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Resumen

secundarios que exhiben en las células cancerosas un gran efecto
itotoxico in vitro (Schlie et al., 2009). La actividad antitumoral in

vivo de algunas ACG ha sido reportada y aunque los resultados son pro-
metedores (Ahmmadsahib et al., 1993; Wang et al., 2002) los autores no
sefialan razones para las dosis empleadas. En este estudio se administro
invivo las acetogeninas laherradurina y cherimolina-2 utilizando la con-
centracion inhibitoria media (CI,,) in vitro en la dosis inicial. La CL in
vitro de las ACG se determino a las 48 h en ensayos de proliferacion en
células HelLa y SW-480 en cultivo. Lotes de ratones atimicos implanta-
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dos con células HeLLa 0 SW-480 recibieron diariamente durante 20 dias,
diferentes dosis de acetogeninas. La dosis inicial correspondi6 ala CI. de
la ACG multiplicada por el peso del animal; las siguientes dosis fueron 10,
100 0 500 veces la dosis inicial. La doxorubicina fue empleada como com-
puesto antineoplasico control. La laherradurina en dosis de 100x y 500x
(L5y 7.5 mg kg'dia®) redujo en 53 y 65% el desarrollo de los tumores de
células HeLay en 44 y 60% los de SW-480. Por su parte la cherimolina-2
hasta100x y 500x (5y 25 mg kg'dia") inhibio el desarrollo de los tumores
de células HelLa en 30 y 40% pero no mostro efectos significativos sobre
los de SW-480. Efectos indeseables en los ratones se encontraron con 15
mg kg'dia’ de laherradurina y 50 mg kg dia! de cherimolina-2. Con el fin
de encontrar invivo el mayor efecto inhibitorio de las ACG en las células
cancerosas, asi como los menores efectos indeseables en los organismos
receptores, un indicativo apropiado puede ser la CI, de los ensayos de
proliferacion in vitro, la cual puede ser transformada a mg kg'dia' y de
esta forma es posible su incremento y administracion en animales.
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Introduccion

Las acetogeninas de anonaceas (ACG) son metabolitos secundarios
que presentan un amplio espectro de actividad biologica como la cito-
toxica, antitumoral, antiparasitaria y antimicrobiana (Alali et al., 1999;
Bermejo et al.,, 2005; Schlie-Guzman et al.,, 2009).

Diversos estudios indican que las ACG son los inhibidores mas po-
tentes del Complejo I mitocondrial (NADH: ubiquinona oxidoreducta-
sa) (Degli-Esposti et al.,, 1994) lo que les permite exhibir un gran efecto
citotoxico en las células cancerosas en cultivo induciendo la apoptosis
(Yuan et al, 2003; Zhu et al, 2002); sin embargo, atin no se ha encon-
trado una correlacion entre su potencia inhibitoria sobre el Complejo I
mitocondrial y su actividad en las células neoplasicas (Royo et al., 2003;
Tormoet al,, 2005).

Los estudios con animales, especialmente con roedores, senalan que
la actividad de las ACG puede ser comparable o inclusive superior a
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algunos farmacos anti-neoplasicos. Por ejemplo, en ratones con leuce-
mia murina (L1210), la bullatacina (50 pg kg”) y la bullatacinona (400
pg kg') por via intraperitoneal, alargaron en 38 y 44% la vida de los
animales enfermos con respecto al lote control (Ahammadsahib et dl.,
1993). En ratones BDF-1 con carcinoma murino de pulmon (LLC), la
administracion de 10 mg kg dia! de annonacina durante dos semanas,
logré una reduccion de 57.9% en el crecimiento de los tumores, por-
centaje similar a la dosis de 2 mg kg* dia” de doxorubicina (Wang et
al., 2002). En ratones atimicos implantados con células del carcinoma
ovarico humano A2780, la bullatacina (50 pg kg') y la bullatalicina (1
mg kg") redujeron en 67 y 75% el crecimiento de los tumores, y seme-
jante al tratamiento de 5 mg kg' del farmaco antitumoral cisplatina
(Ahammadsahib et al., 1993). A pesar de estos resultados prometedores,
es dificil establecer alguna relacion entre las dosis empleadas en los di-
ferentes trabajos. Por ello, se decidio utilizar como criterio la concen-
tracion inhibitoria media de las acetogeninas en los cultivos celulares
y multiplicarlo por los gramos de peso del animal experimental. Esta
conversion en mg kg! permite que la concentracion pueda ser incre-
mentada hasta encontrar el mayor efecto inhibitorio en el desarrollo de
los tumores y el menor efecto toxico en los animales tratados.

En este estudio, las acetogeninas laherradurina (bis THF adyacen-
te con una lactona terminal B-hidroxil y metil saturada) reportada
como uno de los inhibidores mas potentes del Complejo I mitocondrial
(Warmerdam et al,, 1998; Tormo et al,, 2001) y la cherimolina-2 (bis THF
no adyacente y-lactona) con actividades citotoxicas (Cortes et al., 1993)
(figura 1), fueron utilizadas para analizar el efecto de su administra-
cion en ratones implantados con células cancerosas humanas de cérvix
HelLay de colon SW-480 a partir de la concentracion inhibitoria media
exhibida en las células en cultivo.

233



Anondaceas. Plantas antiguas, estudios recientes

Figura 1. Estructura quimica de (1) laherradurina y (2) cherimolina-2

Método

Las acetogeninas y el farmaco antineoplasico doxorubicina (Doxolem®
RU. Lemery, S.A. de C.V. México) fueron inicialmente disueltos en
dimetil sulfoxido (DMSO) para los ensayos de proliferacion in vitro o
en EtOH para la actividad antitumoral in vivo (soluciones madre). Las
lineas humanas de carcinoma cervical (Hela) y adenocarcinoma co-
lorectal (SW-480) (ATCC Manassas, VA. USA) se mantuvieron con
medio de cultivo D-MEM/F12 suplementado con 10% de suero fetal
bovino y antibioticos (100 unidades/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina) a 37°C en atmosfera htimeda con 5% de CO,. Para los
ensayos, las células se cosecharon de los cultivos durante su fase expo-
nencial de crecimiento con 0.25% (w/v) tripsina- 0.53 mM EDTA en
buffer salino de fosfatos (PBS).
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Obtencion de la concentracion inhibitoria media (CI,) de las
acetogeninas en los cultivos celulares

Las células fueron sembradas en placas de 96 pozas a una densidad de
10,000 células por poza. Después de 24 h, las soluciones madre de ace-
togeninas o doxorubicina se diluyeron en medio de cultivo y se agrega-
ron en las pozas para su concentracion final de 20, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001
y 0.0001 pg/mL (desde 1.3 hasta 1x10* log pg/mL).

La proliferacion celular se analizo después de 48 h agregando 10 pl
de azul de tetrazolio (MTT) (5 mg/mL) a cada poza e incubando por
4 horas adicionales, posteriormente el medio de cultivo se reemplazo
con 100 pL de DMSO y el color desarrollado se midio en un lector de
microplacas (Biorad, Hércules CA, USA) a 570 nm de longitud de onda.
Cada ensayo se realiz6 en cuatro ensayos independientes.

El porcentaje de la inhibicion de la proliferacion se calcul6é como:
IP (%) = [100 — (valor medio de las células tratadas / valor medio de las
células control)] /100. La concentracion de acetogeninas que redujo al
50% la proliferacion celular en relacion al control (CL ) fue determina-
do graficamente mediante las curvas de concentracion-respuesta.

Administracion de las acetogeninas en los ratones implantados
con las células neopldsicas

Se utilizaron ratones atimicos de seis semanas de edad y peso aproxi-
mado de 15 g provenientes del Instituto Nacional de Ciencias Medicas
y Nutricion Salvador Subiran, México. Los animales se cuidaron de
acuerdo con los principios y lineamientos de la Asociacion Mexicana
para Animales de Laboratorio (AMCAL), en jaulas con aire filtrado y
acceso libre a la comida y agua. Para los ensayos, los ratones se inocula-
ron subcutaneamente en el lomo con células Hela (1 x 10°) o SW-480
(5 x 10°). Después de 24 h, grupos de 5 ratones recibieron subcutanea-
mente en la base del tumor, diariamente durante dos semanas, las di-
ferentes concentraciones de ACG disueltas en 0.1 mL de solucion de
NaCl al 0.9%. Los animales control recibieron 0.1 mL de la solucion
vehiculo.
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Se utilizo como dosis inicial la concentracion de la CI. obtenida de
los ensayos de proliferacion in vitro, multiplicada por el peso del animal
(1x). Los siguientes grupos de ratones recibieron 10, 100, y 500 veces
la concentracion de la dosis inicial (10x, 100x y 500x). Laherradurina
también se utilizo en un lote de animales en la dosis de 1000x (15 mg
kg'dia).

Los tumores se midieron con un vernier cada 48 h y su tamano en
mm’ se calculo con la formula (largo x ancho?)/2. El porciento de re-
duccion en el crecimiento de los tumores se obtuvo como: RT (%)=100
— [(valor medio del grupo tratado / valor medio del grupo control) /100]
(Wang et al., 2002).

La diferencia estadistica entre los grupos experimentales y el grupo
control se calcul6 con la prueba de ANDEVA y la de aposteriori de Bon-
ferroni en donde P<0.05 fue considerado significativo.

Resultados y discusiéon
Efecto de las acetogeninas en los cultivos celulares

Después de 48 h de exposicion a las acetogeninas, los resultados mos-
traron que la proliferacion de las células HeLa y SW-480 tuvo una
reduccion dependiente de la concentracion de los compuestos. Asi,
laherradurina a concentracion de 20, 0.01y 0.0001 ug mL", disminuyo
la reproduccion de las células Hela en 85,49 y 32% y mostro una CI. |
de 0.015 g mL. A estas mismas concentraciones, la inhibicion sobre
las células SW-480 fue de 80.5, 48.0 y 27.1% respectivamente y un
Cl,, cercano a 0.015 pg mL™.

Por su parte la cherimolina-2 redujo la proliferacion de las células
Hela en 78, 43 y 19.5% a las concentraciones de 20, 0.01 y 0.0001 pg
ml", y present6 una CL de 0.05 pg mL"; en tanto que en las células
SW-480 su efecto fue de 76, 38.6 y 10.5% de descenso en las concen-
traciones arriba mencionadas y un valor de CI,, de 0.5 pg mL". Ambas
acetogeninas fueron mas activas que la doxoribucina que tuvo una
CL = 0.1 yg mL" sobre las células Hela y de 5 pg mL" sobre SW-480
(graficas 1A y 1B; cuadro 1).
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Grifica 1. Inhibicion de la proliferacion celular invitro de HeLa (A) y SW-480 (B). Los
valores estdn expresados como porcentajes en relacion al grupo control. Los valores
de las concentraciones se encuentran en escala logaritrnica

Cuadro 1. Actividad in vitro de las acetogeninas y de la droga control en las lineas
neoplasicas humanas

Concentracion inhibitoria media (Cl, ) (mg mL*)

Células Laherradurina Cherimolina-2 Doxorubicina
Hela 0.015 0.05 01
SW-480 0.015 05 50

Nuestros ensayos de proliferacion in vitro senalan que las ACG fue-
ron mds activas que el farmaco antineopldsico doxoribucina, siendo la-
herradurina en comparacion con la cherimolina 3.3 veces mds activa en
las células Hel a y 33 veces en las SW-480. La proliferacion de ambas
lineas tumorales fue inhibida por laherradurina con una CI,  semejante,
pero presentaron diferencias con la cherimolina-2, en donde las células
Hel a fueron 10 veces mds susceptibles que las SW 480.

Los estudios previos con las ACG como agentes inhibidores de la
proliferacion de lineas celulares en cultivo, sefialan algunas tendencias
en la actividad de estos compuestos: pueden ser mds citotoxicas en las
lineas cancerosas que algunas drogas antineopldsicas; las ACG bis THF
adyacentes son mds activas que las bis THF no adyacentes (Oberlies et
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al., 1995; Oberlies et al., 1997) y existe diferencias notables en la suscep-
tibilidad de las lineas celulares hacia la misma ACG (Royo et al, 2003;
Tormo et al., 2005).

Los estudios de inhibicién sobre el Complejo I mitocondrial que
buscan la relacién entre la estructura de las ACG y su actividad, se-
fialan que la cadena alifdtica con 13 dtomos de carbono del espaciador
que une el sistema THF al anillo y -lacténico en la moléculas de estos
compuestos, pudiera ser un factor esencial para exhibir una mayor
potencia inhibitoria (Miyoshi et al., 1998; Takada et al., 2000; Abe et al.,
2005). La molécula de laherradurina contiene en su cadena espaciado-
ra el largo mencionado, en tanto que la cherimolina-2 con un sistema
THEF no adyacente y una cadena espaciadora mds corta pudiera tener
una conformacién menos apropiada. Estas diferencias podrian explicar
sus diferentes comportamientos en las lineas celulares, sin ambargo la
laherradurina ha sido reportada como un potente inhibidor del Com-
plejo I mitocondrial, con actividad superior a la rolliniastatina-1 y la
cherimolina -1 (Tormo et al., 2001).

Efecto de las dosis de acetogeninas en el desarrollo de los tumo-
res in vivo

La concentracion de las ACG administradas a los ratones atimicos fue
variable de acuerdo a la CI, exhibida en los ensayos de proliferacion
(cuadro 2). En general, las ACG inyectadas diariamente en un periodo
de 20 dias, tuvieron un efecto inhibitorio en el desarrollo de los tumo-
res, dependiendo de la dosis utilizada.

Cuadro 2. Dosis de acetogeninas administradas en los grupos de ratones atimicos

1x 10x | 100x | 500x 1x 10x 100x 500x
Linea celular Laherradurina* Cherimolina-2*
Hela 0015 015 | 15 75 005 | 05 5.0 25.0
SW-480 0015 | 0415 15 75 05 50 50 250
* mg kgtdiat
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Efecto en los tumores inducidos de células HeLa

En los animales que recibieron las concentraciones de 10x, 100x, y 500x
de laherradurina (Lh), se hall6 una reduccion significativa del tamano
final del los tumores de 39.6, 53.6 y 64% respectivamente con relacion
al grupo control; en las tltimas dos concentraciones, las diferencias es-
tadisticas se encontraron desde los dias 15 y 11 respectivamente. En los
animales que recibieron la dosis de 1000x (15 mg kg'dia?) si bien el
desarrollo de los tumores fue minimo, manifestaron a partir del cuarto
dia de tratamiento una pérdida importante de peso, inestabilidad en
sus movimientos y finalmente murieron. Por estas razones se decidio
suspender la administracion de ACG a esta concentracion o mayores.
Por su parte la cherimolina-2 (Ch-2) redujo significativamente los
tumores en 30% con las dosis de 100x y en 43.4% con la de 500x; con la
dosis mas alta, la reduccion de los tumores de manera significativa se
inicio el dia 13 de tratamiento (grafica 2A). El farmaco antineoplasico
doxorubicina tuvo efectos con valores intermedios entre ambas aceto-
geninas y no se encontro diferencias significativas entre los animales
tratados con las acetogeninas y el farmaco control en dosis similares.

Efecto en los tumores de células SW-480.
La herradurina también afect6 el desarrollo de los tumores de SW-480
en un 29% en la dosis 10x y de manera significativa por las dos mas

altas; la dosis 100x inhibi6 el desarrollo tumoral en 44% y la de 500x
en 60 %.
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Grafica 2. Inhibicion del desarrollo de los tumores in vivo de Hela (A), células SW-
480; (B). Diferencias estadisticas se encontraron en todas las dosis mostradas

Debido a que en los ensayos de proliferacion in vitro las células SW-
480 mostraron ser 10 veces menos susceptibles a la cherimolina-2 que las
células Hela, las dosis de esta acetogenina se incremento considerable-
mente. Asi, la dosis 100x inyectada a los animales implantados con célu-
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las SW-480, contenia dos veces la concentracion de cherimolina-2 que la
administrada como 500x en los ratones con Hel a (50 vs 25 mg kg dia”)
(cuadro 2). Al finalizar el tratamiento, la dosis 10x no produjo reducciones
significativas y las siguientes indujeron en los animales, pérdida de peso e
inestabilidad de sus movimientos. Con la dosis 100x (50 mg kg™ dia®) tni-
camente un animal continu6 vivo al finalizar el tratamiento (linea puntea-
da, grafica 2B) y ninguno de ellos en la dosis de 500x (250 mg kg dia™).

Se ha reportado que 200 pg kg de bullatacina es toxica en los ani-
males, en tanto que 100 pg/kg? inhibe el desarrollo de los tumores de
carcinoma ovarico humano A2780 en 68%, aunque la mortalidad de los
animales es atn del 25% (Ahammadsahi et al., 1993). En nuestros resul-
tados la dosis 10x de laherradurina correspondiente a 150 pg kg'dia?
mostro una reduccion final de 40% sobre los tumores de células HelLa
y de 299% en los de SW-480. Mas atn, el incremento de 10 y 50 veces de
laherradurina equivalentes a 1.5 y 7.5 mg kg dia? inhibio el desarrollo
de los tumores de células Hela en 53 y 65%, en tanto que en los de cé-
lulas SW-480 esta inhibicion correspondio a 44 y 609; las reducciones
significativas se encontraron en las dosis con mayor contenido de ACG
en tiempo cada vez mas temprano.

Nuestros resultados senalan que laherradurina es efectiva en inhibir
el desarrollo de los tumores de células HeLa entre 0.15 y 7.5 mg kg dia’
y de SW-480 entre 1.5 a 7.5 mg kg dia”, con porcentajes semejantes a lo
descrito con 10 mg/kg de la mono-THF annonacina (Wang et al., 2002)
y 1 mg kg de bullatalicina (Ahammadsahi et al., 1993) donde ningtin ani-
mal muri6 al igual que en nuestros ensayos. La muerte de los animales
con 15 mg kg'dia! de laherradurina (1000x) sugiere que si bien la activi-
dad de la ACG sobre las células tumorales es potente, también pueden
actuar sobre las células normales afectando severamente al organismo.
Estos resultados pudieran sefialar que los limites entre las dosis terapéu-
ticas vs las toxicas de laherradurina en estos animales se encuentra entre
7.5 hasta 15 mg kg'dia’.

El efecto significativo de la cherimolina-2 en los animales implan-
tados con células Hela se encontrod en las dosis 100x y 500x al igual
que laherradurina, aunque debe resaltarse que su concentracion fue 3.3
veces mayor (1.5y 7.5 de laherradurina vs 5.0 y 25 mg kg dia” de cheri-
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molina-2); mds atin, la concentracién de 50 mg kg? dia? suscito efectos
indeseables en los ratones implantados con células SW-480, lo que pu-
diera senalar que las dosis terapéuticas de esta ACG son mds elevadas
y con peligro de llegar a efectos indeseables. Asi, tanto laherradurina
como la cherimolina-2 presentaron concentraciones perjudiciales en
los animales que pudieran ser el resultado de su actividad inhibitoria
sobre el Complejo I mitocondrial.

Cuadro 3. Reduccion final de los tumores en los animales que recibieron las concen-
traciones 100 y 500 veces la CE, de laherradurina y la cherimolina-2

Porcentaje de reduccion en el tamaiio
Dosis analizada de los tumores
(tratados vs controles)
mg kgtdia Hela SW-480
100x 15 55 45
Laherradurina®
500x 75 65 60
100x 5.0 30
500x 250 40
Cherimolina-2
100x 50 38**
500x NA NA

* Se administr6 concentraciones iguales de la ACG.
** Un animal sobreviviente al término del tratamiento
NA. No analizada

Uno de mayores problemas durante la quimioterapia en los pacien-
tes con cdncer, es la expresion de mecanismos de resistencia a los fdr-
macos en las células malignas, lo que puede llevar a la ineficacia del
tratamiento oncolégico. Las ACG son candidatas en el desarrollo de
farmacos antineopldsicos debido a que atin no se conocen mecanismos
de resistencia a ellas por parte de las células tumorales (Oberlies et
al.,1997). Sin embargo, es necesario encontrar métodos que permitan
comparar los diferentes estudios con animales, y valorar adecuadamen-
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te su actividad en las células blanco vs los efectos negativos que puede
desarrollar en los organismos receptores (Champy et al., 2004). En el
caso de la administracion de las acetogeninas esto es un aspecto cru-
cial, debido a que la inhibicion del Complejo I mitocondrial pudiera
suscitar niveles reducidos de ATP en las células normales, afectando
seriamente su funcionamiento.

Conclusion
Nuestros resultados muestran un enfoque razonable para el diseno de
las dosis de ACG a ser administradas invivo a partir de la concentracion

inhibitoria media (CI.,) obtenidas de los ensayos de proliferacion celu-
lar invitro.
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