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Resumen

Palabras clave

Objetivo: Determinar la actividad citotoxica de Physalis peruviana en las lineas colo-205 (cdancer
de colon) y K562 (leucemia mieloide cronica). Diseno. Estudio experimental. Lugar: Laboratorios
del Departamento de Farmacologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y de la
Facultad de Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Lima, Peri.
Materiales: Lineas colo-205, K562y 3T3 (fibroblastos normales de raton), extractos etandlicos
de hojas y tallos de P. peruviana, y S-fluorouracilo (5-FU). Intervenciones: Las lineas colo-205,
K562y 3T3 (fibroblastos normales de raton) fiteron expuestas a extractos etanolicos de hojas y
tallos de P. peruviana, y 5-fluorouracilo (5-FU) como control positivo. Principales medidas de
resultados: Actividad citotoxica de Physalis peruviana en las lineas colo-205 y K562. Resultados:
Los CI en ug/ml de P. peruviana en hojas y tallos fueron, respectivamente, 1,93 (r=-0,89
p<0,01)y0,84 (r=-0,91 p<0,01), para colo-205, 2,42 (r=-0,98 p<0,005) y 2,1 (r=-0,98, p<0,005),
para K562, 2,67 (r=-0,98 p<0,005) y 4,59 (r=-0,96 p<0,005), para 3T3. Los CI para 5-FU

Sueron: 3,57 (r=-0,96 p<0,005), 15,95 (r=-0,97 p<0,025) y 0,51 (r=-0,88 p=0,01) para colo-

205, K562y 3T3, respectivamente. Los indices de selectividad de extractos de hojas, tallos y de
5-FU fueron, respectivamente, 1,38, 5,46, 0,14 para colo-205y 1,10, 2,18, 0,032, para K562.
Conclusiones: Los extractos etandlicos de hojas y tallos de P. peruviana son mds citotoxicos que
el 5-FU, en las lineas colo-205 y K562. Ademas, son menos citotoxicos enrelacion al 5-FU en la
linea 3T3.

Physalis peruviana; citotoxicidad celular anticuerpo-dependiente; citotoxicidad inmunologica,
neoplasias del colon.

Citotoxic effect of Physalis peruviana (capuli) in
colon cancer and chronic myeloid leukemia

Abstract

Objective: To determine Physalis peruviana cytotoxic activity in
the colo-205 (colon cancer) and K562 (chronic mieloid leukemia)
cell lines. Design: Experimental studly. Setting: San Marcos Major
National University Pharmacology Department and Cayetano
Heredia Peruvian University Sciences and Phylosophy Faculty
laboratories. Materials: The lines colo-205, K562 and 373 cell
lines, P. peruviana ethanolic leave and stem extracts, and 5-FU.
Interventions: Colo-205, K562 and 3T3 (normal mouse
fibroblasts) cell lines were exposed to P. peruviana ethanolic leave

! Estudiantes de la Escuela Académico Profesional de Medicina Humana.
Facultad de Medicina, UNMSM. Lima, Peru.

2 Docente del Laboratorio de Virologia. Facultad de Ciencias y Filosofia,
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Lima, Perd.

and stem extracts, and 5-FU was used as positive control. Main
outcome measures: Physalis peruviana cytotoxic activity in the
colo-205 and K562 cell lines. Results: The leaves and stems
Physalis peruviana IC  in ug/mlin the colo-205 and K562 cell
lines was respectively 1,93 (r=-0,89 p<0,01) and 0,84 (r=-0,91
p<0,01) for colo-205, 2,42 (r=-0,98 p<0,005) and 2,1 (r=-0.98,
p<0.005) for K562, and 2,67 (r=-0,98 p<0,005) and 4,59 (r=-
0,96 p<0,005) for 313. The 5-FUIC ,was 3,57 (r=-0,96 p<0,005),
15,95 (r=-0,97 p<0,025), and 0,51 (r=-0,88 p =0,01) for colo-
205, K562 and 3T3 respectively. The leaves and stems extracts
and of 5-FU selectivity index were respectively 1,38, 5,46, 0,14
Jorcolo-205 and 1,10, 2,18, 0,032 for K562. Conclusions: The P
peruviana leaves and steams ethanolic extracts were more
cytotoxic than 5-FU in the colo-205 and K562 cell lines.
Furthermore the P. peruviana cytotoxic effects were less than 5-
FU for 373 cells.

Key words: Physalis peruviana; antibody-dependent cell
citotoxicity, citotoxicity immunologic,; colonic neoplasms.
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INTRODUCCION

Las plantas son valiosas fuentes para la
obtencién de nuevas drogas antineoplasicas,
como vinblastina y paclitaxel, que derivan
de los principios activos de Catharanthus
roseus y Taxus brevifolia, respectivamente

QF

La medicina tradicional peruana posee
numerosas plantas con propiedades -en su
mayoria- no estudiadas cientificamente. Una
de estas es Physalis peruviana, que es usa-
da empiricamente para tratar el cancer y
otras enfermedades, como hepatitis, asma,
malaria y dermatitis (*). P. peruviana es ori-
ginaria del Pertu, donde es conocido como
capuli y aguaymanto, perteneciente a la fa-
milia Solanaceae. Ademas, crece en Chile
y Colombia como planta silvestre y semi-
silvestre, entre los 1 500 a 3 000 msnm. Es
una planta perenne y arbustiva que normal-
mente crece hasta una altura de 1 a 1,5m y
su fruto globoso es una baya que contiene
de 100 a 300 semillas (3).

Un estudio previo mostré que el extracto
etandlico de tallos de P. peruviana posee
gran actividad citotéxica frente a las célu-
las Hep G2 (hepatoma humano) (*). Otro
estudio tuvo como resultado que P.
peruviana induce apoptosis en la linea ce-
lular Hep G2 (5).

En este ensayo, nuestro objetivo fue de-
terminar la actividad citotéxica del extrac-
to etandlico de las hojas y tallos de P.
peruviana en cultivos de las lineas celula-
res colo-205 (adenocarcinoma de colon hu-
mano) y K562 (leucemia mieloide crénica).

MATERIALES Y METODOS

Es un estudio experimental realizado en
los laboratorios del Departamento de
Farmacologia de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM) y de la
Facultad de Ciencias y Filosofia de la Uni-

284 An Fac Med Lima 2006; 67(4)

versidad Peruana Heredia

(UPCH).

Cayetano

La unidad de investigacién fue cada cé-
lula perteneciente a las lineas celulares colo-
205, K562 y 3T3 (fibroblastos normales de
raton). El material biol6égico utilizado fue-
ron hojas y tallos frescos de P. peruviana,
proporcionados por el Museo de Historia
Natural de la UNMSM, lineas celulares del
American Type Culture Collection (ATCC):
colo 205 (adenocarcinoma de colon huma-
no) proporcionada por el Centro Nacional
de Investigaciones Oncol6gicas de Espafia
(Madrid, Espana); K562 (leucemia mieloide
cronica) y 3T3 (embryonic albino swiss
mouse fibroblast cells) proporcionadas por
el Laboratorio de Virologia de la Facultad
de Ciencias y Filosofia de la UPCH (Lima,
Peru).

Para la preparacioén de los extractos, se
desecd 500 gramos de hojas y tallos de P.
peruviana, respectivamente, a una tempe-
ratura de 40 °C por 3 dias; luego, fueron
pulverizados con un molino eléctrico. La
sustancia obtenida fue introducida en un
matraz conteniendo 1 000 mL de etanol al
95%, por un periodo de 4 dias. Posterior-
mente, se filtr6 el macerado, utilizando para
ello papel de porosidad media y se sometid
a una temperatura de 40 °C, para volatili-
zar el alcohol, obteniéndose finalmente los
extractos etandlicos de hojas y tallos.

Las lineas colo-205 y K562 fueron culti-
vadas y mantenidas en crecimiento
logaritmico en el medio de cultivo RPMI
1640, suplementado con 7,5% de suero
bovino fetal y 50 pug/mL de gentamicina.
La linea 3T3 fue cultivada y mantenida en
crecimiento logaritmico en el medio de cul-
tivo DMEM (Dulbecco modified Eagle
medium) suplementado con 10% de suero
bovino fetal y 50 pg/mL de gentamicina.
Las tres lineas fueron mantenidas a una tem-
peratura de 37° C, en un ambiente hime-
do, con 95% de aire y 5% de CO,.
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Para resuspender cada linea celular, se
lavé la monocapa de células con 3 x 4 mL
de la soluci6én de Hanks sin Ca-Mg; luego,
se agregd 1 mL de la solucién de tripsina-
EDTA, que después de 10 segundos fue
eliminada. Se incub¢6 el frasco invertido por
8 minutos a 37 °C, al término de los cuales
los cultivos fueron resuspendidos en 2 mL
de cada medio de cultivo. En el caso de la
linea K562 no se utiliz6 este método, por-
que las células crecen en suspension

Luego, se contd las células usando un
hemocitémetro. Cada pozo de una placa de
96 pozos recibié 160 uLL de medio conte-
niendo el nimero de células que se especi-
fica en la Tabla 1.

Tabla 1. Numero y concentracion de células por pozo.

Linea celular N°de células/pozo N°de células/38 mL
Colo-205 2500 593750
K562 3000 712500
3T3 3500 831250

Para el ensayo de la actividad antitumoral
se utilizé una placa O (control), asigniando-
se 6 pozos para cada linea celular y una
placa 1 (experimental) con 18 pozos para
cada linea celular. En cada pozo de ambas
placas se colocdé 160 pL de medio de culti-
vo conteniendo las células. Se incub6 a 37
°C en una atmoésfera hiumeda de 5% de CO,
y 95% de aire, por 24 h. A la placa O se le
afiadi6é acido tricloroacético (TCA), para
fijar las células y cuantificarlas luego, en
tiempo cero. A la placa 1 se le agregd las
diferentes diluciones de los extractos y de
5-FU, que se muestra en la Tabla 2.

Para las diluciones de extracto, se mez-
cl6o 20 mg de extracto + 100 pL de etanol
al 100% y fue centrifugado a 12 000 RPM,
por 10 minutos. El sobrenadante fue el stock
de 20 mg/100 puLL y de este 8,5 uL fueron
diluidos en 680 uL. de medio; luego, se hizo
diluciones sucesivas de 1:4. La concentra-

Tabla 2. Diluciones de extracto de hojas y tallos de
P. peruviana 'y de 5-FU.

Diluciones Physalis peruviana ~ Control positivo
(ug/mL) Hojas Tallos 5-FU
1 125 125 62,5
2 31,3 31,3 15,63
3 7.8 7.8 3,91
4 2,0 2,0 0,98
5 0,5 0,5 0,24
6 0,1 0,1 0,06

cién inicial que se usd fue 0,125 mg/mL.
Para el 5-FU, la concentracion inicial fue
62,5 pg/mL y luego se hizo diluciones su-
cesivas de 1:4.

La placa 1 fue incubada por 48 horas
adicionales. Luego, a cada pozo se le agre-
g6 TCA frio y se incubd a 4 °C por 1 hora.

Para determinar el nimero de células, se
emple6 el método del bioensayo de
citotoxicidad con sulforodamina B (SRB)
(°). Para la linea K562, se utiliz6 conteo
directo, mediante el contador Coulter.

Fueron respetadas las medidas de
bioseguridad de trabajo con material biol6-
gico.

Para todas las lineas se hall6 los porcen-
tajes de crecimiento en 48 horas, en fun-
cién a las 6 diluciones (Tabla 2). La con-
centracion inhibitoria de crecimiento 50
(CIL,,) se hall6 mediante el analisis de re-
gresién linear (ecuacién de la recta:
y=mx+b). Luego, se determiné los coefi-
cientes de correlacion de Pearson (r), que
nos indican la relacién dosis-respuesta en-
tre las concentraciones y el porcentaje de
crecimiento. Finalmente, se precisé la re-
lacion CI,, (linea control) / CI,, (linea
tumoral), que indica el indice de selectivi-
dad de la sustancia en la linea tumoral, sien-
do >1 cuando la citotoxicidad para las cé-
lulas tumorales supera a la citotoxicidad en
las células normales. Para todos los anili-
sis, se utilizé Microsoft Office Excel 2003.
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RESULTADOS

En la linea colo-205 los porcentajes de
crecimiento variaron de -13,2 a 108,2. Las
menores concentraciones de los extractos
de tallos y hojas mostraron un crecimiento
similar al del control sin extracto, mientras
que las mayores concentraciones no solo
inhibieron el crecimiento sino que destru-
yeron las células inoculadas (Figura 1).
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Figura 1. Curva de crecimiento de la linea tumoral colo-205.

Respecto a la linea K562, los porcenta-
jes de crecimiento fueron de -11,91 hasta
87,36. El comportamiento de ambos extrac-
tos fue muy similar entre si, observandose,
también, una mayor capacidad de inhibir el
crecimiento tumoral, en comparacién al 5-
FU (Figura 2).
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Figura 2. Curva de crecimiento de la linea tumoral K562.
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La curva descrita por el 5-FU en las cé-
lulas 3T3 muestra una mayor citotoxicidad.
La Figura 3 muestra claramente que, a ba-
jas concentraciones el 5-FU fue mas téxico
que los extractos. Sin embargo, las mayo-
res concentraciones de tallos y hojas fue-
ron muy tdéxicas, por lo que encontramos
porcentajes de crecimiento negativos -29,2
y -27,8, respectivamente.

El grado de correlacidon de la relacién
dosis respuesta fue evaluado mediante el
coeficiente de Pearson; los valores varia-
ron entre -0,88 y -0,98, en todos los casos
p < 0,01 (Tabla 3).

Tabla 3. Coeficiente de correlacion de Pearson (1),
valor p en todas las lineas celulares.

Lineas celulares
Coeficiente de Pearson (1) valor p
Colo-205 K562 3T3  Colo-205 K562 3T3
Hojas -0,89 -0,98 -098  p<0,01 p<0,005 p<0,005
Tallos -0,91 -098 -0,96  p<0,01 p<0,005 p<0,005
5-FU  -0,96 -0,97 -0,88  p<0,005 p<0,05 p=0,01

En general, los extractos etandlicos de
hojas y tallos mostraron un CI,; menor que
el CIL,, del 5-FU. Los CI,, de los extractos
variaron entre 0,84 y 2,42 ug/mL, pero en
todos los casos para las lineas tumorales
fueron menores que las concentraciones de
5-FU. Sin embargo, fueron mayores en
comparacion al CI,, del 5-FU para la linea
3T3 (Figura 4).

Los indices de selectividad de los extrac-
tos superaron ampliamente la unidad, entre
1,1 y 5,46; contrariamente, el 5-FU solo
alcanzé un valor indice de 0,14 (Figura 5).

DISCUSION

Los resultados en este bioensayo mues-
tran que la actividad antitumoral de P.
peruviana frente a las lineas colo-205 y
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Figura 3. Curva de crecimiento de la linea no tumoral 3T3.

K562 es mayor a la actividad mostrada por
el 5-fluorouracilo. Ademas, la citotoxicidad
frente a las células 3T3 fue mucho menor.

Los productos naturales, como fuente de
agentes quimioterdpicos, han sido una al-
ternativa, hasta ahora alentadora; tal es el
caso de la vinblastina y paclitaxel, que de-
rivan de Catharanthus roseus y Taxus
brevifolia, respectivamente (!). Durante las
ualtimas décadas, el enfoque sobre la induc-
cién de apoptosis de nuevas sustancias ha
tomado gran interés en la comunidad cien-
tifica; muchos autores han demostrado esta
propiedad en distintas plantas (7%).

El presente estudio demostré que el ex-
tracto etandlico de hojas y tallos de P.
peruviana tiene capacidad de inhibir el por-
centaje de crecimiento celular tumoral, su-
giriendo la presencia de compuestos
bioactivos, posiblemente como los encon-
trados por Chiang y col que, al fraccionar
el extracto etandlico de Physalis angulata,
aislaron physalinas con actividad citotoxica
in Vitro (°).

Nuestros resultados muestran que los
extractos etandlicos de P. peruviana no pro-
ducen citotoxicidad marcada en células no
tumorales. Los altos indices de selectivi-
dad (1,38 y 5,46) sugieren que el efecto es
mayor para células neopléasicas.

Tsai Ch y col. aislaron cardiotoxina III
de la planta Naja naja atra venom y descri-
bieron su actividad citotéxica en colo-205,
hallando un CI,, de 4 mg/mL ('°); nosotros,
en cambio, obtuvimos valores de CI,, mu-
cho menores (0,84 y 1,93 pg/mL). Por tan-
to, los extractos de hojas y tallos de P.
peruviana pueden inhibir el crecimiento de
células tumorales a menores concentracio-
nes que la cardiotoxina III, que es un com-
puesto puro.

El 5-FU es la droga de eleccién en el tra-
tamiento del cancer de colon (!!"!3). Aun asi,
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Figura 4. Concentracion inhibitoria de crecimiento 50 (CI, )
de los extractos de P. peruviana 'y de 5-FU.

Figura 5. Indices de selectividad de los extractos de
P. peruviana'y de 5-FU.
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el CI,, que encontramos fue de 3,57 ug/mL,
que es mayor al CI,, de hojas 1,93 ug/mL y
de tallos 0,84 pg/mL, significando de esta
manera que la actividad antitumoral de P.
peruviana es mayor que la del 5-FU. Igual-
mente, el indice de selectividad de los ex-
tractos supera ampliamente a la cifra de 0,14
registrada por el 5-FU.

En China, Gaoa X y col. comunicaron
que el extracto etandlico de Goldfussia
psilostachys inhibe el crecimiento tumoral
de K562, con un CI,, de 0,5 pg/mL ('*).
Nuestros resultados muestran que P.
peruviana tiene actividad antitumoral en esta
misma linea, con CI, de 2,42 y 2,1 pug/mL
en hojas y tallos, respectivamente; es de-
cir, presenta una toxicidad ligeramente me-
nor a la descrita para G. psilostachys. Otros
autores han descrito que el extracto
etandlico de Hypericum perforatum posee
actividad antitumoral dosis dependiente en
los cultivos de K562 ('%). De la misma ma-
nera, los extractos etandlicos, tanto de ho-
jas como tallos de P. peruviana, presenta-
ron esa misma caracteristica dosis-
depediente casi perfecta, con un coeficien-
te de Pearson (r) de -0,98 (p<0,005). P.
peruviana también muestra una mejor acti-
vidad antitumoral comparada con el 5-FU,
al que supera ampliamente (Figura 2). Con
estos resultados, seria interesante probar los
extractos de P. peruviana y compararlos con
la hidroxiurea, que es un quimioterapico
de eleccién en el tratamiento de leucemia
mieloide crénica ('°), aunque la terapia ac-
tual sea con interferén (!7), transplante de
médula 6sea ('¥1°) y ultimamente mediante
inhibidores de tirosinaquinasa (?°?%). Sin
embargo, el transplante de médula Gsea es
inaccesible a muchos pacientes y los
inhibidores de tirosinaquinasa pueden fa-
llar debido al desarrollo de resistencia (?*).
Por tanto, resulta necesaria la busqueda de
otras sustancias con propiedades
antitumorales, como P. peruviana, que
muestra tener compuestos bioactivos que
necesitan mayor investigacion.
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Analizando las actividades de las hojas
y tallos, se puede observar que la actividad
de los tallos es ligeramente mas citotoxica
para las células tumorales y respeta en ma-
yor medida a las células normales 3T3. Esto
implicaria la existencia de compuestos di-
ferentes en las hojas y tallos de esta planta.
Al parecer, los compuestos de los tallos ten-
drian un mejor perfil farmacolégico.

En este estudio preliminar, P. peruviana
muestra ser una planta con mucho poten-
cial para estudios de mayor complejidad en
la bisqueda de nuevas sustancias activas,
como las physalinas halladas en P. angulata
(°), con buena actividad antineoplasica y
un rango de seguridad importante.

En conclusion, los CI,, de los extractos
etandlicos de hojas y tallos de P. peruviana
resultaron ser menores para colo-205 y K562
en relaciéon al 5-FU, significando que P.
peruviana tuvo mayor actividad citotéxica
que el 5-FU. Por otro lado, los CI,, de los
extractos de hojas y tallos de P. peruviana
resultaron mayores para 3T3 que el CI, del
5-FU, significando que la citotoxicidad de
P. peruviana es menor en las células nor-
males, con relacién al 5-FU. La citoto-
xicidad de los extractos fue dosis-depen-
diente, con coeficientes de Pearson altamen-
te significativos.

La actividad citotéxica del extracto de
tallos fue ligeramente superior al de las ho-
jas para las células tumorales y menor para
las células normales. Finalmente, resaltan
los indices de selectividad superiores a la
unidad, en el caso de los extractos, con-
trario a los bajos indices en el caso del 5-
FU.
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