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RESUMEN

Introduccion: Diversos productos naturales del género Annona han
sido utilizados en el tratamiento del cancer. Annona cherimola posee
diversos compuestos puros de sus semillas y tallos que han demostrado
actividad antitumoral frente a células de carcinoma nasofaringeo.
Objetivo: Determinar el efecto citotoxico del extracto etandlico de semillas
de Annona cherimola en las lineas celulares MCF-7(adenocarcinoma
de mama humano), ME-180(carcinoma epidermoide de cervix), K562
(leucemia mieloide cronica) y 3T3 (fibroblastos normales de raton).
Materiales y métodos: Las lineas MCF-7, ME-180, K562 y 3T3, fueron
expuestas a cuatro concentraciones del extracto etandlico de semillas
de Annona cherimola (0,125, 0,031, 0,008, 0,002mg/mL), asimismo a
diferentes concentraciones de 5-fluorouracilo (5-FU) (0,01563, 0,00391,
0,00098, 0,00024mg/mL) y Cisplatino (0,00250, 0,00063, 0,00016,
0,00004mg/mL) como controles positivos. Se hallaron los porcentajes de
crecimiento en 48 horas. Luego se determiné la concentracion inhibitoria de
crecimiento 50 (CI,;) mediante correlacion lineal, asimismo se obtuvieron
los coeficientes de determinacion r? utilizando Microsoft Office Excel
2007. Finalmente se preciso el Indice de Selectividad de cada muestra.
Resultados: Los CI; en pg/mL del extracto etandlico de semillas de
Annona cherimola fueron 9,4(r> =0,96) para MCF-7; 6,6(r> =0.99) para
ME-180; 2,2(r* =0,96) para K562 y 29,5(r> =0,98) para 3T3. Los CI, de
5-FU fueron 3,4(r>=0,95) para MCF-7; 3,8(r> =0,96) para K562 y 0,2(r?
=0,98) para 3T3 y los CI,; del Cisplatino fueron 12,1(r* =0,96) para
MCF-7; 0.1(r? =0,96) para K562 y 0,3(r* =0,99) para 3T3. La relacion
dosis respuesta del extracto para la linea celular 3T3 fue de -0,98 (p<0.05)
y para una linea celular tumoral K562 fue de -0,98 (p<0,05). Los indices
de selectividad del extracto fueron de 2,17, 6,07 y 2,39 para las lineas
celulares MCF-7, K562 y ME-180 respectivamente. Por el contrario, el
5-FU y Cisplatino, solo alcanzaron valores indices de 0,07 y 0,06; 0,02
y 2,25 para las lineas MCF-7 y K562 respectivamente.

Conclusiones: El perfil citotoxico del extracto etanolico de las semillas
de Annona cherimola es muy alentador por su alta citotoxicidad
para células tumorales y su baja toxicidad para las células normales;
superando en cuanto a indice de selectividad a los farmacos ampliamente
conocidos como el 5-FU y el cisplatino.

Palabras clave: Annona cherimola, efecto citotoxico, cancer, planta
medicinal.

ABSTRACT

Introduction: Diverse natural products of the Annona genus has been
used in the treatment of the cancer. Annona cherimola has diverse pure
compounds of its seeds and stems that have demonstrated antitumor
activity against nasopharyngeal carcinoma.

Objective: To determine the cytotoxic effect of the Annona cherimola
seed extract on the cell lines MCF-7 (Human breast adenocarcinoma),
ME-180(epidermal carcinoma of the cervix), K562 (chronic myeloid
leukemia) and 3T3 (normal mouse fibroblasts).

Materials and methods: The lines MCF-7, ME-180, K 562 and 373,
were exposed to four concentrations of the Annona cherimola seed
ethanolic extract (0.125, 0.031, 0.008, 0.002mg/mL), also to different
concentrations of S-fluorouracil (5-FU) (0.01563, 0.00391, 0.00098,
0.00024mg/mL) and Cisplatin (0.00250, 0.00063, 0.00016, 0.00004mg/
mL) which were used as a positive controls. Percentage growth was
assessed after 48 hours. The growth inhibitory concentration 50 (CI_)
was determined using linear regression analysis; also we obtained
the coefficients of determination v’ using Microsoft Office Excel 2007.
Finally the Selectivity Index of each sample was determined.

Results: The CI,, in ug/mL of the Annona cherimola seed ethanolic
extracts were 9.4(r> = 0.96) for MCF-7; 6.6(r* = 0.99) for ME-180; 2.2
(= 0.96) for K562 and 29.5( = 0.98) for 3T3. The CI, of 5-FU were
3.4(r* = 0.95) for MCF-7; 3.8(r* = 0.96) for K562 and 0.2(r* =0.98)
Jor 3T3 and the CI,, of Cisplatin were 12.1(r* = 0.96) for MCF-7;
0.1(r = 0.96) for K562 and 0.3(1 = 0.99) for 3T3. The dose-response
relationship of the extract to the 3T3 cell line was -0.98 (p<0.05) and
for the K562 tumor cell line was -0.98 (p<0.05). The extract selectivity
index were 2.17, 6.07 and 2.39 for the MCF-7, K562 and ME-180
cell lines, respectively, On the contrary, the 5-FU and Cisplatin, only
reached values of 0.07 and 0.06, 0.02 and 2.25 for the lines MCF-7 and
K562 respectively.

Conclusions: The cytotoxic profile of the Annona cherimola seed
etanolic extract is very encouraging by its high citotoxicity against
tumor cells and low citotoxicity against normal cells; surpassing, drugs
widely known like 5-FU and Cisplatin in selectivity index.

Key words: Annona cherimola, cytotoxic effect, cancer, medicinal
plant.

INTRODUCCION

La Anonna cherimola es un arbol tropical originario del
Pert y Ecuador, que es usado en la medicina tradicional
como insecticida y antiparasitario'. Tiene un fruto
conocido en nuestro medio como “chirimoya” habiendo
sido cultivado desde los tiempos de los incas?.
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Se ha reportado que la Annona cherimola posee diversos
compuestos naturales de interés bioldgico tales como
alcaloides y acetogeninas*!'. Compuestos aislados de las
semillas de la Annona cherimola como las acetogeninas: cis-
annonacin y (2,4)-cis-y trans-isoannonacinas, han mostrado
citotoxicidad frente a las lineas tumorales humanas A-549
(carcinoma de pulmoén), MCF-7 (carcinoma de mama),
HT-29 (adenocarcinoma de colon), A498 (carcinoma
renal), PC-3 (adenocarcinoma de prostata), MIA PaCa-2
(carcinoma de pancreas), con una notable selectividad a
ésta Ultima linea con una potencia 1 000 veces superior
a la adriamicina'. En otro estudio publicado dos afios
después aislaron dos acetogeninas mas: Annomolin con
una potencia de citoxicidad 10 000 veces superior que
la adriamicina sobre la linea PC-3 y Annocherimolin que
mostré una citotoxicidad 10 000 veces superior que la
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adriamicina para las lineas MCF-7 y HT-29"3. Tres afios
después se aislo el compuesto cherimolaciclopeptido C, el
cual mostr6 citotoxicidad significativa contra las células
tumorales KB (carcinoma nasofaringeo)'. Asimismo, un
afio después se aisld el compuesto cherimolaciclopeptido
D, donde se evalué su citotoxicidad frente a las células
KB; sin embargo los resultados no fueron publicados".
Recientemente se aislaron cherimolaciclopeptido E y
cherimolaciclopeptido F con una citotoxicidad significativa
contra la linea tumoral KB'®.

Dentro de los esquemas de quimioterapia actuales para
el tratamiento del cancer de mama avanzado, cérvix y
leucemia mieloide cronica se emplean drogas como el
cisplatino y el 5-fluorouracilo, medicamentos que poseen
diversos efectos adversos, lo que incentiva a la busqueda
de nuevas fuentes de drogas mas seguras 720,

No hay estudios donde se evalte la citoxicidad de las
semillas de Annona cherimola en las lineas celulares
ME-180 (carcinoma epidermoide de cervix), K562
(leucemia mieloide cronica) y 3T3 (fibroblastos normales
de raton), asimismo que comparen este efecto con
antineoplasicos como 5-fluorouracilo y cisplatino.

En nuestro estudio evaluamos la citotoxicidad de las
semillas de Annona cherimola en lineas tumorales de
cancer de mama y cérvix, debido a que éstas son las
neoplasias ginecoldgicas de mayor prevalencia en el
Pert?!; asimismo en la leucemia mieloide crénica, tomando
ademas como control una linea celular normal que viene
aser la 3T3.

MATERIALES Y METODOS

Es un estudio experimental realizado en los Laboratorios
del Departamento de Farmacologia de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM) vy los
Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID) de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).

La unidad de investigacion fue cada célula perteneciente
a las lineas celulares ME180, MCF-7, K562 y 3T3. El
material bioldgico utilizado fueron semillas de Annona
cherimola, proporcionados por el Museo de Historia
Natural de la UNMSM, lineas celulares del American
Type Culture Collection (ATCC): ME180, MCF-7
(adenocarcinoma de mama humano), K562 y 3T3;
proporcionadas por el Laboratorio de Biologia Celular y
Virologia de los LID - UPCH (Lima, Pert).

Para la preparacion de los extractos, se desecod 500
gramos de semillas de 4. cherimola a una temperatura
de 40 °C por 3 dias; luego fue pulverizada 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. Posteriormente, se filtro el macerado,
utilizando para ello papel de porosidad media y se sometio
a una temperatura de 40 °C para volatilizar el alcohol,
obteniéndose finalmente el extracto etandlico de semillas
de Annona cherimola.
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Las lineas MCF-7 y K562 fueron cultivadas y mantenidas
en crecimiento logaritmico en el medio de cultivo RPMI
1640, suplementado con 7,5% de suero bovino fetal y
50 pg/mL de gentamicina. La linea 3T3 fue cultivada
y mantenida en crecimiento logaritmico en el medio
de cultivo DMEM (Dulbecco modified Eagle medium)
suplementado con 10% de suero bovino fetal y 50 pg/mL
de gentamicina y la linea celular ME-180 en el medio de
cultivo MEM (Minimum Essential Medium). Las cuatro
lineas fueron mantenidas a una temperatura de 37° C, en
un ambiente humedo, con 95% de aire y 5% de CO?.

Para resuspender cada linea celular, se lavo la monocapa de
células con 3 x 4 mL de la solucion de Hanks sin Ca-Mg;
luego, se agregd 1 mL de la solucion de tripsina-EDTA,
que después de 10 segundos fue eliminada. Se incubo 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, porque las células crecen en suspension.

Luego, se conto las células usando un hemocitometro.
Cada pozo de una placa de 96 pozos recibié 160 uL de
medio conteniendo el numero de células que se especifica
en la Tabla 1.

Tabla 1. Nimero y concentracion de células por pozo

Linea celular N° de células/pozo N° de
células/38 mL
ME-180* 3500 831250
MCF-7° 5000 1187 500
K-562° 3000 712 500

a Carcinoma epidermoide de cérvix
b Adenocarcinoma de mama
¢ Leucemia mieloide cronica

Para el ensayo de la actividad antitumoral se utilizé una
placa 0 (control), asignandose 4 pozos para cada linea
celular y una placa 1 (experimental) con 12 pozos para
cada linea celular. En cada pozo de ambas placas se coloco
160 uL de medio de cultivo conteniendo las células. Se
incubd a 37 °C en una atmosfera himeda de 5% de CO2
y 95% de aire, por 24 h. A la placa 0 se le afiadi6 4cido
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, de cisplatino y de
5-FU, que se muestra en la Tabla 2.

Para las diluciones de extracto, se mezcldo 20 mg de
extracto + 100 mL de etanol al 100% y fue centrifugado
a 12 000 RPM, por 10 minutos. El sobrenadante fue el
stock de 20 mg/100 mL y de este 8,5 mL fueron diluidos
en 340 mL de medio, con diluciones sucesivas de 1:4. La
concentracion inicial que se usé fue 15,63 ug/mL para el
5-FU, 2,5 ug/mL para el Cisplatino y 125 ug/mL para el
extracto.
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Tabla 2. Diluciones de extracto de semillas

Control Positivo

Annona
Diluciones Cherimola 5 Fluoruracilo  Cisplatino
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
1 0,125 0,01563 0,00250
2 0,031 0,00391 0,00063
3 0,008 0,00098 0,00016
4 0,002 0,00024 0,00004

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

Para determinar el nimero de células de las lineas ME 180,
MCF-7 y 3T3 se empled el método del bioensayo de
citotoxicidad con sulforodamina B (SRB)*. Para la linea
K562, se utilizd conteo directo, mediante el contador
Coulter. Fueron respetadas las medidas de bioseguridad
de trabajo con material biologico. Para todas las lineas
se hallo los porcentajes de crecimiento en 48 horas, en
funcion a las 4 diluciones (Tabla 2). La concentracion
inhibitoria de crecimiento 50 (CI,)) se hall6 mediante
el analisis de regresion lineal (ecuacion de la recta:
y=mx+b). Finalmente, se preciso la relacion CI (linea
control) / CI,, (linea tumoral), que indica el indice de
selectividad de la sustancia en la linea tumoral, siendo >1
cuando la citotoxicidad para las células tumorales supera
a la citotoxicidad en las células normales. Para todos los
analisis, se utilizé6 Microsoft Office Excel 2007.

RESULTADOS

Enlalinea ME180 los porcentajes de crecimiento variaron
de-13,0a60,1. Las menores concentraciones del extracto
de semillas mostraron un crecimiento similar al del control
sin extracto, mientras que las mayores concentraciones no
solo inhibieron el crecimiento sino que destruyeron las
células inoculadas (Figura 1).
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Figura 1. Curva de crecimiento de la linea tumoral
ME180
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Los porcentajes de crecimiento para la linea celular
MCF-7, expuesta al extracto, fueron de -45,5 hasta 67,3.
El comportamiento del extracto también mostrd, una
mayor capacidad de inhibir el crecimiento tumoral, en
comparacion al Cisplatino, llegando a tener concentraciones
muy toxicas, que se observan al encontrar porcentajes de
crecimiento negativos (Figura 2). El 5-FU alcanzé una
concentracion mas citotoxica que los extractos, de acuerdo
a las equivalencias observadas en la Tabla 3.
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Figura 2. Curva de crecimiento de la linea tumoral
MCF-7

Respecto a la linea K-562 expuesta al extracto de semillas,
los porcentajes de crecimiento variaron entre -15,1 y
59,5. La curva descrita para el extracto muestra una
mayor capacidad de inhibir el crecimiento tumoral en
comparacion al 5-FU, pero no al Cisplatino.
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Figura 3. Curva de crecimiento de la linea tumoral
K-562

Las menores concentraciones del extracto de semillas, no
mostraron actividad citotoxica sobre la linea 3T3, mientras
que las mayores concentraciones inhibieron el crecimiento
de las células inoculadas (Figura 4).

Acta Med Per 26(3) 2009



Angel Quispe-Mauricio, David Callacondo Riva, Jose Rojas-Camayo, David Zavala Curzo,

Margarita C. Posso Rivera, Abraham J. Vaisberg Wolach

100

Semillas
\ —-—
80 \\ ©5FU
60 —A— Cisplatino
0 \\
20

Porcentajes de crecimiento

-20

Concentraciones

Figura 4. Curva de crecimiento de la linea celular 3T3

En la Tabla 3, se muestran los CI del extracto de semillas
de Annona cherimola, 5-FU y cisplatino para las diferentes
lineas celulares. La linea ME-180 no fue evaluada con los
controles positivos SFU y cisplatino.

Tabla 3. Valores CIS0 del extracto etanélico de semillas
de annona cherimola, 5-fluorouracilo y cisplatino

ciﬁiﬁ?‘is cﬁgilr(:::l‘a 5-fluorouracilo Cisplatino
3734 0,01603 0,00024 0,00033
ME180? 0,00668 - -
MCEF-7° 0,00739 0,00341 0,01212
K562¢ 0,00264 0,00383 0,00015

a Carcinoma epidermoide de cérvix
b Adenocarcinoma de mama

¢ Leucemia mieloide cronica

d Fibroblastos normales de raton

Los indices de selectividad del extracto fueron de 2,17,
6,07 y 2,39 para las lineas MCF-7, K562 y ME-180
respectivamente. Contrariamente, el 5-FU y Cisplatino,
solo alcanzaron valores indices de 0,07 y 0,06; 0,02y 2,25
para las lineas MCF-7 y K562 respectivamente.

indice de Selectividad de Semillas de Annona Cherimola
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Figura 5. indices de selectividad de los extractos etanélicos
de semillas de Annona cherimola, 5-FU y cisplatino
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En la Figura 6, se observa la relacion dosis respuesta del
extracto etandlico de semillas de Annona cherimola.
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Figura 6. Relacion dosis respuesta del extracto etanélico
de semillas de Annona cherimola

El grado de correlacion dosis respuesta para la linea normal
3T3 fue de -0,98 (p<0,05) y para una linea tumoral K562
fue de -0,98 (p<0,05), lo que evidencia una fuerte relacion
tanto en lineas tumorales como normales.

DISCUSION

Los extractos etanolicos de las semillas de Annona
cherimola muestran actividad citotoxica frente a las lineas
MCF-7, K562 y ME-180, superando en el caso de los
dos primeros al cisplatino y 5-fluorouracilo. Ademas, la
citotoxicidad es menor para la linea 3T3, comparada con
el 5-fluorouracilo y el Cisplatino.

En un estudio realizado por Woo et al. donde evaluaron
la citoxicidad de la acetogenina cis-annonacin hallaron
un CI; de 9,25 pg/mL para la linea MCF-7, mientras
que en nuestro estudio encontramos un CI, de 9,4 png/ml
resultados que son comparables'?. En otro estudio realizado
por Kim et al. encontraron un CI, en pg/ml de 1,15x10*
para las acetogeninas annomolin y 4,06x10¢ pg/ml para
la annocherimolin'?.

En cuanto a la linea K562 un estudio que evalu6 la
citotoxicidad del extracto etandlico de Goldfussia
psilostachys, una planta que crece en el suroeste de China,
encontré un CL de 0,5 pg/ml*, mientras que en nuestro
estudio obtuvimos un CI, de 2,2 pg/ml que si bien es cierto
representa una citotoxicidad algo inferior, pero la continua
manteniendo en varias lineas celulares mencionadas
anteriormente y con menor citotoxicidad para las células
normales (3T3).
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Para la linea ME-180 (cancer de cervix) no existen trabajos
previos que evalten la citotoxicidad de las semillas de
Annona cherimola; sin embargo, existe un estudio donde
evaluaron la citotoxicidad de una acetogenina, squamocin,
aislada de las semillas de la Annona reticulata, donde
hallaron un CI, de 0,39 pg/ml para la linea HelLa y
HeLa S3 (cancer de cervix) mientras que el CI; de las
semillas de Annona cherimola fue de 6,6 ng/ml para la
linea ME-180%.

Como se observa en los resultados, el perfil citotoxico del
extracto etanolico de las semillas de Annona cherimola
es muy alentador por su alta citotoxicidad para células
tumorales y su baja toxicidad para las células normales;
superando en cuanto a indice de selectividad a farmacos
ampliamente conocidos como el 5-fluorouracilo y el
cisplatino.

Para la quimioterapia del cancer de mama se utilizan las
antraciclinas. Sin embargo, los régimenes que contienen
Vinorelbina, Cisplatino y 5-fluorouracilo, han reportado
también ser efectivos, especialmente en los pacientes que
no responden a la terapia endocrina®. En nuestro estudio
S-fluorouracilo y el cisplatino, son superados ampliamente
en indice de selectividad por el extracto etanolico de las
semillas de Annona cherimola con un valor de 2,17 frente
a 0,07 y 0,02 respectivamente.

En cuanto a la leucemia mieloide crénica si bien es cierto
que se ha logrado avances importantes con el transplante
de células madre y el uso de los inhibidores de tirosin
kinasa, atin es utilizada la quimioterapia donde uno de los
antineoplasicos principales es la hidroxiurea®. Aunque en
el bioensayo no se haya probado con la hidroxiurea, las
semillas de Annona cherimola han mostrado ser superior
al 5-fluorouracilo mas no al cisplatino; sin embargo, tiene
un indice de selectividad de 6,07 que supera a los indices
del 5-fluorouracilo y del cisplatino que son: 0,06 y 2,26
respectivamente.

Desde hace mucho tiempo los productos naturales han
sido estudiados como fuente de agentes antineoplasicos.
Esta busqueda ha resultado alentadora. Tal es el caso los
antineoplasicos como la vinblastina y el paclitaxel que
se derivan de Catharanthus roseus y Taxus brevifolia
respectivamente?’.

Como podemos observar, las semillas de Annona cherimola
tienen un buen perfil de citotoxicidad y un amplio margen
de seguridad, llegando a superar en varias lineas tumorales
a medicamentos ampliamente reconocidos, teniendo en
cuenta que se compard el extracto frente a principios
activos aislados en trabajos previos. Seria interesante que
futuros estudios contintien evaluando las propiedades de
la Annona cherimola y sobre todo los compuestos de sus
semillas, las cuales poseen un gran potencial como fuente
de nuevas sustancias anticancerigenos, mas aun teniendo
en cuenta el origen peruano de esta planta.
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