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adenocarcinoma gastrico y pulmonar.
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IR RESUMEN |

Objetivo: Determinar la actividad antitumoral del extracto etandlico de hojas de Annona muricata “in vitro” en lineas celulares
de adenocarcinoma de pulmén y gastrico. Disefio: Estudio experimental. Lugar: Laboratorio de Investigacién del Departamen-
to de Farmacologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia. Materiales: Lineas celulares tumorales C- 678 y H-460. Intervenciones: Se enfrentd el extracto
etandlico de hojas de Annona muricata en cultivos “in vitro” de lineas celulares tumorales y se compard su actividad con el
farmaco 5 Fluoruracilo. Se utilizé como control a las células VERO. Principales medidas de resuftados: Actividad citotoxica
de Annona muricata en lineas celulares C- 678, H-460 y VERO. Resultados: Se hallé el porcentaje de crecimiento celular para
cada dilucién en cada linea celular comparando el nimero de células antes y después de la aplicacién del extracto y del firmaco,
obteniéndose la concentracion inhibitoria de crecimiento medio (GI50) para cada linea celular encontrandose para H460, C678
y VERO con extracto etandlico de hojas de Annona muricata menos de 0.00022, y con 5 Fluoruracilo 0.003, 0.0013 y 0.0043
mg/ml respectivamente. Conclusiones: El extracto etandlico de hojas de annona muricata mostré tener efecto citotoxico sobre
las lineas tumorales C678 y H460. Las concentraciones de extracto etandlico utilizadas parecen ser mas citotoxicas que las

concentraciones homdlogas de 5 Fluoracillo.
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ABSTRACT

Objective: To determine the antitumoral “in vitro” activity of the
ethanolic extract Annona muricata leaves in H460 and C678 ce-
llular lines. Design: experimental study. Setting: Laboratory of the
San Marcos University Pharmacology Department and Sciences
and Philosophy Faculty of Cayetano Heredia University. Materials:
Tumor cell lines C-678 and H-460. Interventions: The ethanolic ex-
tract of Annona muricata leaves was faced in “in vitro” cultures of
tumor cell lines and their activity was compared with 5 Fluoruracilo
(5FU). Culture of VERO cells was used as control. Main outcome
measures: Annona muricata cytotoxic activity in C-678 and H-460
cell lines. Results: We found the percentage of cellular growth for
every dilution in every cellular line comparing the number of cells
before and after the application of the extract and the drug. The in-
hibiting concentration of average growth for each cellular line from
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ethanolic extract of Annona muricata leaves was less than 0, 00022.
However, the inhibiting concentration with 5 FU was 0,003, 0.0013
and 0, 0043 mg/ml for H460, C678 and VERO cells, respective-
ly. Conclusions: The ethanolic extract of Annona muricata leaves
showed cytotoxic effect in C-678 and H-460 tumoral cell lines. The
ethanolic extract concentrations used seem to be more cytotoxic
than 5FU.

Keywords: Annona muricata, cell citotoxicity, lung neoplasms, ab-
dominal neoplasms.

INTRODUCCION

La Annona muricata, también conocida en nuestro medio
como “guanabana” es un pequefio arbol perteneciente a la
familia Annonaceae, género Annona"). Varios estudios infor-
man la presencia de acetogeninas citotdxicas en las hojas de
Annona muricata®.

La investigacion en estos compuestos ha tenido una gran ex-
pansién debido a sus diversas actividades bioldgicas, incluida
la antitumoral “in vitro” citotdxica®'?; estas actividades son
explicadas por la inhibicién del complejo | de la cadena respi-
ratoria mitocondrial('.

No encontramos estudios previos que evallien la actividad
antitumoral de la Annona muricata en células de adenocar-
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cinoma gastrico (C-678) ni en adenocarcinoma pulmonar
(H-460), en consecuencia este ensayo busca encontrar dicha
actividad y la concentracion ideal a la cual es efectiva contra
dichas células neoplasicas, con un margen de proteccién para
células no neoplasicas (VERO).

MATERIALY METODO

Es un estudio experimental realizado en el laboratorio de In-
vestigacion y Desarrollo de la Facultad de Ciencias y Filosofia,
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y el laboratorio
de Investigacién del Departamento de Farmacologia, de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

La unidad de investigacion fue cada célula perteneciente
al cultivo de células VERO, de la linea celular C-678 (Ade-
nocarcinoma gastrico de ratén), y de la linea celular H 460
(Adenocarcinoma pulmonar de humano). El material biolé-
gico utilizado fueron las hojas frescas de Annona muricata,
las lineas celulares tumorales fueron proporcionadas por el
Laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias y Filosofia
de la UPCH.

Para la preparacién de los extractos, se desecé 500 mg. de
hojas de Annona muricata “guanabana” a 40°C por 3 dias
en camara de desecacion y posteriormente pulverizadas con
un molino eléctrico, luego se procedid a la extraccién con
etanol al 95%, obteniéndose asi el extracto etandlico para
realizar el bioensayo.

La linea celular C-678 fue cultivada en RPMI 1640, suplemen-
tado con: 7.5 % suero fetal bovino y 50 ug/ml de gentamici-
na; conservado a una temperatura de 37 °C, en un ambiente
himedo con 95% aire y 5% CO?2. Por otro lado las lineas
celulares H460 y VERO fueron cultivadas y mantenidas en
crecimiento logaritmico en el medio de cultivo MEM, en las
mismas condiciones.

Se realizd un primer conteo de una muestra de cada linea ce-
lular usando un hemocitémetro y luego hacer las diluciones
necesarias y obtener una poblacién celular similar en cada
pozo (Tabla I).

Para el ensayo de la actividad antitumoral se utilizé una pla-
ca control (placa 0) con 8 pozos para cada linea celular; y
ademas una placa experimental (placa 1) con 24 pozos para
cada linea celular de los cuales 8 fueron para 5 fluoruracilo,
8 para extracto etandlico de hojas de Annona muricata y 8
para control.

Ambas placas fueron incubadas por un periodo de 24 ho-
ras a 37 °C, en una atmosfera himeda conteniendo 95% de
aire y 5% de CO2. La placa 0 fue sometida a conteo celular
concluido el tiempo de incubacién. A la placa | se agregaron

Tabla 1. Numero de células por cada pozo

PLACA 0*  Control tiempo 0 (al momento de agregar el
extracto)
PLACA1* VERO: 3,000 cel/pozo (178,125 cell/9,5 ml)

H460 : 1,500 cell pozo (89,062 cell/9,5 ml)
C-678 : 3,500 cel/ pozo (207,812 cell/9,5 ml)

+ Se plaquearon 160 ul / pozo

las distintas diluciones de extracto (40ul/pozo) y fueron in-
cubadas por 48h horas adicionales. Al término de las 48h,
se cuantificé el crecimiento de las células con el método del
bioensayo de citotoxicidad con Sulforodamina B (SRB).

Para el extrato etandlico se mezclé 20mg de extracto eta-
nélico mas 100uL de etanol al 100%. Una hora después fue
centrifugado a 12000 RPM por 10 minutos. El sobrenadante
fue el stock de 20mg/100uL. Se diluyé el extracto mezclando
8,5uL de stock (20mg/100uL) con 680uL de medio; asimismo
para las siguientes diluciones (1:3) se mezclé |50uL de la
anterior con 300uL de medio. Finalmente cada pozo recibié
40uL de la dilucién, siendo la concentracién inicial en las pla-
cas de 0,5mg/mL.

Para el 5 Fluoruracilo la concentracion inicial fue de 0, 125mg/
mL y luego se hicieron diluciones sucesivas de |:3. Finalmen-
te laplaca | fue incubada por un periodo de 48 horas, termi-
nado éste, se procedié a la lectura de los resultados.

La citotoxicidad del extracto etandlico de las hojas de Annona
muricata fue evaluada en 3 diferentes lineas celulares (VERO,
C678 y H460). Para evaluar dicha actividad se empled el
estudio de citotoxicidad de la Sulforodamina B (SRB). Las
lineas celulares fueron inoculadas en dos placas para cultivo
de células de 96 pozos. En cada pozo se colocaron 160 ul de
medio de cultivo conteniendo las lineas celulares. Las placas
fueron incubadas a 37° C en una atmésfera himeda de 5 %
de CO2y 95% de aire por 24 h. La primera placa fue tratada
alas 24 h con acido tricloroacético (TCA) con el fin de fijar
las células en tiempo cero y poder cuantificar la cantidad de
células antes de agregar los extractos. La segunda placa (pla-
ca |) recibi6 las diluciones del extracto o solvente como se
muestra en la tabla 2. Esta placa fue incubada por segunda
vez a 37° C en una atmésfera himeda de 5 % de CO2y
95% de aire por 48 horas.

Concluidas las 48 horas a cada pozo se le adicioné TCA frio
y luego se incubd a 4° C por | hora. Se lavé cinco veces con
agua con el objetivo de eliminar el TCAy luego se sec6 con
una camara de flujo de aire.

Posteriormente se agregd Sulforodamina B (SRB) al 0,4%
diluido en 1% de acido acético y se dejé en tincién por 20
minutos. Concluido el tiempo de tincién fueron lavados 4
veces con acido acético al 1% y luego secados en camara de
flujo de aire.

Después del secado de las placas, el colorante unido fue
solubilizado con 10mM de Tris base (pH 10.5). Finalmente la
absorbancia leida sobre un lector de placa automatizada en
una longitud de onda de 550nm. El valor de GI50 fue definido
como la concentracion de muestra de prueba que causé una
reduccion del 50 % de la absorbancia.

Para hallar el GI50 de cada sustancia citotéxica se utilizd el
andlisis de correlacion lineal. Para todos los analisis se utilizé
Excel 2003.

RESULTADOS

Para obtener el nimero de células de cada pozo se recurrié
a diferentes métodos ya sefalados, los resultados fueron to-
mados en densidades dpticas (indicador indirecto del nime-
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Tabla 2. Porcentaje de crecimiento celular por cada dilucion

Dilucién VERO H460 C678
enmg/mL | 5FU | Extracto | 5FU | Extracto | 5FU | Extracto
0.5000 124 | -10.1 25| 67 -124| -1938
0.1670 142 | -105 00 | -10.3 99 | -184
0.0560 15.4 38.6 73 24.0 -34 | 508
0.0190 15.1 36.7 12.7 | 351 2.6 | 519
0.0060 26.2 34.1 258 | 365 6.4 49.6
0.0020 415 25.8 334 | 339 16.5 | 49.2
0.0010 97.4 42.9 602 | 38.1 402 | 385
0.0002 99.7 40.6 | 102.1| 377 719 | 449

ro), tanto del “tiempo 0”como al cabo de de las 48 horas;
con los cuales se obtuvo un porcentaje de crecimiento para
cada linea celular (Tabla 2)

Con los porcentajes de crecimiento celular se determiné la
GI50. No existe una correlacion lineal entre las diluciones y
el porcentaje de crecimiento, debido a esto tomaremos los
2 puntos correspondientes a las diluciones mas cercanas al
GI50 para la construccién de una nueva recta para determi-
nar una GI50 mas aproximado (este artificio es valido solo
cuando se trabaja con extractos, debido a que contiene un
gamma de compuestos quimicos diferentes; ademas para fi-
nes del trabajo basta con obtener un GI50 aproximado para
determinar si el extracto es interesante o no para su poste-
rior analisis).

Tomando en cuenta estas salvedades se obtuvo los siguientes
GI50 para cada linea celular. (Tabla 3). Se pudo determinar
un aproximado de la GI50 para el extracto etanélico de hojas
de Annona muricata, ya que ésta se encontraba a diluciones
menores que las previstas para el presente trabajo (en las 3
lineas la GI50 esta por debajo de 0.00022 mg/ml de concen-
tracion del extracto). Para el control positivo, el 5Florura-
cilo, se determiné la GI50 con las diluciones previstas en el
disefio del presente trabajo.

Grafico 1: Concentracion Inhibitoria de Crecimiento Medio

Concentracion mg/mL x 10 -4
N
|

T
VERO H460 C678 Linea celular

['1 GIS0 5 FLUORURACILO | ' GI50 EXTRACTO

abla 3. Concentracion Inhibitoria de Crecimiento Medio para

cada linea celular

5FU Extracto

VERO 0.00043 <0.00022

H460 0.00030 <0.00022

C678 0.00013 <0.00022
DISCUSION

Al comparar los resultados para todas las lineas celulares el
GI50 del extracto etandlico se encontré a una concentracién
menor comparada con el GI50 del 5 FU, lo que demuestra
que la concentracién utilizada de extracto tiene mayor cito-
toxicidad. Para las lineas celulares H460 y C678 las diluciones
mayores del extracto etandlico produjeron muerte celular
mientras que sélo la dilucién mayor de 5FU mostré el mismo
comportamiento (Grafico 1).

La linea celular C678 mostré un comportamiento diferente
frente al extracto porque no se encontré una relacion direc-
ta entre concentracion y citotoxicidad dicho hallazgo podria
deberse a caracteristicas intrinsecas del extracto que le otor-
gan la misma actividad citotéxica a diluciones diferentes o
quiza a la existencia de dos o mas poblaciones celulares con
diferentes respuestas frente a la exposicion al extracto. Sin
embargo nuestra comparacién con el 5FU indicaria que la
posibilidad se acerca mas al primer postulado que a la coexis-
tencia de dos o mas poblaciones celulares. Existen estudios
realizados con acetogeninas (compuestos puros) de Annona
muricata que demostraron actividad antitumoral, sus resulta-
dos muestran una actividad directa sobre el complejo | de la
cadena respiratoria mitocondrial inhibiendo de esta manera
la proliferacién celular tumoral.(®)

La posible actividad antitumoral de Annona muricata se debe
a un compuesto activo que posee ésta, probablemente se
trate de una acetogenina aunque no se puede descartar la
presencia de un nuevo compuesto, dicho compuesto no fue
identificado en éste trabajo; pues la naturaleza del mismo no
lo permite, por eso, se recomienda un posterior estudio en
el que se realice la purificacién e identificacion del compues-
to activo especifico que posee esta actividad.

Asi también, se recomienda probar la actividad antitumoral
de extracto etandlico de Annona muricata “in vivo” en ani-
males de de experimentacion.

Se concluye que el extracto etandlico de hojas de Annona
muricata mostré tener efecto citotdxico sobre las lineas
tumorales C678 y H460; las concentraciones de extracto
etandlico utilizadas son mas citotdxicas que las concentra-
ciones homélogas de 5FU, y para la linea VERO la actividad
citotéxica de extracto etandlico es superior a la actividad del
homélogo de 5FU.
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