo pelirrojo se asocia a ciertas 

variedades alélicas del receptor MC1R que implican una 

afinidad menor de este receptor por la MSH-α. Estos 

hallazgos sugieren que la MSH-α participaría en la 

melanogénesis humana favoreciendo la síntesis preferente de 

eumelanina frente a feomelanina. (33) (23) 

Es un gen de baja penetrancia a comparación de los anteriores, 

se localiza en el extremo telomérico del cromosoma 16q24.3, 

y codifica un receptor transmembrana acoplado a proteína G 

expresado por muchos tipos celulares, incluidos los 

melanocitos de la piel. MC1R es el receptor de péptidos 

sintetizados en la glándula pituitaria, derivados de la 

proopiomelanocortina, como la MSH-α y ACTH. Ambos se 

unen con la misma afinidad a MC1R, activando una 
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adenilciclasa que incrementa la producción intracelular de 

monofosfato de adenosina cíclico (AMPc). Éste favorece la 

transcripción y traducción de tirosinasa, y de esta manera, la 

síntesis foto protectora de eumelanina y la proliferación 

melanocítica. (23) (Figura 5)  

e. MITF (Microftalmia) 

 

Figura 16. Mutación del Gen MITF 

En cuanto al factor de transcripción asociado con microftalmia 

(MITF) se ha demostrado que cumple un papel fundamental en 

la diferenciación y proliferación, así como en la viabilidad 

post-natal (sobrevida) de los melanocitos porque regula la 

expresión de genes como p21, INK4a, CDK2, BCL2, TYR, 

DCT, entre otros, al ser activado principalmente a través de las 
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vías de señalización MAPK, cAMP/PKA/CREB y WNT-β 

catenina.(Figura 16) (45) (46) 

1.3.1.4. INCIDENCIA 

En la actualidad existe una gran  número de casos que no son 

detectados a tiempo, el melanoma maligno en muchos casos puede 

requerir una cirugía cuando están en una fase muy avanzada, 

porque se corre riesgo de que este pueda llegar y comprometer otras 

regiones u órganos. 

Los datos siguientes son proporcionados por el Instituto Regional 

de Enfermedades Neoplásicos del Sur (IREN SUR), en 36 

pacientes diagnosticados con Melanoma Maligno durante el 

periodo de Enero 2016 hasta Agosto 2017 

Tabla 2. Estadística de cirugías en el IREN SUR 

AÑO 

CIRUGIA 

MAYOR 

CIRUGIA 

MENOR 
TOTAL 

2016 22 55 77 

2017 17 35 52 

TOTAL 39 90 129 

 

Gráfica 2. Melanoma maligno según género del paciente en IREN-

SUR 
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Gráfica 3. Melanoma maligno según lugar de procedencia del 

paciente en IREN-SUR 

 

Gráfica 4. Melanoma maligno según estado del paciente en IREN-

SUR 
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Gráfica 5. Melanoma maligno según tipo de seguro de paciente en 

IREN-SUR 

 

Gráfica 6. Melanoma maligno según tipo de diagnóstico en pacientes 

en IREN-SUR 

0

5

10

15

20

25

30

SIS IREN HON/FOSP ESSALUD

N
ú

m
er

o
 d

e 
P

er
so

n
as

0

5

10

15

20

25

30

PATOLOGICO CLINICO

N
ú

m
er

o
 d

e 
P

er
so

n
as



 

 
29 

 

Gráfica 7. Melanoma maligno según diagnóstico clínico en pacientes 

en IREN-SUR 

Dónde: Mel Maligno 1 es Melanoma maligno de la piel, Mel maligno 

2 es Melanoma maligno de otras partes no especificadas, mel 

melanoma 3 es Melanoma maligno de piel con sitio no especificado, 

mel maligno 4 es Melanoma maligno de sitios contiguos a la piel, mel 

maligno 5 es Melanoma maligno de cuero cabelludo y del cuello, mel 

maligno 6 es Melanoma maligno del miembro superior y Mel maligno 

7 es Melanoma maligno del parpado, incluida la comisura 

1.4. CEDRÓN (Lippia citriodora) 

El cedrón es una planta que pertenece al género Lippia, es utilizada como planta 

medicinal. 

1.4.1. CLASIFICACIÓN CIENTÍFICA 

o Familia: Verbenaceae 

o Género: Lippia 

o Especie: Citriodora 

Sinonimias: Aloysia citriodora 

Nombres comunes: Cedrón, verbena de indias, maría luisa. (9) 
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1.4.2. CARACTERÍSTICAS BOTÁNICAS 

 Hojas: son simples, rugosas, reunidas en verticilos de tres, raro cuatro, 

su limbo, entero o un poco dentado, de color verde pálido, presenta una 

nervadura mediana, saliente en la cara inferior, de la cual se destaca 

una serie de nervaduras secundarias paralelas, que se reúnen para 

formar una especie de cordón paralelo al borde foliar, y despiden, al 

ser restregadas, un agradable olor a limón. (Figura 17) (9) 

 Arbusto: caducifolio, de entre 3 a 7 m de altura, con tallos subleñosos 

o leñosos en la parte superior. (9) 

 Flores: pequeñas blanquecinas o blanquecino-violáceas, agrupadas en 

espigas. También tiene flores de color rosa, florece en verano, 

formando inflorescencias en espigas laxas, de hasta 10 cm de largo, de 

color pálido o lila. (Figura 17) (9) 

 Fruto: es una drupa que se divide en dos núculas monoseminadas. (9) 

 

Figura 17. Cedrón (47) 

1.4.3. UBICACIÓN 

Zonas tropicales en Sudamérica y también de forma silvestre en todo el 

occidente de Sudamérica. (48) (49) (50) 
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1.4.4. USOS MEDICINALES 

Suelen emplearse sus hojas en infusión, solas o mezcladas con otras 

plantas. El sabor y aroma de sus hojas recuerda al limón o la melisa. Ayuda 

a elevar el ánimo y combatir la depresión. Tónica, estomacal, digestiva, 

antiespasmódica, carminativa (favorece expulsión de gases), 

antiinflamatorios, antioxidantes, anti-bacterianos, antitumorales, anti 

fúngicos, fotoprotectores y quelantes. (48) (49) (50) 

Efectos: Eupéptico y espasmolítico (aceite esencial), carminativo (aceite 

esencial), antiséptico (aceite esencial), antihistamínico (aceite esencial), 

ligeramente sedante (aceite esencial), analgésico local (aceite esencial), 

antipirético, corrector organoléptico. (51) 

1.4.5. COMPOSICIÓN QUÍMICA 

Composición: Posee en su composición, aceites esenciales, entre los que 

se destacan el citral y el linalol. (52) 

Tabla 3. Principios activos del cedrón (Lippia citriodora) 

Aceite esencial (0.1 – 0.3%) 

Monoterpenos: lilmoneno (6 %) 

Sesquiterpenos (18%) 

Alcoholes alifáticos (1 - 1.5%) 

Monoterpenoles (15 - 16%) 

Sesquilerpenoles (4 - 5%) 

Esteres terpenicos (6%) 

Aldehídos (39 - 40%) 
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1.5. METODOLOGÍA DE ESTUDIO 

1.5.1. CULTIVO CELULAR 

Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que 

permiten el mantenimiento de las células 'in vitro', manteniendo al máximo 

sus propiedades fisiológicas, bioquímicas y genéticas. Se distinguen cuatro 

tipos de cultivo celular: cultivo de órganos, explantes primarios, cultivo 

celular primario y cultivos isotópicos y organotípicos. (53) (54) 

1.5.1.1.CULTIVO CELULAR PRIMARIO 

Se puede obtener a partir de explantes primarios o de suspensiones de 

células disgregadas. La disgregación celular se realiza por métodos 

enzimáticos o mecánicos. En estos cultivos se pierden las interacciones 

célula-célula y las interacciones de la célula con la matriz extracelular. 

Sin embargo, las células son capaces de proliferar y la población 

celular crece notablemente. Cuando las células ocupan toda la 

superficie disponible se dice que han alcanzado la confluencia. En esta 

etapa, las células establecen contactos entre ellas que inhiben su 

proliferación y el crecimiento se detiene. Por eso, al cabo de un tiempo 

hay que trasplantar las células a un nuevo soporte. Esta operación se 

denomina subcultivo o pase. Existen dos tipos de cultivo celular 

primario: (53) 

 Cultivos en monocapa: las células crecen adheridas sobre un 

soporte sólido (plástico o vidrio). El anclaje al sustrato es un 

prerrequisito para la proliferación celular. Es el método utilizado 

para la mayoría de las células excepto para las hematopoyéticas. 

 Cultivos en suspensión: las células se encuentran dispersas en el 

medio de cultivo. Su crecimiento no depende del anclaje. Este tipo 

de cultivo se restringe a las células hematopoyéticas, células 

madre, líneas celulares transformadas y células tumorales. 

Alcanzan la confluencia cuando el número de células es grande y 

los nutrientes son insuficientes. (53) 



 

 
33 

1.5.1.2.DENSIDAD CELULAR (VIABILIDAD Y CONTEO CELULAR) 

En la mayoría de los laboratorios, la cámara de recuento que se utiliza 

es el hematocitómetro de 0.1 mm de profundidad con reglilla de 

Neubauer, la cual consta de 9 cuadrados con lados de 1 mm (área total 

de recuento = 0.9 mm2), cada uno de los cuales corresponde a un 

volumen de 0.1 µL. Los cuatro extremos están subdivididos en 16 

cuadros pequeños. El cuadro central contiene 25 cuadros, cada uno con 

un área de 0.04 mm2 (0.2 mm x 0.2 mm), a su vez divididos en 16 

cuadros más pequeños. (Figura 18) (55) 

 

Figura 18. Cámara de Neubauer (56) 

Si se contaron todas las células presentes en los 4 cuadrados de 1 mm2 

marcados como “L” en la Figura 14, la ecuación será: (57) 

𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
𝑚𝐿.⁄ =

# 𝑑𝑒 𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠

4
× 𝐹. 𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 × 𝑉𝑜𝑙. 

Ecuación 2. Cálculo de células por mililitro 

Para calcular el porcentaje de viabilidad celular la ecuación será: (57) 

% 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
# 𝑑𝑒 𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠

# 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
× 100 

Ecuación 3. Cálculo de viabilidad celular. 
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1.5.2. EXTRACCIÓN DE PRINCIPIOS ACTIVOS DE UNA PLANTA 

Se puede obtener los principios activos de las plantas a través de procesos 

de extracción con solventes, por ejemplo agua, etanol, metanol entre otros, 

estos procesos pueden ser por diferentes métodos, pero todo depende del 

disolvente. La extracción Soxhlet es un método en caliente, solido – 

liquido, que se desarrolla empleando solventes con puntos de ebullición 

bajo, para evitar la degradación de la muestra. Conveniente para obtener 

los extractos crudos de las plantas. (58) (59) 

1.5.3. ENZIMA 

Biomoléculas que catalizan reacciones químicas, es decir, aumentan 

notablemente la velocidad de una reacción. (Figura 19) (60) (61) 

 

Figura 19. Acción general de una enzima (61) 

La formación de producto o consumo de sustrato se obtiene generalmente 

una curva hiperbólica rectangular similar a la que se muestra en la Figura 

20 (62) 

 

Figura 20. Curva de formación de producto con respecto al tiempo. 

(63) 
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La cinética enzimática estudia la velocidad de las reacciones bioquímicas 

y las reacciones catalizadas por enzimas, en la medida de la formación de 

producto o la desaparición de sustrato por unidad de tiempo. Estos estudios 

proporcionan información directa acerca del mecanismo de la reacción 

catalítica y de la especificidad del enzima.  (29)(60) 

A bajas concentraciones de sustrato la velocidad cambia linealmente con 

respecto al sustrato, dando cinética de primer orden. (62) 

A concentraciones altas de sustrato la velocidad es independiente del 

sustrato, dando una cinética de orden cero. (62) 

A concentraciones intermedias de sustrato se halla una mezcla de cinéticas 

de cero y primer orden.. (62) 

Las constantes cinéticas Km y V0, muestran las condiciones y el 

comportamiento del complejo enzima-sustrato. 

Km grande = baja afinidad enzima-sustrato. 

Km baja= alta afinidad enzima-sustrato. (62) 

Los inhibidores enzimáticos son moléculas que reducen o anulan la 

actividad enzimática. Estos inhibidores pueden unirse a las enzimas de 

forma reversible (la desaparición del inhibidor restaura la actividad 

enzimática) o irreversible (el inhibidor inactiva permanentemente a la 

enzima). (Figura 21) (63) 

 

Figura 21. Actividad inhibitoria reversible de una enzima (64) 

La velocidad de la reacción catalizada enzimáticamente, es directamente 

proporcional a la concentración de sustrato, hasta cierto punto, su medición 

se puede lograr de manera experimental en un laboratorio, estos cambios 

de producción o consumo se presencian por la cantidad de luz que se 

refracta en la sustancia (Medición con un espectrofotómetro o un 

radiómetro) en el rango que este se encuentre. (65) 
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1.5.4. ESPECTROMETRÍA 

La espectrometría es la técnica espectroscópica para tasar la concentración 

o la cantidad de especies determinadas. En estos casos, el instrumento que 

realiza tales medidas es un espectrofotómetro. (66) 

 

Figura 22. Rango de Espectrometría (67) 

La espectroscopia UV-Visible, mide la absorción de luz en la región 

ultravioleta y visible del espectro. 

La región UV-Visible se encuentra entre las regiones del infrarrojo cercano 

y los rayos X. Espectro UV: 190 nm a 380nm 

Espectro Visible (Vis): 360 nm a 780 nm (Infrarrojo cercano hasta 1100 

nm) (67) 

1.5.4.1.ENSAYO DE ABSORCIÓN UV 

Entre una variedad de métodos para la cuantificación del aminoácido 

tirosina, existe el ensayo de absorción de UV, la cual se da a 280 nm, su 

mecanismo se basa en la absorción de tirosina y triptófano, la cual se 

atribuye al grupo fenólico de la tirosina y al grupo indólico del triptófano, 

tiene la ventaja de que no es necesario utilizar reactivos y la muestra no se 

daña o destruye durante la determinación. La tirosina se absorbe a una 

longitud de onda de 280 sobre todo cuando se produce la desprotonación 

del OH del anillo aromático. (68) (69) (70) 
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CAPITULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. MATERIALES 

2.1.1. INSUMOS 

 Agua destilada. 

2.1.2. MATERIALES DE LABORATORIO 

 Buffers de calibración para pH metro 

 Cubeta para espectrofotómetro 

 Estuche de disección. 

 Gradilla para tubos eppendorf. 

 Guantes de Nitrilo 

 Hojas de bisturí. 

 Jeringas de 10 ml. 

 Mechero 

 Micropipeta de rango variable de 20 a 100 µl y de 100 a 1000 µl. 

 Papel filtro 

 Piceta. 
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 Propipeta 

 Puntas para  micropipeta amarillos. (20 a 100 µl) 

 Puntas para  micropipeta azul. (100 a 1000 µl) 

 Termómetro. 

 Tubos eppendorf de 1500 µl. 

 Tubos Falcón 

2.1.3. MATERIAL DE VIDRIO 

 Bagueta. 

 Beaker de 100 ml. 

 Bureta de 25 ml. 

 Hematocitometro (Neubauer) 

 Frascos de vidrio color ámbar. 

 Matraces de 100 ml y 250 ml. 

 Pipetas de 2 ml, 5 ml y 10 ml. 

 Pipeta Pasteur 

 Placas Petri de vidrio de 100 x 15 mm. 

 Probeta de 100 ml. 

2.1.4. MATERIAL BIOLÓGICO 

 Biopsia de melanoma humano 

 Hojas secas de Cedrón (Lippia citriodora) 

 Ratón (Mus músculus) 

2.1.5. REACTIVOS QUÍMICOS 

 Alcohol de 96°. (Diproquim) 

 Alcohol isopropilico (Merck) 

 Azul de tripano al 0.4% (Merck) 
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 Buffer Fosfato Salino. (Sigma) 

 Dimetilsulfóxido. (Sigma) 

 L-tirosina (Sigma) 

 Metanol. (Merck) 

 Mix de antibióticos.  

 Suero Fetal Bovino 

 Tirosinasa (Sigma) 

2.1.6. MEDIOS DE CULTIVO 

 Medio DMEM (Sigma) 

2.1.7. EQUIPOS DE LABORATORIO 

 Balanza Analítica. (Ohaus – Pionneer) 

 Cámara de Flujo Laminar. (Labculture – Esco Class II Type A2) 

 Centrifuga de tubos eppendorf. (Stratagene – 10K) 

 Cocina Eléctrica. 

 Equipo de Extracción de Soxhlet. 

 Espectrofotómetro UV-Visible (Shimadzu – UV-160A) 

 Hot Plate (Agimatic - Ed) 

 Incubadora (Thermo Scientific) 

 Microscopio (Olympus – CX23) 

 Microscopio invertido (Zeiss) 

 pH metro (Hanna – pH210) 

 Refrigerador 

 Rota Vapor. (Buchi –RII) 

 Triturador de hojas. (Oster) 
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2.1.8. OTROS MATERIALES 

 Algodón. 

 Bolsas Ziploc. 

 Cooler 

 Encendedor. 

 Frascos esteriles. 

 Gels Pack 

 Marcador indeleble. 

 Papel Aluminio 

 Pinzas metálicas. 

2.2. MÉTODOS 

2.2.1. RECOLECCIÓN  Y OBTENCIÓN DE EXTRACTO DE CEDRÓN 

(Lippia citriodora) 

Se recolectaron hojas de cedrón (Lippia citriodora) en la ciudad de 

Arequipa. Perú, caracterizadas taxonómicamente por el herbario 

arequipense – HUSA (Anexo 4), las cuales se lavaron y se hicieron secar 

a temperatura ambiente. Luego se trituraron para obtener partículas 

pequeñas para la obtención del extracto. (Grafica 8) (71)  

Se utilizó el método continuo de Soxhlet para la obtención del Extracto 

de Cedrón (Lippia citriodora), entonces se pesaron 10 g. de hojas 

trituradas de Cedrón (Lippia citriodora) (Gráfica 8) y se colocaron en un 

cartucho de papel filtro y como solvente se utilizaron 100 ml de Metanol, 

esto por duplicado. (1) 

A continuación se realizó 5 ciclos completos a 60° C. para la 

concentración de la muestra, luego se concentró la muestra en un Rota 

Vapor a 60° C y se pesó el extracto obtenido como se muestra en la 

Gráfica 8. 
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Finalmente se diluyó el extracto en Dimetilsulfóxido para obtener las 

siguientes concentraciones: 2.5 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml, 20 µg/ml y 40 

µg/ml, se guardó en frascos ámbar estéril y se refrigeró hasta su uso. 

 

Gráfica 8. Obtención de extracto de Cedrón (Lippia citriodora).  

A) Hojas secas de cedrón (Lippia citriodora), B) Hojas 

pulverizadas, C) Extracción por Soxhlet, D) Concentración del 

extracto. 

A B

C D
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2.2.2. OBTENCIÓN DE CÉLULAS DE MELANOMA HUMANO 

Para este trabajo se emplearon 2 muestras de biopsia de melanoma 

humano procedentes de dos pacientes diferentes diagnosticadas con esta 

patología. 

Las muestras fueron proporcionadas por el Instituto Regional de 

Enfermedades Neoplásicas del Sur (IREN-SUR), siguiendo sus 

protocolos. 

Las muestras fueron transportadas en frascos estériles con Buffer Fosfato 

Salino y medio DMEM enriquecido hasta el lugar de estudio 

(Universidad Católica de Santa María) 

2.2.3. PREPARACIÓN DE MEDIO DE CULTIVO CELULAR 

Se enriqueció 50 ml del medio DMEM para su utilización, con 10% de 

Suero fetal bovino, 1 ml de un complejo de antibióticos y antimicóticos 

que contenía penicilina, estreptomicina y anfotericina. (1) 

En la gráfica 9 se muestra la cámara de flujo laminar, la cual debe ser 

esterilizada con los materiales a trabajar con radiación UV durante 15  a 

20 minutos aproximadamente. 

 

Gráfica 9. Preparación de medio DMEM enriquecido. 

A) Cámara de Flujo Laminar, B) Suero fetal Bovino y 

complejo antibacteriano- anti fúngico. 

A B
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2.2.4. CULTIVO DE  CÉLULAS DE MELANOMA HUMANO 

Se disgrego de forma mecánica en Buffer fosfato salino la muestra de 

melanoma humano proporcionado por el IREN-SUR, posteriormente se 

recuperó todo con una pipeta Pasteur en tubos eppendorf. (Gráfica 10) 

A continuación se centrifugó a 2000 rpm durante 2 minutos, luego se 

eliminó el sobrenadante y se añadió 500 µl de medio DMEM 

enriquecido. 

Finalmente se colocó 200 µl en cada pozo de la micro placa para cultivo 

celular y se dejó incubar durante 48 horas a  37°C y a 5% de CO2. 

 

Gráfica 10. Cultivo de Células de Melanoma  

A) Recuperación de muestra de melanoma humano 

disgregada en Buffer Fosfato Salino, B) Centrifuga de tubos 

eppendorf, C) Cultivo de Células de melanoma humano 

(Biopsia 1) en Microplaca, D) Cultivo de Melanoma 

humano (Biopsia 2) en microplaca. 

A B

C D
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2.2.5. CULTIVO DE CÉLULAS DE RATÓN (MACRÓFAGOS) 

Se beneficiaron dos ratones (Mus musculus) proporcionados por el 

Beaterio de la Universidad Católica de Santa María, para la obtención de 

macrófagos peritoneales con Buffer Fosfato Salino, posteriormente se 

abrió el peritoneo haciendo un corte transversal. (Gráfica 11) 

Luego se inoculo 3 ml de Buffer Fosfato Salino en condiciones asépticas, 

sin perforar vísceras al introducir y extraer la solución. 

Posteriormente se lavó el peritoneo con ligeros masajes y se recuperó 

todo con mucho cuidado en tubos eppendorf. (72) (73) 

A continuación se centrifugo a 2000 rpm durante 2 minutos, luego se 

eliminó el sobrenadante y se añadió 500 µl de medio DMEM 

enriquecido. (Gráfica 12) 

Finalmente se colocó 200 µl en cada pozo de la micro placa para cultivo 

celular y se dejó incubar durante 24 horas a  37°C y a 5% de CO2. 

(Gráfica 12) 

 

Gráfica 11. Cultivo de células de macrófagos 

peritoneales de Ratón (Mus musculus) (Parte I) 

A) Disección de ratones, B) Recuperación de células del peritoneo 

A B
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Gráfica 12. Cultivo de células de macrófagos 

peritoneales de Ratón (Mus musculus) (Parte II) 

 C) Centrifugación de tubos eppendorf, E) Cultivo de macrófagos. 

2.2.6. TRATAMIENTO DE CÉLULAS DE MELANOMA HUMANO  Y 

CÉLULAS DE MACRÓFAGOS PERITONEALES DE RATÓN 

(Mus Musculus) CON EXTRACTO DE CEDRÓN (Lippia 

citriodora) 

Para el tratamiento se retiró cuidadosamente el medio DMEM de la 

microplaca, inmediatamente después se añadió medio nuevo y el extracto 

en una relación de 10:1 respectivamente y se dejó incubar durante 48 

horas a  37°C y a 5% de CO2. (1) 

2.2.7. EVALUACIÓN DE VIABILIDAD DEL CULTIVO CELULAR 

La citotoxicidad se evaluó con el método de exclusión con azul de 

tripano, para ello se preparó el azul de tripano al 0.4% (ANEXO 1) 

A continuación mezclaron 50 µl de células en medio DMEM enriquecido 

con 50 µl de azul de tripano al 0.4%. 

Finalmente se contaron las células viables al microscopio para cada 

replica de cada concentración y de los controles. (74) 

D E
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2.2.8. EVALUACIÓN DE LA CINÉTICA CON Y SIN EXTRACTO DE 

CEDRÓN (Lippia citriodora) 

Primeramente se preparó 400 ml. sustrato (ANEXO 2) y 50 ml de la 

enzima (ANEXO 3), y se verifico que tengan un pH dentro del rango 

aceptable (6.5 a 7.5) 

Luego se colocó 20 ml del sustrato (L-Tirosina) en un beaker de 100 ml, 

este a su vez en un hot-plate, y se controló una temperatura de 37°C 

Seguidamente se añadió la solución enzimática (Tirosinasa) a razón de 

0.2 ml por minuto aproximadamente y se tomó una alícuota cada minuto 

durante 15 minutos. Inmediatamente después se midió cada alícuota en 

el espectrofotómetro a una longitud de onda de   280 nm, todo esto por 

triplicado para cada concentración y control. (1) (30) 

Finalmente se realizaron los cálculos para la evaluación de la cinética 

para cada muestra. 

2.2.9. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Se realizó el análisis estadístico de los resultados obtenidos, expresados 

como media y error estándar, se realizó mediante un análisis de varianza 

(ANOVA) con un nivel de significancia de (p<0.05) 
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CAPITULO III 

RESULTADOS 

En términos generales el cultivo in vitro de melanoma humano tiene una gran ventaja 

sobre los ensayos in vivo, ya que ayuda a la determinación de efectividad de ensayos que 

mejoren esta patología sin la necesidad de desarrollarla en animales de experimentación. 

La actividad de la tirosinasa está regulada por varios factores, químicos, físicos, 

genéticos, entre otros. La composición del extracto de cedrón (Lippia citriodora) ha 

logrado en este estudio tener una acción inhibitoria de la enzima tirosinasa y a su vez una 

actividad no citotóxica sobre células de ratón (Mus musculus). 

En comparación con otros estudios que trabajaron con el género Lippia, Feng-Ling Et-al 

que trabajo Lippia nodiflora y García Et-al que trabajo con Lippia graveolens, el cedrón 

posee menor actividad inhibitoria, pero podría ser un potenciador en un consorcio de 

componentes activos con otras plantas. 

3.1 RECOLECCIÓN  Y OBTENCIÓN DE EXTRACTO DE CEDRÓN 

(Lippia citriodora) 

Se realizó una extracción por el método continuo Soxhlet utilizando como solvente 

el metanol, obteniéndose así de 20 g. de hojas secas de Cedrón (Lippia citriodora), 

2.5875g. de extracto concentrado como se muestra en la gráfica 9 y un rendimiento 

de 12.94% con respecto al material seco inicial. 
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Gráfica 13. Obtención de concentraciones del extracto de Cedrón (Lippia 

citriodora). 

A) Extracto de cedrón (Lippia citriodora) y B) Concentraciones de extracto 

de cedrón (Lippia citriodora) 

En la gráfica 13 se observa la preparación de concentraciones de extracto 

metanólico de cedrón y su rendimiento. 

3.2 OBTENCIÓN DE CÉLULAS DE MELANOMA HUMANO 

Para este estudio se obtuvieron del Instituto Regional de Enfermedades Neoplásicas 

del Sur (IREN-SUR), dos muestras (Biopsia) de aproximadamente de 0.4 mm3 de 

diámetro de pacientes que presentaron melanoma humano en la planta del pie, los 

cuales presentaron el melanoma avanzado y se les practicó una intervención 

quirúrgica, no se recogieron mayores datos por la protección del paciente y 

confidencialidad con la institución (IREN-SUR). 

En la gráfica 14 se muestra ambas muestras, la primera se transportó en PBS y la 

segunda muestra se transportó en Medio DMEM enriquecido, ambas muestras 

fueron llevadas para en un cooler manteniéndose a 4°C aproximadamente. 

  

A B
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Gráfica 14. Muestras (Biopsias) de Melanoma Humano. 

A) Biopsia en PBS (Biopsia 1), B) biopsia en medio DMEM 

enriquecido (Biopsia 2) 

3.3 PREPARACIÓN DE MEDIO DE CULTIVO CELULAR 

Se realizó en la cámara de flujo laminar, con la mayor asepsia posible. 

Se enriqueció el medio DMEM comercial con 10% de Suero fetal bovino y 

complejo antibacteriano – anti fúngico. Posteriormente se refrigero para sus 

posteriores usos. 

En la figura 22 se observa el medio DMEM enriquecido con el color característico 

del medio comercial, el cual si cambia de color con el progreso del trabajo nos indica 

que está contaminado. 

 

Figura 23. Medio DMEM enriquecido 

A B
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3.4 CULTIVO DE CÉLULAS DE MELANOMA HUMANO 

Se cultivaron las células de melanoma humano en el Medio DMEM enriquecido y 

se dejó a condiciones de 37°C y a 5% de CO2 durante 48 horas y esperó a que 

proliferen, refrescando el medio de cultivo en intervalos de 72 y 96 horas hasta 

observar una confluencia y diferenciación adecuada, una vez determinado esto se 

realizó un conteo celular por el método de Azul de tripano obteniéndose 2.4x105 

células/ml de melanoma humano, para ello se utilizó la ecuación 2. 

 

Gráfica 15. Células de Melanoma Humano a 18 días de cultivo 

En la gráfica 15 se observa las células cultivadas del Melanoma Humano, creciendo 

juntas o aglomeradas en el medio por tratarse de un cultivo primario, se puede 

observar su núcleo ovoide y la forma de la célula es alargada como se muestra en la 

gráfica. 

3.5 CULTIVO DE CÉLULAS DE RATÓN (MACROFAGOS) 

Se cultivaron células de macrófagos peritoneales de ratón (Mus Musculus) (Figura 

23) hembra en Medio DMEM enriquecido y se dejó a condiciones de 37°C y a 5% 

de CO2 durante 48 horas y esperó a que proliferen, refrescando el medio de cultivo 

en intervalos de 72 y 96 horas hasta observar una confluencia y diferenciación 

Varias células de melanoma Una sola célula de melanoma
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adecuada, una vez determinado esto se realizó un conteo celular por el método de 

Azul de tripano obteniéndose 5.2x105 células/ml de macrófagos peritoneales de 

ratón, para ello se utilizó la ecuación 2. 

 

Figura 24. Ratón (Mus Musculus) 

 

Gráfica 16. Macrófagos peritoneales de ratón (Mus musculus) 

A) Macrófagos peritoneales de ratón a 48 horas de cultivo y B) Macrófagos 

peritoneales de ratón a 8 días de cultivo  

A B
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3.6 TRATAMIENTO DE CÉLULAS DE MELANOMA HUMANO  Y 

CÉLULAS DE MACRÓFAGOS PERITONEALES DE RATÓN (Mus 

Musculus) CON EXTRACTO DE CEDRÓN (Lippia citriodora) 

Las tres microplacas se trataron con los extractos, Donde control positivo es solo 

medio DMEM enriquecido, el control negativo esta tratado con Dimetilsulfóxido, 

V es el pocillo vacío, es decir no contiene nada y los números son los tratamientos 

a diferentes concentraciones, según corresponde en la descripción de cada tabla. 

Se trataron de la siguiente manera: 

Tabla 4. Esquema de tratamiento de Microplaca 1 de Biopsia 1 

Donde (+): Control positivo, (-): Control negativo, (1): 2.5µg/ml de extracto, 

(2): 5 µg/ml de extracto, (3): 10 µg/ml de extracto, (4): 20 µg/ml de extracto, 

(5):40 µg/ml de extracto y (V): Pocillo Vacío. 

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

A + 1 3 5 V V V V V V V V 

B + 1 3 5 V V V V V V V V 

C + 1 3 5 V V V V V V V V 

D + 1 3 5 V V V V V V V V 

E - 2 4 V V V V V V V V V 

F - 2 4 V V V V V V V V V 

G - 2 4 V V V V V V V V V 

H - 2 4 V V V V V V V V V 

 

En la tabla 4 se muestra la placa con 96 pocillos en los cuales solo se utilizaron 28 

pocillos, colocando 4 muestras por cada tratamiento debido a que sólo se pudo 

recuperar esa cantidad de muestra. 
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Tabla 5. Esquema de tratamiento de Microplaca 2 de Biopsia 2 

Donde (+): Control positivo, (-): Control negativo, (1): 2.5µg/ml de extracto, 

(2): 5 µg/ml de extracto, (3): 10 µg/ml de extracto, (4): 20 µg/ml de extracto, 

(5):40 µg/ml de extracto y (V): Pocillo Vacío. 

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

A 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

B 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

C 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

D 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

E 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

F 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

G 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

H 1 2 3 4 5 + V V V V V V 

Tabla 6. Esquema de tratamiento de Microplaca 3 de cultivo de Macrófagos 

Donde (+): Control positivo, (-): Control negativo, (1): 2.5µg/ml de extracto, 

(2): 5 µg/ml de extracto, (3): 10 µg/ml de extracto, (4): 20 µg/ml de extracto, 

(5):40 µg/ml de extracto y (V): Pocillo Vacío. 

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

A 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

B 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

C 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

D 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

E 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

F 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

G 1 2 3 4 5 + - V V V V V 

H 1 2 3 4 5 + - V V V V V 
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3.7 EVALUACIÓN DE VIABILIDAD DEL CULTIVO CELULAR 

Se evaluó la viabilidad celular del cultivo de las células de melanoma humano y del 

cultivo de macrófagos peritoneales de ratón mediante el método de Azul de tripano. 

 

Gráfica 17. Observación de células viables del cultivo de melanoma humano 

al microscopio. 

 
OOOOOO 

Gráfica 18. Observación de macrófagos peritoneales de ratón al microscopio. 

En la gráfica 17 se observa la viabilidad celular de las células de melanoma tratadas 

con las diferentes concentraciones del extracto metanólico de cedrón, mientras que 

la gráfica 18 muestra la viabilidad celular de macrófagos peritoneales de ratón 

tratadas con las diferentes concentraciones del extracto metanólico de cedrón. 

Se evaluó  la viabilidad celular de Melanoma Humano por triplicado de cada 

muestra por cada concentración y se realizó un análisis estadístico, basado en la 

media aritmética. 

Biopsia 1 Biopsia 2

Viable No viable
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Tabla 7. Análisis de varianza de un factor (ANOVA) – Melanoma humano 

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza 

Control 12 1012.781 84.398 0.164 

2.5 12 1007.448 83.954 0.004 

5 12 924.426 77.036 6.394 

10 12 890.159 74.180 0.022 

20 12 871.195 72.600 1.295 

40 12 825.020 68.752 0.316 

Obteniendo una probabilidad de 5.3255 E-05, lo que significa que si existe una 

significancia entre los tratamientos con las diferentes concentraciones del extracto 

de cedrón sobre las células de melanoma humano, además esto también se puede 

comparar por el valor critico F, ya que es menor al resultado del factor de Fisher. 

 

Gráfica 19. Viabilidad celular de células de melanoma tratadas con extracto 

metanólico de Cedrón (Lippia Citriodora) 
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En la Gráfica 19 se muestra la viabilidad celular después del tratamiento con las 

concentraciones del extracto, lo cual muestra que el extracto tiene mayor eficacia 

a una mayor concentración, en el estudio del control negativo no se obtuvo una 

diferencia significativa con la viabilidad positiva, lo cual muestra que el 

Dimetilsulfóxido no ocasiona ninguna reacción significativa sobre el estudio de la 

viabilidad con tratamiento a las células. Se obtuvo una densidad celular de 2.4 x 

105 células/ml de melanoma humano. 

Al mismo tiempo se evaluó la viabilidad celular de macrófagos peritoneales de 

ratón (Mus músculos) para cada concentración y se realizó un análisis estadístico, 

basado en la media aritmética. 

Tabla 8. Análisis de varianza de un factor (ANOVA) – macrófagos 

peritoneales 

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza 

Control 8 769.957 96.245 0.211 

2.5 8 761.421 95.178 0.282 

5 8 761.108 95.139 0.365 

10 8 758.359 94.795 1.022 

20 8 755.409 94.426 0.344 

40 8 755.144 94.393 1.371 

Obteniendo una probabilidad de 0.1058, lo que significa que no existe una 

significancia entre los tratamientos con las diferentes concentraciones del extracto 

de cedrón sobre los macrófagos peritoneales, además esto también se puede 

corroborar por el valor critico F, ya que es mayor al resultado del factor de Fisher. 

En la Gráfica 20 se muestra la viabilidad celular después del tratamiento con las 

concentraciones del extracto, lo cual muestra que no hubo variación significativa 

ya que se obtuvieron datos cercanos, esto nos quiere decir que el extracto no es 

citotóxico para este estudio (Hasta 40 µg/ml de extracto metanólico). 
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Gráfica 20. Viabilidad celular de macrófagos peritoneales de ratón (Mus 

músculos) tratado con extracto metanólico de Cedrón (Lippia Citriodora) 

Además también se realizó el estudio del control negativo y no se obtuvo una 

diferencia significativa con la viabilidad positiva, lo cual muestra que el 

Dimetilsulfóxido no ocasiona ninguna reacción significativa sobre el estudio de la 

viabilidad con tratamiento a las células. Se obtuvo una densidad celular de 5.2 x 105 

células/ml macrófagos peritoneales. 

3.8 EVALUACIÓN DE LA DE LA CINÉTICA CON Y SIN EXTRACTO 

DE CEDRÓN (Lippia citriodora) 

Tabla 9. Parámetros de trabajo óptimo. 

Parámetro Rango optimo 

Temperatura De 25° a 37° C 

pH De 6.5 a 7.5 
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Gráfica 21. Medición de pH  

A) pH inicial del sustrato, B) pH final de la reacción enzima - 

sustrato y C) pH final de la reacción enzima – inhibidor – sustrato 

En la gráfica 21 se observa la medición del pH de la reacción enzimática, y 

comparando con los datos de la Tabla 7 donde tenemos el rango óptimo de trabajo 

del pH concuerda. 

Se evaluó la enzima (Tirosinasa) frente al sustrato (L-Tirosina) por triplicado para 

obtener una cinética inicial que se utilizó como control sobre los ensayos con 

extracto a la temperatura y pH indicado en la Tabla 9, posterior a esto se evaluó 

las diferentes concentraciones del extracto metanólico de cedrón como inhibidor 

de la enzima (Tirosinasa) frente al sustrato (L-Tirosina) por triplicado bajo los 

parámetros de la Tabla 9 y se realizó un análisis estadístico. 

A B

C
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Tabla 10. Análisis de varianza de dos factores (ANOVA) 

RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varianza 

Control 14 5.640 0.403 0.030 

2.5 14 4.838 0.346 0.026 

5 14 4.065 0.290 0.018 

10 14 3.521 0.252 0.019 

20 14 3.176 0.227 0.017 

40 14 2.950 0.211 0.017 

     

2.6440 6 0.000 0.000 0.000 

2.6178 6 0.366 0.061 0.002 

2.5922 6 0.724 0.120 0.005 

2.5670 6 1.114 0.186 0.009 

2.5423 6 1.626 0.271 0.008 

2.5181 6 1.812 0.302 0.008 

2.4943 6 1.950 0.325 0.008 

2.4710 6 2.018 0.336 0.009 

2.4481 6 2.153 0.359 0.009 

2.4257 6 2.287 0.381 0.008 

2.4036 6 2.413 0.402 0.005 

2.3820 6 2.430 0.405 0.005 

2.3607 6 2.631 0.439 0.005 

2.3398 6 2.665 0.444 0.007 

Obteniéndose una probabilidad de 7.1998 E-44, lo que significa que si existe una 

significancia en el comportamiento de la enzima tirosinasa con las diferentes 

concentraciones del extracto de cedrón sobre el sustrato L-tirosina , además esto 

también se puede comparar por el valor critico F, ya que es menor al resultado del 

factor de Fisher. 
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Gráfica 22. Comparación de la Velocidad de reacción (Vo Vs [S]) 

Utilizando L-Tirosina como Sustrato, Tirosinasa como Enzima y Extracto metanólico de cedrón (Lippia citriodora) a 40 

µg/ml como Inhibidor  
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Gráfica 23. Comparación del mecanismo de acción de la enzima con Inhibidores y Control (1/Vo vs 1/ [S]) 

Utilizando L-Tirosina como Sustrato, Tirosinasa como Enzima y Extracto metanólico de cedrón (Lippia citriodora) como 

Inhibidor.
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Tabla 11. Resultados de KM y Vmax 

 
Concentración de extracto metanólico de 

cedrón (µg/ml) 

 0 2.5 5 10 20 40 

V Max 0.018 0.020 0.018 0.009 0.006 0.004 

KM 2.371 2.347 2.339 2.392 2.414 2.431 

En la gráfica 22 se puede observar la disminución de la actividad de la enzima  en 

relación  a la concentración del extracto y se ve que existe además disminución de 

la absorbancia con respecto a  cada concentración, pero la formación de producto 

es directamente proporcional a la concentración de sustrato lo que lo convierte en 

una reacción de primer grado. 

Además se puede observar  que concuerda el incremento rápido de formación del 

complejo Enzima –Sustrato y  que después de una fase inicial  empieza a 

estabilizarse la curva, como se  muestra en la teoría 

En la gráfica 23, se puede observar  el mecanismo de acción de la enzima con el 

inhibidor (Extracto metanólico de cedrón) a diferentes concentraciones, 

representado  por la gráfica de Lineweaver-Burk (Inversos de la Vo, grafica de 

Michaelis Menten), en donde podemos observar el comportamiento del inhibidor 

con la enzima, además de parámetros básicos de la cinética de la enzima. 

Y como resultado obtenemos que si existe una acción inhibitoria a cada 

concentración, pero no, se precisa el comportamiento exacto del inhibidor, ya que 

el extracto metanólico de cedrón es un complejo de principios activos, además 

obteniendo la Km de cada reacción, podemos determinar que a una concentración 

de 5 µg/ml existe una mayor afinidad de la enzima por el sustrato, el tipo de 

inhibición podría determinarse también por el comportamiento de la enzima, en 

este caso una enzima alostérica, que según Rye et-al no compite por el sitio activo 

con el inhibidor, pero de igual manera seria recomendable realizar muestras 

“blanco” de sustrato con el extracto para obtener resultados más precisos. (75) 
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DISCUSIONES 

En la búsqueda de nuevas alternativas para el tratamiento del Melanoma humano (Cáncer 

a la piel), los extractos de partes vegetales aparecen de forma prometedora, en este estudio 

se demuestra la acción inhibitoria del extracto metanólico de cedrón en la melanogénesis. 

Según Feng-Ling et-al muestra que el extracto de tiquil tiquil (Lippia nodiflora) posee 

esta actividad inhibitoria sobre la melanogénesis a una concentración de 10 µg/ml de 

extracto metanólico de tiquil tiquil, otros estudios como los que muestra Martínez et-al 

con el extracto de orégano (Lippia graveolens) también muestra efectos positivos sobre 

el cáncer. (1) (76) 

Por otro lado del extracto metanólico de cedrón mediante el método de Soxhlet arrojo 

2.5875g de extracto concentrado a partir de 20g de hojas de cedrón, lo cual muestra una 

extracción eficaz, esto se confirma con el estudio de Feng-Ling et-al, quienes obtuvieron 

28,2g de extracto metanólico a partir de 20g de material biológico de Lippia nodiflora. 

(1) 

La seguridad es la principal consideración mientras se desarrolla nuevas alternativas de 

tratamientos, agentes terapéuticos o cosméticos utilizando ingredientes activos obtenidos 

de plantas. Por lo que para este estudio se evaluó la citotoxicidad del extracto sobre 

células sanas de macrófagos peritoneales de ratón sin ningún tratamiento previo, por lo 

general algunos extractos con Metanol podrían resultar citotóxicos para las células, pero 

para este estudio se demostró que no existe citotoxicidad hasta 40 µg/ml de extracto 

metanólico de Cedrón (Lippia citriodora), esto se confirma con el estudio de Feng-Ling 

et-al, quienes también mencionan que su estudio con extracto metanólico sobre una línea 

celular de melanoma no genera citotoxicidad. (1) 

Las proteínas relacionadas a la tirosinasa (TRP) son enzimas limitantes de la velocidad 

en el proceso de melanogénesis que incrementan la conversión de la tirosina en 

dopaquinona. En este estudio se redujo la actividad de la enzima tirosinasa y por ende el 

contenido de melanina en células primarias cultivadas a partir de biopsia de melanoma 

humano, tratadas con extracto metanólico de Cedrón (Lippia citriodora), obteniendo un 

mejor resultado con 40µg/ml del extracto, según Feng-Ling et-al muestran que a una dosis 

de 10µg/ml de extracto metanólico de tiquil tiquil (Lippia nodiflora) redujo el contenido 

de melanina en células B16F10 (línea celular de melanoma humano) e inhibió la actividad 
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de la tirosinasa celular. Lo cual tiene una variación con respecto a nuestro estudio pero 

también es debido a que no se utiliza la misma materia prima (planta), pero se podría 

llegar a la conclusión de que el género Lippia podría ser un gran potencial  en tratamientos 

sobre células cancerosas. (1) 

En conclusión con los estudios realizados se logró observar que el extracto metanólico de 

Cedrón (Lippia citriodora) es un inhibidor de la melanogénesis in vitro con poca 

efectividad a comparación de otros estudios del genero Lippia., como se menciona 

anteriormente, pero no descarta la posibilidad de ser utilizado como alternativa en 

tratamientos de melanoma humano o como inhibidor de la tirosinasa en la melanogénesis 

con fines estéticos. 

Finalmente se debe tener un cuidado como en cualquier otro consumo de plantas, ya que 

todo consumo en exceso es dañino, aunque aún no se han descrito efectos citotóxicos por 

un consumo adecuado de cedrón, es mejor prevenir, además que dentro de la composición 

del cedrón se encuentran unas sustancias llamadas furanocumarinas, las cuales resultan 

ser fototóxicas, es decir pueden ocasionar reacciones alérgicas en personas con mayor 

sensibilidad en la piel. (77) 

 

 

 

 

  



 

 
65 

 

CONCLUSIONES 

1. Se logró obtener un extracto metanólico de cedrón (Lippia citriodora) con el 

método continuo Soxhlet, con un rendimiento de 12.9% con respecto al 

material seco y en base a esto se obtuvo diferentes concentraciones (2.5 

µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml, 20 µg/ml, 40 µg/ml). 

2. Se logró cultivar y acondicionar células primarias de melanoma humano hasta 

observar que alcancen confluencias y diferenciación, el cual permitió el 

estudio de inhibición de melanogénesis in vitro. 

3. Se evaluó la viabilidad celular del cultivo de células primarias de melanoma 

humano, obteniéndose una densidad celular de 2.4 x 105, de células/ml de 

melanoma humano 

4. Se evaluó la viabilidad celular del cultivo de células primarias de melanoma 

humano tratados con los diferentes extractos obteniéndose una densidad 

celular de 1.55 x 105, de células/ml de melanoma humano para el mejor 

tratamiento que se obtuvo (40 µg/ml), existiendo un 35% de disminución en 

relación a la densidad celular de células primarias de melanoma sin 

tratamiento. 

5. Se logró cultivar y acondicionar células de macrófagos peritoneales de ratón 

hasta observar que alcancen confluencias y diferenciación, obteniéndose una 

densidad celular de 5.2x 105 células/ml de macrófagos peritoneales, el cual 

permitió el estudio de citotoxicidad de las diferentes concentraciones del 

extracto. 

6. Se evaluó el efecto citotóxico del extracto Metanólico de cedrón sobre las 

células de macrófagos peritoneales, el cual no mostro significancia alguna. 
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7. El estabelecimiento de la cinética de la enzima – sustrato, nos ayuda entender 

mejor el mecanismo que existe en una fase in vivo (melanosoma) y como 

actúa el extracto en la reacción. 

8. La determinación de inhibición de melanogénesis in vitro con el extracto se 

realizó en dos rutas (con cultivo celular y con inhibición de la enzima) para 

una ratificación de la efectividad del extracto mostrando que a mayor 

concentración se obtiene una mejor reacción, para este estudio fue mejor a 

una concentración de 40 µg/ml de extracto metanólico de Cedrón (Lippia 

citriodora) 
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RECOMENDACIONES 

1. Se recomienda realizar posteriores investigaciones, identificando que principio 

activo tendría esta actividad inhibitoria sobre la melanogénesis 

2. Se sugiere investigar sobre nuevas aplicaciones o efectos que el cedrón (Lippia 

citriodora) pueda ocasionar sobre la enzima tirosinasa, ya que no solo se 

encuentra en la melanogénesis sino que también está en la formación de materia 

gris en el cerebro. 

3. Realizar más estudios in vitro con una mayor concentración antes de realizar 

pruebas in vivo, a su vez ver que esta concentraciones mayores no tengan un 

efecto citotóxico u otros problemas adversos. 

4. Realizar muestras “Blanco” (Sustrato más Extracto) en el ensayo de cinética 

enzimática, para obtener datos un poco más precisos. 

5. Se recomienda evaluar los genes implicados que mutan en relación a la 

melanogénesis, como los genes CDKN2A, CDK4, BRAF, MC1R y MITF con 

métodos como el Western Blot, entre otros. En relación a este último punto se 

podría evaluar si todos los pacientes que padecen esta patología (Melanoma 

humano) en la región tienen mutaciones genéticas u el origen de su patología es 

otra, lo cual ayudaría a realizar estudios más específicos para obtener tratamientos 

más personalizados.  
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ANEXO 1 

AZUL DE TRIPANO 

 

FUNDAMENTO: 

 

Preparación de células teñidas con azul tripano. Las células que no captan el colorante 

(flecha negra) son las que tienen intacta su membrana (vivas); las que se tiñen de azul 

(flecha amarilla) son las que tienen la membrana dañada (muertas). 

Se mezcla un volumen de suspensión celular con uno igual de disolución de azul, se aplica 

la mezcla al hemocitómetro y se examina al microscopio. 

INSTRUCCIONES: 

Suspender 0.04 g en 10 ml de Buffer Fosfato Salino (PBS) para obtener Azul de tripano 

al 0.4%  
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ANEXO 2 

L-Tirosina 

 

La tirosina es uno de los 20 aminoácidos que forman las proteínas. Se clasifica como un 

aminoácido no esencial en los mamíferos ya que su síntesis se produce a partir de 

la hidroxilación de otro aminoácido: la fenilalanina.  

Peso molecular: 181.19 g/mol 

INSTRUCCIONES: 

Diluir 0.479 g/L en Buffer Fosfato Salino (PBS). 
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ANEXO 3 

Tirosinasa 

 

La tirosinasa (monofenol monooxigenasa) (EC 1.14.18.1 número CAS: 9002-10-2) es 

una enzima que cataliza la oxidación de fenoles (como la tirosina) y está extendida 

en plantas y animales. La tirosinasa es una enzima cuprífera presente en tejidos de plantas 

y animales que cataliza la producción de melanina y otros pigmentos de la tirosina por 

oxidación, como el ennegrecimiento de una patata pelada o cortada expuesta al aire. 

Versión Comercial: Tyrosinase from mushroom 1000 U 

INSTRUCCIONES: 

Diluir todo (aproximadamente 1 mg) en 50 ml en Buffer Fosfato Salino (PBS). Para 

obtener una concentración de 20U/ml 



 

 
82 

 

 

 



 

 
83 

 

 

 

  



 

 
84 

ANEXO 4 
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ANEXO 5 

DMEM 

El DMEM tiene casi el doble de concentración de aminoácidos y cuatro veces la cantidad 

de vitaminas que el EMEM, así como nitrato férrico, piruvato de sodio y algunos 

aminoácidos suplementarios. La formulación original contenía 1,000 mg/L de glucosa y 

en un principio fue reportado para cultivar células embrionales de ratón. Una variación 

extra de 4500 mg/L de glucosa ha sido probada óptima para el cultivo de una variedad de 

células. El DMEM es un medio basal y no contiene proteínas o agentes que promocionen 

el crecimiento. Comúnmente es suplementado con 5 a 10 % de suero fetal bovino. El 

DMEM utiliza un sistema búfer de bicarbonato de sodio (3.7 g/L) y por lo tanto requiere 

de niveles artificiales de CO2 para mantener el pH requerido. Los medios en polvo son 

formulados sin bicarbonato de sodio porque este tiende a eliminarse por gasificación en 

el estado gaseoso. Los medios en polvo requieren de la adición de 3.7 g/L de bicarbonato 

de sodio al momento de disolverlos en agua. El DMEM fue utilizado en un principio para 

el cultivo de células madre de embrión de ratón. Se lo ha encontrado ampliamente 

aplicable en estudios de células primarias de ratón y de pollo, de formación de placa viral 

y de inhibición por contacto. 
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ANEXO 6 

SUERO FETAL BOVINO 
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