UNIVERSIDAD SAN PEDRO

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA
PROGRAMA DE ESTUDIOS DE FARMACIA'Y
BIOQUIMICA

UNIVERSIDAD SAN PEDRO

Citotoxicidad del extracto hidroalcoholico de semillas de
Annona cherimola Mill “chirimoya” sobre células apicales de

raices de Allium cepa L.

Tesis para optar el Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico

Autores:
Flores Alvarado Ludi

Hilario Avalos Merary Cristal

Asesor

Cacha Salazar, Carlos Esteban
(Cddigo ORCID: 0000-0002-3169-5891)

Nuevo Chimbote - Peru
2024



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL ..ottt sttt nn s [
INDICE DE TABLAS ...ttt e e I
INDICE DE FIGURAS ...ttt e e annee e i
PALABRAS CLAVE ...ttt sttt sttt ane e iv
CONSTANCIAS DE ORIGINALIDAD .......cctiiieieieieiee e Y
I 1L 1 SRR vii
RESUMEN ...t e e ne e e s naeeanes viil
ABSTRACT ..ttt ettt bbbttt re et et neere s iX
INTRODUGCCION .....tviieriiniisisseie sttt 1
METODOLOGIA ...ttt 14
Tipo y Disefio de INVESTIGACION ........cviirieiiiieieceie e e 14
Poblacion - MUESIa Y MUBSEIEO ........cveiuiciieeie et 15
Técnicas e instrumentos de INVESIGACION ..........ccviveiieieiieie e 16
Procesamiento y analisis de 1a informacion............ccccooooiiieiiiieneiceeee e, 19
RESULTADOS ...ttt ettt e e et e e et e e e ne e e anaeeanneas 20
ANALISIS Y DISCUSION ...coouiiiiriieiinsineieiesissise s 27
CONCLUSIONES ....ccooictisiteee ettt anas 31
RECOMENDACIONES...... ..ottt e e 32
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 33
ANEXOS ..ottt r ettt neere s 38



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

INDICE DE TABLAS

Caracteristicas morfoldgicas de las semillas de Annona

cherimola Mill “chirimoya” .........

Caracteristicas fisicoquimicas del extracto de semillas de Annona

cherimola Mill “chirimoya” .........

Crecimiento en longitud de las raicillas de Allium cepa L.
“cebolla”, bajo el efecto del extracto de semillas de Annona

cherimola Mill “chirimoya” a diferentes concentraciones .........

Efecto del extracto de las semillas de Annona cherimola Mill

“chirimoya” sobre la mitosis celular de las raicillas de Alium

indice Mitdtico en las raicillas de Allium cepa sometidas a la
accion del extracto de semillas de Annona cherimola Mill
“chirimoya” a las concentraciones de 21 mg/mL, 10.5 mg/mL,

0.525 mg/mL y el grupo control.........

20

21

22

24

25



Figura 1

Figura 2

Figura 3

INDICE DE FIGURAS

Crecimiento en longitud de las raicillas de Allium cepa L.
“cebolla”, bajo el efecto de concentraciones crecientes del extracto
de semillas de Annona cherimola Mill “chirimoya”. En la figura

se presenta la CI50 del extracto, la cual es de 18.31 mg/mL. .........

indice mitético de las raicillas de Allium cepa L. “cebolla”, bajo
el efecto de concentraciones crecientes del extracto de semillas de

Annona cherimola Mill “chirimoya”. .........

indice de Fase de las raicillas de Allium cepa L. “cebolla”, bajo el
efecto de concentraciones crecientes del extracto de las semillas

de Annona cherimola Mill “chirimoya” .........

23

26

26



1 Palabras clave:

Tema Citotoxicidad

Especialidad Toxicologia
Keywords

Theme Cytotoxicity

Specialty Toxicology

Linea de investigacion

Linea de Investigacion

Recursos Naturales Terapéuticos y Fitoquimica

Area Ciencias Médicas y de Salud
Subarea Medicina Basica
Disciplina Farmacologia y Farmacia




=US ,
&Y USP VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

UNIVERSIDAD SAN PEDRO

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD

El que suscribe, Vicerrector de Investigacion de la Universidad San Pedro:

HACE CONSTAR

Que, de la revisién del trabajo titulado "Citotoxicidad del extracto hidroalcoholico de semillas de
Annona cherimola Mill "chirimoya' sobre células apicales de raices de Allium cepa L." del (a)
estudiante: HILARIO AVALOS MERARY CRISTAL, identificado(a) con Codigo N° 1315200082, se
ha verificado un porcentaje de similitud del 19%, el cual se encuentra dentro del pardmetro establecido
por la Universidad San Pedro mediante resolucion de Consejo Universitario N° 5037-2019-USP/CUpara
la obtencion de grados y titulos académicos de pre y posgrado, asi como proyectos de investigacion anual

Docente.

Se expide la presente constancia para los fines pertinentes.

Chimbote, 29 de febrero de 2024

UNIVERSIDAD SAN PEDRO
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

Dr. JAVIER MARTINEZ CARRION
VICERRECTOR

NOTA: Este documento carece de valor si no tiene adjunta el reporte del Software TURNITIN.

Urbanizacién Laderas del Norte H-11

WWW .usanpedro ) edu. pe Teléfono: 043 — 483070

vicerrectorado.investigacion@usanpedro.edu pe
https://investigacion usanpedro.edu. pe




3 Titulo

Citotoxicidad del extracto hidroalcoholico de semillas de Annona cherimola

Mill “chirimoya” sobre células apicales de raices de Allium cepa L.

Vi



4 Resumen

El proposito de nuestra investigacion fue determinar la actividad citotoxica del
extracto hidroalcohdlico de las semillas de Annona cherimola Mill “chirimoya” sobre
el meristemo radical de Allium cepa L. “cebolla”. Esta investigacion es experimental.
Se evaluo el efecto del extracto hidroalcoholico, sobre el crecimiento y diferenciacion
de las células meristematicas de las raicillas de cebolla, con el extracto de 2.1 g%, 1.05
0% y 0.525 g%. Las semillas son duras, ovales, negras y de 17 x 12 x 8.2 mm. El
extracto fue transparente, amargo, marrdn, de olor caracteristico, pH 5.79, IR de 1.5,
con 2.5 °Brix y 2.1 gramos/100 mL de concentracion. El efecto del extracto es
directamente proporcional a su concentracion, por esto el crecimiento en longitud fue
de 54, 36.9 y 11.9 % para las concentraciones de 21. 10.5 y 5.25 mg/mL
respectivamente. El extracto retarda la division celular de las células meristematicas
en forma dosis dependiente de la concentracion, resultando mayor inhibicion con el
extracto de 2.1 mg/mL. El indice mitético de 40.73 en el grupo control, disminuye
hasta 20.67, 31.67 y 33.306 para los extractos de 21, 10.5 y 5.25 mg/mL
respectivamente. segun el indice de fase, es la telofase la mas afectada pues el extracto
de 21 mg/mL disminuye de 8.59 a 1.78. Finalmente, no hubo cambios morfoldgicos y
ni perdida de la integridad celular como respuesta a ninguna de las diferentes

concentraciones.

Palabras clave: Annona cherimola Mill “Chirimoya”, Allium cepa L.,

Citotdxico.
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5 Abstract

The purpose of our research was to determine the cytotoxic activity of the
hydroalcoholic extract of the seeds of Annona cherimola Mill “cherimoya” on the root
meristem of Allium cepa L. “onion”. This research is experimental. The effect of the
hydroalcoholic extract on the growth and differentiation of meristematic cells of onion
rootlets was evaluated with the extract of 2.1 g%, 1.05 g% and 0.525 g%. The seeds
are hard, oval, black and 17 x 12 x 8.2 mm. The extract was transparent, bitter, brown,
with a characteristic odor, pH 5.79, IR of 1.5, with 2.5 °Brix and 2.1 grams/100 mL
concentration. The effect of the extract is directly proportional to its concentration,
therefore the growth in length was 54, 36.9 and 11.9% for concentrations of 21, 10.5
and 5.25 mg/mL respectively. The extract delays cell division of meristematic cells in
a dose-dependent manner, resulting in greater inhibition with the 2.1 mg/mL extract.
The mitotic index of 40.73 in the control group decreases to 20.67, 31.67 and 33.306
for the extracts of 21, 10.5 and 5.25 mg/mL respectively. According to the phase index,
telophase is the most affected since the 21 mg/mL extract decreases from 8.59 to 1.78.
Finally, there were no morphological changes or loss of cellular integrity in response
to any of the different concentrations.

Keywords: Annona cherimola Mill “Custard apple”, Allium cepa L.,
Cytotoxic.
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6 Introduccion
Antecedentes y fundamentacion cientifica

Lopez Martinez (2021), en su investigacion en 3 tipos de anona para describir su
potencial nutricional, nutracéutico y citotoxico reportan que los extractos metanolicos
de semillas del fruto de chirimoya, guanabana y chincuya eliminan el 50% de células
malignas en cancer de mama. También nos comunican que la muerte celular de las
células tumorales es por apoptosis y no por necrosis; y que los extractos metandlicos
de hojas, cascara y pulpa no tuvieron efecto en las células tumorales de cancer

mamario.

Balkrishna et al., (2023), en su revision “Perspicacia contra el cancer de tres
especies de Annona” nos dicen que cada afio el cancer avanza inexorablemente en la
vida cotidiana y es motivo de gran preocupacion, sobre todo para los cientificos de
todo el mundo. Afirman que los compuestos naturales presentes en las plantas logran
grandes resultados en esta lucha en comparacion con la quimioterapia y radioterapia
(toxicas y con efectos secundarios graves). Las especies de Annona, nativas de varios
continentes tienen muchas sustancias anticancerigenas. Los autores realizaron una
revision, donde, realizan la comparacion de las especies A. cherimola, A. muricata y
A. squamosa. Ellos describen la actividad anticancerigena haciendo un analisis
exhaustivo de hallazgos y pruebas que sustentan sus efectos antiproliferativos,
apoptosis, detencion del ciclo celular G1 y citotdxicos. De las 3 especies en estudio A.
muricata mostrd el mayor nimero de actividades anticancerigenas con ICsp mas bajos
contra varias lineas celulares de cancer. Por estos hallazgos, recomiendan realizar
estudios mas detallados sobre los efectos anticancerigenas de las especies de Annona,
ya que podrian resultar mas provechosos al descubrir y desarrollar nuevos farmacos

anticancerigenos.



Thilagavathi et al., (2022), en su revision “Compuestos de diverso origen natural
contra el cancer de mama triple negativo: una revision exhaustiva” destacan que las
causas de esta enfermedad son, falta receptores de estrégeno, receptores progesterona
y la expresion del factor de crecimiento epidérmico humano 2. Este cancer es la
enfermedad heterogénea més agresiva. La tumorigénesis en este tipo de cancer se debe
a la sobreexpresion de genes supresores de tumores. También se asocia con mutaciones
en el gen BRCA, el cual esta relacionado con el cancer de mama hereditario. Muchas
vias de sefializacién celular estdn desreguladas en este tipo de cancer, aunque la
quimioterapia y la inmunoterapia son buenas opciones para su tratamiento, las tasas
de respuesta siguen siendo bajas en general. Muchos compuestos derivados de las
plantas han mostrado muy buenos efectos inhibitorios del cancer de mama triple
negativo. Los compuestos naturales tienen la gran ventaja de ser menos toxicos, tener
menos efectos secundarios y estar facilmente disponibles. Los metabolitos secundarios
como alcaloides, terpenoides, esteroides y flavonoides en productos naturales los
convierten en inhibidores prometedores del cancer de mama triple negativo. Sus
composiciones también ofrecen informacidn vital sobre la accion inhibitoria, lo que

podria conducir a nuevas estrategias de lucha contra el cancer.

Haag, (2021), en su tesis doctoral obtiene extractos y realiza el fraccionamiento de
Annona cherimola mill. a partir de las hojas, detecta la presencia de polifenoles, terpenoides,
esteroides, alcaloides relacionados con la actividad bioldgica. Destaca la presencia de
isoquercetina, rutina, 4acido cafeico, ursélico y oleandlico. Determiné la actividad
antineopléasica de cada uno de los extractos y fracciones, en estirpes celulares de LLC-B, con
resistencia a farmacos oficiales y se seleccion6 la infusion de Annona cherimola por mostrarse
como la més efectiva. Con la infusion se elaboraron liposomas, para luego elaborar
nanoliposomas recubiertos con anticuerpos monoclonales y luego evaluar la penetracion de
nanoliposomas con infusion de A. cherimola con/sin anticuerpos monoclonales especificos
anti-CD20 en células de LLC-B, las cuales son resistentes a los farmacos habituales. La
investigacion demostrd actividad contra células de LLC-B. En resumen, se llega a la

conclusion de que la utilizacion de nanoliposomas junto con un anticuerpo monoclonal



antiCD20 en la infusion de hojas de "Chirimoya" emerge como una alternativa terapéutica
eficiente contra el cancer, especialmente en el caso de la B-LLC. Ademas, cuando se combinan
con tratamientos convencionales, podrian generar un efecto beneficioso sinérgico, presentando

asi una estrategia prometedora.

Martinez-Solis et al., (2022), investigaron la actividad antidiabética los efectos
toxicoldgicos de la infusion de hojas de Annona cherimola Miller recolectadas en
verano. En la medicina tradicional mexicana se utiliza esta planta para el tratamiento
de la diabetes. En este trabajo, se investigd los extractos de 1,5 g de polvo de hoja de
recolectados en mayo, junio, julio y agosto se evaluaron en ratones con diabetes
experimental y la toxicidad subcronica se evaluo en ratones STID. Los resultados
mostraron que la muestra de agosto tuvo la actividad antihiperglucémica mas
significativa. El andlisis de todos los extractos reveld6 que rutina, narcisina y
nicotiflorina eran los principales componentes. Para la toxicidad oral subcronica, la
muestra de agosto no causd mortalidad en ratones STID y el analisis histopatologico
revel6 una mejora significativa en los cambios asociados con la diabetes en el higado
y los rifiones. Estos hallazgos sugieren que las hojas de Annona cherimola Miller
recolectadas en agosto pueden ser una fuente de flavonoides como la rutina, con
potencial antidiabético. Ademas, estos hallazgos respaldan utilizar Annona cherimola

Miller en el tratamiento de la diabetes en la medicina tradicional.

En el Perl, Ccorahua Retamozo (2021) llevé a cabo un analisis exhaustivo en su tesis,
enfocandose en la determinaciéon de la composicién quimica y bromatoldgica, asi como la
fitoquimica de las semillas de Annona cherimola (chirimoya) provenientes de la region de
Huarochiri en Lima. Las semillas fueron sometidas a un proceso de secado, primero a la
sombra y luego en estufa. Una vez secas, fueron molidas y sometidas a un andlisis quimico
proximal, revelando un significativo contenido de grasa del 26.13%, fibras del 18.14%, y
proteinas del 14.05%. A partir de este material seco y molido, se obtuvieron extractos
hexanicos, diclorometanicos y etandlicos. Estos extractos fueron utilizados para identificar los
tipos de metabolitos secundarios presentes en las semillas, revelando la presencia de

compuestos fenolicos, flavonoides, triterpenos esteroidales, quininas, cumarinas, alcaloides y



saponinas. El contenido de fenoles totales se determind, y los resultados se expresaron en
equivalentes de mg de &cido galico/100 ml. Tras analizar la composicién quimica y
fitoguimica de las semillas de chirimoya de la provincia de Huarochiri en Lima, se sugirié
iniciar investigaciones destinadas a aislar e identificar los componentes quimicos responsables

de la actividad antioxidante observada en las semillas de Annona cherimola.

Alvarado Mayor & Flores (2022) llevaron a cabo un estudio que examind los efectos de
Annona muricata, perteneciente al mismo género que Annona cherimolla, en la linea celular
de adenocarcinoma gastrico de raton C-678. Los resultados obtenidos fueron positivos,
destacando la ausencia de evidencia previa en células humanas. El enfoque de la investigacion
fue de tipo experimental in vitro, utilizando un extracto hidroalcohélico de hojas de Annona
muricata recolectadas en la region de Amazonas. Para evaluar el efecto citotdxico, se aplicaron
diferentes concentraciones del extracto a las placas que contenian las lineas celulares, y los
datos fueron registrados mediante una ficha de observacidn, posteriormente extrapolados a
GraphPad. En este estudio, se identificaron diversos compuestos, incluyendo carbohidratos
reductores, alcaloides, fenoles, taninos, triterpenos y esteroides, saponinas, flavonoides,
proteinas, glicésidos cardiotonicos y antocianinas. EI contenido total de fenoles se expresé en
acido gélico, evidenciando una presencia significativa de estos metabolitos. Ademas, se
determind el contenido de flavonoides utilizando quercetina como patrén de referencia. La
citotoxicidad de Annona muricata se evalud en la linea celular de adenocarcinoma gastrico,
revelando un 1C50 de 45.81 pg/mL a las 24 horas y 19.05 pug/mL a las 48 horas. Como
conclusion, se estableci6 que esta planta posee un efecto citotdxico contra la linea celular de

adenocarcinoma gastrico.

Marco teérico:

La Annona cherimola es un arbol frutal de la familia Annonaceae. Como es una
planta ampliamente cultivada en el mundo, su origen aln esta en discusion. Una
hipotesis postula que se origind en los Andes a 700-2400 m de altitud, mientras que
una hipotesis alternativa postula que se origind en América Central fundamentada a la
gran cantidad de parientes silvestres. Esta especie se considera originaria del territorio
entre Ecuador y Peru. Sin embargo, investigaciones mas recientes basadas en analisis

4



biogeograficos con marcadores SSR respaldan un probable origen mesoamericano de
A. cherimola. La chirimoya se introdujo en la Espafia continental desde Ameérica entre
los siglos XVI1'y XVIII con el primer registro en 1757. Después de eso, la chirimoya
probablemente se expandidé a otros paises europeos. La flor de la chirimoya es
hermafrodita con un centro piramidal gineceo compuesto por hasta 300 carpelos
fusionados y un androceo helicoidal basal con estambres rodeados por dos verticilos
de tres pétalos. la dicogamia floral es la caracteristica mas importante de esta especie.
Las flores hermafroditas tienen dérganos femeninos y masculinos que no maduran
simultaneamente impidiendo generalmente la autofecundacion en la misma flor. El
ciclo de la flor se completa en 2 dias. En el primer dia, la flor estd en preantesis, con
los pétalos bien cerrados y pasa al estado femenino hacia el mediodia. Esta fase tiene
una duracién de 30 horas y en el segundo dia la flor cambia de la etapa femenina a la
masculina, cuando las anteras dehiscen, alrededor de las 4-5 de la tarde en condiciones
mediterraneas. Las flores de chirimoya del mismo genotipo generalmente se abren
sincronicamente y la transferencia de polen entre diferentes flores del mismo genotipo
es dificil. Los frutos de Annona son carnosos y agregados con varias semillas formadas
principalmente por endospermo reticulado y un embrion diminuto. Los frutos de
chirimoya son conicos o en forma de corazén con pulpa blanca dulce y jugosa. La piel
puede ser lisa con marcas similares a huellas dactilares o cubierta con protuberancias
conicas o redondeadas. El peso de la fruta de chirimoya esta entre 200 y 700 g y su
longitud esta entre 7,5 y 12,5 cm. La pulpa es blanca y subécida y tiene un sabor
delicado y fragante, como el de la pifia y el platano. Hay muchas semillas en la fruta.
(21 a 41 semillas/fruto), que miden entre 1,5y 2,0 cm de largo y alrededor de 1,0 cm
de ancho. La fruta de chirimoya es sensible al pardeamiento. El oscurecimiento es muy
rapido a temperatura ambiente. Debido a la rapida maduracion climatérica, los frutos
de chirimoya son perecederos. El almacenamiento entre 10-12 °C puede retrasar
ligeramente la maduracion y en consecuencia la vida Gtil de estos frutos se prolonga.
La pulpa de esta fruta es blanda por lo que el fruto es comestible. Estos frutos no
maduran en planta, sino que a los 3-6 dias después de ser cosechada. En comparacion

con otras frutas, la maduracion se produce rapidamente en la chirimoya. pues madurara
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en 6-7 dias a temperatura ambiente. Esta es una de las razones que limitan en gran
medida la potencialidad de mercado de esta fruta. Por otro lado, esta fruta, también
hoy, encuentra varias aplicaciones en la medicina tradicional gracias a sus propiedades
antibacterianas e insecticidas y en la terapia de trastornos digestivos y enfermedades
dermatoldgicas. (Perrone et al., 2022).

Annona cherimola, fruta de postre que se come fresca, pues los frutos de no
pueden ser sometidos a procesos térmicos y se requiere refrigeracién o congelacion
para su procesamiento, con adicion de antioxidantes para evitar el pardeamiento
enzimatico. Las semillas de Annona cherimola se usan como insecticida de piojos y
curar problemas de parasitos en la piel. En las semillas se encuentran las acetogeninas.
alcaloides importantes, con actividad antiparasitaria y citotoxica. Las acetogeninas
anonaceas son un grupo de poderosos principios activos y se han reportado mas de 300
compuestos con diferentes actividades bioldgicas, como actividades antimicrobianas,
antitumorales, cardiotdnicas e insecticidas. La fruta baja en colesterol y sodio, rica en
fibra, vitamina B6, vitamina C y potasio. El uso tradicional de la chirimoya como
antimicrobiano e insecticidas y en el tratamiento del dolor de estdbmago y las Ulceras
pancredticas. La corteza se usa para la diarrea, para el dolor de muelas, la raiz se puede
masticar y el decocto de raiz se puede usar como antifebrifugo. El cocimiento de hojas
se usa para eliminar gusanos y las hojas se usan para curtir cuero. (Varadharaj & P.,
2017)

Las acetogeninas (ACG) presentes en el género Annona son uno de los grupos
de metabolitos secundarios mas interesantes. Son policétidos y se constituyen una
clase Unica de C35 0 C37. La uvaricina, aislada en 1982 a partir de las raices de Uvaria
accuminata Oliv. por Jolad et al., exhibié una bioactividad excelente en ratones con
leucemia linfocitica P-388, a partir de este hecho se viene realizando una amplia
investigacion de estas sustancias naturales. Estos metabolitos tienen muchas
actividades bioldgicas, sobretodo en sus propiedades anticancerigenas. Hasta ahora se
ha demostrado que algunas variaciones en su columna vertebral, incluido su sistema

THF, el tipo de lactona terminal, el nimero y posicion de sus hidroxilos y su



estereoquimica son importantes en su actividad biolégica. En general, se ha
confirmado que los ACG con bis-THF (T-C) adyacente y un anillo de metil y-lactona
a, B insaturado fueron mas activos que aquellos con grupos no adyacentes o con el
anillo B-hidroxil metil y-lactona grupo (L-C). Debido a esto, se necesita un mayor
estudio de la correlacion entre su estructura y su actividad. Otros estudios modernos
han profundizado en métodos de formulacién novedosos, distintos del codisolvente
habitual, para aplicarlos con éxito en la puesta a disposicion de las ACG. Entre ellos,
las nanoparticulas poliméricas (NP) y la sintesis de micelas (SMPM) han arrojado
resultados prometedores con respecto a la modulacion de la entrega de ACG, su
estabilidad y su solubilidad en agua. Como la cantidad de acetogeninas de Annona
cherimola Mill es baja, un profundo conocimiento de estos requisitos estructurales
debe ocasionar el desarrollo de derivados sintéticos y mas eficientes. Varios cientificos
han centrado sus estudios en la sintesis de miméticos y derivados, pero hasta ahora
ninguno ha superado los perfiles citotoxicos y antitumorales de los compuestos
individuales naturales. No obstante, la sustancia AA005, imitador de la bullatacina, se
ha sintetizado a escala de gramos y también sus resultados in vivo son muy buenos.
Ademas, incorporar azucares en la acetogenina natural abre el camino para aumentar
la hidrosolubilidad de estos compuestos, lo cual mejoraria algunas de sus propiedades
fisicoquimicas de manera conveniente. A pesar del antiguo y popular consumo de la
fruta fresca y otros productos alimenticios derivados de esta planta, se requeririan mas
estudios para determinar dosis de consumo que sea segura, asi como una metodologia
eficiente de aislamiento y administracion que permita el beneficio de un uso médico.
(Durén et al., 2021).

El término "toxico" se refiere a cualquier forma de radiacion electromagnética o
particulas, asi como a sustancias quimicas no infecciosas, que no son perjudiciales para
los seres humanos y su entorno bioldgico en condiciones normales. Estas sustancias,
que tienen un tamafio menor que el de una pequefia particula o fibra, pueden generar
internamente, entrar en contacto, penetrar o ser absorbidas por organismos vivos. Sin
embargo, solo en dosis lo suficientemente altas, estas sustancias pueden causar efectos

adversos directos o indirectos en el organismo, que no estan claramente relacionados
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con la temperatura o diferencias mensurables de potencial eléctrico (Guitart &
Giménez, 2012).

La toxicidad se define como la capacidad intrinseca de una sustancia quimica
para generar consecuencias negativas en los organismos vivos. Estas consecuencias
abarcan desde el deterioro funcional hasta lesiones patoldgicas que afectan el correcto
funcionamiento del organismo, disminuyendo su capacidad de respuesta ante factores
de riesgo o situaciones de estrés. La clasificacion de los efectos tdxicos se realiza
considerando el tiempo de exposicidn necesario para que se manifieste el impacto
adverso, dividiéndolos en dos categorias: agudos, que se desarrollan rapidamente, y
cronicos, que se manifiestan a lo largo de un periodo prolongado. (Instituto Regional

de Estudios de Sustancias Toxicas, 2021).

La Toxicidad Aguda se refiere a los efectos nocivos que se manifiestan después
de una Unica exposicion de corta duracion, generalmente inferior a 24 horas en estudios
con animales de laboratorio. Estos efectos se evalian determinando la Dosis Letal 50
(DL50) o Concentracion Letal 50 (CL50), asi como observando efectos irritantes y
corrosivos en la piel y los ojos, junto con la posibilidad de sensibilizacion (Instituto
Regional de Estudios de Sustancias Toxicas, 2021). En este contexto, el parametro
cuantificable del efecto toxico principal es la mortalidad. La evaluacién tipica de la
toxicidad aguda es exponer grupos de 10 a 20 animales, mas un grupo de control, a
mas 0 menos 5 dosis diferentes de la sustancia quimica en prueba. Esta sustancia se
administra al inicio del estudio, y los animales se someten a examen diario, registrando
los signos clinicos y los sintomas de toxicidad. Después de un periodo de 14 dias, se
cuenta el nimero de animales muertos en cada grupo de dosis y en el grupo de control.
Los resultados se analizan estadisticamente en relacion con la frecuencia de mortalidad

en funcion de la dosis. (Roldan Reyes, 2016).

La Toxicidad Subcronica, en contraste con las pruebas de toxicidad aguda,
implica administrar en forma repetida la cantidad del compuesto quimico a evaluar
durante un periodo de 90 dias aproximadamente. El propdsito de estas pruebas es

investigar la toxicidad en organos, utilizando datos de dosis-efecto para disefiar



pruebas de toxicidad cronica, que incluyen la estimacién de un "nivel de efectos
adversos no observados” 0 NOAEL (por sus siglas en inglés). Se evalGan 3 dosis como
minimo: una dosis alta que cause un 10% o menos de mortalidad; 1 dosis baja que no
produzca efectos toxicos; 1 0 mas dosis intermedias; y 1 grupo control (no expuesto al
compuesto quimico en ensayo). Es necesario utilizar al menos dos especies, como ratas
y perros, con grupos pequefios de 10-20 ratas y de 2-4 perros. Ademas, se realizan
pruebas por separado en machos y hembras, pues el género puede afectar la respuesta
del organismo a la sustancia quimica toxica. Durante el estudio, se observa
minuciosamente a los animales, se toma nota de los signos y sintomas de toxicidad, y
se obtienen muestras sanguineas en intervalos regulares para realizar los anélisis.
Concluido el periodo de 90 dias, los animales que sobrevivieron son sacrificados y se
realiza una autopsia, incluyendo el examen microscépico de 6rganos y tejidos para
establecer posibles patologias que se asocien con la exposicion al quimico en estudio
(Roldan Reyes, 2016).

La Toxicidad a Largo Plazo o toxicidad cronica hace referencia a los efectos
toxicos gque se observan en animales de experimentacion después de la administracion
sostenida de un xenobiotico durante periodos que oscilan entre 6 meses y 2 afios,
utilizando al menos 3 dosis diferentes. Esta forma de toxicidad se clasifica como
positiva 0 negativa en funcién de la presencia o ausencia de los efectos. Entre los

efectos considerados a continuacion se describen los efectos especificos:

Neurotoxicidad: Toxicidad neuronal, hace alusién a los impactos en el sistema nervioso

central, el sistema nervioso periférico y los 6rganos sensoriales.

Genotoxicidad: Se refiere a cambios en la informacién genética 0 en sus elementos
relacionados, ocasionados por una sustancia quimica en niveles de exposicion que no son
toxicos de manera evidente. Dentro del &ambito de la genotoxicidad, se incorporan, si estan
accesibles, los resultados de pruebas que evalGan la capacidad de inducir mutaciones,
alteraciones en los cromosomas, pruebas de formacion de microndcleos, analisis de aductos

de ADN, y ensayos de cometa, entre otros.

Carcinogenicidad: Hace referencia a la habilidad de un agente para generar una neoplasia o

cancer. (Instituto Regional de Estudios de Sustancias Toxicas, 2021)



El control de calidad de un extracto derivado de una planta medicinal
comprende un conjunto de procedimientos orientados a asegurar la produccién
uniforme de lotes de dichos productos que cumplan con las normas predefinidas en
términos de identidad, pureza, integridad y actividad. Ademas, estos productos deben
satisfacer criterios de estabilidad, los cuales indican la capacidad del producto vegetal
para mantener, durante un periodo de tiempo especifico, sus propiedades fisicas,
quimicas, etc., dentro de los parametros establecidos por la normatividad vigente en

relacién con su pureza, identidad y apariencia fisica. (G/TBT/N/COL/, 2016)

El bioensayo, se refiere a investigaciones que analizan las respuestas
fisiologicas o poblacionales de organismos especificos cuando se exponen a
concentraciones 0 proporciones ascendentes de Xenobioticos. Estos estudios
posibilitan la evaluacion experimental del impacto integral de los agentes quimicos

presentes en una muestra sobre organismos vivos. (Contero & Felicita, 2006).

Allium test se fundamenta en que los organismos biolégicos pueden expresar
las alteraciones mas sutiles que son respuestas individuales, las que pueden ser
fisioldgicas, bioguimicas, morfologicas y etoldgicas. Es en este contexto que los
ensayos con plantas vasculares como por ejemplo Allium cepa, los que han
demostrado tener una significativa potencialidad diagndstica. Los efectos se
determinan al observar el crecimiento de las raicillas, el desarrollo de la mitosis y las
mutaciones que pueden sufrir los cromosomas en el apice de la raiz de Allium cepa L.
Las traqueofitas actualmente son bastante reconocidas como modelos genéticos muy
buenos para evaluar y detectar sustancias potencialmente citotdxicas y genotdxicas.
Allium cepa permite evaluar dafios del ADN, en los cromosomas y en la mitosis.
(Murfioz Solarte & Guerrero Pepinosa, 2013) El empleo de la prueba de Allium cepa
como bioindicador en pruebas de biotoxicidad y genotoxicidad cuenta con
reconocimiento global. (Lopez Sardi et al., 2016).

10



Justificacion

Desde una perspectiva teorica, la justificacion de esta investigacion radica en el
hecho de que la informacion generada y las conclusiones obtenidas se convertiran en
una valiosa fuente para investigaciones futuras relacionadas con la citotoxicidad de las
semillas de Annona cherimola Mill, conocida como "chirimoya", especificamente en

células apicales de raices de Allium cepa L.

En términos metodoldgicos, se destaca la importancia de la investigacion, ya que
se empled un instrumento de evaluacion confiable y validado, que facilitd la
recopilacion de informacion y la sistematizacion estadistica de los valores de

citotoxicidad de las semillas de Annona cherimola Mill.

Desde un punto de vista social, la relevancia de este estudio se evidencia en la
posibilidad de ofrecer a la poblacion una nueva alternativa medicinal. Las plantas
medicinales, al contener numerosas sustancias bioactivas, son cada vez mas necesarias
en la busqueda de nuevos medicamentos. Este impulso de investigar la citotoxicidad
de las semillas de chirimoya se basa en la falta de estudios significativos sobre esta
parte especifica de la planta, a pesar de la abundancia de investigaciones

farmacoldgicas.

Problema

¢ Qué efecto tendra el extracto hidroalcoholico de semillas de Annona cherimola Mill

“chirimoya” sobre las células apicales de las raices de Allium cepa L.?
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Conceptualizacion y operacionalizacion de variables

o Dimensién . Escala de
Definicion conceptual Indicadores -
medicion

Extracto
Extracto hidroalcoholico | hidroalcoholico
de semillas de Annona | de semillas de
cherimola Mill. Annona
Producto obtenido por | cherimola Mill Extracto 1: Ext. Entero
macera_(:lon de semillas | “chirimoya” en Extracto 2 Dilﬁcién 1/2 | Ordinal
de semillas de Annona | 3 Extracto 3: Dilucion 1/4
cherimola Mill concentraciones
“chirimoya” en alcohol | diferentes
etilico al 70%. (Duas obtenidas por

Rodas, 2020) diluciones del
extracto inicial.
Citotoxicidad. Es la Tamaiio de la

capacidad relativa de raiz
una sustancia para
ocasionar dafio al Aspecto de las
“material genético”, raicillas : Nominal
* Alteraciones en las
causando efectos o
o ) " fases de la mitosis
biolégicos nocivos. Mitosis
(Guitart & Giménez,
2012)

* Longitud en cm.

Hipotesis
El extracto obtenido por maceracion de las semillas de Annona cherimola Mill en
etanol de 70 | GL tiene actividad citotoxica sobre las células meristematicas radicales

de Allium cepa L.

Objetivos
Objetivo general

Evaluar la actividad citotoxica del extracto hidroalcohdlico de las semillas de Annona

cherimola Mill “chirimoya” sobre el meristemo radical de Allium cepa L.
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Obijetivos especificos

1.

Determinar las caracteristicas morfologicas de semillas de Annona
cherimola Mill.

Determinar las caracteristicas organolépticas del extracto de semillas de
Annona cherimola Mill.

Determinar algunas caracteristicas fisicoquimicas del extracto de las
semillas de Annona cherimola Mill.

Demostrar el efecto del extracto de semillas de Annona cherimola Mill a
diferentes concentraciones sobre el crecimiento en longitud de las raicillas
de Allium cepa L.

Demostrar el efecto del extracto de semillas de Annona cherimola Mill a
diferentes concentraciones sobre la mitosis de células meristematicas de la
raiz de Allium cepa L. “cebolla”

Analizar los cambios en la morfologia y la integridad de las células
meristematicas de Allium cepa L., en respuesta a la exposicion al extracto
de semillas de Annona cherimola Mill a diferentes concentraciones.
Comparar los resultados con un grupo de control sin exposicion al extracto

de semillas de Annona cherimola Mill.
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7

a)

Metodologia
Tipo y Disefio de investigacion

Tipo de investigacion

Esta investigacion es basica, pues los resultados obtenidos contribuyen a
incrementar el conocimiento de las variables en estudio (citotoxicidad)
aportando informacion con potencial utilidad para futuros estudios (Rodriguez,
2020, s/p).

Disefio de investigacion

Nuestro trabajo se llevo a cabo bajo un disefio experimental, el cual nos permitié
verificar los posibles efectos citotoxicos del extracto de las semillas de Annona
cherimola Mill sobre el meristemo radical de Allium cepa L. “cebolla”. Lo que
se constituye en la intervencion especifica, del investigador. Tal y como se ha
establecido que, en los estudios experimentales, en este estudio, el investigador
manipula las condiciones de investigacion. (Méndez Gonzalez et al., 2013)

Disefio experimental con estimulo creciente:

De acuerdo con Calderon Mestanza & Torres Armas, (2014) trabajaremos con 3
grupos problema (tratamientos del 1-4) y 1 grupo testigo (tratamiento 5), con 3

repeticiones por cada grupo:

Grupos experimentales:

Tratamiento 1: 1 mL de la dilucion 1/1000 del extracto de semillas de
Annona cherimola Mill

Tratamiento 2: 1mL de la dilucion 1/100 del extracto de semillas de Annona
cherimola Mill

Tratamiento 3: 1 mL de la dilucion 1/10 del extracto de semillas de Annona
cherimola Mill

Tratamiento 4: 1 mL del extracto de semillas de Annona cherimola Mill

Tratamiento 5: 1 mL de solucion salina fisiologica
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b)

Poblacion, muestra y muestreo

Considerando que la investigacion es sobre una propiedad de las semillas de
Annona cherimolla L., entonces, se puede colegir que todas las plantas de
chirimoya del distrito de Simbal en la Provincia de Trujillo, son la poblacion.

Criterios de Inclusion:

o Los frutos de Annona cherimolla L. “chirimoya”, seran recolectados en las
huertas de la ciudad de Simbal, distrito y provincia de Trujillo, en la regién
La Libertad.

o Se recolectaran los frutos de Annona cherimolla L. “chirimoya” cuyos
frutos se observen en buen estado.

o Se recolectaran frutos de Annona cherimolla L. “chirimoya” sin signos de
afectacion por plagas.

o Bulbos de Allium cepa L. “cebolla” de tamafo y peso entre 200 y 230

gramos, que estén en buenas condiciones.

Criterios de Exclusion:

o Los frutos de Annona cherimolla L. “chirimoya” que se observen en mal
estado.

o Los frutos de Annona cherimolla L. “chirimoya” que se encuentren fuera
de la zona de recoleccion.

o Bulbos de Allium cepa L. “cebolla” que no se hallen de tamafio y peso

entre 200 y 230 gramos, que estén en malas condiciones.

Muestra
La muestra alude a un pequefio subgrupo de la poblacién, los que fueron
escogidos por una caracteristica en particular como puede ser el sexo, edad,
localidad, patologia, situacién econémica, etc., los que ademas deben de estar en
una cantidad adecuada para que permita la confiabilidad del instrumento
(Hernandez, et al., 2014).

15



Muestra 1:

Un total de 15 frutos maduros Annona cherimola Mill “chirimoya”, en buenas
condiciones, de las cuales se extraeran las semillas a utilizar en el presente
estudio.

Muestra 2:

Un total de 60 bulbos de Allium cepa L. “cebolla” de tamaiio y peso entre 200 y

230 gramos, que estén en buenas condiciones.

Técnica de muestreo

Para realizar un adecuado muestreo se debe de tener en cuenta el tipo
probabilistico y el no probabilistico, de ambos se destaca el primero ya que
cualquier individuo que forme parte de la poblacion seleccionada tiene las
mismas posibilidades de ser escogido para integrar la muestra (Kinnear y Taylor,
1998).

Técnicas e instrumentos de investigacion:

Procesamiento del material vegetal:

Siguiendo las pautas publicadas por (Ruiz Reyes et al., 2018) se trabajara de la
siguiente manera:

Recoleccion del espécimen vegetal

Se recolectardn 60 frutos de Annona cherimola Mill del distrito de Simbal,
provincia de Trujillo, regién La Libertad. Los frutos seran seleccionados
considerando su apariencia visual (pintones, intactas, libres de desechos

organicos e inorganicos, libre de plagas).

Identificacion

Un ejemplar de las partes mas importantes de la planta se llevara al Herbariun
Truxillense (HUT) para su identificacion.

Lavado y desinfeccion

o Los frutos seran lavados con agua potable a chorro para eliminar suciedad
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externa.

o Los frutos fueron sumergidos en una solucion desinfectante de hipoclorito
de sodio.

o Se enjuagaran con abundante agua destilada.

Secado y almacenamiento del fruto

El exceso de agua procedente del enjuague sobre los frutos sera retirado con papel
absorbente en primer lugar, para luego ser colocadas sobre papel kraft sobre una
mesa para secado a temperatura ambiente durante 48 horas y finalmente ser
sometidas a una temperatura de 37 °C en estufa de conveccion durante 4 horas.

Procesado de la materia prima vegetal (Annona cherimola Mill)

Una vez que los frutos estén maduros se procedera a extraer las semillas

o Las semillas seran lavadas con abundante agua corriente

o Las semillas seran llevadas a secado por 24 horas en estufa de conveccion y
a 40 °C.

o Una vez secas las semillas, se extrajeron los cotiledones y las cubiertas.

o Ambas partes fueron colocadas en recipientes por separado y llevadas a
secado a la estufa de conveccion a 50 °C por 24 horas.

o Concluido el secado de las muestras, estas fueron sometidas a molienda.

Obtencion del extracto hidroalcoholico

Se realizaré siguiendo a Kuklinski, C. (2003).

o Se pesaron 100 g de muestra (por separado) y se colocaron en un matraz
Erlenmeyer de 1000 mL.

o Se realizd la humectacion con 100 mL. de alcohol etilico al 70 % v/v.
durante 24 horas, tapando el recipiente con papel aluminio.

o Se adiciond 1000 mL. de alcohol etilico al 70 % v/v.

o Se llevd a cabo la extraccion mediante maceracién por 15 dias.

o Se filtrd al vacio (papel de filtro de transito lento ) para eliminar sustancias

en suspension.

o Cuando fue necesario se completo llevando a un volumen de 1 L.
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o Se almacené en frasco dmbar en refrigeracion hasta el momento de su
utilizacion.

Test de Allium

El procedimiento se realizo bajo las indicaciones de lo publicado por (Fernandez

etal., 2021).

12 bulbos de cebolla con un peso alrededor de 100 gr cada uno.

Los bulbos deben estar libres de las catéfilas secas.

También se removieron las raices, cortdndolas al ras de manera uniforme en todo

el disco germinativo.

El bulbo de cada cebolla se colocé sobre la boca de un vaso de vidrio, sostenido

por mondadientes.

En los 12 vasos se colocaron 150 ml de agua mineral.

En cada vaso se colocara cada una de los bulbos de cebolla, de tal manera que el

disco germinativo de las cebollas quede cubierto en su totalidad.

Se evitara que los bulbos estén en contacto directo con la luz solar.

El agua se cambiara cada 24 horas durante un periodo de 72 horas.

Terminado el periodo de acondicionamiento cada grupo problema de 3 bulbos fue

expuesto al extracto hidroalcoholico a las concentraciones de 5.25 mg/mL, 10.5

mg/mL y 21 mg/mL, preparadas previamente.

El grupo control positivo fue expuesto a la solucién de colchicina.

El grupo control negativo fue dejado en agua mineral.

El tiempo de exposicion fue de 4 dias.

Concluido el periodo de exposicion se procedid a medir la longitud de las raices

de cada uno de los bulbos sujetos a experimentacion (Para realizar la medida se

utiliz6 un vernier)

El efecto de la inhibicidn de crecimiento se calculara al restar la longitud de las

raices control y de las raices expuestas al extracto a diferentes concentraciones,

cuyo valor serd multiplicado por 100 y dividido entre la longitud de las raices

control.
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El preparado y coloracion de los apices radiculares se realizara de acuerdo a la
técnica de Fiskesjo (Ver anexo 1).
Posteriormente cada apice coloreado se colocara sobre una lamina portaobjetos,
adicionando una gota de gelatina glicerinada y cubriéndose con una laminilla.
Luego se realizara el aplastamiento del tejido y se sellaran los bordes de la
laminilla empleando un barniz de ufias sin color. Para la observacion de los
preparados citoldgicos se utilizard un microscopio Optico a 400 y 1000
aumentos.
La citotoxicidad se evalud estimando los valores del indice mitdtico (IM) e
indice de las fases (IF), mediante las siguientes formulas:

Sumatoria de las células en mitosis

% IM = X 100

% IF = Cantidad de celulas en una fase mitotica X 100

Total de células en mitosis

La genotoxicidad se evalud por la presencia de aberraciones celulares (puentes

cromosomicos, células binucleadas, entre otros.

d) Procesamiento y analisis de la informacién
Los resultados seran organizados en tablas y figuras para mayor comprension de
los mismos. El analisis estadistico se realizara empleando los programas
Microsoft Office Excel® 2013 y Minitab® 18 para Windows® version 8. Se
calcularan promedios y desviacion estandar (DS) para los indices mit6ticos, de
fases y porcentaje de inhibicion, comparandose mediante el analisis de varianza

y la prueba de Tukey.
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8 Resultados

Tabla 1
Caracteristicas morfologicas de las semillas de Annona cherimola Mill “chirimoya’

’

Caracteristicas Semillas de Annona cherimola Mill

Longitud 17.05 mm £ 1.57196
altura 8.2 mm £ 1.1050
ancho 12 mm £ 1.7471
color Negro

Textura Duro
Forma Oval o conica

En la tabla 1 observamos el registro de los resultados del analisis morfolégico de las
semillas de Annona cherimola Mill. De estos resultados se establece que las semillas
son de un tamafio regular cuyas dimensiones son de 17.05 x 12 x 8.2 mm, en nuestra

muestra las semillas son de color negro, duras y de forma oval o conica
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Tabla 2
Caracteristicas fisicoquimicas del extracto de semillas de Annona cherimola Mill

“chirimoya”
Prueba Resultado
Sabor Amargo
Color Marrén
Olor Caracteristico
Aspecto Transparente
pH 5.79 £ 0.0450925
Brix 2.5+ 0.25166115
IR 15+£0.1
Solidos solubles (g%) 21%0.1

La tabla 2 muestra las caracteristicas organolépticas, y fisico quiimicas del extracto de
semillas Annona cherimola Mill. El extracto es de color marron, transparente, amargo
y con olor a chirimoya. También se muestran los promedios de cada una de las pruebas
fisicas que nos permiten caracterizar el extracto, de esta manera tenemos que el
extracto es ligeramente acido (pH 5.79), Es un extracto con un valor de grados Brix de

2.5, un IR de 1.5 y una concentracion de 2.1 g%.
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Tabla 3
Longitud de las raicillas de Allium cepa L., bajo el efecto del extracto de semillas de

Annona cherimola Mill a diferentes concentraciones.

Muestra Longitud (cm) Inhibicién (%)
Extracto al 2.1 g%
1.93 + 0.29728658 54
(21 mg/mL)
Extracto al 1.05 g%
2.65 + 0.1814691 36.9
(10.5 mg/mL)
Extracto al 0.525 g%
3.70 + 0.23705569 11.9
(5.25 mg/mL)
Agua mineral
4.20 + 0.46049698 0

(Control)

La tabla 3 muestra los promedios de las longitudes alcanzadas por las raicillas de
Allium cepa L. “cebolla”, por accion del extracto de semillas de Annona cherimola
Mill a las concentraciones de 2.1, 1.05 y 0.525 gramos por 100 mL. tal y como se
puede observar las raicillas de Allium cepa L. “cebolla”, ralentizan su crecimiento en

forma directamente proporcional a la concentracion del extracto.
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Figura 1. Crecimiento de las raicillas de Allium cepa L., bajo el efecto de concentraciones

crecientes del extracto de semillas de Annona cherimola Mill “chirimoya”.

En la figura se presenta la C150 del extracto, la cual es de 18.31 mg/mL.
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Tabla 4
Actividad del extracto de semillas de Annona cherimola Mill sobre la mitosis en

raicillas de Alium cepa L.

Anafase Metafase Profase Telofase Interface
Muestra Total
X (%) X (%) X (%) X (%) X (%)

Grupo2.1g9%

1.5 3.033 15.77  0.367 79.33 100
(21 mg/mL)
Grupo 1.05g9 %
2.93 3.7 22.47 2.57 68.333 100
(10.5 mg/mL)
Grupo 0.525 g9 %
3.57 2.133 2547 2133 66.7 100
(5.25 mg/mL)
Control
3.53 5.93 27.77 3.5 59.27 100
Agua mineral

En la tabla 4 se muestran los resultados de la prueba de Allium cepa con el extracto de
semillas de Annona cherimola Mill. En la tabla se observa que dicho extracto afecta la
mitosis en general y de manera particular a cada una de las fases de la mitosis. Esta
actividad depresora de la mitosis es dependiente de la dosis, lo que se deduce por el
aumento del porcentaje de células en mitosis, directamente proporcional a la

concentracion del extracto.
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Tabla 5
indice Mitético en las raicillas de Allium cepa sometidas a la accion del extracto de

semillas de Annona cherimola Mill a las concentraciones de 21 mg/mL, 10.5 mg/mL,

0.525 mg/mL y el grupo control

Indice Indice de fase (%)
Muestra mitotico
(%) Anafase Metafase Profase  Telofase
Grupo2.1g9%
20.67 7.26 14.67 76.29 1.78
(21 mg/mL)
Grupo 1.05g9 %
31.67 9.25 11.68 70.95 8.15
(10.5 mg/mL)
0,
Grupo 0.525 g % 33.306 10.72 6.4 76.47 6.4
(5.25 mg/mL)
Control 40.73 8.67 14.56 68.18 8.59

Agua mineral

En la tabla 5 se consignan los resultados obtenidos al realizar el test de Allium cepa
con el extracto de semillas de Annona cherimola Mill. En la tabla se presentan el indice
mitético promedio para los 4 grupos; y el indice mitético para cada Fase del ciclo
celular, para los 3 grupos problema y para el grupo control. Los resultados de la tabla
muestran claramente los cambios en cada fase del ciclo celular, originado por el

extracto de semillas de Annona cherimola Mill.
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Figura 2. indice mitdtico de las raicillas de Allium cepa L. “cebolla”, bajo el efecto de concentraciones

crecientes del extracto hidroalcoholico de las semillas de Annona cherimola Mill “chirimoya”.
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Figura 3. indice de Fase de las raicillas de Allium cepa L. “cebolla”, bajo el efecto de concentraciones

crecientes del extracto hidroalcoholico de las semillas de Annona cherimola Mill “chirimoya”.
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9  Anélisis y discusion
Esta investigacion nos propusimos estudiar la accion citotoxica de los

compuestos quimicos presentes en las semillas de Annona cherimola, hecho que

apoyaria su potencial aplicacion en la investigacion biomédica.

Como ya se expuso en el marco tedrico de la presente investigacion, la chirimoya
contiene una variedad de compuestos bioactivos, siendo los acetogeninas anonaceas
los mas destacados en términos de actividad citotoxica. Estas acetogeninas son
derivados lipidicos que han demostrado poseer propiedades anticancerigenas,
actuando selectivamente sobre las células tumorales sin afectar significativamente a
las células normales. Este hecho ha despertado el interés de los investigadores, ya que
podria representar una alternativa prometedora a los tratamientos convencionales
contra el cancer, pues, ya hemos mencionado que las acetogeninas anonaceas presentes
en Annona cherimola pueden interferir con diversos procesos celulares en las células
cancerosas. Se ha observado que inhiben la actividad de la enzima complejo |
mitocondrial, en consecuencia, se produce una baja en la produccion de ATP vy, por
ende, en la induccidén de apoptosis en las células cancerosas. Ademas, se ha sugerido
que estas acetogeninas pueden interferir con la regulacion del ciclo celular, bloqueando
la proliferacion descontrolada de células tumorales.

En la tabla 1 de nuestra investigacion, reportamos las caracteristicas
morfoldgicas de las semillas de Annona cherimola. En nuestra investigacion se trabajo
con las semillas de frutos maduros de la especie en estudio, las cuales tienen unas
dimensiones promedio de 17 x 8.2 x 12 mm de largo, alto y ancho respectivamente,
pues provienen de unos frutos bastante grandes. Ademas, son semillas duras, de color
negro y de forma oval o conica. Todas estas caracteristicas son comunes para esta
fruta, lo que coincide con la descripcion en el portal de https://www.frutas-
hortalizas.com/Frutas/Presentacion-Chirimoya.htmi

Para evaluar la citoxicidad de las semillas del fruto de Annona cherimola, se
Ilevd a cabo la extraccion de compuestos bioactivos utilizando como solvente etanol
de 70 ° GL. El extracto hidroalcoholico obtenido se sometio a unas pruebas minimas
de calidad, cuyos valores para cada una de las pruebas se muestran en la tabla 2. En
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esta tabla se reporta que el extracto obtenido es de color marrén, de sabor amargo,
transparente y de olor caracteristico. En promedio el pH del extracto es de 5.79, con
un IR (indice de Refraccion) de 1.5, un contenido de sélidos solubles disueltos en una
solucién acuosa de 2.5 y una concentracion de solidos solubles de 2.1 g %. De esta
maneray de acuerdo al proyecto de decreto G/TBT/N/COL/, del 2016 que en su pagina
7 especifica que cualquiera materia prima, antes de ser usada, deberd aprobar un
estricto control de calidad, con lo cual se elimina una posible falsificacion o alteracion
y garantice su identidad. Este control de calidad comprende, entre otros, las
caracteristicas organolépticas y las caracteristicas fisicoquimicas. En nuestra
investigacion estas caracteristicas han sido plenamente establecidas para el extracto

sujeto a estudio.

En la tabla 3 se muestra como afecta el extracto hidroalcoholico de Annona
cherimola al crecimiento de las raicillas de Allium cepa. Estos resultados muestran que
después de transcurridas 96 horas, el promedio de crecimiento en el grupo control es
de 4.20 centimetros y desde luego que la inhibicién de crecimiento en longitud es 0.
En cuanto a los resultados de los grupos problema enfrentados a concentraciones de
extracto de 21, 10.5 y 5.25 mg/mL, el promedio del efecto sobre el crecimiento en
longitud de las raicillas es de 1.93, 2.65 y 3.7 centimetros, los cuales desde ya se
muestran menores que el promedio del grupo control y son dependientes de la
concentracion del extracto, es decir a mayor concentracion de extracto mayor
inhibicion del crecimiento, lo que también se muestra en la tabla 3, en donde se observa
que el porcentaje promedio de inhibicién es de 54 %, 36.9% y 11.9 % para las
concentraciones de extracto de 21 mg/mL, 10.5 mg/mL y 5.25 mg/mL. Como resultado
de la prueba de inhibicion del crecimiento, se encontr6 que la CE50 de EHACH era de
aproximadamente 18.31 mg/mL como se presenta en la Tabla 3 y Figura 1. Estos
resultados muestran claramente el efecto inhibitorio de las sustancias presentes en
extracto de las semillas de Annona cherimola sobre el crecimiento de las raicillas de
Allium cepa. Adicionalmente, segin Alvarado Mayor & Flores, (2022), esta
evaluacion adquiere una gran relevancia porque es una prueba in vivo, en esta prueba
las raices se desarrollan en contacto directo con las sustancias de interés, posibilitando

la ocurrencia de posibles dafios en el ADN. Esto podria sugerir una conexién con la

28



exposicién humana a dichas sustancias, ya que los cromosomas tanto de plantas como
de animales muestran similitudes morfoldgicas y parecen reaccionar de manera
analoga a la exposicion a agentes mutageénicos, al igual que los mamiferos y otros
eucariotas. Es bien conocido que la hidratacion de un bulbo de Allium cepa estimula
el crecimiento celular, facilitando asi el desarrollo de las raices del bulbo de cebolla.
No obstante, cuando las células meristematicas se exponen a sustancias toxicas, sea
cual sea su naturaleza (organicas o inorganicas), la division celular puede inhibirse, lo
que resulta en la ralentizacion del proceso de mitosis o incluso en la destruccion de las
células. Estas alteraciones impiden el crecimiento normal de la raiz y, por ende,

impiden también su elongacion.

En primer lugar, se determinaron la totalidad de células que se encuentran en
mitosis y en qué fase se encuentran. Estos resultados se presentan en la tabla 4, en
donde el total de células contadas para cada grupo se considera el 100 % Yy a partir de
alli se calcula el porcentaje de células en cada fase. En dicha tabla se puede observar
que el porcentaje de células en interfase es mayor (79.33 %) en comparacion con el
59.27 % de células en interfase del grupo control. Esto claramente demuestra que el
extracto de semillas de Annona cherimola afecta la division celular retardandola o
prolongando la duracidn de la interfase. Ademas, este efecto es dependiente de la dosis
pues a mayor dosis encontramos mas células en interfase 79.33 %, 68.333 % y 66.7 %
para las concentraciones de 21, 10.5 y 5.05 mg/mL respectivamente. En la tabla 4 se
observa el mismo comportamiento de la division celular en cada una de las fases,
donde claramente se puede observar que cuando la concentracion del extracto
disminuye, la division celular en cada una de las fases se acerca a los valores obtenidos

cuando la division celular se realiza en agua pura.

Las raices tratadas con el extracto de semillas de Annona cherimola sufrieron
una disminucion considerable en la proliferacion celular en los grupo problema, con
relacién al grupo control, resultando en un indice mitético e indice de fase menor
(Tabla 5y Figuras 2 y 3). En la tabla 5 podemos observar que el indice mitético del
grupo problema cuya concentracion es de 21 mg/mL es de 20.67 %, lo que es
aproximadamente una reduccion del 50 % con respecto al indice mitético del grupo

control de 40.73 %. Esta reduccion en el porcentaje del indice mitotico es dependiente
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de la concentracion del extracto, pues a mayor concentracion menor porcentaje del
indice mitotico. En cuanto al indice de fase podemos observar que las fases que son
mayormente inhibidas son la profase y la telofase con una inhibicién por el extracto al
21 mg/mL de 76.29 %y 1.78 % frente al 68.18 %y el 8.59 % del grupo control. Sobre
estos cambios, de acuerdo con Haag, (2021), un indice de fases disminuido se
correlaciona con el hecho que el ciclo celular se retrasa; pero no se detiene, antes de
entrar a la fase M, hecho que puede acontecer al final de G2 o en cuando el ciclo pasa
de G2 a M. Esto se puede ocurrir debido a la importante reduccién de la cantidad de
células en mitosis (50 % aproximadamente). Sin embargo, la fase M no esta bloqueada
pues encontramos la metafase y el anafase sin alteracion aparente y telofase si muestra
una inhibicién significativa. Estos datos se repiten para los otros grupos
experimentales, observandose un ligero bloqueo de la proliferacion celular y por lo

tanto del crecimiento radicular.

Finalmente, podemos decir que en este estudio el grupo control que solo recibio6
agua mineral se comport6 tal y como se esperaba con un crecimiento normal de las
raices de Allium cepa, una division celular regular y un progreso normal a través de
las fases del ciclo celular. Con respecto a los grupos problema encontramos que a bajas
concentraciones de extracto 5.25 mg/mL se producen ligeros cambios morfoldgicos,
pero el crecimiento y la division celular; y que puede haber una leve respuesta
adaptativa a la presencia del extracto, pero sin impacto significativo en la viabilidad
celular. Concentraciones Intermedias de Extracto 10.5 mg/mL muestran un aumento
en la inhibicion del crecimiento de las raicillas y posible alteracion en la morfologia
celular, observandose signos de estrés celular, como la detencion de la mitosis. Altas
Concentraciones de Extracto 21 mg/mL existe marcada inhibicidn del crecimiento de
las raices y una posible destruccion de celulas y disminucion significativa en la
viabilidad celular, con probables cambios notables en la morfologia celular, como la
presencia de células deformes o con caracteristicas anémalas (Thilagavathi et al.,
2022).
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10 Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones:

1. Las semillas de Annona cherimola Mill. son estructuras duras, ovales o
conicas, de color negro, de 17 x 12 x 8.2 mm de largo, ancho y altura.

2. El extracto de semillas de Annona cherimola Mill. es un producto liquido
transparente, amargo, marron y de olor caracteristico. Este extracto tiene un
pH ligeramente acido de 5.79, un IR de 1.5, una cantidad de solidos disueltos
en el extracto de 2.5 °Brix (sobre todo azucares) y una concentracion de 2.1
gramos/100 mL de extracto.

3. El efecto del extracto de semillas de Annona cherimola Mill es directamente
proporcional a su concentracion, sobre el crecimiento en longitud de las raices
de Allium cepa L. “cebolla”. La disminucion del crecimiento en longitud fue
de 54, 36.9 y 11.9 % para las concentraciones de 21. 10.5 y 5.25 mg/mL
respectivamente, después de 4 dias de tratamiento.

4. El extracto de semillas de Annona cherimola Mill a diferentes
concentraciones retarda la division celular de las células meristematicas
radicales de Allium cepa L. “cebolla” en forma dosis dependiente de la
concentracion del extracto. La inhibicién de la mitosis fue mayor con el
extracto de 21 mg/mL, con un porcentaje de células de 1.5, 3.033, 15.77 y
0.367 en anafase, metafase, profase y telofase; y las células en interfase
alcanzan 79.33 %.

5. El extracto de semillas de Annona cherimola Mill a diferentes
concentraciones disminuye el indice mitotico de 40.73 en el grupo control,
hasta 20.67, 31.67 y 33.306 para los extractos de 21, 10.5 y 5.25 mg/mL
respectivamente. De acuerdo con el indice de fase determinados, es la telofase
la mas afectada pues el extracto de 21 mg/mL disminuye el indice de fase de
la telofase, de 8.59 s 1.78.

6. No se detectaron cambios morfolégicos y tampoco se detect6 perdida de la
integridad celular en los meristemos radicales de Allium cepa L., en respuesta
a la exposicion al extracto de semillas de Annona cherimola Mill a diferentes

concentraciones.

31



Recomendaciones:

1.

Realizar una investigacion mucho mas exhaustiva de las semillas de la
planta en estudio, pues, el potencial beneficio e impacto en la salud de las
personas que sufre de diabetes y otras enfermedades cronico-degenerativas
es muy grande.

Una institucion como la Universidad san pedro deberia invertir en el
desarrollo de un producto de este tipo nutracéutico y ponerlo a disposicion
de la gran cantidad de personas afectadas por enfermedades que cursan con

alteracion de la division celular.

32



11 Referencias bibliogréaficas

Alvarado Mayor, P. N., & Flores, A. B. (2022). Efecto citotéxico de la Annona
muricata frente a la linea celular de adenocarcinoma géstrico (Tesis).

Universidad Cientifica del Sur, Lima, Lima.

Balkrishna, A., Dabhade, N. R., Singh, A., & Arya, V. (2023). Anticancer acumens
of three Annona species: A Proportional Review. Journal of Cancer

Research and Clinical Oncology, 1(1), 121. https://doi.org/10.1007/s00432-

022-04306-5

Calderon Mestanza, J., & Torres Armas, E. (2014). Efecto del extracto acuoso de la
Ocimum basilicnum L. (albahaca) en el crecimiento bacteriano de Escherichia
coli. Revista Eciperu, 10(2), 38.

https://doi.org/10.33017/reveciperu2013.0018/

Ccorahua Retamozo, L. G. (2021). Determinacion Quimico Bromatoldgica Y
Fitoguimica De Las Semillas De Annona cherimola (chirimoya) que crece en
La Provincia De Huarochiri - Lima (Tesis). Universidad Nacional “San Luis
Gonzaga”, Ica.

Contero, R., & Felicita, O. (2006). Utilizacion de bioensayos para la determinacion de
contaminacion en agua de riego en la cuenca del rio Granobles. La
Granja, 4(1), 38.

https://doi.org/10.17163/lgr.n4.2005.05

Durén, A. G., Gutiérrez, M. T., Mejias, F. J., Molinillo, J. M., & Macias, F. A. (2021).

An overview of the chemical characteristics, bioactivity and achievements

33


https://doi.org/10.1007/s00432-022-04306-5
https://doi.org/10.1007/s00432-022-04306-5
https://doi.org/10.33017/reveciperu2013.0018/
https://doi.org/10.17163/lgr.n4.2005.05

regarding the therapeutic usage of acetogenins from Annona Cherimola Mill.

Molecules, 26(10), 2926. https://doi.org/10.3390/molecules26102926

G/TBT/N/COL/, Ministerio de salud y proteccion social, Proyecto de Decreto Supremo
"Por el cual se reglamentan los regimenes de registros sanitarios, de vigilancia
y control sanitario y publicidad de los productos fitoterapéuticos. 2 (2016).
Colombia; Ministerio de salud y proteccion social.

Guitart, R., & Giménez, N. (2012). ;/Qué es un «toxico»? Una propuesta de
definicion. Medicina Clinica, 138(3), 127-132.

https://doi.org/10.1016/j.medcli.2011.02.002

Haag, G. O. (2021). Obtencion de extractos y fracciones bioactivas de “Chirimoya”,
Annona Cherimola Mill. (Annonaceae). Determinacion de parametros
fisicogquimicos, cromatograficos y actividad con nanoparticulas
biodegradables con anticuerpos monoclonales en su superficie (Penetran
células de Llc-B) como una nueva posibilidad terapéutica (Tesis).

Universidad Nacional de la Plata, La Plata.

Hernandez, R., Fernandez, C y Baptista, M. (2014). Metodologia de la investigacion

sexta edicion. México D.F, México: McGRAW —HILL.

Instituto Regional de Estudios de Sustancias Téxicas. (2021). Toxico (p. 20). Costa
Rica: Universidad Nacional de Costa Rica.
Kuklinski, C. (2003). Farmacognosia: Estudio de las drogas y sustancias

medicamentosas de origen natural (1a. ed., 1a. reimp.). Barcelona: Omega.

Kinnear, C y Taylor, R. (1998). Investigacion de mercados. México. Mc. Graaw Hill.

34


https://doi.org/10.3390/molecules26102926
https://doi.org/10.1016/j.medcli.2011.02.002

Lopez Martinez, C. (2021). Atributos nutricionales, nutracéuticos y citotoxicos de tres
especies de anonaceas: Guandbana (Annona muricata L.), Chirimoya
(Annona cherimola Mill.) y Chincuya (Annona purpurea Moc. et Sess.)
(Tesis). Universidad Autonoma Chapingo, Chapingo.

Lopez Sardi, E., Garcia, B., Larroudé, V., Picicelli, R., Reynoso, C., & Ramirez
Martinez, E. (2016). Uso de Allium Cepa test como indicador de eficacia para
el tratamiento de efluentes. Ciencia Y Tecnologia, 1(16), 81.

https://doi.org/10.18682/cyt.v1i16.558

Martinez Fernéndez, J. (2017). Genotoxicidad in vitro de hojas de Datura stramonium
L. “chamico”. Ayacucho, 2016 (Licenciatura). Universidad Nacional de San

Cristobal de Huamanga.

Martinez-Solis, J., Calzada, F., Barbosa, E., & Gutiérrez-Meza, J. M. (2022).
Antidiabetic and toxicological effects of the tea infusion of summer collection
from Annona Cherimola Miller leaves. Plants, 11(23), 3224.

https://doi.org/10.3390/plants11233224

Méndez Gonzélez, L., Mendoza Gonzales, F., Vértix Félix, K., & Acevedo Aleman, J.
(2013). Metodologia de la investigacion para estudiantes de odontologia (1st
ed., p. 41). Plazay Valdés S. A.de C. V.

Mufioz Solarte, D., & Guerrero Pepinosa, N. (2013). Allium test para evaluar el efecto
citotoxico y genotoxico de extractos naturales en células meristematicas de
Allium cepa. Memorias, 11(19), 84. Retrieved 16 September 2021, from

http://file:///C:/Users/GDATA/Downloads/alliumtestarticulo.pdf.

Nasir, B., Baig, M., Majid, M., Ali, S., Khan, M., Kazmi, S., & Haq, I. (2020).

35


https://doi.org/10.18682/cyt.v1i16.558
https://doi.org/10.3390/plants11233224
http://file/C:/Users/GDATA/Downloads/alliumtestarticulo.pdf

Preclinical anticancer studies on the ethyl acetate leaf extracts of Datura
stramonium and Datura inoxia. BMC Complementary Medicine And

Therapies, 20(1), 1,2. https://doi.org/10.1186/s12906-020-02975-8

Perrone, A., Yousefi, S., Salami, A., Papini, A., & Martinelli, F. (2022). Botanical,
genetic, phytochemical and pharmaceutical aspects of Annona Cherimola
Mill. Scientia Horticulturae, 296(1), 110896.

https://doi.org/10.1016/j.scienta.2022.110896

Ruiz Reyes, S., Venegas Casanova, E., Valdiviezo Campos, J., Ocafia Ventura, J., &
Tadeo Horna, M. (2018). Caracteristicas farmacognosticas y cuantificacion
espectrofotométrica de antocianinas totales del fruto de Prunus serotina subsp.
capuli (Cav.) McVaugh (Rosaceae) “capuli”. Arnaldoa, 25(3), 64,65.

https://doi.org/10.22497/arnaldoa.253.25309

Sharma, M., Dhaliwal, 1., Rana, K., Delta, A., & Kaushik, P. (2021). Phytochemistry,
Pharmacology, and Toxicology of Datura Species—A

Review. Antioxidants, 10(8), 1291. https://doi.org/10.3390/antiox10081291

Thilagavathi, R., Priyankha, S., Kannan, M., Prakash, M., & Selvam, C. (2022).
Compounds from diverse natural origin against triple-negative breast cancer:
A comprehensive review. Chemical Biology & Drug Design, 101(1), 218.

https://doi.org/10.1111/cbdd.14172

Varadharaj, V., & P., A. (2017). Phytochemical and pharmacological potential of
Annona species: A Review. Asian Journal of Pharmaceutical and Clinical

Research, 10(7), 68. https://doi.org/10.22159/ajpcr.2017.v10i7.18073

36


https://doi.org/10.1186/s12906-020-02975-8
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2022.110896
https://doi.org/10.22497/arnaldoa.253.25309
https://doi.org/10.3390/antiox10081291
https://doi.org/10.1111/cbdd.14172
https://doi.org/10.22159/ajpcr.2017.v10i7.18073

Agradecimientos

A Dios por habernos dado las fuerzas para poder lograr este tan apreciado
anhelo.

A nuestros padres por sus consejos y ejemplo de perseverancia durante toda
nuestra vida

A nuestros comparieros y profesores por su apoyo incondicional.

Gracias.

37



12  Anexos
Anexo 1

Autorizacion de la institucién donde se va a realizar la recoleccién de los datos

SOLUCIONES NATURALES
Sol—naT AL NATURAL S.R.L.

JR. JOSE SABOGAL NRO. 313 URB. PALERMO — TRUJILLO
TRUJILLO- LA LIBERTAD
AUTORIZACION DE USO DE AMBIENTES Y EQUIPO

RUC 20601408288 - TELEFONO 360453

En atencidn a la solicitud verbal sobre la prestacién de ambiente y equipos de Laboratorio, por
parte del Srta. LUDI FLORES ALVARADO, identificada con DNI 75818892, con cddigo
1315100080 y la Srta. MERARY CRISTAL HILARIO AVALOS identificada con DNI 46254820,
con codigo 1315200082, alumnas del Programa académico de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
San Pedro, Bachiller en Farmacia y Bioquimica, las cuales para culminar su carrera universitaria debe

desarrollar un trabajo de investigacion que se constituira en su Tesis de Pregrado.

En representacion de la empresa y conociendo que la Universidad san Pedro termind sus
actividades en la ciudad de Trujillo, es nuestra voluntad ceder en forma gratuita nuestro ambiente y
equipo, para que las antes mencionadas sefioritas realicen las actividades pertinentes a su trabajo de
investigacion, bajo la direccion de su asesor el Q.F. Mg. Carlos Esteban Cacha Salazar, dejando
constancia que ellas traeran reactivos y otros insumos que necesiten para el desarrollo de su
investigacion que lleva por titulo “Citotoxicidad del extracto hidroalcoholico de semillas de Annona

cherimola Mill “chirimoya” sobre células apicales de raices de Allium cepa L.”.
Se otorga el presente documento a solicitud de la alumna, para los fines que estime conveniente

Trujillo, 10 de Octubre del 2023

Gerente
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Anexo 2

Ficha de recoleccidn de datos (instrumento)
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS SEMILLAS

DIMENSIONES DE LAS SEMILLAS
SEMILLA | LONGITUD | ALTO | ANCHO

1 16 7 14
2 17 8 12
3 14 8 11
4 15 7 10
5 15 7 12
6 18 9 13
7 17 8 12
8 17 9 11
9 15 7 14
10 16 7 10
11 18 8 11
12 18 9 10
13 16 10 10
14 17 11 15
15 19 9 10
16 18 8 14
17 19 9 13
18 20 7 14
19 18 8 14
20 18 8 10

39



CARACTERES ORGANOLEPTICOS DEL EXTRACTO

Prueba Resultados
Sabor Amargo Amargo Amargo
Color marron marron marron
Olor Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico
Aspecto Transparente | Transparente | Transparente
PRUEBAS FISICAS DEL EXTRACTO
Prueba Resultados
pH 5.84 5.75 5.79
Brix 2.5 2.8 2.3
IR 1.4 1.6 1.5
Solidos solubles 2.1 2.2 2
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Anexo 3

Matriz de consistencia

extracto

hidroalcohdlico de las
semillas de Annona
cherimola Mill
“chirimoya” a
diferentes

concentraciones sobre
el crecimiento en

Problema | Variables Obijetivos Hipdtesis Metodologia
¢ Qué efecto VI: Q%gg\:ﬁ] ignear;eral. Ia El extracto | Tipo de
tendré el ¢==t 2| hidroalcohdlic | Investigacion:

extracto actividad citotéxica -
extracto . . o de semillas .
. . hidroalcoholic del extracto Basica
hidroalcoholico o de semillas | hidroalcohdlico  de de Annona |
de semillas de ; cherimola Mill | Disefio de
de  Annona| las semillas de| . .. » | investigacion:
Annona cherimola Mill | Annona  cherimola | crimoya nvestigacton-
cherimola Mill | .. .. » ) L tiene actividad Cuasi
“chiri » chirimoya Mill “chirimoya” citotoxica uast
chrimoya : sobre las células experimental
sobre las VD1: eristematicas sobre las
células apicales | g ) . células Muestra:
! Efecto radicales de Allium . -
de las raices de | ~itntavi meristematicas | Muyestra
li citotoxico del cepa L. “cebolla”? ical _ J
Allium cepa extracto Objetivos radicales  de | pjolggica 1:
L.? hidroalcoholic ifi Allium cepa L.
: especificos: Frutos
o de semillas | 1 peterminar las maduros de
de  Annona | caracteristicas Annona
cherimola Mill | morfolégicas de las cherimola Mill
chirimoya semillas  de Annona “chirimoya”
cherimola Mill. Muestra
2.Determinar las bich)Ic’) ica -
caracteristicas 9 '
organolépticas del Bulbos de
extracto cebolla
hidroalcohdlico de las (Allium cepa)
semillas de Annona Metodologa:
cherimola Mill. 1 Obtenér
. o semillas de
fisicoquimicas del Annona
e>_<tracto L) cherimola Mill
hidroalcohdlico de las “chirimova’”
semillas de Annona 2 E\ilaluac
cherimola Mill. ién de la
4 Evaluar el efecto del citoxicidad
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longitud de las células
meristematicas
radicales de Allium
cepa L. “cebolla”
5.Evaluar el efecto del
extracto
hidroalcohdlico de las
semillas de Annona
cherimola Mill
“chirimoya” a
diferentes
concentraciones sobre
la divisién celular de
las células
meristematicas
radicales de Allium
cepa L. “cebolla”
6.Analizar los cambios
en la morfologia y la
integridad celular de
las células
meristematicas
radicales de Allium
cepa L. “cebolla”, en
respuesta a la
exposicion al extracto
hidroalcohdlico de las
semillas de Annona

cherimola Mill
“chirimoya” a
diferentes
concentraciones.
7.Comparar los

resultados con un
grupo de control sin
exposicion al extracto
hidroalcohdlico de las
semillas de Annona
cherimola Mill
“chirimoya”.
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Anexo 4

Base de datos

CRECIMIENTO EN LONGITUD DE LAS RAICES

CONTROL

\° RALZ MUESTRA (EXTRACTO) NEGATIVO

219% | 1.059% | 0.5259% | Agua mineral
1 1.8 2.5 3.6 4.8
2 2 2.9 3.6 4.2
3 2.3 2.9 3.6 4,5
4 1.8 2.4 3.3 3.9
5 1.5 2.9 35 4.8
6 1.7 2.4 4 3.9
7 1.9 2.3 3.8 3.2
8 1.7 2.6 4 4.6
9 2 2.5 3.5 4.4
10 15 2.7 3.4 45
11 1.6 2.6 4 4.1
12 1.6 2.6 35 3.7
13 1.8 2.9 3.5 3.8
14 1.9 2.5 3.6 3.7
15 2.1 2.5 3.6 3.8
16 2.5 2.8 3.4 4.5
17 2.2 2.8 3.4 4.4
18 1.8 2.5 4.2 4.3
19 2.3 2.9 3.6 4.2
20 1.9 2.9 3.8 4.3
21 2 2.7 3.9 4.4
22 2.1 2.8 4 3.5
23 2.5 2.8 4.1 3.7
24 2.6 2.7 4 4.8
25 1.6 2.7 3.8 4.8
26 1.8 2.7 3.6 5.1
27 1.8 2.6 3.6 4.6
28 1.6 2.5 3.6 4.1
29 1.9 2.5 3.8 3.8
30 2.1 2.4 3.8 3.7
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CICLO CELULAR DEL GRUPO CONTROL

S;‘:E{; Fase Cantidad
Interfase 902
Anafase 11
Muestral| Metafase 12
Profase 80
Telofase 19
Interfase 915
Anafase 12
Muestra 2| Metafase 15
Profase 75
Telofase 15
Interfase 890
Anafase 13
Muestra 3| Metafase 15
Profase 78
Telofase 16
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CICLO CELULAR DEL GRUPO PROBLEMA 2.1 g%

Grupo
problema Fase Cantidad
(2.1 9%)
Interfase 985
Anafase 1
Muestra 1 | Metafase 3
Profase 15
Telofase 1
Interfase 995
Anafase 2
Muestra 2 | Metafase 7
Profase 17
Telofase 1
Interfase 990
Anafase 1
Muestra 3 | Metafase 5
Profase 18
Telofase 0




CICLO CELULAR DEL GRUPO PROBLEMA 1.05 g%

Grupo

problema Fase Cantidad

(1.05 %)
Interfase 995
Anafase 2

Muestra 1| Metafase 8
Profase 19
Telofase 1
Interfase 998
Anafase 2

Muestra 2| Metafase 8
Profase 20
Telofase 1
Interfase 992
Anafase 2

Muestra 3| Metafase 9
Profase 21
Telofase 1
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CICLO CELULAR DEL GRUPO PROBLEMA 0.525 g%

Grupo

problema Fase Cantidad

(0.525 %)
Interfase 1002
Anafase 10

Muestra 1| Metafase 13
Profase 79
Telofase 2
Interfase 996
Anafase 9

Muestra 2 | Metafase 14
Profase 77
Telofase 2
Interfase 990
Anafase 9

Muestra 3| Metafase 17
Profase 80
Telofase 1
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Anexo 5

Formato de publicacion en Repositorio

@USP

UNIVERSIDAD SAN PEDRO

REPOSITORIO INSTITUCIONAL DIGITAL

FORMULARIO DE AUTORIZACION PARA LA PUBLICACION DE DOCUMENTOS DE INVESTIGACION

‘macion del Autor

Hilario Avalos Merary Cristal 46254820 ’th_l4_02@hotxnail.com

Apellidos y Nombres DNI Correo Electrénico
Tipo de Documento de Investigacion

=
. Trabajo de Suficiencia Profesional - Trabajo Académico . Trabajo de Investigacién

Grado Académico o Titulo Profesional !

| Tl Pfeweml | | il s et I

Titulo del Documento de Investigacion

Citotoxicidad del extracto hidroalcoholico de semillas de Annona cherimola Mill “chirimoya” sobre células
les de raices de Allium cepa L.

!

Programa Académico

Farmacia y Bioquimica

6. Tipo de Acceso al Documento

X | Absero o Piblico * Gaforewrep ics/openAceess) [ [ A=

(*) En caso de restringido sustentar motivo

ido * (mfo: eu-repo’ 3 ictedA ) (%)

A. Onmnginalidad del Archivo Digital

Por el presente dejo constancia que el archivo digital que entrego a 1a Universidad, es la version final del trabajo de mvesngacum sustentado

y aprobado por el Jurado Evaluador y forma parte del proceso que d aob el grado académico o titulo profesi
B. Otorgamiento de una licencia CREATIVE COMMONS 3
El autor, por medio de este documento, autoriza a la Universidad, publicar su trabajo de investigacion en fi digital en el R itorio

Institucional Digital, al cual se podra acceder, preservar y difundir de forma libre y gratuita, de manera integra a todo el documemo 'y

= [ " Lugar " ~ Dia Mes | Ado
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46254820
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Anexo 6

Reporte de similitud

Citotoxicidad del extracto hidroalcoholico de semillas de
Annona cherimola Mill “chirimoya” sobre células apicales de
raices de Allium cepa L.
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