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Resumen

Annona cherimola (A. cherimola) es una
planta tropical presente en el sur de Centro
Ameérica y unas partes de Asia, que se utili-
za principalmente para el tratamiento de la
diabetes, etc. El objetivo de este estudio fue
determinar el efecto citotéxico de los extractos
acuoso, etandlico y cloroférmico de las hojas
de A. cherimola en lineas celulares de cancer
y en células mononucleares humanas nor-
males. Los extractos etandlico y cloroférmico
mostraron una fuerte actividad citotdxica con-
tra lineas celulares de cancer en relacién al
efecto contra las células normales. El efecto
citotoxico de los extractos etandlico y cloro-
formico fue comparable a aquella de Fluorou-
racilo o Cisplatino (controles positivos). Los
efectos citotdxicos de los extractos acuosos
fueron bastante débiles en comparacion con
los efectos de los extractos en etanol y cloro-
formo. A partir de estos resultados, se sugiere
que A. cherimola podria tener componentes
capaces de ser utilizados para el tratamiento
terapéutico para el cancer humano y también
valdria la pena estudiar mas a fondo su meca-
nismo de accion.

Palabras clave: annona cherimola, efecto
citotoxico, cancer, extractos.

Abstract

Annona cherimola Mill (A. cherimola), a tropi-
cal plant present at the South of Centro Ame-
rica and at several places of Asia, is main-
ly used for the diabetes treatment. The aim
of this study was to determine the cytotoxic
effects of aqueous, ethanolic and chlorofor-
mic extracts from leaves of A. cherimola on
cancer cell lines and normal human mono-
nuclear cells. The ethanolic and chloroformic
extracts showed the stronger cytotoxic activi-
ty against cancer cell lines than that against
normal cells. The cytotoxic effect of ethanolic
and chloroformic extracts was comparable
with those of Fluorouracil or Cisplatin (positi-
ve control). The cytotoxic effect of the aqueous
extracts was rather weak when compared
with the effects of ethanolic and chloroformic
extracts. From these results, it was suggested
that A. cherimola could have constituents to
be able to use in a therapeutic treatment for
human cancer and also it would be worth to
study further the mechanism of action.

Keywords: annona cherimola, cytotoxic
effect, cancer, extracts.
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Introduccion

El cancer sigue siendo un problema de salud importante en términos de morbilidad y
mortalidad, a pesar de los avances en la deteccion temprana y la mejora en las op-
ciones de tratamiento. El cancer es una enfermedad hostil, que si no se detecta en una
etapa temprana puede producir metastasis en otros 6rganos del cuerpo, lo que podria
producir la ineficacia de ciertos tratamientos como la quimioterapia. La carcinogénesis
es el desarrollo del cancer mediante varias etapas que estan fuertemente relaciona-
das con diferentes factores tales como la edad, habitos alimentarios y el equilibrio
hormonal (Kotecha, Takami et al. 2016). El cancer de pulmon es una de las principales
amenazas entre todos los tipos de cancer, con una agregacion de casi 1.4 millones de
casos por ano (Siegel, Naishadham et al. 2012). Por otra parte, el cancer de colon y
recto es una enfermedad comun en los paises en desarrollo (Deen, Silva et al. 2016,
Song y Giovannucci 2016, Sparling, Song et al. 2016). Aunque se han desarrollado
muchos farmacos contra el cancer, la resistencia a estos farmacos es ubicua. Por con-
siguiente, la investigacion y el desarrollo de farmacos nuevos y seguros es necesaria
(Ravi, Arunkumar et al. 2015, Lin, Huang et al. 2016).

Cada vez hay mas pruebas de que el aumento del consumo de frutas y verduras re-
ducen el riesgo de cancer de colon (Shirzad, Taji et al. 2011, Xu, Du et al. 2012, Jia,
Jin et al. 2013, Chambers, Valentova et al. 2015). Muchas plantas comestibles y me-
dicinales constituyen un recurso potencial para la investigacion y el desarrollo de los
agentes quimiopreventivos para el cancer (Novio, Cartea et al. 2016, Stanisavljevi, lli
et al. 2016). Las plantas contienen metabolitos secundarios bioactivos y debido a su
estructura compleja, investigaciones en este campo estan siendo llevadas a cabo por
los cientificos (De Marino, Festa et al. 2014, Ghasemzadeh, Jaafar et al. 2015, Farzaei,
Bahramsoltani et al. 2016). Para determinar el efecto que poseen los compuestos de
las plantas sobre los diferentes tipos de patologias, se recogen diferentes partes de
plantas, se preparan extractos y se ponen a prueba para la busqueda de nuevos y
novedosos productos quimioterapéuticos para tratar el cancer, asi como infecciones
virales y microbianas. La evaluacién citotéxica de las plantas constituye un impor-
tante procedimiento preliminar para identificar compuestos activos de las mismas
(Viveros-Valdez, Oranday-Cardenas et al. 2015).

Annona cherimola (A. cherimola) es un miembro de la familia Annonaceae, y se
puede encontrar en el sur de Centro América y también en algunas partes de Asia
(Adarsh Verma, Ajay Kumar et al. 2011, Verma, Kumar et al. 2011). Esta planta con-
tiene alcaloides, flavonoides, glucésidos, saponinas, taninos, carbohidratos, proteinas,
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compuestos fendlicos, fitoesteroles y aminoacidos (Tsuchiya 2015, He, Bai et al. 2016),
los cuales podrian poseer cierta actividad citotéxica sobre las células cancerigenas.
Por consiguiente, el objetivo de este estudio fue evaluar la actividad citotéxica de los
extractos acuoso, etandlico y cloroférmico de la hoja de A. cherimola en la linea celular
de cancer de colon (RKO), linea celular de adenocarcinoma alveolar (A549) y células
mononucleares humanas normales.

Materiales y métodos
Reactivos

Ficoll Hypaque (HISTOPAQUE-1077), RPMI 1640 y DMSO se adquirieron de Sig-
ma-Aldrich, EE.UU. Todos los demas reactivos utilizados fueron de grado analitico.

Planta (Annona cherimola)

Las plantas de A. cherimola fueron obtenidas en la poblacion de Quinara (1.612 msnm,
clima subtropical), la cual se encuentra ubicada al sur del cantdén Loja, en marzo de
2015. La especie fue identificada por el Sr. Bolivar Merino, especialista en taxonomia
de plantas del herbario “Reinaldo Espinoza” de la Universidad Nacional de Loja. El ma-
terial recogido se lavo con solucion de hipoclorito de sodio (0.5%), se eliminé el exceso
de agua y se dejo secar a temperatura ambiente durante dos semanas.

Preparacion de extracto de hoja de A. cherimola

Del material seco (hojas) se tomaron 200 g, se agregé cloroformo y se agitdé con agi
tador magnético durante 48 horas. Los extractos se concentraron en rotavapor a 30°C.
La extraccion se repitid tres veces y todo el concentrado se liofilizd y se refrigerd. El
material restante de la extraccién con cloroformo se secé y la metodologia de ex-
traccion se repitié usando consecutivamente etanol y agua. Los extractos etandlicos
se concentraron a 45°C y los acuosos a 55°C.

Lineas celulares y cultivo celular

Células RKO (linea celular de cancer de colon humano, ATCC, CRL-2577) y células
A549 (linea celular de adenocarcinoma alveolar humano, ATCC, CCL-185) fueron ad-
quiridas de la seccion de Genética Humana y Microbiologia Clinica del Departamento
de Bioquimica de Ciencias de la Salud de la Universidad Técnica Particular de Loja
(UTPL).
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Preparacion de células mononucleares

Sangre periférica (heparinizada) se recogié de voluntarios sanos y se diluyo con el
mismo volumen de PBS (o solucion salina). Las células mononucleares (linfocitos B y
T) se prepararon utilizando HISTOPAQUE-1077 (Ficoll Hypaque).

Ensayo de citotoxicidad celular

Para evaluar la citotoxicidad de los extractos se sembré 1 ml (que contienen 1x108
células) de la suspension celular en una placa de 24 pocillos. Después de la adhesién
sobre la parte inferior del pocillo, las células se incubaron en medio RPMI 1640 com-
pleto. Se utilizaron varias concentraciones de los extractos y medicamentos como con-
troles positivos (20, 100, y 1.000 mg/ml cada uno) a 6, 12, 24, 36, 48, 60, y 72 horas de
incubacion (5% de CO,). La cantidad de células vivas y células muertas se determino
con la técnica de azul tripan usando 20 ml de suspension celular. Por ultimo se calculé
el porcentaje de células muertas contra los recuentos de células totales.

Resultados

Para examinar el efecto de A. cherimola en la viabilidad celular, las lineas celulares de
cancer humano RKO y A549 y células mononucleares de sangre periférica, se incu-
baron en presencia o ausencia de extractos de hojas de A. cherimola bajo condiciones
neutras o acidas del medio de cultivo. Como control positivo se utilizaron Fluorouracilo
y Cisplatino.

1. Citotoxicidad del extracto de hoja de A. cherimola en células RKO (cancer de
colon humano)

1-1. Efectos de los extractos etandlicos

Al incubar las células RKO con el extracto etandlico de hoja de A. cherimola bajo
condiciones de pH neutro del medio de cultivo (pH 7.2), se encontraron de 2 a 4.5
veces mas de células muertas después de las incubaciones de 48, 60 y 72 horas en
comparacién con las del control negativo (sin extracto o Fluorouracilo). La citotoxici-
dad de este extracto fue comparable con el control positivo (Fluorouracilo)(Figs. 1a-A,
1a-B y 1a-C). Ademas, el extracto etandlico mostré una actividad citotoxica superior
a la mostrada por el control positivo cuando el cultivo se lleva a cabo a 60 y 72 horas
(Figs. 1a-B y 1a-C). Cuando se cultivaron las células de RKO bajo condiciones acidas
durante 48 horas o0 mas, se encontraron dos veces mas células RKO muertas en com-
paracion con el control negativo (Figs. 1b-A y 1b-B). Esta citotoxicidad fue mas fuerte
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que el de control positivo a una concentracion del extracto de 1000 mg/ml (Fig. 1b-C).
1-2. Efectos de lo extractos cloroférmicos

Para los extractos cloroférmicos se observo una fuerte citotoxicidad cuando se realiza
el cultivo durante un largo periodo (72 horas), incluso a dosis bajas (20 y 100 pg/ml).
La proporcién de células RKO muertas fue tres veces superior bajo condiciones de pH
neutro (Figs. 1a-G y 1a-H). Por otra parte, la proporcion de células muertas fue tres
veces superior después de la incubacion de 48 horas, incluso bajo condiciones de pH
acido cuando se afade alta dosis de los extractos (1000 pg/ml) (Fig. 1b-I).

1-3. Efectos de los extractos acuosos

La citotoxicidad de los extractos acuosos fue débil y la proporcion de células muertas fue
de dos 0 menos bajo condiciones de pH neutro y acido. Aunque fluorouracilo mostré una

Figura 1.
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proporcion de células muertas cercana a dos bajo condiciones de pH acido, la pro-
porcién de células muertas obtenidas por los extractos acuosos fue aproximadamente
uno (Figs. 1a-y 1b-D, 1a- y 1b-E, 1a-y 1b-F).

Figura 1. Efectos del tratamiento con extractos de A. cherimola en la viabilidad de
células RKO en condiciones de pH neutro (a) y pH acido (b).

Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas del extracto etandlico
(A, B, y C), extracto acuoso (D, E, y F) y extracto de cloroférmico (G, H y ) durante
6, 24, 48 y 72 horas. Se utilizé Fluorouracilo como control positivo. Los datos fueron
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expresados en porcentaje de células muertas con los extractos o Fluorouracilo contra
el numero de células muertas del control negativo (C-) [sin extractos o Fluorouracilo].
Los valores son la media de tres experimentos independientes.

2. Citotoxicidad del extracto de hoja de A. cherimola en células A549 (adenocar-
cinoma alveolar humana)

La citotoxicidad de los extractos también se evalu6 con una linea celular de cancer
A549, utilizando Cisplatino como control positivo. Los resultados fueron sustancial-
mente los mismos que los presentados por las células RKO, es decir, los extractos de
disolventes organicos (etandlicos y cloroférmicos) mostraron casi la misma citotoxici-
dad que presentd el control positivo (Cisplatino). Sin embargo, los extractos acuosos
no mostraron la actividad citotdxica alguna (datos no mostrados).

3. Citotoxicidad del extracto de hojas de A. cherimola en células mononucleares
de sangre periférica.

La figura 2 muestra que los extractos etandlico, acuoso y cloroférmico de A. cherimola
a concentraciones de 20 y 100 mg/ml no tuvieron efectos significativos en la muerte
celular total en comparacion con el control negativo (sin extracto). Sin embargo, a una
concentracion de 1000 mg/ml, el porcentaje de muerte celular total fue significativa-
mente alto y las relaciones fueron tres veces superiores en los extractos etandlicos
y mas de cuatro veces superiores en los extractos cloroférmicos cuando se incubd
durante 48 horas (Fig. 2-B y 2-E). Los extractos acuosos mostraron una citotoxicidad
extremadamente débil contra las células mononucleares normales (Figs. 2-C y 2-D).

Figura 2. Efectos del tratamiento con extractos de A. cherimola en la viabilidad
de células mononucleares humanas normales.

Las células se expusieron a varias concentraciones de extractos: etandlicos (A y B),

acuosos (C y D) y cloroformicos (E y F) durante 6, 24, 48 y 72 horas de incubacion.
Los datos se expresan en porcentaje de células muertas con los extractos contra el
numero de células muertas en el control negativo (C-) [sin extractos]. Los valores son
la media de tres experimentos independientes.

=20 pgml, (= 100 ugnl, gy = 1000 pg/ml
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Discusion

El presente estudio se realizé para evaluar la citotoxicidad de los extractos etandli-
co, acuoso Yy cloroférmico de A. cherimola contra lineas celulares de cancer humano
y células mononucleares humanas normales. La citotoxicidad se investigd contando
las células viables y muertas utilizando la técnica azul de tripan, como se muestra
en la seccion de materiales y métodos después de la incubacion de las células con
los extractos en diversos periodos. Los resultados mostraron que los extractos organi
cos (etandlicos y cloroférmicos) presentaron una fuerte actividad citotdxica contra las
lineas celulares cancerosas, tales como células RKO y células A549 en todas las
dosis de los extractos (20, 100 y 1000 mg/ml), siendo sus efectos comparables a los
controles positivos (Fluorouracilo o Cisplatino). Por otro lado, la citotoxicidad de los
extractos organicos para células mononucleares normales fue mas bien débil y se
observé unicamente cuando se utilizé una alta dosis (1000 mg/ml) de los extractos. A
pesar de que el extracto acuoso también fue capaz de inducir muerte en lineas celu-
lares cancerosas y en células mononucleares normales, su citotoxicidad fue muy débil.

En la zona tropical y subtropical, existe una variedad de plantas medicinales que han
sido utilizadas para la prevencion o el tratamiento de ciertas enfermedades o promo-
cion de la salud (Falé, Ferreira et al. 2013, Krifa, Skandrani et al. 2014, Hdéllerhage,
Résler et al. 2015, He, Bai et al. 2016, Novio, Cartea et al. 2016, Stanisavljevi, lli et al.
2016). La familia Annonaceae es una de estas plantas medicinales y se utiliza para
controlar la diabetes y sus complicaciones (Florence, Benoit et al. 2014). A. cherimola
Mill., pertenece a la familia Annonaceae, y contiene muchos compuestos como epi-
catequina, que corresponde a los flavonoides y una gran cantidad de carotenoides
como la luteina (Albuquerque, Santos et al. 2016, Santos, Vilela et al. 2016). Otra planta
de calabaza amarga (Momordica charantica) tiene una larga historia en la medicina
tradicional y se utiliza para la terapia pre-clinica contra el cancer, debido a que con-
tiene flavonoides, taninos y triterpenos (Ma, Krynitsky et al. 2012, Raina, Kumar et al.
2016, Yadav, Yadav et al. 2016). Los fitoquimicos como los flavonoides, terpenoides,
alcaloides, etc., con estructuras anfifilicas o hidréfobas que se presume interactuan
con las membranas biolégicas dando como resultado la modificacion de la fluidez de la
membrana y la permeabilidad consistentes con sus efectos farmacoldgicos (Tsuchiya
2015). Stanisavljevi et al. (Stanisavljevi, lli et al. 2016) han revelado que la intensidad de
la actividad citotoxica de los extractos del guisante (Pisum sativum L.) se correlaciona
con el contenido de epigalocatequina y luteolina que corresponden a los flavonoides.
Como se menciond anteriormente, la familia de las Annonaceaes contiene una gran
cantidad de flavonoides, por lo tanto, éstos podrian haber contribuido en la citotoxicidad
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de los extractos organicos de A. cherimola al ser cultivados con las lineas celulares de
cancer humano RKO y A549. Ademas, el tumor sdlido y su microambiente poseen un
pH acido debido al aumento del metabolismo fermentativo y a la mala perfusion, lo que
favorece el crecimiento invasivo local y la metéastasis (Estrella, Chen et al. 2013). Por lo
tanto, el hecho de que los extractos de A. cherimola posean un efecto citotoxico sobre
las células cancerosas, incluso bajo condiciones acidas, sugiere la posibilidad de que
existan sustancias activas contra el cancer sélido en los extractos de dicha planta.

Sin embargo, existe la posibilidad de que dicha planta también posea compuestos
que pudieran resultar adversos para la salud. Héllerhage et al analizaron el efecto de
los extractos de las especies Annonaceae (A. muricata L., A. squamosa L., A. muco-
sa JACQ y A. squamosa x cherimola Mabb.) in vitro sobre células neuronales (linea
celular de neuronas mesencefalicas humanas). En sus experimentos, los extractos
con acetato de etilo caliente mostraron una fuerte disminucion de la viabilidad celular
y fuertes efectos neurotdxicos. A partir de estos resultados, se demostré que las es-
pecies Annonaceae también pueden tener algunos componentes peligrosos para la
salud en términos de neurotoxicidad (Hollerhage, Résler et al. 2015). Por lo tanto, seria
necesario identificar y eliminar estos componentes dafinos de A. cherimola. También
se examinaron los efectos de los extractos de Amaranthus hybridus en el sistema in-
mune y se observo que éstos estimularon la expresion del mRNA de Interferon gamma
pero mostraron poco efecto en contra de la produccion de anticuerpos (los autores,
datos no publicados). Por lo tanto, seria muy importante estudiar los efectos de los
extractos de A. cherimola sobre la inmunidad celular y humoral.

Conclusiones

Se confirmd que los extractos organicos de A. cherimola contienen compuestos que
provocan citotoxicidad. Estos componentes han ejercido un fuerte efecto citotoxico
contra las células cancerosas, pero mostraron poco efecto en las células normales.
Por lo tanto, se estima que estos flavonoides estan presentes en extractos organi
cos para producir citotoxicidad sobre células cancerigenas en humanos. Los extractos
organicos de A. cherimola mostraron citotoxicidad incluso en condiciones acidas, lo
cual sugiere que estos extractos organicos probablemente sean eficaces contra célu-
las de cancer que estan creciendo en un medio acido.
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