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RESUMEN

Antecedente: Los avances terapéuticos frente al cancer no han tenido el éxito esperado
y presentan efectos adversos pocas veces tolerados por el paciente. Un estudio en Perl
identifico el efecto anticancerigeno de la Annona muricata (AM), planta medicinal
conocida como guandbana, en adenocarcinoma gastrico de raton C-678 con resultados
favorables, sin embargo, no se ha encontrado evidencia previa en células humanas.
Objetivo: El objetivo de este estudio fue determinar el efecto citotdxico del extracto de
AM frente a la linea celular de adenocarcinoma gastrico humano (AGS). Materiales y
métodos: Estudio experimental in vitro tipo analitico con extracto hidroalcohdlico de
hojas de AM (AMOH) recolectadas en Amazonas. Mediante screening fitoquimico se
identificaron los grupos funcionales quimicos. Para obtener el efecto citotoxico, se
afiadieron diferentes diluciones de extracto a las placas que contienen las lineas celulares
y mediante una ficha de observacion los datos fueron extrapolados a GraphPad.
Finalmente se expres6 como la concentracién inhibitoria media maxima (ICso) y se hizo
un analisis de regresion no lineal con la finalidad de encontrar la cantidad de inhibicion
de crecimiento de células oncoldgicas. Resultados: En el screening fitoquimico se pudo
identificar la presencia de carbohidratos reductores, alcaloides, fenoles, taninos,
tritérpenos y esteroides, saponinas, flavonoides, proteinas, glicésidos cardiotonicos y
antocianinas. Para identificar el contenido total de fenoles se utilizd la curva de
calibracion con &cido galico el cual nos comprobé la presencia de una buena cantidad de
estos metabolitos. Adicionalmente se utilizd quercetina para identificar el contenido de
flavonoides, obteniendo resultados favorables ya que se hizo evidente su presencia. La
linea celular AGS mostrd una actividad citotoxica frente al AMOH con un ICso a las 24

horas de 45.81ug/mL y 19.05ug/mL alas 48 horas. Conclusién: Se identifica la presencia
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de diversos metabolitos secundarios dela AM, y esta posee un efecto citotdxico contra la
linea celular AGS.

Palabras claves: Cancer; estbmago; Annona muricata; citotoxicidad

ABSTRACT

Background: Therapeutic advances against cancer have not been as successful as
expected and have adverse effects that are rarely tolerated by the patient. A study in Peru
identified the anticancer effect of Annona muricata (AM), a medicinal plant known as
soursop, in C-678 mouse gastric adenocarcinoma. However, to date, no results have been
reported in human cells. Objective: The objective of this study was to determine the
cytotoxic effect of AM extract against a human gastric adenocarcinoma cell line (AGS).
Methodology: Experimental in vitro analytical study using a hydroalcoholic extract of
AM (AMOH) leaves collected in Amazonas. Chemical functional groups were identified
by phytochemical screening. To obtain the cytotoxic effect, different dilutions of extract
were added to the plates containing the cell lines. and the data were extrapolated to
GraphPad by means of an observation card. Finally, cytotoxic effect was expressed as the
half maximal inhibitory concentration (ICso) and nonlinear regression analysis was
performed to determinate the amount of growth inhibition of cancer cells. Results:
Phytochemical screening showed the presence of reducing carbohydrates, alkaloids,
phenols, tannins, triterpenes and steroids, saponins, flavonoids, proteins, cardiac
glycosides and anthocyanins. A calibration curve with gallic acid was used to determine
the total phenol content. Additionally, quercetin was used to identify the flavonoid
content. The AGS cell line showed cytotoxic activity with AMOH with a ICso at 24 hours
of45.81 ug/mL and 19.05 ug/mL at48 hours. Conclusion: Several secondary metabolites
of AM were identified as having a cytotoxic effect against the AGS cell line.

Key words: Cancer; stomach, Annona muricata, cytotoxicity
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INTRODUCCION

En la actualidad, segun el National Cancer Institute, el cancer representa un nimero
importante de muertes en todo el mundo (). La incidencia de cancer gastrico en el Perd
es de 15.2 por cien mil habitantes 1, valor mas alto de toda Latinoamérica: Haiti (13.5),
Chile (13), Colombia (12.8) y Costa Rica (12.8). Sin embargo, es un valor superado por
paises asiaticos como Mongolia (32.5), Japdn (31.6) y Corea del Sur (27.9) @, El Global
Cancer Observatory (GLOBOCAN) 2020 estim6 una tasa de mortalidad de 15.1 por cien
mil habitantes en el Perd, datos similares a la tasa de incidencia y esto es debido al
diagnostico tardio y la poca sobrevida de los pacientes (23)- La sobrevida del cancer
gastrico a los 5 afios es menor del 27%, estimando que para el afio 2030 la mortalidad sea
1.4 millones ®). La sierra central es donde se encuentran las mayores tasas, siendo las
regiones politicas como Huanuco, Huancavelica y Junin las que presentan una mayor tasa
de mortalidad ®)- Departamentos con un indice de pobreza alto asociado a un acceso
limitado aservicios de salud y problemas con el agua potable, generando que la poblacién
elimine sus desechos enel rio y esta misma agua suele estar en contacto con la poblacion,
donde se ha encontrado una baja concentracion de cloro, favoreciendo la diseminacion de

la infeccion por Helicobacter Pylori (6:3),

La Annona Muricata (AM) pertenece a la clase Equisetopsida C. Agardhy y subclase
Magnoliidae Novak ex Takht (), mas conocida como guanabana (®). Ha sido estudiada por
su potencial terapéutico y por las propiedades medicinales que posee gracias a los
metabolitos secundarios que se sintetizan y se sitlan en diferentes partes de la planta
). Entre sus diversos componentes bioactivos, las acetogeninas annoniceas tienen

efectos antiproliferativos y, por tanto, potenciales propiedades anticancerigenas (1019,
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Esto predomina en hojas y céscara, es por ello que utilizan su extracto para buscar

propiedades anticancerigenas (12,

El objetivo del tratamiento para cancer es inhibir el crecimiento de las ceélulas
cancerigenas. Sin embargo, este puede dafiar células sanas generando efectos adversos
que comprometen la vida del paciente o no tienen los resultados esperados (13.14), Estos
efectos adversos ocasionan mayor susceptibilidad a infecciones, anemia, neuropatias
como adormecimiento, hormigueos, disminucion de la funcion mental y dafio a nivel
cardiaco (%, Es por ello, existen muchos articulos sobre la ayuda de las plantas
medicinales para combatir dicha enfermedad y controlar sus efectos adversos (16). Seglin
la Organizacion Mundial de la Salud el uso de la medicina tradicional tiene la posibilidad

de reducir gastos y cuenta con mayor acceso para las personas de bajos recursos (17),

Existe evidencia previa obtenida en un estudio preclinico en ratones que demuestra el
efecto protector del extracto hidroalcohdlico de AM en la mucosa gastrica reduciendo el
proceso de ulceracion mediante la activacion de prostaglandinas y reduccion de factores
agresivos (18), Ademéds, se ha estudiado el efecto citotoxico del extracto etandlico en la
linea celular de adenocarcinoma gastrico de ratdn C-678 obteniendo resultados favorables
(19), Sin embargo, no se han encontrado estudios previos que demuestren esta actividad en

células humanas de adenocarcinoma gastrico.

A pesar de tener una riqueza de 5000 especies diferentes de plantas utilizadas de mdltip les
formas en el tratamiento de diversas dolencias que son consumidas como terapia incluso
antes de acercarse a una institucion de salud (20.21), hay pocos estudios que demuestran la

verdadera utilidad de estas plantas.

En base alos datos mencionados anteriormente, el objetivo principal del presente estudio

fue determinar el efecto citotoxico del extracto hidroalcohdlico de AM e identificar los
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grupos funcionales quimicos y la minima concentracion inhibitoria frente a la linea

celular humana de adenocarcinoma gastrico (AGS).
MATERIALES Y METODOS

Estudio experimental in-vitro, tipo analitico, prospectivo el cual se encuentra enmarcado

dentro del disefio de ensayo pre-clinico que incluye la linea celular AGS.
Preparacion del extracto hidroalcohdlico de la AM

Las hojas de la AM fueron recolectadas en Alto Amazonas, Bagua e identificadas en el
laboratorio de Investigacién y Desarrollo de Plantas Medicinales y Productos Naturales
del CENSI/ INS. Se pesaron 200 gr de las hojas en polvo, se le afiadié un litro y medio
de alcohol a 70°C y se dejo macerar 14 dias. Fue filtrado y finalmente sometido a presion
reducida a 40°C con 20 rpm y 70 mbar en un rotavapor RV10C (IKA®) para obtener la

resina. Los datos fueron recolectados en una ficha de observacion (Tabla 1).
Ensayo de solubilidad

Se colocd 50 mg de la droga seca frente a metanol, etanol, cloroformo, N hexano, acetato
de etilo y agua destilada en una proporcion de 1 ml a cada tubo de ensayo con la finalidad

de determinar la solubilidad de los componentes activos de la muestra (22)-
Screening fitoquimico

A partir de la resina del AMOH se realizd el screening fitoquimico para identificar los

grupos funcionales quimicos.
Determinacion del contenido fendlico total en extracto hidroalcohdlico

Los fenoles totales se determinaron mediante el método de Folin-Ciocaleau usando

acido galico como estandar de referencia (23). Se pesé 21,4 mg de la resina y para la
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resuspension se utilizd dimetilsulféxido (DMSO) y agua ultrapura 1:1. Se tomd 100uL
de la muestra y se diluyd en 900 uL de agua ultrapura para realizar el sistema de reaccion.
Se trabajé la muestra por triplicado, a cada una se le afiadi6 1mL de Folin-Ciocalteau y
0.1 mL del AMOH y se dejo reposar por 5 minutos. Luego se afiadid 1 mL de carbonato
de sodio al 7.5% y se llevod a bafio maria a una temperatura de 45°C y se dejo por quince
minutos. Se procedid a leer en un espectrofotometro UV/VIS Pharo 300 (Spectroquant®)

a 725nm.
Determinacion de flavonoides en extracto hidroalcohdlico

Para la determinacién de flavonoides se utilizd la quercetina como referencia (24). Se pes6
51mg de la resina y para la resuspension se utilizd etanol al 96% en una solucion 1:10
para realizar el sistema de reaccion. Se prepard tres sets de tubos de ensayos y se leyo a
255 nm en el espectrofotometro  UV/VIS Pharo 300 (Spectroquant®). Para realizar la
curva estandar se prepar6 una solucion madre de 0,005 gr de quercetina en 50 ml de
etanol al 96%. De esa solucion madre se prepararon soluciones con las siguientes

concentraciones: 1,5y 10 ppm.
Linea celular oncoldgica

La linea celular AGS de la European Authenticated Cell Culture Collection (ECACC
89090402) fue cultivada en Dulbecco's modified Eagle medium suplementado con suero
fetal bovino al 10% y 1% de antibiético anti fingico en estufa con C0O2/95% y 5% de

humedad a 37°C por 24 h.
Efecto citotoxico

Para poder hallar las diluciones del AMOH se calcularon a partir de una concentracion
stock de laboratorio de 32 mg/mL de DMSO guardado a -80°C. Las células humanas de

adenocarcinoma  gastrico fueron contadas mediante la camara de Neubauer

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

(5x103células) y colocadas en un pocillo de 96. Todas las células fueron incubadas por
12 horas a las cuales se les administro 20, 40, 80 y 160 ug/mL de AMOH y los cambios
morfoldgicos fueron observados en el microscopio y fotografiados (Nikon Eclipse TI®)
después de ser nuevamente incubadas por 24 y 48 horas. Asimismo, se utilizd un grupo
control al cual se le agregd6 DMSO al 0.5% sin contenido del extracto. Para determinar
la viabilidad celular se utilizd 20 uL de Resazurina a una concentracion de 0.15mg/mL,
el cual fue afiadido a los pocillos y nuevamente incubados por 3 horas. Por Ultimo, la
placa fue leida por un lector de microplacas por espectrofotometria Synergy LX

(Biotek®) a longitudes de onda de 570 y 600 nm.
Procesamiento y analisis estadistico

Los datos obtenidos de la absorbancia de la viabilidad celular fueron extrapolados a
Microsoft Excel para ser expresados en porcentajes tomando en cuenta al grupo control.
Con respecto al efecto citotdxico, la respuesta frente a las distintas dosis y el coeficiente
de inhibicion (ICso) fueron expresados mediante un analisis de regresion no lineal. Para
la identificacion de normalidad de la distribucién se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk.
La diferencia significativa entre valores se comparé mediante el test unidireccional

ANOVA con post hoc de Tukey (p<0.05) a través del software GraphPad Prism.
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RESULTADOS

Tabla 1: Ficha de observacién del extracto hidroalcohdlico de Annona Muricata

Extracto hidroalcohdlico de la Annona Muricata

Cantidad inicial 1500 mL de alcohol 70° y 200 gramos de AM
Cantidad final 32 gramos de resina
Porcentaje de 16%
rendimiento

Tabla 2: Resultados obtenidos del ensayo de solubilidad de la droga seco de la
Annona Muricata

Solvente Resultado
Metanol ++++
Cloroformo +++
Acetato de etilo -
N hexano -
Etanol 70% ++
H20 destilada ++

Leyenda: ++++: muy soluble, +++: soluble en mediana proporcién, ++: soluble en baja
proporcion, -: ausente

Figura 1. Ensayo de solubilidad

Leyenda: A: agua destilada, B: etanol, C: metanol, D: acetato de etilo, E: cloroformo, F:
n-Hexano.
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Screening fitoguimico
Los resultados fueron agrupados en la Tabla 3 y Figura 2 segln el grupo de metabolitos
a identificar.

Tabla 3. Screening fitoquimico de las hojas frescas de la Annona Muricata

Metabolito Reactivo Indicador Resultado

Aminoacidos libres Ninhidrina Coloracion (--)

Benedict Coloracién (++)
Carbohidratos reductores Fehling Coloracién (++)

Dragendorff Coloracion (++)
Alcaloides Wagner Precipitacion (++)
Fenoles y Taninos Tricloruro férrico Coloracion (++)
Triterpenos y Esteroides Liberman-Buchard Coloracion (++)
Saponinas Ensayo de espuma Espuma (++)
Quinonas Borntrager Coloracién (--)
Flavonoides Shinoda Coloracion (++)
Catequinas Carbonato de sodio Coloracién (--)
Proteinas Biuret Coloracion (++)
Taninos Gelatina Precipitacion (++)
Glicosidos Cardiotonicos Kedde Coloracion (++)
Antocianina Antocianina Coloracion (++)
Resina H20 Precipitacion -9

Leyenda: (++) positivo, (- -) negativo
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Figura 2. Screening fitoquimico
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Leyenda: A: Ninhidrina, B: Benedict, C: Fehling, D: Dragendorff, E: Wagner, F:
Tricloruro férrico, G: Liberman-Buchard, H: Ensayo de espuma, I|: Borntrager, J:

Shinoda, K: Carbonato de sodio, L: Biuret, M: Gelatina, N: Kedde, O: Antocianina, P:
Resina.

Contenido total de fenoles y flavonoides

El contenido de compuestos fenolicos en el AMOH se muestra en la Tabla 4, estos
resultados estan expresados como miligramos de acido galico.

Tabla 4: Contenido total de fenoles y flavonoides

Contenido de flavonoides (mg/ gr de Contenido de polifenoles (mg/gr de
muestra de flavonoides equivalentes a muestra de polifenoles equivalentes a
guercetina) acido galico)

0.249 mg/gr 1.013 mg/gr
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Observacion de la morfologia celular

El AMOH caus6 cambios en la morfologia celular. A las 24 horas, en una concentracion
de 20 ug/mL empezaron a estar suspendidas y otras adheridas, el efecto se empez6 a notar
a una concentracion mayor como 40, 80 y 160 ug/mL donde habia células amorfas y
fragmentadas. A las 48 horas el efecto fue muchisimo mayor, se podia observar células

fragmentadas con la concentracion minima (20 ug/mL) (Figura 3)

Figura 3. Efecto del extracto hidroalcohélico de Annona muricataa 20, 40, 80y 160
ug/mL en la morfologia de la linea celular AGS a 100X. Se muestra el grupo control
de células sin extracto, pero con el vehiculo (DMSO 0.5%).

Control 20 ug/mL 40 ug/mL 80 ug/mL 160 ug/mL

24h

48nh

Leyenda: Flecha amarilla: células suspendidas, flecha verde: células adheridas y flecha
blanca: células muertas.
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Efecto citotdxico

La linea celular AGS mostro una actividad citotoxica del AMOH conun ICspalas 24horas
de 45.81 ug/mL y 19.05 ug/mL a las 48 horas (Figura 4), encontrando a las 48horas un
ICso menor en comparacion al obtenido a las 24 horas. No se obtuvo una diferencia
significativa entre el control celular y la respuesta a 20 ug/mL del extracto, de igual
manera para 80 ug/mL frente a 160 ug/mL. Sin embargo, se encontrd una significancia
con valores de p <0.05 entre el resto de las concentraciones alas 24 horas. A las 48 horas
se obtuvo un valor significativo entre el control celular y las distintas concentraciones:
20; 40; 80 y 160 ug/mL, sin encontrar diferencia significativa entre el resto de

concentraciones (Figura 5).

Figura 4. Efecto citotoxico del extracto hidroalcoholico de la Annona Muricata
(AMOH) sobre la viabilidad celular. La linea celular AGS fue tratada a diferentes
concentraciones de la AMOH (20, 40, 80y 160 ug/mL) durante 24 y 48 horas. Los
graficos de 1Csp se muestran con un logl0 dependiente de la curva de viabilidad
celular de la concentracién (ug/mL) de AMOH.

A A LogICsq = 1.661ug/mL 8 LOg'ng = 1280|lg/mL
~| 1wl 24h; ICs, = 45.81ug/ml 48h: 1Csp = 19.05g/mL
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Concentracion AMOH (pg/mL)

Leyenda: AMOH: Extracto hidroalcohdlico de la Annona Muricata, 1Cso: 50%
inhibicion del crecimiento celular, R2: Coeficiente de determinacién del modelo de
regresion no lineal.
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Figura 5. Comparacion de la viabilidad celular (%) frente a las distintas
concentraciones del extracto de Annona muricata a las 24 y 48 horas.
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Leyenda: ns: no significativo, a: p <0.05

DISCUSION
Uno de los aspectos mas importantes y de interés en el presente estudio fue determinar
los grupos funcionales quimicos de la AM localizados en el citoplasma de la célula

vegetal.

En la identificacion de flavonoides se utilizd la reaccién de Shinoda la cual fue positiva
tomando una coloracion amarillo tenue. Estos tienen una actividad antioxidante gracias a
una combinacion de sus propiedades que secuestran hierro libre y quelantes, protegiendo
asi de inflamaciones. Adicionalmente, se ha descrito su proteccion contra la formacion
de tumores malignos y reducen el riesgo de desarrollar enfermedades cardiacas, ademas
se acompafia de un efecto antibacterial y antiviral (2427, Asimismo, la identificacion de
alcaloides se dio mediante la reaccion de Dragendorff observando un precipitado de color

pardo-naranja. Las propiedades farmacoldgicas de los alcaloides es bastante amplia e
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incluyen la modificacion del sistema nervioso, actividad analgésica, anticancerigena y
antimicrobiana (28-30), Conrespecto ataninos y fenoles, se confirmd utilizando la reaccidn
de tricloruro férrico, donde se observd una coloracion verde grisacea, confirmando la
presencia de 2-OH adyacentes. Los taninos tienen una caracteristica que los define que
es la astringente, cominmente usado para el tratamiento de un cuadro gripal, bronquitis.
Cuentan con aplicaciones farmacoldégicas como antimicrobianos, anti flngicos,
antidiarreico y es utilizado como antidoto para metales pesados. Asi mismo, los fenoles
cuentan con una larga lista de propiedades, siendo las principales: antioxidante, anti
alérgicas, anti tumorales y antiasmaticas, entre otras (31, Al realizar la prueba de
Libermann-Burchard se pudo identificar la presencia de tritérpenos y esteroides
observando un cambio instantaneo de coloracion. Estos compuestos tienen actividad
antinflamatoria, antitumoral y antiviral (32, Adicionalmente, con la prueba de Biuret
pudimos identificar la presencia de péptidos y/o proteinas frente a la coloracién violeta
purpura. Estos se suelen usar en pacientes con alteraciones estomacales, por ejemplo,
lactantes con sindrome de malabsorcién-malnutricion (33). Mediante el ensayo de espuma
pudimos identificar la presencia de saponinas tanto del grupo esteroide como triterpénico,
de las que se ha descrito una accidn expectorante, diurética y hemolitica (30:34), Los
glicésidos cardiotdnicos fueron identificados mediante la reaccién de Kedde, y estos
tienen una relacion con la presencia de actividad citotoxica (%), El ultimo metabolito que
identificamos su presencia fue las antocianinas, que son fuertes antioxidantes (). Por
Utimo, se obtuvo resultados negativos para quinonas Yy resina, Todos los resultados
encontrados, tanto su presencia o ausencia, en el presente estudio son apoyados por 6

estudios previos en diversos paises como Brasil, Per(, Venezuela y Colombia (7-43),

Un hallazgo que causa controversia es no haber encontrado la presencia de aminoacidos

libres y catequinas a pesar que en estudios previos si se han reportado y estos cuentan con
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diversas propiedades medicinales (444%), Losaminocidos poseen funciones reguladoras
en la salud como mantenimiento de las funciones inmunes, funcion protectora gastrica,
neuromuscular y cognitivas “6). En el caso de las catequinas, estas son excelentes
antioxidantes, ayudan a controlar el peso, previenen la aparicion de enfermedades

cardiovasculares y tienen actividad anticancerigena “7),

Asimismo, aln no esta clara la presencia de carbohidratos reductores ya que han sido
identificados en otros estudios como en otros no. Esto puede ser explicado dependiendo
del extracto que esta siendo estudiado, ya que el extracto metandlico muestra mayor
solubilidad de compuestos quimicos a comparacion del extracto etandlico, aunque si

fueron encontrados en nuestro estudio, y esto se debe a su alta presencia en la planta (48).

En el presente estudio se evidencid que el AMOH tiene una actividad citotoxica potente
frente ala linea celular AGS confirmado por nuestro control negativo (DSMO 10%). EI
ICsoa las 24 horas fue de 45.81 ug/mL y a las 48 horas 19.05 ug/mL, mostrando una
actividad citotoxica in vitro mayor a las 48h. Anteriormente, la AM ha sido estudiada por
su actividad anti tumoral en diversas lineas celulares mostrando su actividad citotoxica
frente a las lineas de cancer de mama, prostata, higado, endometrio, piel, colorrectal y
neoplasias hematoldgicas (®). Sin embargo, su potencial citotoxico frente al
adenocarcinoma gastrico humano es puesto en evidencia por primera vez en el presente
estudio. Hallazgo importante tomando en consideracidn que actualmente las regiones con
mayor mortalidad por cien mil habitantes en Perd que son Huanuco (21,7), Huancave lica
(17,7) y Junin (16,8), donde el indice de pobreza es alto y por ende menor es el acceso a
los servicios de salud y el facil acceso a esta planta sera de gran utilidad para su uso ©9),
Suefecto citotdxico ha sido ampliamente estudiado en diversos tipos de cancer los cuales
han tenido diferentes mecanismos: estimulo de la apoptosis a través del dafio

mitocondrial, proteinas que detienen el ciclo celular en fase GO, G1y G2, un aumento en
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la escision de la caspasa-3, atribuido a su efecto de antiproliferacion “9). Estudios
adicionales sobre los mecanismos que inducen el efecto citotdxico contra el cancer

gastrico aun son necesarios.

Adicionalmente, la actividad anti tumoral puede estar explicada por el contenido de
fenoles totales identificados en el presente estudio. Diversos estudios in vitro muestran
gue los polifenoles poseen efectos antioxidantes Y tienen la capacidad de retrasar o inhibir
la oxidacion de otras moléculas haciendo imposible la iniciacidbn o propagacion de las
reacciones en cadena de radicales libres, es ahi donde radica su relacion con la actividad
anti proliferativa de células cancerigenas 1), De igual forma, se logré identificar la
presencia de flavonoides que forman parte del contenido de fenoles totales, usando como
referencia la quercetina, que junto a los polifenoles potencian el efecto anticancerige no

del AMOH.

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥* TESIS CIENTIFICA

CONCLUSIONES

La AM posee metabolitos secundarios con propiedades medicinales como flavonoides,
carbohidratos reductores, alcaloides, fenoles, taninos, tritérpenos, esteroides, saponinas,
proteinas, glicésidos cardiotonicos y antocianinas. Se demostro el efecto ciotdxico del
AMOH frente a la linea celular AGS con un ICso de 45.81 ug/mL a las 24 horas
obteniendo un efecto mayor a las 48 horas con 19.05 ug/mL, hallazgo importante ya que
el efecto se mantiene e inclusive es mayor en el tiempo. Dicho efecto se puede explicar
por la presencia de metabolitos identificados en el presente estudio que poseen
propiedades anticancerigenas, especialmente fenoles y flavanoides. Asimismo, nuestro
estudio abre una nueva posibilidad de investigacién para determinar el mecanismo por el

cual es posible este efecto.
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Constancia

Luego de la revision de la solicitud, el presidente del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la Universidad Cientifica del Sur (CIEI-CIENTIFICA) hace constar que
el CIE-CIENTIFICA ha aprobado de forma expedita la enmienda/modificacion del
proyecto de investigacion que se detalla continuacion:

Codigo de registro: 798-2020-PRE15

Titulo: Efecto citotoxico de la Annona muricata frente a lineas
celulares oncolégicas de adenocarcinoma de glandula
mamaria y de utero

Investigador(es): Paola Natalia Alvarado Mayor,
Alexandra Bautista Flores

Constancia de aprobacion: 22-CIEI-CIENTIFICA-2021

Periodo de vigencia: Del 29/01/2021 al 28/07/2022
La enmienda/modificaciéon corresponde a los siguientes documentos:

1. Proyecto de investigacion, version recibida en fecha 17 de julio del 2021. Por
problemas logisticos debido al periodo de pandemia por COVID-19, se hizo
necesario realizar cambios, los cuales de detallan a continuacion:

a, Cambios en la locacion donde se realizara el estudio. Originalmente se
indicaba que se realizaria en laboratorios del Instituto Nacional de Salud; se ha
actualizado a laboratorios de la Universidad Cientifica del Sur.

b. Cambios en la muestra a estudiar en el estudio. Originalmente se usaria
muestras de adenocarcinoma prevenientes de glandula mamaria y Utero; se ha
actualizado a muestras de adenocarcinoma gastrico.

c. Cambio en el titulo, objetivos e hipétesis. En concordancia con los dos
numerales anteriores, se ha hecho cambios en el proyecto. El titulo se modifica
a: "Efecto citotoxico de la Annona muricata frente a la linea celular de
adenocarcinoma gastrico”. Se hacen cambios similares en objetivos e
hipotesis,

Lima, 22 de octubre del 2021.
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El informe de revisién independiente académica y la aprobacién de un Comité de Etica del proyecto de tesis
titulado: “EFECTO CITOTOXICO DE LA ANNONA MURICATA FRENTE A LA LINEA CELULAR DE
ADENOCARCINOMA GASTRICO “.

CONSIDERANDO:

Que, de acuerdo al Reglamento General de la Universidad Cientifica del Sur y el reglamento y
Procedimientos de trabajos de Investigacion para obtener el Titulo Profesional de Médico Cirujano.

Que, de acuerdo a la normativa vigente de la Universidad Cientifica del Sur, en uso de las atribuciones
conferidas al Director Académico de la Carrera.

SE RESUELVE:

ART. 1° Aprobar, en vias de regularizacion e inscribir el proyecto de tesis titulado: “EFECTO
CITOTOXICO DE LA ANNONA MURICATA FRENTE A LA LINEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA GASTRICO*,
presentado por las alumnas PAOLA NATALIA ALVARADO MAYOR y ALEXANDRA BAUTISTA FLORES con N*®
de registro: 798-2020-PRE15.

ART. 2° Nombrar a la Docente Amanda Asuncion Lovera Arellano, como asesor para el desarrollo
de la tesis en cuestion.

Registrese, comuniquese y archivese.
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Director Académico
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