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RESUMEN

Objetivos: Evaluar la actividad citotoxica de la fraccion cloroférmica del extracto metandlico de Piper
aduncum (PAMoCl) y su efecto en el ciclo celular en dos lineas celulares de cancer gastrico: AGS y
KATO III. Materiales y métodos: El efecto citotéxico de PAMoCl se evalud en las lineas celulares: AGS y
KATO IIL Se probaron concentraciones de PAMoCl: 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 y 160 pug/mL. Para evaluar
la viabilidad celular se us6 el reactivo resazurina. En el ensayo de ciclo celular las células fueron tratadas
con 19,62 pg/mL y 39,23 pg/mL de PAMoCl para AGS, asi como 87,49 pg/mL y 160 pg/mL para KATO
III. Después de 24 horas ambas lineas celulares fueron analizadas por citometria de flujo. Resultados:
PAMoCI mostré actividad citotdxica con una inhibicién del crecimiento celular en un 50% (IC,)) de
39,23 ug/mLy 87,49 pg/mL a las 24 horas y un IC_; de 49,47 ug/mL y 64,68 pg/mL a las 48 horas frente
a las lineas celulares AGS y KATO III, respectivamente. Ademads, se observo que PAMoCl tiene efecto
a nivel del ciclo celular: provoca una acumulacién de células en la fase G2/M. Conclusiones: PAMoCl
contiene metabolitos secundarios con actividad citotéxica que tienen efecto en la fase G2/M del ciclo
celular, en dos lineas celulares de cdncer géstrico tanto primario como metastasico. Los resultados de este
estudio permitiran profundizar en la busqueda de principios activos presentes en PAMoCl que tengan
mayor eficacia en la eliminacion de células de céncer géstrico, pero con menor toxicidad en células sanas.

Palabras clave: Céncer Gastrico; Citotoxicidad; Ciclo Celular; Cloroformo; Metdstasis (Fuente: DeCs BIREME).

CYTOTOXIC ACTIVITY OF THE CHLOROFORM
FRACTION OF Piper aduncum AND ITS EFFECT ON THE
CELL CYCLE IN GASTRIC CANCER CELL LINES

ABSTRACT

Objectives: To evaluate the cytotoxic activity of the chloroform fraction of the Piper aduncum methan-
olic extract (PAMoCl) and its effect on the cell cycle in two gastric cancer cell lines: AGS and KATO III.
Materials and methods: The cytotoxic effect of PAMoCl was evaluated in cell lines AGS and KATO III.
The following PAMoCl concentrations were tested, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 and 160 pg/mL. Resazurine
was used to evaluate cell viability. In the cell cycle assay, the cells were treated with 19.62 pg/mL and 39.23
ug/mL of PAMoCl for AGS as well as 87.49 pg/mL and 160 pug/mL for KATO III. After 24 hours both cell
lines were analyzed by flow cytometry. Results: PAMoCl showed cytotoxic activity, inhibiting cell growth
by 50%. It presented a (IC,)) of 39.23 ug/mL and 87.49 ug/mL at 24 hours and a (IC, ) of 49.47 pg/mL
and 64.68 pg/mL at 48 hours against AGS and KATO III cell lines, respectively. In addition, it was ob-
served that PAMoCl has an effect on the cell cycle, it causes an accumulation of cells in the G2/M phase.
Conclusions: PAMoCl contains secondary metabolites with cytotoxic activity that have an effect on the
G2/M phase of the cell cycle, in two gastric cancer cell lines, both primary and metastatic. The results of
this study will allow us to deepen the search for more effective active ingredients found in PAMoCl for
eliminating gastric cancer cells, but with less toxicity for healthy cells.

Keywords: Gastric Cancer, Cytotoxicity, Cell Cycle, Chloroform, Metastasis (Source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

El cancer géstrico es la tercera causa mas comtn de muerte
por céncer en todo el mundo @ y la primera en el Peru .
Por lo general, se detecta en etapas avanzadas donde es casi
imposible aplicar un tratamiento efectivo. Dado que los efec-
tos secundarios de la quimioterapia son muy téxicos, se ha
vuelto urgente buscar nuevas fuentes de medicamentos que
muestren mayor especificidad frente a las células cancerosas,
mayor eficacia y menos efectos secundarios.

Las plantas medicinales se estan estudiando como fuente
de nuevos productos quimioterapéuticos. Hoy en dia, alre-
dedor del 60% de los medicamentos que se utilizan para el
tratamiento del cancer se derivan de fuentes vegetales; por
ejemplo: paclitaxel, obtenido inicialmente de Taxus brevifo-
lia Nutt. @; camptotecina, de Captotheca acuminata “; eto-
pdsido, de especies de Podophyllum ©; vincristina, de Catha-
ranthus roseus ©; y colchicina, de Colchicum autumnale 7.

El género Piper consta de 700 especies que crecen en di-
versas partes del mundo y sus especies tienen varios efectos
positivos en la salud, como en la proteccion gastrointestinal
y hepatica ®. Ademds, muchas especies del género Piper han
demostrado tener citotoxicidad frente a las lineas celulares
de cancer de mama, cancer de cuello uterino, cancer de pros-
tata, cancer de ovario, pancreas, higado, colon entre otras ©.

Se ha reportado que el extracto etanélico de la especie de Pi-
per aduncum mostr6 actividad citotdxica frente a células MCF-
7 (cancer de mama) y NCI-H460 (carcinoma pulmonar) 9.
Sin embargo, atin no se ha informado el efecto de la fraccion
cloroférmica del extracto metandlico de Piper aduncum (PA-
MoCl) en las células de cancer gastrico. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio fue evaluar la actividad citotdxica de la PAMoCl
y su efecto en el ciclo celular en dos lineas celulares de cancer
gastrico: AGS y KATO IIL

MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de la fraccion cloroférmica de Piper
aduncum

Las hojas de Piper aduncum fueron colectadas de la zona
del bajo Kimiri, distrito de la Merced, provincia de Chan-
chamayo, departamento de Junin, en las coordenadas
11°02°16.5”S 75°18’54.0”W. Se colectaron hojas que se en-
contraron de manera silvestre, y de estas una muestra fue
identificada taxonémicamente como Piper aduncum L. por
el museo de historia natural de la Universidad Nacional Ma-
yor de San Marcos. Para la elaboracién del extracto metand-
lico (PAMo) y la fraccién cloroférmica (PAMoCl) de Piper
aduncum, se usaron protocolos estandarizados en el labora-
torio de Quimica y Bioquimica de los Productos Naturales
de la Universidad Cientifica del Sur ®V.
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Motivacién para realizar el estudio: Debido a la alta tasa
de mortalidad del cancer gastrico en el Perti es importante
conocer si nuestra biodiversidad puede albergar metabo-
litos con actividad citot6xica frente a este tipo de cdncer.

Principales hallazgos: Se encontr6é que la fraccién clo-
roférmica de Piper aduncum tiene actividad citotdxica, lo
que causa la detencion en la fase G2/M en dos lineas celu-
lares de cancer géstrico, siendo una de ellas la linea celular
metastdsica.

Implicancias: Debido a que la fraccién cloroférmica tiene
citotoxicidad frente a una linea celular metastasica de cancer
gastrico, la identificacion de los metabolitos responsables de
esta actividad serian importantes para los nuevos tratamien-
tos frente a el cancer géstrico en metdstasis.

Brevemente, las hojas fueron limpiadas y secadas a 40 °C
durante dos dias, posteriormente trituradas y tamizadas con
una malla de 1 mm. Luego se pesaron 70 g de hojas en pol-
vo, se adicionaron 300 mL de metanol y se filtré a través de
un papel filtro Whatman n.° 1. Este procedimiento se repi-
ti6 8 veces, de las cuales las 3 ultimas se sonicaron durante
2 horas. Todo el PAMo fue filtrado usando una membrana
de 0,44 pm. Para obtener la fraccién cloroférmica de Piper
aduncum (PAMoCl), el PAMo se concentr6 a 200 mL y se
sometid a extraccion con cloroformo agregando 300 mL de
cloroformo en un tubo de decantacion de 1 L. Esta operacién
se repitio 8 veces. La PAMoCl se concentr6 a presion redu-
cida con un rotavapor. PAMo y PAMoCl fueron analizados
por cromatografia en capa fina (TLC) usando gel de silice 60
para la fase estacionaria y benceno-acetona 8:1 como fase
movil, se revelé con yodo y luz ultravioleta (UV) 12, Se reali-
zaron ensayos complementarios para identificar grupos qui-
micos tanto para PAMo como para PAMoCl de acuerdo los
protocolos descritos por Lock ¥, Por ultimo, la PAMoCl se
llev6 a una concentracion de 32 mg/mL en dimetilsulféxido
(DMSO) y se almacené a —80 °C para su posterior uso. Los
solventes usados son de grado analitico y se adquirieron de
la empresa Merck.

Cultivo de lineas celulares
Las lineas celulares de cancer gastrico humano AGS (pri-
mario) y KATO III (metastasico) se adquirieron de la
Coleccién Europea de Cultivos Celulares Autenticados
(ECACC 89090402 y 86093004). La linea celular 293T
(ATCC® CRL-3216TM) se obtuvo del laboratorio de Gené-
tica Molecular de la Universidad Cientifica del Sur.

Las células AGS y 293T fueron cultivadas con DMEM-F12
(Biowest) suplementado con suero fetal bovino al 10% y so-
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lucién antibidtica-antimicdtica al 1% (DMEM-F12 comple-
to). Mientras que la linea celular KATO III se cultivé con
medio RPMI (Biowest) suplementado con suero fetal bovino
al 20% y solucién antibidtica-antimicética al 1% (Biowest).
Todas las células fueron incubadas a 37 °C con 5% de CO, y
subcultivadas cuando la confluencia fue del 70-80%.

Ensayo de viabilidad celular

El ensayo de viabilidad celular se realizé como se describié
previamente (%, Las células AGS y 293T fueron contadas
usando una cdmara de Neubauer y se sembraron 5 x 10°
células/pocillo en placas de 96 pocillos. Mientras que las cé-
lulas KATO III se sembraron en una cantidad de 10* células/
pocillo. Todas las células se incubaron durante 12 horas, lue-
go se trataron con 1,25 ug/mL, 2,5 pg/mL, 5 ug/mL, 10 pg/
mL, 20 ug/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mLy 160 pg/mL de PAMoCl,
y nuevamente se incubaron durante 24 y 48 horas. Ademas,
se incluyé un grupo control que tiene el vehiculo (DMSO al
0,5%) pero no el PAMoCl. Para el anlisis de la viabilidad ce-
lular, se afiadieron 20 pL de resazurina (0,15 mg/mL) a cada
pocillo y se incub6 durante 3 horas. Por tltimo, las placas de
96 pocillos fueron leidas con un lector de placas multimodal
Synergy LX (Biotek) por espectrofotometria a las longitudes
de onda de 570 nm y 600 nm. Se realizé el célculo de la con-
centracién de PAMoCl que ocasiona la inhibicion del creci-
miento celular en un 50% (IC_) con respecto al crecimiento
del grupo control.

Observacion de la morfologia celular

Los cambios en la morfologia celular después de la incuba-
cion de las células AGS, KATO III y 293T con PAMoCl fue-
ron observados y fotografiados en un microscopio invertido
de contraste de fases (Nikon Eclipse TI) después de 24 y 48
horas.

Evaluacion del ciclo celular por citometria de
flujo

Para la evaluacion del efecto de PAMOoCl en el ciclo celular
se siguid el protocolo de Darzynkiewicz et al. % con lige-
ras modificaciones. Se sembraron 350 000 y 500 000 célu-
las en placas petri de 100 x 15 mm con medios DMEM-F12
y RPMI, ambos completos de las lineas celulares AGS y
KATO III, respectivamente. Después de 24 horas, el medio
de cultivo fue reemplazado con nuevo medio DMEM-F12 y
RPMI completo que contenian el PAMoCl a las concentra-
ciones de 19,62 y 39,23 ug/mL para las células AGSy 87,49 y
160 pg/mL para las células KATO III; estas concentraciones
se obtuvieron del ensayo de viabilidad celular. Todas las pla-
cas fueron incubadas por 24 horas a 37 °Cy 5% de CO,. Des-
pués de transcurridas 24 horas, las placas fueron lavadas dos
veces con Buffer Fosfato Salino (PBS) 1X y tripsinizadas du-
rante 5 minutos. Las células resuspendidas fueron colectadas
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por centrifugacion y fijadas con etanol frio al 70%. Luego se
incubaron a 4 °C durante 30 minutos y una vez transcurrido
este tiempo, las células fueron teniidas con una solucion de
Yoduro de Propidio (50 pg/mL) y RNasa (100 pg/mL) por
30 minutos adicionales e inmediatamente analizadas en el
citémetro de flujo Guava EasyCyte (Merck).

Analisis de los datos

Los datos de absorbancia obtenidos del ensayo de viabilidad
celular fueron exportados a un archivo de Microsoft Excel
y expresadas en porcentajes con respecto al grupo control.
Para la relacion dosis-respuesta y el calculo de los valores de
IC,; se usé un modelo de regresion no lineal. Las diferen-
cias significativas entre grupos fueron comparados usando
la prueba de ANOVA de una via con la prueba de Tukey,
como prueba post hoc (p < 0,05), usando el programa Gra-
phPad Prism. Los resultados de ciclo celular fueron analiza-
dos usando el programa FCS 7 Express (DeNovo solutions).
Los datos analizados son el resultado de tres experimentos
independientes.

RESULTADOS

La presencia de metabolitos en PAMo y PAMoCl fue eviden-
ciada por TLC (Figura 1) y la identificacién de los grupos
quimicos se detallan en la Tabla 1.

Luz visible UV 366 nm UV 254 nm
o o o
F P ¥ F OF
F F F

PAMOoCL: fraccién cloroférmica del extracto metanélico de Piper aduncum;

PAMo: extracto metandlico de Piper aduncum

Figura 1. Perfil de cromatografia en capa fina del extracto metandlico
de Piper aduncumy de la fraccion cloroférmica del extracto metanélico
de Piper aduncum revelados con yodo (luz visible) y luz UV. Fase movil:
benceno-acetona 8:1. Fase estacionaria: gel de silice 60

| 473



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2020;37(3):471-7.

Citotoxicidad de P. aduncum en cancer gastrico

Tabla 1. Grupos de metabolitos presentes en el extracto metanoélico de
Piper aduncum y en su fraccién cloroférmica

Grupo de metabolito Reaccion PAMo PAMoCl
Fendlicos FeCl3 Positivo Positivo
Flavonoides Shinoda Positivo Positivo
Antocianinas Rosenhein Positivo Positivo
Iriterpenoides y Hebe!man- positivo Positivo

PAMOoCl: fraccién cloroférmica del extracto metanolico de Piper aduncum;
PAMo: extracto metandlico de Piper aduncum

Efecto de la fraccion cloroféormica del extracto
metanolico de Piper aduncum sobre la viabilidad celular
Del ensayo de viabilidad celular se observo actividad citotd-
xica de PAMoCl en todas las lineas celulares evaluadas, ob-
teniéndose los siguientes resultados de IC,  paralas 24 horas:
39,23 ug/mL; 87,49 pg/mL y 74,10 ug/mL y a las 48 horas
49,47 ug/mL; 64,68 ug/mL y 101,8 ug/mL para las lineas ce-
lulares AGS, KATO III y 293T, respectivamente (Figura 2).
Alas 48 horas, se observo que los valores de IC,  de PAMoCl
son significativamente menores para las lineas AGS y KATO
IIT comparados con el de la linea 293T (control de citotoxi-
cidad) con valores de p<0,01 y p<0,05, respectivamente
(Figura 3).

Observacion de la morfologia celular

Se observaron cambios de una manera dependiente de la do-
sis de PAMoCl en la morfologia de las células AGS, KATO
IIT y 293T (Figura 4). En la linea celular AGS, después del
tratamiento de 24 horas con PAMoCl, se observo que a par-
tir de 20 pg/mL las células empezaban a contraerse y otras
a resuspenderse. En concentraciones mayores, 80 ug/mL y

160 pg/mL, se observé mayor cantidad de fragmentos celu-
lares, pocas células resuspendidas y ninguna adherida. A las
48 horas el efecto observado fue similar. En la linea celular
KATO III, se empiezan a observar células muertas (Figura
4) a partir de 80 pg/mL tanto para las 24 y 48 horas. En la
linea celular 293T, después del tratamiento de 24 horas con
PAMOoCl, se observé que a partir de 80 pg/mL las células em-
pezaban a contraerse y a 160 pg/mL se observé mayor canti-
dad de células contraidas y resuspendidas, sin embargo, aun
podian observarse células adheridas a la placa de cultivo. A
las 48 horas el efecto observado fue similar.

Efecto en el ciclo celular

Los resultados mostraron efecto en el ciclo celular sobre las
lineas de cancer gastrico. En las células AGS, el porcentaje de
células en fase G2/M fue 31,8%; 44,1% y 52,7% para las con-
centraciones de 0 ug/mL; 19,62 ug/mLy 39,23 pg/mL de PA-
MoCl, respectivamente (Figura 5 A-C). En las células KATO
II1, el porcentaje de células en fase G2/M fue: 30,9%; 29,3%
y 49,0% para las concentraciones de 0 pg/mL; 87,49 pg/mL
y 160 pug/mL de PAMoCl, respectivamente (Figura 5 D-F).

DISCUSION

Este es el primer estudio reportado en el que se demostré la
actividad citotoxica de PAMoCl y su efecto en el ciclo celular
en dos lineas celulares de cancer géastrico: AGS y KATO III.
Los valores de IC, en este estudio para ambas lineas son
menores con respecto a los valores reportados por Herrera
et al. para el extracto etanolico de P. aduncum en las lineas
celulares MCF-7, HT-29, K-562 y H-460 (9. Es importante
mencionar que los valores de IC, de este estudio para las
lineas AGS y KATO III son significativamente menores que
el de la linea 293T, la cual es una linea de células de rifién

A 293 T B 24h:1C_=74,10 pg/mL B AGS @24h:1C, =39,23 ug/mL. C KATOIII © 24h:IC, =87,49 ug/mL
A 150 R =0,80 150 R =0,92 150 R* =093
< 48h:IC, = 101,8 pug/mL V48 h:IC, = 49,47 pg/mL * 48h:1C, = 64,68 pug/mL
R*=0,70 R*=0,93 o R* =092
1004 100- 100 )
= L *x x
\o_/ o
g
% 50 50+ 50
o
=
=
Z 0 : : : 0 -~ . : : .
= 1 10 100 1000 1 100 1000 10 100 1000

-

Concentracion de PAMoCl (ug/mL )

PAMOoCI: Fraccién cloroférmica del extracto metandlico de Piper aduncum
IC, : Inhibicion del crecimiento celular en un 50%
R?: Coeficiente de determinacion del modelo de regresion no lineal

Figura 2. Efecto de la fraccién cloroférmica del extracto metanolico de Piper aduncum (PAMoCl) en la viabilidad celular. Las lineas celulares 293T, AGS y
KATO III fueron tratadas a diferentes concentraciones de PAMoCl (1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 y 160 pg/mL) durante 24 y 48 horas. Se muestran gréficas de
IC,, que son curvas de viabilidad celular (%) dependientes del log10 de la concentracién de PAMoCl (ug/mL) para cada linea celular. En la parte superior

derecha de cada grafica se muestran los valores de IC,  a las 24 y 48 horas.
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Figura 3. Comparacion de los valores de inhibicion del crecimiento celular
enun 50% (IC, ) para cada linea celular a las (A) 24 horas y (B) 48 horas

humano embrionario y fue usada como control de toxicidad.
Esto demuestra que PAMoCl tiene mayor efecto en células
de cancer gastrico que en las no cancerigenas.

Diversos metabolitos encontrados en las plantas del género
Piper han mostrado tener actividad bioldgica, especialmente
los alcaloides. Por ejemplo, la piperina ha demostrado inhibir el
crecimiento tumoral y la metastasis de células de cancer de pul-
mon 9. La pipernonalina muestra actividad frente a las células
humanas de cincer de prostata 7). Las amidas también pueden
inhibir el crecimiento en lineas celulares cancerosas *.

En este estudio se observo que el PAMoCl tiene un efecto
dependiente de la concentracidén a nivel del ciclo celular, lo

Control 5 ug/mL

AGS

KATO III

293 T

cual provoca la detencién de las células tratadas en la fase
G2/M. Este efecto fue observado tanto en las células AGS
como en KATO III. Estos resultados coinciden con los re-
portados para metabolitos de otras plantas que han demos-
trado tener el mismo efecto en la fase G2/M, entre estos, la
roscovitina (purinas) en cancer de pulmén de células no
pequenas 1, linfoma @ y cancer de mama Y, inhibian la
expresion de las proteinas p53, CDK7, ciclina A, ciclina E y
CDK2; sulforafano (isotiacianatos), a través del aumento de
la expresion de la ciclina B y p21 @?; quercetina (flavonoles)
en células de hepatocarcinoma, mediante la sobreexpresion
de p53, p21 yla disminucion de la expresion de la ciclina D1,
CDK2 y CDK7 ®); y la berberina (alcaloides) en células de
leucemia inhibe la expresion de ciclina B1 y el incremento de
la expresién de Weel @,

Al igual que en este estudio, en el género Piper también exis-
ten varias especies cuyos metabolitos mostraron efecto en la
fase G2/M, entre estos la piperina de P. nigrum y P. longum en
células de osteosarcoma @, flavokawaina de P methysticum 9,
hinokinina de P. cubeba ®”, hidroxichavicol de P, betle ®® y la pi-
perlongumina de P. longum L. mostraron disminucién de la ex-
presion de la ciclina D1 en células AGS @,

En el anilisis fitoquimico se ha detectado la presencia de
cuatro grupos de metabolitos en PAMoCl: grupos fenolicos

PAMoCl

20 pg/mL 80 ug/mL

Figura 4. Efecto de la fraccién cloroférmica del extracto metandlico de Piper aduncum a concentraciones de 5 pg/mL, 20 pg/mL y 80 pg/mL en la
morfologia de las lineas celulares de cancer gastrico AGS, KATO III y de riién humano 293T. También se muestra un grupo control de células sin
tratamiento, pero con el vehiculo (DMSO 0,5%) para cada linea celular. A.T. 100X. Flecha roja: células resuspendidas; flecha azul: células adheridas,

flecha blanca: célula contraidas; y flecha negra: células muertas
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PAMOoCI: Fraccion cloroférmica del extracto metanélico de Piper aduncum

Figura 5. Anélisis de citometria de flujo para el ciclo celular de las lineas celulares de cancer gastrico AGS y KATO III tratadas con la fraccion clo-
roférmica del extracto metanolico de Piper aduncum (PAMoCl). Se muestran histogramas que indican la cantidad de ADN marcado por yoduro de
propidio. Considerandose tres grupos para cada linea celular: A) grupo control con células AGS sin PAMoCl pero con el vehiculo; B) células AGS
tratadas con 19,62 ug/mL de PAMoCl; C) células AGS tratadas con 39,23 ug/mL de PAMoCl; D) grupo control con células KATO III sin tratamiento,
pero si con el vehiculo; E) células KATO III tratadas con 87,49 ug/mL de PAMoCl; F) células KATO III tratadas con 160 pg/mL de PAMoCI. Data
cruda de citometria de flujo (curva negra), G1: Gap 1 (curva roja), S: sintesis (curva azul) y G2/M: Gap 2/mitosis (curva verde), fases del ciclo celular.

y derivados, flavonoides, antocianinas, triterpenoides y este-
roides, por lo que consideramos importante profundizar en
la identificacién de los metabolitos secundarios utilizando
técnicas analiticas, como la cromatografia, la espectrosco-
pia infrarroja, la espectrometria de masas y la resonancia
magnética nuclear que podrian permitirnos dilucidar la es-
tructura quimica de los compuestos activos. Sin embargo,
se debe tener en cuenta que existen limitaciones en este es-
tudio, como el lugar y tiempo de colecta de la muestra, el
método de extraccion, entre otros, los cuales son factores
que pueden generar variabilidad en la cantidad de metaboli-
tos y, en consecuencia, su actividad biologica.

En conclusidn, se afirma que PAMoCl contiene metabo-
litos secundarios con actividad citotoxica que tienen efecto
en el ciclo celular y causan su detencion en la fase G2/M en
dos lineas celulares de cancer gastrico tanto primario como
metastasico. Los resultados de este estudio permitiran profun-
dizar en la bisqueda de principios activos presentes en PA-
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MoCl que tengan mayor eficacia en la eliminacion de células
de céncer géstrico, pero con menor toxicidad en células sanas.
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