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RESUMEN

El alcaloide oxoaporfinico liriodenina presenta actividad citotéxica en lineas celulares cancerosas y ha sido sefalado como un buen candidato para el
desarrollo de nuevos farmacos antineoplasicos, sin embargo su efecto en las células normales no ha sido auin reportado. Utilizando ensayos in vitro de
la proliferacion celular, en este estudio se compard la actividad de la liriodenina aislada de A. lutescens Saff. sobre la linea cancerosa de mama MCF-7
y en cultivos primarios de linfocitos de bazo murinos, utilizando la doxorubicina como farmaco antineoplasico de referencia. Los resultados muestran
que la liriodenina y la doxorubucina inhiben la proliferacion de las células MCF-7 de manera dosis dependiente con una DI, para ambos compuestos
de 4 png/mL. Interesantemente, la menor concentracion del alcaloide que produjo una inhibicion significativa (P < 0.05) fue de 0.001 ug/mL la cual fue
10 veces menor a la encontrada para el farmaco de referencia. Estadisticamente, las concentraciones menores de 1 ug/mL de liriodenina muestran un
efecto menor en los linfocitos murinos que en las células transformadas. Estos datos permiten conocer en las células MCF-7 los rangos seguros de la
posible administracion del alcaloide, sin comprometer excesivamente a las células normales.
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ABSTRACT

The alkaloid oxoaporfinico liriodenine shows a cytotoxic activity on neoplasic cells lines and is pointed out as a good candidate for the development of new
anti cancer drugs, However its effect on normal cells has not yet been reported. In this study the activity of the isolated liriodenine from A. lutescens Saff.
on breast cancer line MCF-7 and in primary cultures of murine spleen lymphocytes using in vitro cell proliferation assays was compared; the doxorubicin
as an antineoplasic reference drug was used. Our results show that the liriodenine and the doxorubucina inhibit both the proliferation of MCF-7 cells,
with a DI of 4 ng/mL Interestingly the lowest alkaloid concentration that produced a significant inhibition (P < 0.05) was 0.001 pg/mL and it is 10 times
lower than that found for the reference drug. Concentrations below 1 mg/mL of liriodenine statistically have less effect in murine lymphocytes than in the
transformed cells. These data allow knowing in MCF-7 cells, the safe ranges of its possible administration, without excessively compromising normal cells.
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INTRODUCCION

L;s propiedades medicinales de las plantas son atri-
uidas a la produccion de moléculas de bajo peso
molecular denominadas metabolitos secundarios (fenoles,
flavonoides, taninos, cumarinas, esteroides, alcaloides y
otros compuestos) cuya funcion se ha relacionado con la
interaccion de las plantas con su entorno; sin embargo
al ser quimicamente activos, pueden actuar en otros sis-
temas biologicos modificando sus procesos fisiologicos
y exhibiendo de manera natural actividades bioldgicas
como la antifingica, antimicrobiana, insecticida, citoto-

xica etc. (Anaya y Espinosa-Garcia, 2006). Por ello, estos
compuestos son una de las fuentes mas importantes en
la busqueda de moléculas activas para el desarrollo de
nuevos medicamentos.

Se ha documentado que los alcaloides derivados de
isoquilinas, como los aporfinoides presentan un rango
amplio de actividades como antiparasitaria, antimicrobia-
na, antifingica, antitumoral y sobre el sistema nervioso
central (Mufioz ef al., 2006). Dentro de este grupo se
encuentra la oxoaporina denominada liriodenina que
es una molécula plana, de color amarillo y fluorescente
que ha sido aislada de diversas familias de plantas y es
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el alcaloide apofinico mas abundante en la familia An-
nonaceae (Gonzalez-Esquinca, 2005)

Diversos estudios seflalan que este alcaloide tiene
efectos inhibitorios sobre la proliferacion de células
cancerosas de pulmon, higado y mama (Wu ez al., 1990;
Chang et al., 2004; Hsieh et al., 2005), y su actividad se
ha relacionado con la inhibicién de la topoisomerasa IT
(Wooetal., 1979; Lieral., 2009) lo que llevaria al bloqueo
del ciclo celular. Por lo anterior se le ha senalado como
un buen candidato para el desarrollo de nuevos farmacos
antineoplasicos; sin embargo un compuesto para ser
considerado como de uso potencial debe presentar una
adecuada selectividad sobre las células cancerosas sin
afectar de manera excesiva a las normales. Utilizando en-
sayos de proliferacion celular en este estudio se compard
la actividad in vitro de la liriodenina aislada de extractos
alcaloidales de Annona lutescens Saff. (Annonaceae) en
la linea de adenocarcinoma humano de mama MCF-7
y en cultivos primarios de linfocitos de bazo de ratones
normales, utilizando como firmaco antineoplédsico de
referencia la doxorubicina.

MEtopo

Aislamiento de la liriodenina

Se molié hasta polvo fino 50 g de raices de Annona lutes-
cens Saff. que se saturaron con una soluciéon concentrada
de Na,CO,. El polvo se sec6 a temperatura ambiente y se
extrajo con CHCI,. El extracto se refin6 en tres ocasiones
mediante una extraccion acido-base con CHCI, siguiendo
el método reportado por de la Cruz y Gonzalez-Esquinca
(2012). Se obtuvo 23 g de extracto alcaloidal, del que se
precipit6 un sélido amarillo que se purificoé por medio de
recristalizaciones con CHCl,-MeOH hasta obtener 4.3
mg de liriodenina (p.f. 280-282 °C) (figura 1).

Liriodenina, A. Estructura quimica. B. Cromato-
grafia en placa fina corrida con CHCI,-MeOH
9:1 y revelado con el reactivo de Dragendorff.

FIGURA 1

Lineas celulares

La linea humana de adenocarcinoma mamario MCF-7
(ATCC Manassas, VA. USA) fue mantenida con medio
de cultivo D-MEM/F12 (Invitrogen, México) suplemen-
tado con 10% de suero fetal bovino (medio completo).
Los linfocitos murinos se obtuvieron de ratones Balb/c
normales, sacrificados humanitariamente de acuerdo a
las normas de la Asociacién Mexicana para Animales
de Laboratorio (AMCAL). Asépticamente el bazo fue
removido y las células disociadas mediante su paso por
una malla. Las células se recolectaron en un tubo conico
y los eritrocitos presentes se lisaron con una solucién 0.15
MNH,CI, 1.0mM KHCO, y 0.1 mM Na,EDTA,; los lin-
focitos resultantes fueron lavados por centrifugacion con
una solucion amortiguada de fosfatos pH 7.2 y finalmente
resuspendidos en medio completo. Todo el procedimiento
se realiz6 en condiciones de esterilidad (Kruisbeek, 1994).

Ensayos en los cultivos celulares

Las células fueron sembradas en 100 uLL de medio de cultivo
completo en placas de 96 pozas a una densidad de 1x10*
células MCF-7 o 4 x 109 linfocitos murinos por poza y
mantenidas a 37°C en atmosfera himeda con 5 % de CO,
durante toda la noche. Al dia siguiente se afiadio liriodenina
o el farmaco de referencia doxorubicina a concentraciones
finales de 20, 10, 1,0.1,0.001 y 0.0001 ug/mL. La viabilidad
(linfocitos ) o la proliferaciéon (células MCF-7) celular fue
analizada después de 48 h de exposicion, utilizando 10 ul
de MTT (5mg/mL) de acuerdo al método reportado por
Mosmann (1983) y la absorbancia medida con un lector
de microplacas (Biorad, Hércules CA, USA) a 570 nm de
longitud de onda. Cada prueba se realizo por triplicado y
en cuatro ensayos independientes. El porcentaje de prolife-
racion o viabilidad se calculd considerando como 100 % el
valor obtenido en las células control (sin tratamiento). La
concentracion de liriodenina o doxoribucina que redujo al
50% la proliferacion o viabilidad celular en relacion a las
células control (dosis inhibitoria media o DL, ) fue deter-
minada graficamente mediante curvas de dosis-respuesta.

Analisis estadistico

La diferencia estadistica entre los tratamientos y las célu-
las control fue calculado mediante el analisis de varianza
(ANDEVA) de una sola via y la prueba a posteriori de Bon-
ferroni en donde P < 0.05 fue considerado significativo

ResuLTADOS

Los resultados indican que la liriodenina y el farmaco an-
tineoplasico de referencia afectan a los linfocitos normales



murinos Gnicamente en concentraciones altas aunque la
viabilidad celular nunca fue menor a 50% respecto de las
células control. Asi en las concentraciones mas altas (10 'y
20 pg/mL), la liriodenina permitié un 51% de viabilidad
celular en tanto que la doxorubicina el 69% (tratadas vs
controles); en el rango desde 1.0 hasta 0.0001 pug/mL el
efecto de la liriodenina y la doxorubicina fue desde mo-
derado hasta nulo (desde 90.1 hasta 100% y 87.4 a 99.8%,
respectivamente). Estos ensayos permiten conocer el rango
de concentracion del alcaloide en donde menos se perturba
a las células normales asi como registrar las concentra-
ciones donde pueden producirse los efectos indeseables.
Por otro lado, en la linea celular de adenocarcino-
ma mamario MCF-7 se encontré una reduccion de la
proliferacién dependiente de la concentracion de los
compuestos. Asi, en la menor concentracién (0.0001
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pg/mL), la liriodenina permitié 91% de proliferaciéon y
la doxorubicina el 87% (tratadas vs controles), en tanto
que a la mayor concentracion (20 pg/mL), la prolifera-
cion se redujo hasta el 29.5% en las células expuestas a
liriodenina y 35% con doxorubicina (cuadro 1). Aunque
para ambos compuestos la DI, es aproximadamente de
4 pg/mL, es importante seflalar que la concentracion
minima que produjo una inhibicion significativa de la
proliferacion (P <0.05) fue de 0.001 ug/mL en el caso de
la liriodenina, y de 0.01 ng/mL para la doxorubicina; es
decir la liriodenina fué 10 veces mas activa en las células
cancerosas que el firmaco control (cuadro 1). Utilizando
liriodenina extraida de Zanthoxylum nitidum (Rutaceae) y
esta misma linea neoplasica, Yang et al. (2009), encontra-
ron una DI, de 2.19 ug/mL, por lo que ambos estudios
son coincidentes.

| | 0.0001 || 0001 | 001 || o1 | 1 | 10 | 20 |
ST Liriodenina | 1000 | 9.8 | 914 | 912 | 901 | 512 | 537 |
mutrinos (%) | Doxorubicina | 99.8 | 903 | 847 | 941 | 874 | 755 | 691 |
Blitaacha | Liriodenina | 911 | 757 | 756 | 680 | 605 | 321 | 295 |
L WE V@ NCOM | Doxorubicina | 87.0 || 89.8 || 80.1 | 832 | 636 | 428 | 349 |

CUADRO 1

Diferencias estadisticas respecto a las células control (P < 0.05).

El efecto comparativo de la liriodenina entre ambos ti-
pos celulares muestra que existen diferencias importantes
y en donde es posible separar dos rangos de afectacion a
las células. En el primero con concentraciones bajas del
alcaloide (0.0001 a 1 pg/mL), la proliferacion celular de
las células transformadas MCF-7 es abatida a medida que
se incrementa la concentracién, en tanto que la viabilidad
en las células normales se conserva. y la diferencia entre
ambeas lineas celulares es significativa (P <0.05) especial-
mente de 0.001 a 1 ug/mL. Lo anterior pudiera indicar
el rango donde la liriodenina ejerce su mayor efecto en
las células neoplasicas sin afectar excesivamente a las
normales. En el segundo rango con concentracion alta
del compuesto (1 a 20 ug/mL), se compromete la sobre-
vivencia no solo de las células transformadas sino tam-
bién de las normales, por lo que podrian descartarse en
trabajos futuros, especialmente en ensayos con modelos
in vivo (figura 2). Una alternativa para buscar una menor
toxicidad a las células normales y una mayor solubilidad
del compuesto podria ser la modificacion estructural del
compuesto posiblemente a partir de los a&tomos N-7 y O-8
carbonilo (Liu ez al., 2009).

Efecto de las concentraciones de liriodenina y del doxorubicina (ng/mL) en los cultivos celulares
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Efecto de las concentraciones de la liriode-
nina en los linfocitos normales murinos y la
linea celular neoplasica MCF-7. Diferencias
estadisticas entre ambas lineas celulares.

FIGURA 2

En la linea de células de cancer de pulmoén A549 y
mediante analisis de citometria de flujo Chang er al. (2004)
reportaron que la liriodenina bloqued la progresion del
ciclo celular durante la transiciéon de G2/ M y condujo a
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la activacion de las proteinas caspasas mediadoras de la
induccion de la apoptosis o muerte celular programada.
Estas caracteristicas deseables en un farmaco antineoplasico
ademas del conocimiento de las dosis terapéuticas lejanas de
las nocivas, abre la posibilidad de iniciar los trabajos i vivo
con modelos animales, a fin de conocer su efecto e interac-
ci6n en los multiples sistemas que integran al organismo.

CONCLUSIONES

Annona lutescens (anona amarilla) es un recurso natural
de México y Centroamérica con abundante produc-

cion de liriodenina y otros compuestos activos, que
pudieran servir para el desarrollo de nuevos farmacos.
La liriodenina posee actividad antiproliferativa a dife-
rentes concentraciones sobre la linea celular cancerosa
MCF-7 y es mas activa que el farmaco de referencia
doxorubicina; de manera importante las concentracio-
nes menores de 1 pg/mL del alcaloide presentan una
adecuada especificidad hacia las células transformadas
sin comprometer excesivamente a las normales, lo que
permite visualizar a la liriodenina como un candidato
importante para el desarrollo de nuevos farmacos
antineoplasicos.
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