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Resumen

Las acetogeninas de la familia Anonaceae (ACG) son metabolitos 
secundarios que exhiben en las células cancerosas un gran efecto 
citotóxico 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 
señalan razones para las dosis empleadas. En este estudio se administró 
in vivo las acetogeninas laherradurina y cherimolina-2 utilizando la con-
centración inhibitoria media (CI

50
) in vitro en la dosis inicial. La CI

50
 in 

vitro de las ACG se determinó a las 48 h en ensayos de proliferación en 
células HeLa y SW-480 en cultivo. Lotes de ratones atímicos implanta-
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dos con células HeLa o SW-480 recibieron diariamente durante 20 días, 
diferentes dosis de acetogeninas. La dosis inicial correspondió a la CI

50
 de 

la ACG multiplicada por el peso del animal; las siguientes dosis fueron 10, 
100 o 500 veces la dosis inicial. La doxorubicina fue empleada como com-
puesto antineoplásico control.  La laherradurina en dosis de 100x y 500x 
(1.5 y 7.5 mg kg-1 día-1) redujo en 53 y 65% el desarrollo de los tumores de 
células HeLa y en 44 y 60% los de SW-480. Por su parte la cherimolina–2 
hasta 100x y 500x (5 y 25 mg kg-1 día-1) inhibió el desarrollo de los tumores 
GH�FpOXODV�+H/D�HQ����\�����SHUR�QR�PRVWUy�HIHFWRV�VLJQLÀFDWLYRV�VREUH�
los de SW-480. Efectos indeseables en los ratones se encontraron con  15 
mg kg-1 día-1 de laherradurina y 50 mg kg-1 día-1 de cherimolina-���&RQ�HO�ÀQ�
de encontrar in vivo el mayor efecto inhibitorio de las ACG en las células 
cancerosas, así como los menores efectos indeseables en los organismos 
receptores, un indicativo apropiado puede ser la CI

50
 de los ensayos de 

proliferación in vitro, la cual puede ser transformada a mg kg-1 día-1 y de 
esta forma es posible su incremento y administración en animales. 
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Introducción

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

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

Los estudios con animales, especialmente con roedores, señalan que 
la actividad de las ACG puede ser comparable o inclusive superior a 
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algunos fármacos anti-neoplásicos. Por ejemplo, en ratones con leuce-
mia murina (L1210), la bullatacina (50 µg kg-1) y la bullatacinona (400 
µg kg-1) por vía intraperitoneal, alargaron en 38 y 44%  la vida de los 
animales enfermos con respecto al lote control (Ahammadsahib et al., 
1993). En ratones BDF-1 con carcinoma murino de pulmón (LLC), la 
administración de 10 mg kg-1 día-1 de annonacina durante dos semanas, 
logró una reducción de 57.9%  en el crecimiento de los tumores, por-
centaje similar a la dosis de 2 mg kg-1 día-1 de doxorubicina (Wang et 
al., 2002).  En ratones atímicos implantados con células del carcinoma 
ovárico humano A2780, la bullatacina (50 µg kg-1) y la bullatalicina (1 
mg kg-1) redujeron en 67 y 75% el crecimiento de los tumores, y seme-
jante al tratamiento de 5 mg kg-1 del fármaco antitumoral cisplatina 
(Ahammadsahib et al., 1993). A pesar de estos resultados prometedores, 
es difícil establecer alguna relación entre las dosis empleadas en los di-
ferentes trabajos. Por ello, se decidió utilizar como criterio la concen-
tración inhibitoria media de las acetogeninas en los cultivos celulares 
y multiplicarlo por los gramos de peso del animal experimental. Esta 
conversión en mg kg-1 permite que la concentración pueda ser incre-
mentada hasta encontrar el mayor efecto inhibitorio en el desarrollo de 
los tumores y el menor efecto tóxico en los animales tratados.

En este estudio, las acetogeninas laherradurina (bis THF adyacen-
te con una lactona terminal E-hidroxil J metil saturada) reportada 
como uno de los inhibidores más potentes del Complejo I mitocondrial 
(Warmerdam et al., 1998; Tormo et al., 2001) y la cherimolina-2 (bis THF 
no adyacente J–lactona) con actividades citotóxicas (Cortes et al., 1993) 
�ÀJXUD� ���� IXHURQ�XWLOL]DGDV�SDUD�DQDOL]DU�HO�HIHFWR�GH�VX�DGPLQLVWUD-
ción en ratones implantados con células cancerosas humanas de cérvix 
HeLa y de colon SW-480 a partir de la concentración inhibitoria media 
exhibida en las células en cultivo.



234

Anonáceas. Plantas antiguas, estudios recientes

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

Método

Las acetogeninas y el fármaco antineoplásico doxorubicina (Doxolem® 
RU. Lemery, S.A. de C.V. México) fueron inicialmente disueltos en 
dimetil sulfóxido (DMSO) para los ensayos de proliferación in vitro o 
en EtOH para la actividad antitumoral in vivo (soluciones madre). Las 
líneas 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 antibióticos (100 unidades/mL de penicilina y 100 pg/mL de 
estreptomicina) a 37oC en atmósfera húmeda con 5% de CO

2
. 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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2EWHQFLyQ�GH� OD� FRQFHQWUDFLyQ� LQKLELWRULD�PHGLD� �&,50) 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-
URQ�HQ�ODV�SR]DV�SDUD�VX�FRQFHQWUDFLyQ�ÀQDO�GH�����������������������������
y 0.0001 Pg/mL (desde 1.3 hasta 1x10-4 log Pg/mL). 

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

 El porcentaje de la inhibición de la proliferación se calculó como: 
IP (%) = [100 – (valor medio de las células tratadas / valor medio de las 
células control)] /100. La concentración de acetogeninas que redujo al 
50% la proliferación celular en relación al control (CI

50
) fue determina-

GR�JUiÀFDPHQWH�PHGLDQWH�ODV�FXUYDV�GH�FRQFHQWUDFLyQ-respuesta.

Administración de las acetogeninas en los ratones  implantados 
con las células neoplásicas

Se utilizaron ratones atímicos de seis semanas de edad y peso aproxi-
mado de 15 g provenientes del Instituto Nacional de Ciencias Medicas 
y Nutrición Salvador Subirán, México. Los animales se cuidaron de 
acuerdo con los principios y lineamientos de la Asociación Mexicana 
SDUD�$QLPDOHV�GH�/DERUDWRULR��$0&$/���HQ�MDXODV�FRQ�DLUH�ÀOWUDGR�\�
acceso libre a la comida y agua. Para los ensayos, los ratones se inocula-
ron subcutáneamente en el lomo con células HeLa (1 x 106) o SW-480 
(5 x 106). Después de 24 h, grupos de 5 ratones recibieron subcutánea-
mente en la base del tumor, diariamente durante dos semanas, las di-
ferentes concentraciones de ACG disueltas en 0.1 mL de solución de 
NaCl  al 0.9%. Los animales control recibieron 0.1 mL de la solución 
vehículo. 
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Se utilizó como dosis inicial la concentración de la CI
50

 obtenida de 
los ensayos de proliferación in vitro, multiplicada por el peso del animal 
(1x). Los siguientes grupos de ratones recibieron 10, 100, y 500 veces 
la concentración de la dosis inicial (10x, 100x y 500x). Laherradurina 
también se utilizó en un lote de animales en la dosis de 1000x (15 mg 
kg-1 día-1).

Los tumores se midieron con un vernier cada 48 h y su tamaño en 
mm3 se calculó con la fórmula (largo x ancho2)/2. El porciento de re-
ducción 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 estadística entre los grupos experimentales y el grupo 
control se calculó con la prueba de ANDEVA y la de a posteriori de Bon-
IHUURQL�HQ�GRQGH�3�������IXH�FRQVLGHUDGR�VLJQLÀFDWLYR�

Resultados y discusión

Efecto de las acetogeninas en los cultivos celulares

Después de 48 h de exposición a las acetogeninas, los resultados mos-
traron que la proliferación de las células HeLa y SW-480 tuvo una 
reducción dependiente de la concentración de los compuestos. Así, 
laherradurina a concentración de 20, 0.01 y 0.0001 Pg mL-1, disminuyó 
la reproducción de las células HeLa en 85, 49 y 32% y mostró una CI

50
 

de 0.015 Pg mL-1. A estas mismas concentraciones, la inhibición sobre 
las células SW-480 fue de 80.5, 48.0 y 27.1% respectivamente y un 
CI

50
 cercano a 0.015 Pg mL-1. 

Por su parte la  cherimolina-2 redujo la proliferación de las células 
HeLa en 78, 43 y 19.5% a las concentraciones de 20, 0.01 y 0.0001 Pg 
mL-1, y presentó una CI

50
 de 0.05 Pg mL-1; 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

50
 de 0.5 Pg mL-1. Ambas 

acetogeninas fueron más activas que la doxoribucina que tuvo una 
CI

50
= 0.1 Pg mL-1 sobre las células HeLa y de 5 Pg mL-1 sobre SW-480 

�JUiÀFDV��$�\��%��FXDGUR����
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Grafica l. Inhibici6n de la proliferation celular in vitro de HeLa (A) y SW -480 (B). Los 
valores estan expresados como porcentajes en relaci6n al grupo control Los valores 
de las concentraciones se encuentran en escala logaritrnica 

Cuadra l Actividad in vitro de las acetogeninas y de la droga control en las lineas 
neopl.asi.cas humanas 

Concentracion inhibitoria media ) (mg mL·1 ) 

Gelulas Laherradurina II Cherimolina .. 2 II Doxorubicina 

He La 0.015 I 0.05 =II 0.1 I 
SW-480 0.015 I 0.5 Jl 5.0 I 

Nuestros ensayos de proliferaci6n in vitro sefialan que las ACG 
ron mas activas que el farmaco antineoplasico doxoribucina, siendo 
herradurina en comparaci6n con la cherimolina 3.3 veces mas activa en 
las celulas Hel.a y 33 veces en las SW-480. La proliferaci6n de ambas 
lineas tumorales fue inhibida por laherradurima con una Cl50 semejante, 
pero presentaron diferencias con la cherimolina-2, en donde las celulas 
HeLa fueron lO veces mas susceptibles que las SW 480. 

Los estudios previos con las ACG como agentes inhibidores de la 
proliferaci6n de lineas celulares en cultivo, sefialan algunas tendencias 
en la actividad de estos compuestos: pueden ser mas citot6xicas en las 
lineas cancerosas que algunas drogas antineoplasicas; las ACG bis THF 
adyacentes son mas activas que las bis THF no adyacentes (Oberlies et 

237 



Anonaceas. Plantas antiguas, estudios recientes 

al., 1995; Oberlies et aL, 1997) y existe diferencias notables en la 
tibilidad de las lineas celulares hacia la misma ACG (Royo et aL, 2003; 
T ormo et aL, 2005). 

Los estudios de inhibici6n sobre el Complejo I mitocondrial que 
buscan la relaci6n entre la estructura de las ACG y su actividad, 
fialan que la cadena alifatica con l3 atomos de carbono del espaciador 
que une el sistema THF al anillo y -lact6nico en la moleculas de estos 
compuestos, pudiera ser un factor esencial para exhibir una mayor 
potencia inhibitoria (Miyoshi et aL, 1998; T akada et aL, 2000; Abe et al., 
2005). La molecula de laherradurina contiene en su cadena 
ra ellargo mencionado, en tanto que la cherimolina-2 con un sistema 
THF no adyacente y una cadena espaciadora mas corta pudiera tener 
una conformaci6n menos apropiada. Estas diferencias pod.rian explicar 
sus diferentes comportamientos en las lineas celulares, sin ambargo la 
laherradurina ha sido reportada como un potente inhibidor del 
plejo I mitocondrial, con actividad superior ala rolliniastatina-1 y la 
cherimolina -1 (Tormo etal., 2001). 

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

La concentraci6n de las ACG administradas a los ratones atimicos fue 
variable de acuerdo a la CI50 exhibida en los ensayos de proliferaci6n 
( cuadro 2). En general, las ACG inyectadas diariamente en un periodo 
de 20 elias, tuvieron un efecto inhibitorio en el desarrollo de los 
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 

Lfnea celular Laherradurina* Cherimolina-2* 

He La 0.015 0.15 1.5 7.5 0.05 0.5 5.0 25.0 
SW-480 0.015 0.15 1.5 7.5 0.5 5.0 50 250 

* mg kg'1 dfa·1 

238 
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Efecto en los tumores inducidos de células HeLa

En los animales que recibieron las concentraciones de 10x, 100x, y 500x 
GH�ODKHUUDGXULQD��/K���VH�KDOOy�XQD�UHGXFFLyQ�VLJQLÀFDWLYD�GHO�WDPDxR�
ÀQDO�GHO�ORV�WXPRUHV�GH������������\�����UHVSHFWLYDPHQWH�FRQ�UHODFLyQ�
al grupo control; en las últimas dos concentraciones, las diferencias es-
tadísticas se encontraron desde los días 15 y 11 respectivamente. En los 
animales que recibieron la dosis de 1000x  (15 mg kg-1 día-1) si bien el 
desarrollo de los tumores fue mínimo, manifestaron a partir del cuarto 
día de tratamiento una pérdida importante de peso, inestabilidad en 
VXV�PRYLPLHQWRV�\�ÀQDOPHQWH�PXULHURQ��3RU�HVWDV�UD]RQHV�VH�GHFLGLy�
suspender la administración de ACG a esta concentración o mayores. 

Por su parte la cherimolina-2  (Ch-���UHGXMR�VLJQLÀFDWLYDPHQWH�ORV�
tumores en 30% con las dosis de 100x y en 43.4% con la de 500x; con la 
GRVLV�PiV�DOWD��OD�UHGXFFLyQ�GH�ORV�WXPRUHV�GH�PDQHUD�VLJQLÀFDWLYD�VH�
LQLFLy�HO�GtD����GH�WUDWDPLHQWR��JUiÀFD��$���(O�IiUPDFR�DQWLQHRSOiVLFR�
doxorubicina tuvo efectos con valores intermedios entre ambas aceto-
JHQLQDV�\�QR�VH�HQFRQWUy�GLIHUHQFLDV�VLJQLÀFDWLYDV�HQWUH�ORV�DQLPDOHV�
tratados con las acetogeninas y el fármaco control en dosis similares.

(IHFWR�HQ�ORV�WXPRUHV�GH�FpOXODV�6:�������

La herradurina también afectó el desarrollo de los tumores de SW-480 
HQ�XQ�����HQ� OD�GRVLV� ��[�\�GH�PDQHUD�VLJQLÀFDWLYD�SRU� ODV�GRV�PiV�
altas; la dosis 100x inhibió el desarrollo tumoral en 44% y la de 500x  
en 60 %.
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*UiÀFD����,QKLELFLyQ�GHO�GHVDUUROOR�GH�ORV�WXPRUHV�in vivo de HeLa (A), células SW-
480; (B). Diferencias estadísticas se encontraron en todas las dosis mostradas

Debido a que en los ensayos de proliferación 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 incrementó considerable-
mente. Así, la dosis 100x inyectada a los animales implantados con célu-
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las SW-480, contenía dos veces la concentración de cherimolina-2 que la 
administrada como 500x en los ratones con HeLa (50 vs 25 mg kg-1 día-1) 
�FXDGUR�����$O�ÀQDOL]DU�HO�WUDWDPLHQWR��OD�GRVLV���[�QR�SURGXMR�UHGXFFLRQHV�
VLJQLÀFDWLYDV�\�ODV�VLJXLHQWHV�LQGXMHURQ�HQ�ORV�DQLPDOHV��SpUGLGD�GH�SHVR�H�
inestabilidad de sus movimientos. Con la dosis 100x (50 mg kg-1 día-1) úni-
FDPHQWH�XQ�DQLPDO�FRQWLQXy�YLYR�DO�ÀQDOL]DU�HO�WUDWDPLHQWR��OtQHD�SXQWHD-
GD��JUiÀFD��%��\�QLQJXQR�GH�HOORV�HQ�OD�GRVLV�GH����[������PJ�NJ-1 día-1).

Se ha reportado que 200 µg kg-1 de bullatacina es tóxica en los ani-
males, en tanto que 100 µg/kg-1 inhibe el desarrollo de los tumores de 
carcinoma ovárico humano A2780 en 68%, aunque la mortalidad de los 
animales es aún del 25% (Ahammadsahi et al., 1993). En nuestros resul-
tados la dosis 10x de laherradurina correspondiente a 150 µg kg-1día-1 
PRVWUy�XQD�UHGXFFLyQ�ÀQDO�GH�����VREUH�ORV�WXPRUHV�GH�FpOXODV�+H/D�
y de 29% en los de SW-480. Más aún, el incremento de 10 y 50 veces de 
laherradurina equivalentes a 1.5  y 7.5 mg kg-1 día-1 inhibió el desarrollo 
de los tumores de células HeLa en 53 y 65%, en tanto que en los de cé-
lulas SW-480 esta inhibición correspondió a 44 y 60%; las reducciones 
VLJQLÀFDWLYDV�VH�HQFRQWUDURQ�HQ�ODV�GRVLV�FRQ�PD\RU�FRQWHQLGR�GH�$&*�
en tiempo cada vez más temprano. 

Nuestros resultados señalan que laherradurina es efectiva en inhibir 
el desarrollo de los tumores de células HeLa entre 0.15 y 7.5 mg kg-1 día-1  

y de SW-480 entre 1.5 a 7.5 mg kg-1 día-1, con porcentajes semejantes a lo 
descrito con 10 mg/kg de la mono-THF annonacina (Wang et al., 2002) 
y 1 mg kg-1 de bullatalicina (Ahammadsahi et al., 1993) donde ningún ani-
mal  murió al igual que en nuestros ensayos. La muerte de los animales 
con 15 mg kg-1día-1 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 señalar que los límites entre las dosis terapéu-
ticas vs las tóxicas de laherradurina en estos animales se encuentra entre 
7.5 hasta 15 mg kg-1día-1. 

(O�HIHFWR�VLJQLÀFDWLYR�GH�OD�FKHULPROLQD-2 en los animales implan-
tados con células HeLa se encontró en las dosis 100x y 500x al igual 
que laherradurina, aunque debe resaltarse que su concentración fue 3.3 
veces mayor (1.5 y 7.5 de laherradurina vs 5.0 y 25 mg kg-1 día-1 de cheri-
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molina-2); mas aun, la concentraci6n de 50 mg kg-1 dia·1 suscit6 efectos 
indeseables en los ratones implantados con celulas SW -480, lo que 
diera sefialar que las dosis terapeuticas de esta ACG son mas 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 
sabre el Complejo I mitocondrial 

Cuadro 3. Reducci6n final de los tumores en los animales que recibieron las 
traciones 100 y 500 veces la CE50delaherradurina y la cherimolina-2 

Porcentaje de reduccion en el tamaiio 
Dosis analizada de los tumores 

(tratados vs controles) 

I mgkg1 dia·1 Hela 
II 

SW-480 

100x 1.5 55 45 
Laherradurina· 

500x 7.5 65 60 

100x 5.0 30 

500x 25.0 40 
Cherimolina-2 

100x 50 38** 

500x NA NA 

* Se administr6 concentraciones iguales de Ia ACG. 
** Un animal sobreviviente al termino del tratamiento 

NA. No analizada 

Uno de mayores problemas durante la quimioterapia en los 
tes con cancer, es la expresi6n de mecanismos de resistencia a los 
macos en las celulas malignas, lo que puede llevar a la ineficacia del 
tratamiento oncol6gico. Las ACG son candidatas en el desarrollo de 
farmacos antineoplasicos debido a que aiin no se conocen mecanismos 
de resistencia a elias por parte de las celulas tumorales (Oberlies et 
al. , 1997). Sin embargo, es necesario encontrar metodos que permitan 
comparar los diferentes estudios con animales, y valorar 
242 
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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 administración de las acetogeninas esto es un aspecto cru-
cial, debido a que la inhibición del Complejo I mitocondrial pudiera 
suscitar niveles reducidos de ATP en las células normales, afectando 
seriamente su funcionamiento. 

Conclusión

Nuestros resultados muestran un enfoque razonable para el diseño de 
las dosis de ACG a ser administradas in vivo a partir de la concentración 
inhibitoria media (CI

50
) obtenidas de los ensayos de proliferación celu-

lar in vitro. 
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