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Estudio quimico de las plantas Annona sclerodermay
Annona globiflora como fuente de compuestos citotoxicos

Chemical study of Annona scleroderma and Annona
globiflora plants as a source of cytotoxic compounds

Javier Sosa-Rueda’, Alvaro Peniche-Cardefiaz, Karina Mondragén-Vasquez?,

Jorge Dominguez-Chavez*, Francisco Cen-Pacheco®”

Resumen

El cancer es una de las causas de muerte mas frecuentes
en la poblaciéon mundial del siglo XXI. En México, desde
1995 se constituyd como el segundo motivo de muerte,
con una incidencia de 12%; ante este panorama, actual-
mente se plantean diversas estrategias para el disefio de
farmacos que permitan establecer un tratamiento eficaz
contra esta patologia. Una de ellas, es la busqueda de
moléculas naturales que puedan desarrollarse como far-
macos anticancerigenos. Objetivo: evaluar la actividad
anticancerigena de las fracciones Kupchan de Annona
scleroderma y Annona globiflora sobre las lineas celula-
res de cancer humano, HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y
WiDr, y purificar sus compuestos mayoritarios. Materia-
les y métodos: las semillas de A. scleroderma y A. globiflo-
ra fueron extraidas con metanol. El extracto metanélico
se fraccioné por el método de Kupchan, y las fracciones
fueron probadas frente a cinco lineas de células cance-
rosas, mediante el ensayo de XTT. Para la purificacion de
las fracciones activas se utilizaron diversas técnicas cro-
matograficas. Resultados: las evaluaciones de las fraccio-
nes Kupchan contra cinco lineas cancerigenas, indican
que las fracciones hexano y diclorometano de ambas
especies poseen una notable actividad contra todas las
lineas celulares, mientras que las demas fracciones Kup-
chan mostraron poca actividad (<50% de inhibicion). El

Vol. 2022-2 / Revista Médica de la Universidad Veracruzana

[ https://doi.org/10.25009/rmuv.2022.2.69 |

Recibido: 27/02/22
Aprobado: 20/01/2023

! Estudiante de maestria. Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, Uni-
versidad Veracruzana, Miguel Angel de
Quevedo s/n, 91710 Veracruz, Veracruz,
México

2 Dr. en Ciencias Agropecuarias. Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Uni-
versidad Veracruzana, Miguel Angel de
Quevedo s/n, 91710 Veracruz, Veracruz,
México

3 Dra. en Ciencias. Facultad de Bioana-
lisis, Universidad Veracruzana, lturbide
s/n, 91700, Veracruz, Veracruz, México
“Dr. en Ciencias. Facultad de Bioanalisis,
Universidad Veracruzana, lturbide s/n,
91700, Veracruz, Veracruz, México

5 Dr. en Quimica e Ingenieria Quimica.
Facultad de Bioanalisis, Universidad Ve-
racruzana, lturbide s/n, 91700, Veracruz,
Veracruz, México

"Autor de correspondencia: correo-e:
fcen@uv.mx; Tel.: +52-229-9321707, Ext.
26213

25


mailto:fcen@uv.mx
https://doi.org/10.25009/rmuv.2022.2.69

Articulo Original

26

estudio fitoquimico de estas plantas permitié el aisla-
miento de los compuestos: escuaminas C-F (1-4), ro-
lliniastatina 2 (5) y bullatacinona (6). Conclusiones:
con base en los resultados obtenidos, es evidente
que las plantas A. scleroderma y A. globiflora tienen
un gran potencial como una fuente de compuestos
citotoxicos que podrian sentar las bases para el desa-
rrollo de nuevos farmacos anticancerigenos. Asi, por
ejemplo, los compuestos aislados de estas plantas,
escuaminas C-F (1-4), rolliniastatina 2 (5) y bullata-
cinona (6), poseen una marcada actividad contra di-
versas lineas celulares cancerosas.

Palabras claves: plantas, actividad anticancerigena,
Annona scleroderma, Annona globiflora, compuestos
citotoxicos.

Abstract

Introduction: cancer is one of the most frequent
causes of death in the world population of the 21st
century. In Mexico, since 1995 it became the second
cause of death, with an incidence of 12%; given this
scenario, various strategies are being addressed for
the design of drugs that allow establishing an effec-
tive treatment against this pathology. One of these
strategies is the search for natural molecules that can
be developed as anticancer drugs. Objective: to evalu-
ate the anticancer activity of the Kupchan fractions of
Annona scleroderma and Annona globiflora on human
cancer cell lines, HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D and
WiDr, and to purify their main compounds. Materials
and methods: A. scleroderma and A. globiflora seeds
were extracted with methanol. The methanolic ex-
tract was fractionated by the Kupchan method and
these fractions were tested against five cancer cell
lines using the XTT assay. Various chromatographic
techniques were used for the purification of the active
fractions. Results: evaluations of the Kupchan frac-
tions against five cancer lines indicate that the hex-
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ane and dichloromethane fractions of both
species have remarkable activity against all
cell lines, while the other Kupchan fractions
showed little activity (<50% inhibition). The
phytochemical study of these plants allowed
the isolation of the compounds, squamins C-F
(1-4), rolliniastatin 2 (5) and bullatacinone
(6). Conclusions: Based on the results ob-
tained, it is clear that the A. scleroderma and
A. globiflora plants have great potential as
a source of cytotoxic compounds that could
lay the groundwork for the development of
new anticancer drugs. Thus, for example, the
compounds isolated from these plants, squa-
mins C-F (1-4), rolliniastatin 2 (5) and bul-
latacinone (6) have marked activity against
several cancer cell lines.

Keywords: plants, anticancer activity, Anno-
na scleroderma, Annona globiflora, cytotoxic
compounds.

Introduccion

En 2020, la Organizaciéon Mundial de la Sa-
lud (OMS) declar6 al cancer como la princi-
pal causa de muerte en el mundo, con casi 10
millones de fallecimientos, que representan
el 13% de todas las muertes a nivel mundial
(Gonzalez-Angulo et al., 2007; OMS, 2022).
Se reporto al cancer pulmonar con 1.8 mi-
llones de defunciones; al colorrectal con
935,000; al hepatico con 830,000; al gastri-
co con 769,000, y al de mama con 685,000,
como los mas fatidicos en ese afio (Ferlay J,
2020). En América, la Organizacién Paname-
ricana de la Salud (OPS) report6, en 2020,
1.4 millones de muertes asociadas al can-
cer; de éstas, 45% ocurrié en América la-
tina y el Caribe (ALC). Desafortunadamente,

se espera que la mortalidad ascienda hasta
2.1 millones para 2030 (OPS, 2020). La tasa
de mortalidad estandarizada a consecuen-
cia de alguna neoplasia maligna fue de 120
muertes por cada 100 mil habitantes para
ALC. Uruguay (184.8), Republica Dominica-
na (176.2), y Haiti (159.8), son los paises
con las tasas mas altas; en contraste, México
presentd una de las tasas mas bajas (87.0)
(OCDE iLibrary, 2019). Las principales neo-
plasias causantes de muerte en México son:
cancer de pulmoén, de mama, colorrectal, de
prostata, y de estobmago. Cada afio se esti-
man 148 mil nuevos casos de cancer (65.5
mil en hombres y 82.4 mil en mujeres)
(SMeO, 2016). En 2020, las mayores tasas de
defunciones registradas a causa del cancer
por cada 100,000 habitantes por entidad de
residencia habitual, ocurrieron en Ciudad de
México con 116, Chihuahua con 105, Sonora
con 94, y Morelos y Veracruz de Ignacio de la
Llave con 93 (INEGI, 2021).

Aun cuando México es considerado uno de
los paises con gran riqueza natural tanto
de flora como de fauna, el porcentaje de or-
ganismos estudiados para la buisqueda de
compuestos que puedan sentar las bases
para el desarrollo de nuevos fairmacos es re-
lativamente bajo (Bye et al., 1995). Se estima
que el namero de moléculas aisladas hasta
la fecha no equivale ni al 10% de los poten-
ciales principios activos que se esperaria
encontrar en un pais con la riqueza natural
que posee México (Villarreal Ortega, 2008).
Particularmente, las plantas terrestres han
tenido un amplio uso en el tratamiento del
cancer, ya que se estima que mas de 50% de
los agentes anticancerigenos en uso derivan
directa o indirectamente de fuentes natu-

27



Articulo Original

28

rales (Newman & Cragg, 2016; Caroll et al., 2021; Eskens & Verweij,
2000). En México se han empleado alrededor de 240 especies de plan-
tas pertenecientes a 78 familias botanicas para tratar enfermedades
con la sintomatologia de cancer (Villareal Ortega, 2008; Alonso-Castro
etal., 2010; Jacobo-Herrera et al., 2015). Algunas de ellas son especies
pertenecientes a la familia Annonaceae, que se caracterizan por poseer
numerosas sustancias bioactivas de diversa naturaleza quimica, tales
como alcaloides, terpenos, flavonoides, acetogeninas y aceites saponi-
ficables, que se obtienen de sus hojas, sus raices, sus frutos, sus corte-
zas y sus semillas (Menezes et al., 2021; Anaya-Esparza et al., 2021).
En las ultimas décadas, los estudios fitoquimicos y farmacolégicos
sobre especies de Annonaceae se han intensificado, pues en un gran
numero de éstas se han descubierto acetogeninas y ciclopéptidos, dos
grupos de compuestos naturales que poseen una gran variedad de ac-
tividades bioldgicas, que incluyen la capacidad de inducir apoptosis
(muerte celular programada) en células cancerigenas (Dahiya & Dahi-
yaetal.,, 2021). En este trabajo, se evalud la actividad anticancerigena
de las fracciones Kupchan (hexano, diclorometano, acetato de etilo y
metanol:agua) de A. scleroderma y A. globiflora sobre cinco lineas ce-
lulares cancerosas: HBL-100 (células epiteliales de mama, con poten-
cial cancerigeno); HeLa (cancer cervicouterino); SW1573 (cancer de
pulmén no microcitico); T-47D (células de cancer de mama), y WiDr
(células de cancer de colon). Adicionalmente, se realiz6 la purificacion
fitoquimica de estas plantas, aislando seis compuestos: escuaminas
C-F (1-4), rolliniastatina 2 (5), y bullatacinona (6) que poseen una
marcada actividad contra la linea celular cancerosa DU-145 (cancer
de proéstata humano) (Figura 1).



Articulo Original

Figura 1. Compuestos aislados de A. globiflora y A. scleroderma
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Objetivo

Evaluar la actividad anticancerigena de las
fracciones Kupchan (hexano, diclorometano,
acetato de etilo y metanol:agua) de A. sclero-
derma y A. globiflora sobre las lineas celula-
res de cancer humano HBL-100 (células epi-
teliales de mama, con potencial cancerigeno),
HeLa (cancer cervicouterino), SW1573 (can-
cer de pulmén no microcitico), T-47D (célu-
las de cancer de mama), y WiDr (células de
cancer de colon), y purificar sus compuestos
mayoritarios.

Materiales y métodos
Recoleccion del material vegetal

Los especimenes de A. scleroderma y A. globi-
flora fueron recolectados en enero de 2022,
en Veracruz, Veracruz, México. Un espécimen
de cada organismo fue depositado en el her-
bario del Instituto de Investigaciones Biolo-
gicas (CIB) de la Universidad Veracruzana
(Figura 2).

Extraccion de las semillas

Los frutos de las dos especies se despulparon
y se obtuvieron las semillas A. scleroderma
(700 g) y A. globiflora (250g); éstas se seca-
ron a temperatura ambiente durante 14 dias,
para posteriormente molerlas en una licua-
dora. El triturado obtenido fue sometido a
maceracion en frio con metanol. Esta mace-
racion consistié en sumergir las semillas en
un recipiente con metanol durante dos ho-
ras, tiempo suficiente para que el disolvente
se sature de las sustancias producidas por las
semillas. Posteriormente, se recuperé el con-

Figura 2. Espécimen de A. scleroderma (izquierda)
y de A. globiflora (derecha).

Cultivo de las lineas celulares

La evaluacién citotéxica de las fracciones
Kupchan fue realizada sobre cultivos in vi-
tro de las lineas celulares humanas de tu-
mores solidos: HBL-100 (células epiteliales
de mama, con potencial cancerigeno); HeLa
(cancer cervicouterino); SW1573 (cancer de
pulmén no microcitico); T-47D (células de
cancer de mama), y WiDr (células de cancer
de colon). Las lineas celulares se mantuvie-
ron en fase de crecimiento en el medio de
cultivo RPMI-1640 enriquecido con 10%
de suero fetal bovino, L-glutamina 2.0 mM,
con la presencia de los antibidticos penici-
lina (100 unidades/mL) y estreptomicina
(100 pg/mL), utilizando una incubadora a
37°C en una atmosfera con 5% de CO, y 95%
de humedad. Las células se analizaron pe-
riddicamente para descartar infeccién por
Mycoplasma, utilizando el kit de deteccion



centrado obtenido por filtracién para evitar el paso de las semillas.
Este procedimiento se efectud tres veces para realizar una extraccion
exhaustiva. Asi se obtuvieron los extractos metanolicos de A. sclero-
derma (ASM) y A. globiflora (AGM).

Fraccionamiento por el método de Kupchan

Los extractos metanolicos ASM y AGM fueron sometidos a un fraccio-
namiento por el método de Kupchan (Kupchan et al., 1973; Ortiz-Celi-
seo et al., 2021; Vanwagenen et al., 1993). Este procedimiento consis-
tio en redisolver los extractos metanolicos con 250 mL de una mezcla
de metanol:agua (MeOH:H,0 1:1) agregando posteriormente 250 mL
de hexano (Hex); la mezcla obtenida se coloc6 en agitacion durante
dos horas y entonces se desagregaron las fases de hexano y de MeO-
H:H,0 en un embudo de separacion, para obtener la fraccion Hex como
se muestra la Figura 3. Este mismo procedimiento se realizé para el
diclorometano (DCM) y el acetato de etilo (AcOEt). Asi, aprovechando
las diferentes afinidades que poseen las sustancias con los disolventes
utilizados, se separaron los compuestos en grupos de menor a mayor
polaridad, fraccion de Hex, de DCM, de AcOEt, y la fraccion residual de
MeOH:H,0O (Figura 3).

ASM
Extracto crudo
A. scleroderma

Particién por el
método de Kupchan

v v v v

ASM ASM ASM ASM
Hexano DCM AcOEt MeOH:H20

Figura 3. Fraccionamiento por el método de Kupchan de A. scleroderma
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de Mycoplasma MycoAlert© (Lonza, Basi-
lea, Suiza), asf como el kit de deteccién por
PCR de Mycoplasma Venor©GeM Advance
(Minerva Biolabs, Berlin, Alemania), y asi
mantenerlas en condiciones adecuadas para
el estudio.

Bioensayo citotdxico

El efecto de las fracciones Kupchan de A. scle-
roderma y A. globiflora sobre la proliferacion
de las cinco lineas celulares de cancer huma-
no HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D, y WiDr,
se determind utilizando el bioensayo de la sal
de tetrazolio 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sul-
fofenil)-5[(fenilamino) carbonil]-2H tetrazol
hidréxido (XTT), con el kit de proliferacion
celular (Roche Molecular Biochmeichals,
Mannheim, Alemania) (Cen-Pacheco et al,
2019; Cankaya et al., 2021). Asi, se incuba-
ron 5.0 x 102 células en 100 uL en el medio
de cultivo RPMI-1640 enriquecido con 10%
de suero fetal bovino inactivado por calor,
en ausencia y en presencia de las fracciones
Kupchan a la concentracién de 250 pg/mlL,
en placas de microtitulacién de fondo plano
de 96 pocillos, y tras 72 h de incubacién a 37
°C en atmosfera humidificada de aire/CO,
(19/1) se realiz6 el ensayo XTT. Las medi-
ciones se efectuaron por triplicado, y cada
experimento se repitié tres veces. Para cada
fraccion Kupchan se determiné el porcentaje
de inhibicién en la proliferacién celular con
respecto a los controles no tratados.

Purificacién de compuestos

La purificacién se realiz6 mediante el uso
de diversas técnicas de cromatografia em-
pleando protocolos que incluyeron el méto-
do Kupchan, columnas abiertas con resinas
de exclusion molecular (SEPHADEX LH-20);
lo anterior posibilité la separacion de los
compuestos con base en su tamafio molecu-
lar, cromatografia en columnas por gravedad
y de media presion de fase normal (Silica gel)
y de fase reversa (RP-18) lo que nos per-
mitié separar los compuestos con base en
la polaridad de sus grupos funcionales. Las
purificaciones finales se realizaron median-
te un equipo de cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC en inglés) con un detector
de UV. Asi, se obtuvieron los compuestos es-
cuaminas C-F (1-4) aislados de A. globiflora
y rolliniastatina 2 (5), y bullatacinona (6)
aislados de A. scleroderma (Figura 1).

Resultados

Para explorar el potencial citotoxico de
las semillas de A. scleroderma y A. globiflo-
ra, se establecid el efecto de sus fracciones
Kupchan: Hex, DCM, AcOEt y MeOH:H,0 a
una concentracién de 250 ug/mL, sobre la
proliferacion de cinco lineas celulares de
cancer humano. Los resultados son expre-
sados como porcentaje de crecimiento (PC
%) tras 72 h de exposicion, aplicando el
protocolo del Instituto Nacional del Cancer
de EUA (NCI) (Cen-Pacheco et al., 2019). En



términos generales, los resultados revelaron que los extractos crudos
(MeOH) y las fracciones de diclorometano (DCM) mostraron las me-
jores actividades frente a las cinco lineas celulares (entre 92 y 78%
de inhibicion del crecimiento) (Figura 4). Con base en estos resulta-
dos, se realizé un estudio quimico de estas fracciones, que permitié el
aislamiento de seis compuestos puros: escuaminas C-F (1-4) aislados
de A. globiflora, rolliniastatina 2 (5) y bullatacinona (6), aislados de
A. scleroderma (Figura 1). Todas las estructuras de estos compues-
tos fueron establecidas principalmente por técnicas de Resonancia
Magnética Nuclear. Los compuestos escuaminas C-F (1-4) mostraron
una significante actividad citotdéxica contra la linea celular cancerosa
DU-145 (cancer de prostata humano) (Sosa-Rueda et al., 2022), mien-
tras que rolliniastatina 2 (5) y bullatacinona (6) son dos conocidas
acetogeninas con actividad citotéxica contra varias lineas cancerige-
nas (Rupprecht et al., 1990) (Figura 5). Sin embargo, las cantidades
aisladas fueron insuficientes para su ensayo contra las lineas celulares
HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr.

M HBL-100
W SW1573
" HeLa

W T-47D
W WiDr

ASM ASM ASM ASM ASM AGM AGM AGM AGM AGM
MeOH Hex DCM AcOEt MeOH:H20 MeOH Hex DCM AcOEt MeOH:H20

CONCENTRACION (250 pg/mL)

Figura 4. Actividad citotdxica de las fracciones Kupchan de A. scleroderma
y A. globiflora frente a cinco lineas cancerigenas humanas.
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Figura 5. Espectros de RMN 1H de los compuestos rolliniastatina 2 (5) y bullatacinona (6).
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Discusion

El extracto crudo de las semillas de A. scle-
roderma y A. globiflora mostr0 una actividad
relevante, por lo que se fraccioné utilizando
el método de Kupchan. Asi, las fracciones de
DCM que son de polaridad media, son las que
mostraron las mejores actividades; por tan-
to, estos resultados sugieren la presencia de
compuestos citotéxicos de polaridad media.
Lo anterior es de gran importancia en el estu-
dio etnofarmacolégico de estas dos especies,
ya que el uso de extractos polares y de baja
polaridad de estas plantas, aparentemente
diluiria los compuestos activos, generando
asf una pérdida en la actividad citot6xica. Lo
anterior es evidente si se considera que la
solubilidad es una de las propiedades mas
importantes en el descubrimiento y desarro-
llo de farmacos, ya que esta dltima intervie-
ne en la farmacodinamica, farmacocinética y
toxicidad de gran cantidad de compuestos
(Kadela-Tomanek et al.,, 2021). La actividad
citotoxica in vitro de las fracciones DCM de A.
scleroderma y A. globiflora posiblemente esté
relacionada con la presencia de acetogeninas
y/o ciclopéptidos, principales constituyentes
quimicos de la familia Annonaceae, que po-
seen potentes acti-
vidades citotoxicas contra una variedad de li-
neas celulares (Dahiya & Dahiya et al., 2021).
Estos resultados concuerdan con la actividad
citotoxica que muestran los ciclopéptidos,
escuaminas C-F (1-4), contra las lineas ce-
lulares DU-145 (cancer de prostata) y HelLa
(carcinoma cervical humano) en el rango de
8-25 pM, mismas que aislamos de A. globi-
flora (Sosa-Rueda et al., 2022). Sin embargo,
las cantidades aisladas fueron insuficientes

para probarlas en otras lineas celulares. Por
otro lado, de la purificacion de la fraccion
de diclorometano de A. globiflora, fue po-
sible aislar los compuestos puros rollinias-
tatina 2 (5) y bullatacinona (6) (Figura 1),
compuestos que, estudios anteriores, han
mostrado su potente actividad citotéxica
contra otras lineas celulares (Anaya-Esparza
et al, 2021). En este caso, también se aisl6
poca cantidad de los compuestos y no fue
posible determinar su actividad citotdxica
contra las cinco lineas celulares en las que
evaluamos las fracciones Kupchan.

Conclusiones

Las evaluaciones de las fracciones Kupchan
(Hex, DCM, AcOEt y MeOH:H,0) de A. scle-
roderma y A. globiflora contra cinco lineas
celulares de cancer humano: HBL-100 (célu-
las epiteliales de mama, con potencial can-
cerigeno); HeLa (cancer cervicouterino);
SW1573 (cancer de pulmdn no microcitico);
T-47D (células de cancer de mama), y WiDr
(células de cancer de colon), indican que las
fracciones de DCM de estas especies poseen
una notable actividad contra las cinco lineas
cancerigenas, mientras que todas las demas
fracciones Kupchan evaluadas mostraron
poca actividad (<50% de inhibicién). Por
tanto, es evidente que las fracciones activas
de estas plantas (4. globiflora y A. scleroder-
ma) tienen un gran potencial para ser estu-
diadas para aislar compuestos citotoxicos
que podrian sentar las bases para del de-
sarrollo de nuevos farmacos anticancerige-
nos. Del estudio de estas plantas, ya se han
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aislado seis compuestos con una notable actividad citotoxica contra
otras lineas celulares: escuaminas C-F (1-4), rolliniastatina 2 (5) y bu-
llatacinona (6). Desafortunadamente, las cantidades aisladas fueron
insuficientes para su ensayo contra las cinco lineas cancerigenas utili-
zadas en este trabajo. En este sentido, se pretende realizar una nueva
recoleccion de A. scleroderma y A. globiflora y asi obtener bastante
material vegetal de partida. Lo anterior permitiria aislar cantidades
suficientes de los compuestos puros para evaluar y determinar si es-
tas moléculas poseen una selectividad hacia alguna de las cinco lineas
celulares ensayadas o, por el contrario, tienen una actividad citotoxica
de amplio espectro.
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