Rev Peru Med Exp Salud Publica 23(4), 2006

EFECTO CITOTOXICO SELECTIVO IN VITRO DE MURICIN H
(ACETOGENINA DE Annona muricata) EN CULTIVOS
CELULARES DE CANCER DE PULMON

Angel Quispe M', David Zavala C', José Rojas C', Margarita Posso R', Abraham Vaisberg W?2

RESUMEN

Objetivos: Determinar la actividad citotoxica selectiva de muricin H en la linea celular H460 (cancer de pulmén de
células grandes). Materiales y métodos: Las lineas H460 y 3T3 (fibroblastos normales de ratén), fueron expuestas a
seis concentraciones de muricin H (62,5, 15,6, 3,9, 0,98, 0,24, 0,06 ug/mL), e iguales concentraciones de 5-fluorouracilo
(5-FU) usado como control positivo. Se hallaron los porcentajes de crecimiento en 48 horas, luego se determiné la
concentracion inhibitoria de crecimiento 50 (Cl,;) mediante analisis de regresion linear y se obtuvieron los coeficientes
de correlacion de Pearson. Finalmente se calculé el indice de selectividad de cada muestra. Resultados: Los Cl,,
en pg/mL de muricin H fueron <0,06 (r = -0,96; p<0,005) para H460; y 6,16 (r = -0,96; p<0,025) para 3T3. Los Cl,
de 5-fluorouracilo fueron 0,46 (r = -0,95; p<0,005) para H460 y 0,29 (r = -0,88; p =0,01) para 3T3. Los indices de
selectividad para muricin H y 5-FU fueron: >102,6 y 0,63 respectivamente. Conclusiones: Se demostré la accion
citotoxica selectiva in vitro del muricin H, porque tuvo mayor efecto citotdxico para la linea H460, y menor para la linea
3T3 en relacion con el 5-fluorouracilo.

Palabras clave: Plantas medicinales; Fitoterapia; Citotoxicidad; Agentes antineoplasicos; Cultivo celular; Céancer
pulmonar (fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

Objectives: To determine the selective cytotoxic activity of muricin H on a H460 cell line (non-small cell lung cancer).
Materials and methods: H460 and 3T3 cell lines (normal murine fibroblasts) were exposed to six concentrations of
muricin H (62,5; 15,6; 3,9; 0,98; 0,24; 0,06 pg/mL) and to equal concentrations of 5-fluorouracil (5-FU) used as a posi-
tive control. Growth percentages at 48 hours were measured, and then the half-maximal inhibitory concentration (IC,)
was determined using linear regression analysis, and Pearson correlation coefficients were calculated. Finally, the se-
lectivity index for each sample was calculated. Results: IC,; values for muricin H, expressed in ug/mL were as follows:
<0,06 (r= -0,96; p<0,05) for the H5460 cell line, and 6,16 (r= -0,96; p<0,025) for the 3T3 cell line. IC,, with 5-FU were
0,46 (r= 0,95; p<0,005) for H460, and 0,29 (r= -0,88 P= 0,01) for 3T3. Selectivity indexes for muricin H and 5-FU were
<102,6 and 0,63, respectively. Conclusions: In vitro selective cytotoxic activity of muricin H was proven, since it had a
greater cytotoxic effect for H460 cell line, and lesser effect upon the 3T3 cell line when compared to 5-FU.

Key words: Medicinal plants; Phytotherapy; Cytotoxicity; Antineoplastic agents; Cell culture; Lung cancer (source:
DeCS BIREME).

ARTICULO ORIGINAL

INTRODUCCION

Las plantas son consideradas fuente valiosa para la
obtencién de nuevas drogas antineoplasicas, como
la vinblastina y el paclitaxel que derivan de los prin-
cipios activos de Catharanthus roseus y Taxus bre-
vifolia, respectvamente'. La Annona muricata, tam-
bién conocida en nuestro medio como guanabana
es un pequefio arbol perteneciente a la familia An-
nonaceae, género Annona. Es originaria de las Anti-

llas y de las regiones tropicales de América del Sur,
que incluye el Amazonas. En el Peru los centros de
produccién se encuentran en Chanchamayo (Junin),
Bagua y JaénZ2.

Los primeros estudios quimicos se llevaron a cabo
en las décadas del 70 y 80, los cuales condujeron
al aislamiento de alcaloides isoquinolinicos en
diversos organos de la planta. Se ha reportado que
Annona muricata posee mas de 50 acetogeninas
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con diferentes actividades bioldgicas encontradas en
frutos, corteza y hojas. Otros estudios han reportado
el aislamiento de 21 acetogeninas citotoxicas en las
hojas de esta planta’.

Las acetogeninas son miembros de una clase de
derivados policétidos que se caracterizan por poseer
una larga cadena alifatica con uno a tres anillos de
tetrahidrofurano (THF) los que algunas veces son
reemplazados por anillos de epoxido o dobles enlaces,
y con un anillo de y-lactona insaturado metil sustituido
como grupo terminal?.

Desde la primera acetogenina, uvaricina, reportada en
1982, la investigacion en estos compuestos ha tenido
una gran expansién debido a sus diversas actividades
biolégicas, incluida la antitumoral in vitro, citotdxica*,
como pesticida, antiparasitaria y de efecto inmunosu-
presor. Estas diversas actividades biolégicas son pro-
bablemente explicadas por la inhibicion de la enzima
NADH ubiquinona oxidoreductasa o complejo | de la
cadena respiratoria mitocondrial®.

En el afio 2002, se publico el aislamiento de tres nue-
vas acetogeninas de Annona muricata: muricin H,
muricin | y Cis-annomontacin las cuales mostraron
actividad antitumoral significativa contra dos lineas
celulares de hepatoma humano: la linea HepG2 y
Hep2,2,15¢%. Desde entonces muricin H no ha sido
evaluada en otras lineas celulares, por ello, nuestro
objetivo fue determinar la actividad citotoxica selecti-
va de muricin H en cultivo de la linea celular H460.

MATERIALES Y METODOS

Estudio experimental realizado en los laboratorios del
Departamento de Farmacologia de la Universidad Na-
cional Mayor de San Marcos (UNMSM) y de la Facultad
de Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana Ca-
yetano Heredia (UPCH).

Se usaron las lineas celulares de la American Type
Culture Collection (ATCC): H460 (carcinoma; lar-
ge cell lung cancer) y 3T3 (Embryonic Albino Swiss
Mouse Fibroblast Cells) proporcionadas por el Labo-
ratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias y Fi-
losofia de la UPCH (Lima, Peru), y el muricin H (ace-
togenina de Annona muricata), proporcionado por el
Graduate Institute of Natural Products, Kaohsiung
Medical University, Kaohsiung 807, Taiwan, Republic
of China.

Las lineas celulares H460 y 3T3 fueron cultivadas y
mantenidas en crecimiento logaritmico en los medios

266

Tabla 1. Numero y concentracion de células por pozo.

Linea N.° de N.°de células /

celular células / pozo 38 mL
H460 1500 356 250
3T3 3500 831 250

de cultivo MEM y DMEM (Dulbecco Modified Eagle Me-
dium) respectivamente, suplementados con 10 % de
suero fetal bovino y 50 pg/mL de gentamicina. Las dos
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 lavé la mono
capa de células con 3x4 mL de la solucion de HANKS
sin Ca-Mg, luego se agregdé 1 mL de la solucién de
tripsina-EDTA que después de diez segundos fue eli-
minada. Se incubd el frasco invertido por ocho minu-
tos a 37 °C, al término de los cuales los cultivos fueron
resuspendidos en 2 mL de cada medio de cultivo. Las
células fueron contadas usando un hemocitémetro.
Finalmente cada pozo de una placa de 96 pozos reci-
bi6 160 pL de medio conteniendo el niumero de célu-
las que se especifica en la tabla 1.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

Se utilizé una placa 0 (control) asignandose seis pozos
para cada linea celular y una placa 1 (experimental)
con 12 pozos para cada linea celular. En cada pozo de
ambas placas se colocaron 160 L de medio de culti-
vo conteniendo las células. Se incub6 a 37 °C en una
atmosfera himeda con 5% de CO, y 95% de aire por
24 horas. A la placa 0 se le anadié acido tricloroacético
(TCA) para fijar las células y luego cuantificarlas en el
tiempo cero. A la placa 1 se le agregaron las diferentes
diluciones de muricin H y de 5-fluorouracilo (5-FU) que
se muestra en la tabla 2.

Diluciones de muricin H. El stock de muricin H fue
diluido en ETOH es: 1,375 mg/ 50 yL. Para una con-
centracion inicial de 62,5 pg/mL se usé 7,72 uL de
stock con 680 pL de medio. Luego se hicieron dilucio-
nes sucesivas de 1:4, obteniéndose asi una concen-
tracién inicial de 62,5 pyg/mL y una concentracion final
de 0,06 pyg/mL.

Diluciones de 5 fluorouracilo. La concentracion
inicial fue de 62,5 pg/mL y luego se hicieron diluciones
sucesivas de 1:4.
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Tabla 2. Diluciones de muricin H y de 5-FU usadas en
la placa 1.

Diluciones (ug/mL)

Pocillo Muricin H 5-FU
1 62,50 62,50
2 15,63 15,63
3 3,91 3,91
4 0,98 0,98
5 0,24 0,24
6 0,06 0,06

La placa 1 fue incubada por 48 h adicionales. Luego
a cada pozo se le agregd TCA frio y se incubd a 4 °C
por una hora. Para determinar el numero de células se
emple6 el método del bioensayo de citotoxicidad con
sulforodamina B (SRB)’.

Para la linea H460 y 3T3 se hallaron los porcentajes de
crecimiento en 48 horas en funcion a las seis diluciones
(Tabla 2). La concentracion inhibitoria de crecimiento 50
(Cl,,) se hall6 mediante el analisis de regresion linear
(ecuacion de la recta: y=a+bx). Luego se determinaron
los coeficientes de correlacién de Pearson (r) que nos
indican la relacion dosis-respuesta entre las concentra-
ciones y el porcentaje de crecimiento.

Para determinar la selectividad citotoxica de las
sustancias evaluadas, se calculd el indice de

selectividad, segun la férmula:
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Figura 1. Efecto de la concentracién de muricin H y 5-FU sobre
el porcentaje de crecimiento de las células cancerosas H46

Si el valor es >1, indica que la sustancia es mas
citotoxica para las células tumorales que paralas células
normales, si es <1, lo contrario. Se usé Microsoft Office
Excel 2003 para crear la base de datos y efectuar los
calculos estadisticos. Fueron respetadas las medidas
de bioseguridad de trabajo con material bioldgico.

RESULTADOS

El porcentaje de crecimiento de las células tumorales
H460 fue menor cuando se us6 muricin H en relacion
con las dosis iguales de 5-FU, tanto en la concentracion
mas baja (0,06 pg/mL) como en la mas alta (62,5 pg/
mL); asi mismo, se observa que se inhibe el crecimien-
to de células tumorales a menos dosis de las ensaya-
das con muricin H (Figura 1).

Para el caso de células normales 3T3, se observé que
a bajas concentraciones el 5-FU es mas citotdxico que
muricin H; sin embargo, las mayores concentraciones
de muricin H tienden a igualar o incluso superar la cito-
toxicidad del 5-FU (Figura 2).

El grado de correlacion entre concentracion de la sus-
tancia y crecimiento celular vari6 entre los valores va-
rian de la r de Pearson de -0,88 hasta -0,96, en todos
los casos p < 0,05.

Muricin H mostré un Cl,, menor que del 5-FU para la
linea tumoral H460. De otro lado el Cl,; de muricin H fue
mayor que el Cl,, del 5-FU para la linea 3T3. El indice
de selectividad de muricin H supera ampliamente el va-
lor de 1 obteniéndose un valor de 102,6 (mas citotdxico
para células tumorales), a diferencia del 5-FU que sélo
alcanza un valor de 0,63 (mas citotoxico para células
normales) (Tabla 3).
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Figura 2. Efecto de la concentracién de muricin Hy 5-FU sobre
el porcentaje de crecimiento de las células normales 3T3
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Tabla 3. Concentracion inhibitoria de crecimiento 50 (Cl)) e
indice de selectividad de muricin H y de 5-FU.

Sustancias cl,, indice de

citotoxicas H460 373 selectividad

5- fluoruracilo 0,46 0,29 0,63

Muricin H 0,06 6,16 102,6
DISCUSION

El bioensayo muestra que muricin H tiene una potente ac-
tividad citotoxica frente a la linea tumoral H460 llegando
superar al 5-FU. Ademas la citotoxicidad en las células
normales (3T3) fue mucho menor comparado con el 5-
FU, demostrando su efecto citotdxico selectivo in vitro.

El Cl,,que hallamos para la linea H460 (<0,06 ug/mL) con
muricin H, resulta similar a los resultados de Liaw et al.?,
que obtuvieron valores de 0,095y 0,012pg/mL con muricin
H, para las lineas HepG2 y Hep2,2,15° respectivamente.

Se ha evaluado la actividad antitumoral de varias
acetogeninas de Annona muricata contra diversas
lineas celulares tumorales in vitro, por ejemplo, contra
células de carcinoma pancreatico y prostatico (PACA-2
y PC-3)389, carcinoma pulmonar (A-549)'%-'2, carcinoma
de mama (MCF-7)'2'3, carcinoma epidermoide (KB)g,
células HepG2 (células de hepatoma humano)™1s
y células Hep2,2,15 (hepatoma celular causado por
hepatitis B)®'4; con este hallazgo se corrobora el efecto
citotoxico de las acetogeninas de Annona muricata pero
sobre una nueva linea celular.

Esto es importante, puesto que en la actualidad la
quimioterapia para el cancer de pulmon de células
grandes (non-small cell lung cancer) se basa aun en el
cisplatino'. Por este motivo es incesante la busqueda
de nuevos compuestos activos en las plantas que
puedan demostrar efectividad, como el muricin H; sin
embargo, los resultados aun son in vitro, por lo que es
necesario evaluar gradualmente su utilidad en modelos
animales'’, asi como su seguridad y toxicidad; antes de
pensar en su recomendacion a pacientes’®.

Se ha encontrado que el consumo de Annona muricata
y Annona squamosa puede estar relacionado a la pre-
sencia de un parkinsonismo atipico que se evidencio en
la poblacién de Isla Guadalupe en el Caribe', se han
identificado posibles sustancias como la annonacin que
puede ocasionar neurodegeneracion en ratas y estar
relacionadas a este hallazgo?, que ligado al conocido
efecto de sus derivados sobre la toxicidad mitocon-
drial?', hacen riesgoso la recomendacién del consumo
de concentrados sin purificar.
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En conclusion, en las condiciones experimentales se ha
demostrado que existe una mayor actividad citotdxica
concentracion dependiente de muricin H sobre la linea tu-
moral H460, en relacion con el 5-fluoruracilo. Finalmente
se resalta el alto indice de selectividad superior a 100 en
muricin H, contrario al bajo indice en el caso del 5-FU.
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