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1. RESUMEN

La incidencia del cancer ha ido en aumento a nivel mundial en los ultimos afios, y entre
ellos, el cancer de mama es el mas comdn en la mujer. Los estudios referentes al tema se han
enfocado en buscar nuevas terapias quimiopreventivas, y entre ellas se ha visto a la
curcumina como un prometedor compuesto terapéutico, de propiedades antioxidantes,
antisépticas, analgésicas, antimicrobianas, antiinflamatorias y anticancerigenas, y se
considera farmacologicamente seguro, pero su principal desventaja es la baja
biodisponibilidad a nivel fisioldgico. Esto limita una posible aplicacion exitosa y controlada
en la clinica y no permite comprender completamente qué mecanismos son activados por la
molécula y cuéles por sus metabolitos. Por lo tanto, es crucial identificar derivados estables
y caracterizar sus bases moleculares de accion contra la proliferacion y metéastasis de células

cancerigenas.

Este estudio estuvo dirigido a evaluar la actividad antitumoral in vitro de compuestos
quimicos sintetizados a partir de la curcumina en una linea celular humana de cancer de
mama. Para ello se utilizaron lineas celulares MCF-7 de cancer de mama humano y NIH/3T3
no tumorales de fibroblastos de raton, y se evalud el poder citotoxico de los compuestos
expresados en funcion del porcentaje de viabilidad celular en distintas concentraciones de los
compuestos. Los resultados evidenciaron una tendencia a afectar la viabilidad celular de las

células tumorales y en menor grado, a las células NIH/3T3.

En base a estos resultados, se concluye que los compuestos derivados de la curcumina

ejercen efecto citotdxico, siendo menos tdxico en células no tumorales.



2. INTRODUCCION

En la mujer, el cancer de mama es la primera causa de muerte por cancer a nivel mundial,
estimandose 522 mil defunciones en el afio 2012 segin (GLOBOCAN 2012), con una tasa
estandarizada de mortalidad de 12,9 por 100.000 mujeres y una tasa de incidencia de 43,3
por 100.000 mujeres, lo que corresponde a 25,2% de la incidencia de cancer en este grupo
(). El cancer de mama en mujeres se ha caracterizado por una alta incidencia en paises
desarrollados y un aumento de la incidencia en paises en desarrollo, como resultado de
cambios demograficos y aumento en la prevalencia de factores de riesgo relacionados con
estilos de vida y hormonales, tales como aumento de la edad de las mujeres en su primer
parto, baja paridad, largo tiempo de exposicion al estrégeno, producto de menarquia

temprana y menopausia tardia y baja lactancia materna, entre otros (2)(3).

Entre sus multiples agentes causales se reconocen factores genéticos, familiares y
conductuales. Asi, cerca del 5 al 10% obedece a causas genéticas y sobre un 80 % son
esporadicos (4). Se estima que anualmente, fallecen 521.817 mujeres por esta causa,
alcanzando una tasa estandarizada por edad de 12,9 por 100.000 mujeres . En Chile, el cancer
de mama en 2014 alcanz6 una tasa de mortalidad observada de 15,8 por 100.000 mujeres,

con 1.422 defunciones en mujeres y 14 en hombres (5).

Esta enfermedad es una de las principales causas de muerte en el mundo, razén por la que
se siguen buscando nuevas opciones para su tratamiento. En este sentido, se ha estudiado
tanto in vitro como in vivo, a la curcumina, compuesto aislado desde la planta Curcuma

longa,



ya que sus propiedades quimicas se asocian a efectos antiinflamatorios y antioxidantes a
través de la modulacion de diferentes componentes celulares (6). Sus propiedades
quimiopreventivas se han asociado a la inhibicion especifica de componentes de vias de
sefializacion importantes en el proceso de carcinogénesis. Los curcuminoides han sido
ampliamente utilizados como agentes colorantes y/o especias en alimentos, asi como en
cosméticos y tienen una larga historia de uso en medicina tradicional, con sus propiedades

terapéuticas recientemente exploradas en estudios cientificos (7).

Entre los blancos moleculares que pueden ser modulados por este polifenol (curcumina)
se encuentran factores transcripcionales, citoquinas, factores de crecimiento, quinasas y
diferentes enzimas (6). A nivel estructural, posee la particularidad de interactuar con
proteinas implicadas en la regulacion epigenética, afectando su actividad y en algunos casos
su expresion. (8) La curcumina reduce principalmente el estrés oxidativo al eliminar los
radicales libres. Los estudios han demostrado que la curcumina puede eliminar directamente
los radicales libres excesivos y prevenir la produccion de ROS, restaurar las alternaciones
anormales inducidas por factores externos y reprimir los factores de transcripcion
relacionados con la oxidacion (9). Estos efectos ayudan a reducir el estrés oxidativo y
disminuyen el riesgo de diversas enfermedades cronicas. La investigacion sobre la estructura
quimica de la curcumina muestra que los grupos donadores de electrones de ella,
especialmente el grupo hidroxilo fendlico, son los principales contribuyentes a su actividad

antioxidante (8)

A pesar de todo ello, la curcumina ha presentado baja efectividad por su rapida
metabolizacion intestinal y por lo tanto, el presente estudio pretende dilucidar si compuestos
derivados de la curcumina presentan actividad citotoxica antitumoral in vitro sobre la linea

células de cancer de mama humano MCF-7.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Curcumina

3.1.1 Generalidades y caracteristicas estructurales

La curcumina (diferuloylmethane) se deriva del rizoma de la planta Curcuma
longa ( familia Zingiberaceae ) nativa del sudeste asiatico y representa el componente
principal de la especia de la circuma (10). La curcumina fue aislada por primera vez en 1815
y su estructura quimica fue determinada en 1870 en forma cristalina y luego se identifico

como 1,6- heptadieno-3,5-diona-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil) o diferuloilmetano (11).

La Curcuma longa contiene una clase de compuestos conocidos como curcuminoides:
curcumina, demetoxycurcumina y bisdemetoxycurcumina . Los curcuminoides consisten en
dos grupos fendlicos metoxilados conectados por dos grupos carbonilo a, B insaturados que
existen en forma de enol a pH fisiol6gico. Como curcuminoide principal, la curcumina
comprende aproximadamente del 2% al 5% de la circuma y es en gran parte responsable

tanto por su color amarillo como de sus efectos terapéuticos (12).



Es un compuesto insoluble en agua a pH acido o neutro, y que a su vez puede ser disuelta
en dimetilsulfoxido (> 11 mg/mL), etanol, &cido acético, metanol, cloroformo y otros aceites
(13)

Existen dos formas estructurales de la curcumina; la enol (fig. 1A) y la estructura ceto
(fig. 1B), esta ultima es encontrada en estado sdlido. La forma enol posee un puente de
hidrogeno intramolecular que ha sido asociado a una mayor actividad antioxidante. La
presencia en la estructura quimica de grupos hidroxilos del anillo fendlico es responsable de
la actividad antioxidante de este compuesto. Por otro lado, la aparicion de uniones dobles y
grupos ceto, proporcionan a la curcumina su actividad biologica en procesos

antiinflamatorios y anticancerigenos (14).

HO OH

Figura 1:Estructura de los principaes polifenoles curcuminoides presentes en la planta
Curcuma longa: (A): Estructura enol de la curcumina. (B): Forma ceto de la curcumina.

(C):Bisdemetoxicurcumina. (D):Demetoxicurcumina.
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3.1.2 Efecto bioldgico de la Curcumina:

Se sabe que la curcumina posee propiedades antioxidantes, antisépticas, analgésicas,
antimicrobianas, antiinflamatorias y anticancerigenas, y se considera farmacoldgicamente

segura ©. Las actividades bioldgicas reportadas de la curcumina se presentan en la Figura 2.

Antioxidant
; activity1© =
Memory enhancing Antiinflammatory
effects*> activity!8
( O OH
Epigenetic 0. ;\,/A\,/LL\/J\/;;\/:\ O Supression of NF-kB
modulation®® < L_L activation??
M curcumin T
Induction of Supr.ession of
apoprosis!’ protein kinases’
Supression of Supression of
angiogenesis!® 16 proliferation4

Figura 2: Estructura y efectos biologicos de la Curcumina

3.1.2.1 Efecto antioxidante de la Curcumina

Tanto in vitro como in vivo los estudios han revelado que la actividad antioxidante de la
curcumina contribuye a sus diversos efectos terapéuticos (15). La investigacion sobre la

estructura quimica de la curcumina muestra que los grupos donadores de electrones de ella,
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especialmente el grupo hidroxilo fendlico, son los principales contribuyentes a su actividad
antioxidante (12).

La curcumina reduce principalmente el estrés oxidativo al eliminar los radicales libres
(16). Los estudios han demostrado que la curcumina puede eliminar directamente los
radicales libres excesivos y prevenir la produccién de ROS (especies reactivas del oxigeno).
Actlia como un potente eliminador de una variedad de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, incluidos los radicales de anién superdxido, radicales hidroxilos y radicales de
dioxido de nitrogeno, restaura las alternaciones anormales inducidas por factores externos y
reprime los factores de transcripcion relacionados con la oxidacion (17). Estos efectos
ayudan a reducir el estrés oxidativo y disminuyen el riesgo de diversas enfermedades cronicas
como el cancer. Sin embargo, los productos de degradacion de la curcumina también podrian

ser responsables de los efectos bioldgicos observados.

3.1.2.2 Efecto anticancerigeno de la Curcumina

La curcumina ha mostrado efectos contra el cancer a través de la induccién de la apoptosis
en una variedad de canceres. La apoptosis inducida por la curcumina conduce a las
alternancias morfologicas de las células cancerosas, que incluyen el encogimiento celular,
las ampollas citoplasmaticas, la irregularidad en la forma y la externalizacion de la
fosfatidilserina de la membrana celular. EI mecanismo de apoptosis de la curcumina
involucra ciertas biomoléculas y una variedad de vias de sefializacion (18). Los derivados y
complejos de la curcumina también pueden inducir la apoptosis de las células cancerosas, lo

que puede proporcionar mas posibilidades en la aplicacion en la terapia del cancer.
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Se ha demostrado que la curcumina induce una baja expresion génica del gen Mcl- 1 en
células de cancer de mama MCF-7, disminuyendo la viabilidad de las células cancerosas. La
curcumina ha mostrado efectos anticancerigenos en diversas células cancerosas, como las
células de cancer de mama, pulmoén y colon (19). Los mecanismos de accién se asocian
principalmente con el crecimiento celular, proliferacion, angiogénesis, apoptosis, metastasis
e invasion (20). Ademas, la asociacion de la curcumina con otros componentes Yy la terapia
contra el cancer tiene un efecto sinérgico para mejorar la prevencion y el tratamiento de éste
(19).

3.1.2.3Efecto de la Curcumina en la induccion de apoptosis

La curcumina puede bloquear la carcinogénesis a traves de la induccion de la apoptosis o
muerte celular programada. Hay dos vias apoptéticas principales: la via intrinseca
(mitocondrial) y la via extrinseca. Se ha demostrado que la curcumina induce selectivamente
la apoptosis en las células tumorales a través de la regulacion positiva de la expresion de p53
y el inicio de la via apoptética mitocondrial por un aumento en la expresion del gen Bax y la
liberacidn del citocromo ¢ (21). La curcumina también genera un efecto estimulante sobre la
via apoptotica extrinseca, que se desencadena por la unién de TNF-a y el ligando Fas a sus
receptores de superficie celular correspondientes (22). Su activacién da como resultado la
estimulacion de la caspasa-8 a travées de la molécula adaptadora de la proteina asociada con
Fas relacionada al receptor (FADD) y el inicio de la cascada de caspasa que induce la
apoptosis. Ademas, Kim et al. informaron de la actividad citotdxica de la curcumina que
involucra especies reactivas de oxigeno (ROS) en el carcinoma oral de células escamosas

mediante la induccién de la apoptosis (23).
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3.1.2.4 Efecto de la Curcumina en la inhibicion de angiogénesis

En la fase final de la carcinogénesis, la curcumina ejerce efectos beneficiosos en la
inhibicién de la angiogénesis, que representa el crecimiento de nuevos vasos sanguineos a
partir de vasos preexistentes y también es un paso fundamental en la progresién tumoral
desde un estado benigno a uno maligno o invasivo (24). Las células cancerosas pueden, por
lo tanto, disociarse del tumor principal y ser transportadas a través de la circulacion a tejidos

distantes donde se implantan e inician la formacion de tumores secundarios (metéastasis) (25).

Se descubrio que la curcumina suprime la migracion de celulas malignas, la invasion y la
formacion de metastasis in vivo, que se ha relacionado principalmente con su capacidad para
disminuir la expresion de la matriz (MMP), es decir, MMP-2 y MMP-9 (24).

3.2 Derivados de la curcumina

El problema que tiene este metabolito secundario es su aparente inestabilidad en el entorno
fisiologico. Estudios en animales han demostrado que la curcumina se metaboliza
rapidamente, se conjuga en el higado y se excreta por las heces, teniendo por tanto una
limitacion en su biodisponibilidad (25). Esto limita una posible aplicacion exitosa y
controlada en la clinica y no permite comprender completamente qué mecanismos son

activados por la molécula y cuales por sus metabolitos. Por lo tanto, es crucial identificar
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derivados estables y caracterizar sus bases moleculares de accion contra la proliferacion y

metéstasis de células cancerigenas (26).

3.4 Viabilidad celular

A pesar de los avances cientificos y tecnoldgicos, las terapias actuales para tratar el cancer
de mama no son efectivas para todos los pacientes, por lo que es fundamental desarrollar
nuevas terapias o mejorar las terapias existentes. En la lucha contra esta enfermedad, la
identificacion o sintesis de moléculas que permitan inducir la muerte de las células
cancerigenas es fundamental. Para el desarrollo de estas moléculas es necesario realizar la
evaluacion de la viabilidad celular, ya sea, para corroborar que la molécula en cuestion no
afecta a las células sanas o que es capaz de eliminar a las células tumorales (28). Para ello se
deben obtener resultados precisos y confiables de la viabilidad celular in vitro durante las
etapas iniciales de la investigacion, ya que esta informacion influye directamente en el éxito
del candidato a farmaco para su posterior desarrollo. Estos ensayos deben ser suficientemente
sensibles para detectar pequefias diferencias en el nimero de células viables y generar

resultados reproducibles bajo las condiciones experimentales controladas (29).

La viabilidad celular puede ser definida como el nimero de células sanas en una muestra,
y los métodos que cuantifican la viabilidad de las células in vitro se pueden dividir en cuatro
grupos de ensayos: reproductivos, de sintesis de ADN, de permeabilidad y de actividad

metabolica, siendo este Gltimo el cual se utiliz en este estudio (27).
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. Hipdtesis

4.1.1. Los compuestos derivados de la curcumina presentan actividad citotoxica

antitumoral in vitro sobre la linea celular de cancer de mama humano MCF-7.

4.2. Objetivo General:

4.2.1. Evaluar la actividad antitumoral in vitro de compuestos quimicos sintetizados a

partir de la curcumina en una linea celular humana de cancer de mama.

4.2 Objetivos especificos:

4.2.1. Determinar la concentracion in vitro de los compuestos derivados de la curcumina

con actividad citotoxica en células MCF7.

4.2.2. Evaluar los efectos citotdxicos de los compuestos derivados de la curcumina sobre

lineas celulares no tumorales NIH/3T3.

16



5. METODOLOGIA

5.1 Células MCF-7

Es una linea celular de cancer epitelial ampliamente estudiada, derivada de
adenocarcinoma de mama y que se aislé por primera vez en 1970 del tejido mamario de una
mujer caucésica de 69 afios. MCF-7 es el acronimo de Michigan Cancer Foundation-7, que
se refiere al instituto en Detroit donde la linea celular fue establecida en 1973 por Herbert

Soule y sus colaboradores.

La linea MCF7 conserva varias caracteristicas del epitelio mamario diferenciado, incluida
la capacidad de procesar el estradiol a traves de los receptores de estrogeno citoplasmicos y
la capacidad de formar cupulas. Las células expresan el oncogén WNT7B. Las células MCF-
7 son células adherentes bastante grandes, con un tamafio de célula tipico que mide 20-25
micras. EI medio base para esta linea celular es el Medio Esencial Minimo de Eagle, en
condiciones de 5% de CO, 95% de humedad, a 37°C y con 10% de suero fetal bovino. Los
cientificos han encontrado que, aunque las células MCF-7 son faciles de propagar,

generalmente son una poblacién de crecimiento lento.
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5.2 Células NIH/3T3

Las células provienen de una linea celular establecida en 1962 por dos cientificos que se
encontraban en el Departamento de Patologia de la Escuela de Medicina de la Universidad
de Nueva York, George Todaro y Howard Green.

La linea celular NIH/3T3, corresponde a fibroblastos de tejido embrionario de ratdn suizo
albino. La designacion '3T3' se refiere al protocolo de transferencia e inoculacion celular para
la linea y significa "transferencia de 3 dias, indculo 3 x 10° células. EI medio de base para
esta linea celular es el medio de Eagle modificado por Dulbecco formulado por ATCC. Para
hacer el medio de crecimiento completo se agrega suero fetal bovino a una concentracion
final del 10%. Las condiciones atmosféricas requeridas para su crecimiento son 5% de COs,
95% de humedad y 37°C. A los dos o tres dias crece con 60% de confluencia, y a los 5 dias

con 80 a 90% de confluencia.

5.3 Cultivo celular

Las células MCF-7 y NIH/3T3 se cultivaron en medio DMEM-High (Dulbecco”smodified
Eagle’s mpedium) de Biological Industries (glucosa a 4,5 g/L) y suplementado con
antibioticos (penicilina/estreptomicina al 1%, Gibco) y con suero fetal bovino al 10% en
placas de poliestireno (FALCON). El crecimiento de las lineas celulares se realizé en una

estufa de cultivo celular con una atmosfera de 5% de CO2a 37°C y 95% de humedad.

18



Para el cultivo de MCF7 y NIH/3T3 se descongeld un criovial y se trasvasijo a un tubo
falcon de 15 ml con 3 ml de PBS al 1% y se centrifug6 por 5 minutos a 800 rpm. Se elimind
el sobrenadante y se resuspendié el medio en medio DMEM-H. Se trasvasijé el contenido a
una placa de 100 mm con 10 ml de medio DMEM-H. Se realizd cambio de medio cada 2 dias
en ambos tipos celulares, lavando las células 3 veces con 2-3 ml de PBS al 1% y 10 ml de
medio DMEM-H. Una vez que se ha obtenido un 80 % de confluencia se tripsiniz6 cada 2
dias en las células MCF7 y cada 5 dias en el caso de las NIH/3T3. Las células se lavaron 3
veces con PBS al 1% y se agregd 1 ml de tripsina 0,25% (p/v). La tripsina se dejo actuar 5
minutos en las NIH/3T3 y 7-8 minutos en las MCF7 a 37°C, 95 % de humedad y 5 % de

COs,. Se inactivo la tripsina con 1 ml de DMEM-H 10% de suero fetal bovino.

5.4 Sintesis de compuestos derivados de la Curcumina

Para la sintesis de sales de quinolina con diferentes largos de cadena derivadas de
curcuminoides, se realizo siguiendo los protocolos descritos por Pabon (Pabon, 1964; Di
Martino et al., 2016), pero éste no fue hecho en el presente trabajo de memoria. Asi, la
construccion de sales de quinolina 6a-c comenz6 con la formacién de la fenildicetona 3
(representada en su forma endlica), la cual se obtuvo de la siguiente forma: A una solucion
en agitacion de 2,4-pentanodiona 1 (1 equivalente) en 10 mL de acetato de etilo (AcOEt) se
adiciono trioxido de boro (B203) (1 equivalente) para generar el complejo acetona/oxido
borico. Esta reaccion fue mantenida en agitacién a 80 °C por un periodo de 30 minutos.
Seguidamente se adiciond 0.9 equivalentes de siringaldehido 2 y 2 equivalentes de tributil
borato (B(n-BuO)z3). La reaccion fue mantenida en agitacion a 80 °C por un periodo de 30
min, luego se adiciond una solucién 0,4 M de butilamina en AcOEt y la reaccion se llevo a

100 °C por 1 hora. Finalizado este tiempo se adiciond 30 mL de HCI (0,5 N) y las fases
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resultantes fueron separadas en un embudo de decantacion. La fase acuosa resultante fue
extraida con AcOEt (3x40 mL) y la fase orgénica obtenida fue lavada con solucion saturada
de NaHCO3, salmuera, secado con Na>SOs y purificacion por cromatografia en columna
(CC) resultando en la formacion de las fenildicetona 3.

La formacion del derivado asimétricos de curcumina 5 se obtuvo siguiendo el mismo
procedimiento descrito para la formacion de 3, teniendo en cuenta la relacion molar

equivalente 1:1 entre 3 y el aldehido quinolinico 4.

Finalmente, la reaccion del curcuminoide 5 con bromuros de alquilo (longitudes de cadena:
etilo (6), propilo (7) y pentilo (8)) en dimetilformamida (DMF) y una relacion equivalente
molar 1:1 (5:6, 7 0 8), se llevd a cabo en microondas (MW) en un tiempo de 10 min como

fue descrito en un trabajo previo (Forero Doria et al., 2018)

El final de la reaccion en la obtencion de las sales 9a-c se marco mediante la adicion de
agua (1 mL) a la mezcla de reaccion, resultando en la formacion de un precipitado oleoso el
cual posteriormente fue lavado con éter dietilico (4 x 2 ml), separando luego esta ultima capa
por decantacion. Finalmente se llevé a alto vacio durante 4 horas para obtener las sales 9a-c.
Estas sales se obtuvieron en forma de solidos cremosos con un rendimiento de 50 (9a), 70(9b)
y 85 (9¢) %.

La elucidacion estructural de las sales 9a-c, asi como los diferentes precursores sintéticos
fue realizada empleando diferentes técnicas tales como: RMN-H y 13C, IR y espectrometria

de masas (MS). Las cuales hacen parte del proyecto Fondecyt postdoctorado N° 3170757.

Los compuestos obtenidos se muestran en la figura 4.
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Figura 3:Estructura de compuestos sintetizados derivados de la Curcumina
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5.4 Preparacion de soluciones Compuestos derivados de la curcumina

Se prepararon concentrados a 100.000 uM de los compuestos curcumina C1 y derivados
de la curcumina C2, C3, C5 y s+q, utilizando 100% de DMSO como disolvente, de forma
consiguiente se procedié a preparar diluciones de todos los compuestos, a las concentraciones
de 50uM, 100uM, 200uM y 600uM, de esta manera en el pocillo de la placa de 96, serian
diluidas 10 veces logrando asi las concentraciones deseadas de 5uM, 10uM, 20uM y 60pM,
con 0,05%, 0,1%, 0,2% y 0,6% de DMSO respectivamente.

5.5 Ensayo de viabilidad celular por MTT

Se realiza agregando sales de tetrazolio, que es una molécula cuya estructura corresponde
a un anillo formado por cuatro atomos de nitrégeno y uno de carbono y este anillo se
encuentra unido a tres sustituyentes @®. El Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol o MTT es una sal de tetrazolio, compuesto soluble en agua, de color amarillo,
que penetra con facilidad en las células viables y que puede ser reducido por éstas a formazan;
compuesto de la familia de los formazanos, de color violeta e insoluble en agua, mientras que
las células con dafio irreparable 0 muertas pierden esta capacidad. Para cuantificarlo se suele
disolver en un disolvente organico, como DMSO (dimetilsulféxido) y se mide su color

mediante la Aszo, 1¢Y 17
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Las células MCF7 y NIH/3T3 se trabajaron en microplacas de 96 pocillos a las 24 hrs de
incubacion a 95 % de humedad, 5 % de CO; y 37°C, en medio DMEM-High. Se sembraron
2000 celulas/uL. Se afiadieron cada uno de los compuestos derivados de la curcumina a 5,
10, 20 y 60 uM, se incub6 24 horas bajo las mismas condiciones y luego se agreg6 5uL de
MTT 250mM vy se incubd por 3-4 hrs bajo las mismas condiciones. Posteriormente se
afiadieron 50puL de solucion disolvente de cristales (Cayman Chemical) y se incubaron por
3-18 hrs. Para la lectura se utilizo lector de microplaca a 570 nm, con tiempo de agitacién de
10- 20 segundos. Se utilizd blanco de MTT el cual contenia medio DMEM-High, MTT vy
solucion disolvente de cristales. Los resultados fueron obtenidos a partir de al menos tres

experimentos independientes.

5.6 Analisis estadistico

Para el analisis de datos se utiliz6 un ANOVA one-way y un turkey multiple comparasions
test para comparacion de variables independientes, utilizando el programa estadistico
GraphPad Prism 6. Se consider6 como valor de significancia un valor p<0,05 (*),
determinandose un intervalo de confianza de 95%. Los valores son mean £ SEM, con un n
de 3.
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6. RESULTADOS

6.1 Ensayo de viabilidad celular en células MCF-7

Para determinar si los compuestos tienen efecto citotdxico en células de cancer de mama
se evalud la viabilidad de las células MCF-7. Se utilizaron distintas concentraciones de
curcumina y compuestos derivados de la curcumina frente a las células MCF-7 por 24 horas,
como se describid detalladamente en los métodos. Se observo una tendencia a disminuir la
viabilidad celular conforme aumenta la concentracion del compuesto, que arrojo resultados
estadisticamente significativos frente al control en todas las concentraciones en los casos de
los compuestos Ci1y Cs, como se muestra en la figura 5 y 8 respectivamente. EI compuesto
C. mostro una citotoxicidad estadisticamente significativa frente al control cuando las células
MCF7 fueron expuestas a 10, 20 y 60 uM del compuesto, como se muestra en la figura 6.
Cuando las células fueron expuestas a Cs, generd una disminucion de la viabilidad
estadisticamente significativa respecto al control a 5, 10 y 60 uM segun la figura 7, mientras
que con el compuesto s+q la viabilidad celular disminuyé significativamente con respecto al
control solo en las concentraciones mas altas, es decir a 20 y 60 puM del compuesto, como

muestra la figura 9.
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Figura 5: Porcentaje de viabilidad celular de células MCF7 frente al compuesto
curcumina Cs. Las células MCF7 fueron expuestas a 5, 10, 20 y 60 puM del compuesto
derivado de la curcumina Cy, por 24 horas. Los valores estan expresados como porcentaje de
viabilidad celular en funcion del compuesto C1 (curcumina) y el control (sin el compuesto).
Los resultados presentan el promedio de 3 ensayos independientes £ SEM, significativos
respecto al control a 5, 10 pM (**p <0,01) y 20 uM y (***p<0,001).
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Figura 6: Porcentaje de viabilidad celular de células MCF7 frente al compuesto
derivado de la curcumina C,.: Las células MCF7 fueron expuestas a 5, 10, 20 y 60 uM del
compuesto derivado de la curcumina Cz, por 24 horas. Los valores estan expresados como
porcentaje de viabilidad en funcién del tipo de compuesto derivado de la curcumina analizado
y el control (sin el compuesto). Los resultados presentan el promedio de 3 ensayos
independientes £ SEM, siendo significativo a 10, 20 y 60 pM (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).
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Figura 7: Porcentaje de viabilidad celular de células MCF7 frente al compuesto
derivado de la curcumina Cs: Las células MCF7 fueron expuestas a 5, 10 y 60 uM del
compuesto derivado de la curcumina Cs, por 24 horas. Los valores estan expresados como
porcentaje de viabilidad en funcion del tipo de compuesto derivado de la curcumina analizado
y el control (sin el compuesto). Los resultados presentan el promedio de 3 ensayos
independientes + SEM, siendo estadisticamente significativo a 5, 20 y 60 uM
(****p<0,0001).
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Figura 8: Porcentaje de viabilidad celular de células MCF7 frente al compuesto
derivado de la curcumina Cs.: Las celulas MCF7 fueron expuestas a 5, 10, 20 y 60 uM del
compuesto derivado de la curcumina Cs, por 24 horas. Los valores estan expresados como
porcentaje de viabilidad en funcién del tipo de compuesto derivado de la curcumina analizado
y el control (sin el compuesto). Los resultados presentan el promedio de 3 ensayos
independientes + SEM, siendo estadisticamente significativo en todas las concentraciones
(****p<0,0001).
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Figura 9: Porcentaje de viabilidad celular de células MCF7 frente al compuesto
derivado de la curcumina s+q.: Las células MCF7 fueron expuestas a 5, 10, 20 y 60 pM
del compuesto derivado de la curcumina s+q, por 24 horas. Los valores estan expresados
como porcentaje de viabilidad en funcidn del tipo de compuesto derivado de la curcumina
analizado y el control (sin el compuesto). Los resultados presentan el promedio de 3 ensayos
independientes £ SEM, siendo estadisticamente significativo a 20 pM (**p <0,01) y 60 uM
(****p <0,0001).
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6.2 Ensayo de viabilidad celular en células NIH/3T3

Para determinar si los compuestos tienen efecto citotdxico en lineas celulares no
tumorales, se evalud la viabilidad de los fibroblastos NIH/3T3. Se utilizaron distintas
concentraciones de compuestos derivados de la curcumina frente a las células NIH/3T3 por
24 horas, como se describi6 detalladamente en los métodos. En este ensayo, se utilizaron las
concentraciones de los compuestos que tuvieron un efecto significativo en la disminucion de
la viabilidad celular en las células MCF-7. Se observo una tendencia a disminuir la viabilidad
celular conforme aumenta la concentracion del compuesto derivado de la curcumina, en cada
uno de los compuestos, siendo un valor no significativo respecto al control en el caso todas
las concentraciones del C1y s+q empleadas (figura 10 y 14). En el caso de los compuestos
Ca, Csy Cs,solo fue significativo el resultado a la concentracion mas alta, a 60 uM (figuras
11,12y 13)
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Figura 10: Porcentaje de viabilidad celular de células NIH/3T3 frente al compuesto C;
(Curcumina). Las células NIH/3T3 fueron expuestas a 5, 10, 20 y 60 uM del compuesto C1,

por 24 horas. Los valores estan expresados como porcentaje de viabilidad en funcién del tipo
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de compuesto analizado y el control (sin el compuesto). Los resultados presentan el promedio

de 3 ensayos independientes + SEM, y que no fueron significativos respecto al control.
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Figura 11: Porcentaje de viabilidad celular de células NIH/3T3 frente al compuesto
derivado de la curcumina Co. Las células NIH/3T3 fueron expuestas a 10, 20 y 60 uM del
compuesto derivado de la curcumina C1, por 24 horas. Los valores estan expresados como
porcentaje de viabilidad en funcién del tipo de compuesto derivado de la curcumina analizado
y el control (sin el compuesto). Los resultados presentan el promedio de 3 ensayos
independientes £ SEM, siendo estadisticamente significativo a 60 UM respecto al control
(*p<0,05).

31



1501
P -
x
=
g 100+ - —
© Kook
=)
S 501
>
X
0' T T
> N N » S
o
S N\ N\ \ N
S © N DY S

Concentracion de compuesto C3 (pM)

Figura 12: Porcentaje de viabilidad celular de células NIH/3T3 frente al compuesto
derivado de la curcumina Cas. Las células NIH/3T3 fueron expuestas a 10, 20 y 60 uM del
compuesto derivado de la curcumina Cs, por 24 horas. Los valores estan expresados como
porcentaje de viabilidad en funcién del tipo de compuesto derivado de la curcumina analizado
y el control (sin el compuesto). Los resultados presentan el promedio de 3 ensayos
independientes £ SEM, siendo estadisticamente significativo a 60 uM respecto al control
(***p=<0,001).
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Figura 13: Porcentaje de viabilidad celular de células NIH/3T3 frente al compuesto
derivado de la curcumina Cs. Las celulas NIH/3T3 fueron expuestas a 5, 10, 20 y 60 yM
del compuesto derivado de la curcumina Cs, por 24 horas. Los valores estan expresados como
porcentaje de viabilidad en funcidn del tipo de compuesto derivado de la curcumina analizado
y el control (sin el compuesto). Los resultados presentan el promedio de 3 ensayos
independientes £ SEM, siendo estadisticamente significativo a 60 uM respecto al control
(**p=<0,01).
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Figura 14: Porcentaje de viabilidad celular de células NIH/3T3 frente al compuesto

derivado de la curcumina s+q. Las células NIH/3T3 fueron expuestas a 20 y 60 uM del
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compuesto derivado de la curcumina s+¢, por 24 horas. Los valores estan expresados como
porcentaje de viabilidad en funcion del tipo de compuesto derivado de la curcumina analizado
y el control (sin el compuesto). Los resultados presentan el promedio de 3 ensayos
independientes + SEM, no siendo estadisticamente significativo al respecto al control.

6.3 Comparativo entre células MCF-7 y NIH/3T3

A partir de los resultados obtenidos del ensayo de viabilidad celular por MTT de las
células MCF-7 y celulas NIH/3T3, se realiz6 un comparativo del efecto de cada compuesto
en la viabilidad de ambas lineas a la concentracion mas alta empleada, que demostro que solo
es estadisticamente significativa esta diferencia a 60 uM con el compuesto C1, curcumina.
Por lo tanto ninguno de los compuestos derivados de la curcumina establecié una gran
diferencia de citotoxicidad representada por el porcentaje de viabilidad entre células

tumorales y no tumorales.
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Figura 15: Grafico comparativo del efecto de cada compuesto a 60 uM en células NIH/3T3
y MCF-7. Se comparé el porcentaje de viabilidad celular obtenido luego de exponer a cada
linea celular a la curcumina y compuestos derivados de ella a 60 uM en NIH/3T3 v/s MCF7. El
porcentaje de viabilidad presento diferencias significativas solo en el compuesto C1 (*p<0,05)

y los demas compuestos no dieron resultados estadisticamente significativos.
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6.4 Curcumina v/s derivados de la Curcumina

Se compard la actividad citotoxica de la curcumina en células MCF7 v/s los compuestos
derivados de la curcumina, en los compuestos y concentraciones en que hubo significancia
estadisticamente significativa. Se determind que solo el compuesto C3 mostrd un
comportamiento similar al de la curcumina pero no lo mejora. Los demas compuestos

derivados de la curcumina no presenta uncomporamiento mejor al de la curcumina.
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Figura 16:Comparacion de efecto citotoxico de la curcumina y derivados de la
crucumina: comparoé la actividad citotoxica de la curcumina en células MCF7 v/s los
compuestos derivados de la curcumina. Los resultados estan expresados como porcentaje
de viabilidad en funcién de una concentracion determinada del tipo de compuesto

derivado de la curcumina analizado y el compuesto C1 (curcumina).
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7. DISCUSION

En el presente estudio se determiné la actividad in vitro de compuestos derivados de la
curcumina sobre la viabilidad de celular en células de cancer de mama humano de origen
tumoral. A través de este ensayo de viabilidad celular por MTT, se determin6 el poder
citotoxico y capacidad de generar la muerte celular en la linea tumoral MCF-7, frente a los
compuestos Cy, C, C3, Csy s+ a concentraciones de 5, 10, 20 y 60 uM durante 24 horas,
donde se pudo apreciar una tendencia concentracion dependiente del efecto citotoxico sobre

la viabilidad celular.

El C: tuvo un gran efecto citotoxico frente a las células MCF-7, relativamente dosis
dependiente, siendo estadisticamente significativo en todas las concentraciones empleadas y
generando mayor impacto en la maxima concentracion (Figura 5), y no asi en las células
NIH/3T3, en donde se evidencio el poder citotoxico del compuesto Ci que generd
disminucidn de la viabilidad celular, no dosis dependiente, pero que no fue estadisticamente
significativa, incluso en las concentraciones mas bajas del compuesto. (Figura 10). EI C»
presenta un efecto citotoxico frente a las células MCF7, concentracion dependiente, pero que
requiere de concentraciones relativamente mas altas para afectar la viabilidad celular, siendo
significativo C, desde 10 uM (Figura 6). En el caso de las NIH/3T3, este compuesto genera
una disminucion de la viabilidad celular estadisticamente significativa solo cuando C; esta
en su mas alta concentracion. (Figura 11). El Cz presenta el mayor efecto citotdxico sobre las
células MCF7 afectando significativamente sobre la viabilidad celular en todas las
concentraciones, siendo dosis dependiente (Figura 7), mientras que en las células NIH/3T3,

en las concentraciones bajas del C. casi no presenta efecto citotoxico, solo se ve y es
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estadisticamente significativo cuando la concentracion es maxima. (Figural2). El Cspresento
datos estadisticamente significativos en todas sus concentraciones en las células MCF7, cuyo
efecto no parece ser dosis dependiente entre 5y 20 uM (Figura 8). En las células NIH/3T3,
la citotoxicidad del compuesto solo afecté de manera estadisticamente significativa la
viabilidad celular de los fibroblastos cuando la concentracion es maxima. (Figura 13). Y por
altimo el compuesto s+q tuvo efecto citotoxico estadisticamente significativo en las células
MCF-7 solo en las concentraciones mas altas del compuesto con efecto dosis dependiente
(Figura 9), y cuando el compuesto es enfrentado a células NIH/3T3 no genera un resultado
estadisticamente significativo segun la gréfica (Figura 14).

Si bien, los 5 compuestos probados presentaron una tendencia a disminuir la viabilidad de
las células de cancer de mama y fibroblastos, fueron los compuestos C:y Cs quienes
demostraron mayor poder citotoxico concentracion dependiente y alta predileccion a afectar
la viabilidad celular de las células MCF-7 en contraste a las células NIH/3T3. De ello, se
puede deducir que aparentemente existiria una mayor susceptibilidad al dafio citotdxico por
parte de las células tumorales de cancer de mama que a células no tumorales. Por otro lado,
al realizar un comparativo entre el efecto de cada compuesto sobre las células MCF-7 y
NIH/3T3 en la maxima concentracion, es el C1 quien genera una diferencia significativa entre

el porcentaje de viabilidad afectado en ambos tipos celulares (Figura 15).

Por lo tanto, se confirmd que la curcumina tiene efecto citotoxico en células tumorales.
Ademas, todos los compuestos analizados fueron citotoxicos para células tumorales MCF7,
lo que confirma la hipdtesis planteada. El efecto fue en menor grado para células no
tumorales NIH/3T3, lo que sugiere cierta predileccion citotoxica hacia células tumorales. Un
resultado similar reporté un estudio de captacion de curcumina, que concluyé que las células
tumorales EL4 y MCF7 mostraron significativamente mayor sensibilidad hacia la actividad
citotoxica de la curcumina en comparacion con células de fibroblastos normales NIH3T3

(31).
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Todos los compuestos mostraron efectos dosis dependiente, concordante a lo reportado
en un estudio de propiedades anticancerigenas de la curcumina y derivados de ella en células
tumorales de c&ncer de prostata (32).

Solo el compuesto C3 logré efectos similares al de la curcumina en células MCF7, sin
embargo a altas concentraciones ejercié efecto citotdxico estadisticamente significativo en
células no tumorales. Si bien la curcumina mostré una mayor sensibilidad citotoxica frente a

células tumorales que el compuesto 3, es bastante similar a lo presentado por la curcumina.

El principal obstaculo para utilizar la curcumina como agente terapéutico
quimiopreventivo en los seres humanos sigue siendo su biodisponibilidad limitada, asi como
su inestabilidad quimica en condiciones fisiologicas. Diversos estudios han sugerido
distintos sistemas de administracion, como las vesiculas lipidicas, las nanoparticulas y las
nanofibras, que podrian aumentar la biodisponibilidad y estabilidad de la curcumina. En el
presente estudio se utilizaron compuestos derivados de la curcumina, y que cuya sintesis
tiene como finalidad en primera instancia formar las sales como tal, para mejorar la
solubilidad de la curcumina en solventes polares como el agua. Por otra parte, el tener
cadenas alquilicas de 2, 3 y 5 &tomos de carbono mejorarian la lipofilia, por lo tanto, se busco
que estas sales generen una molécula anfipatica con mejores propiedades fisicoquimicas y

biologicas que la curcumina.
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8. CONCLUSION

Los compuestos derivados de la curcumina si presentaron actividad citotoxica antitumoral
in vitro sobre la linea celular de cancer de mama humano MCF-7, siendo el compuesto C3

quien dio mejores resultados.

Se determino que la concentracion in vitro 6ptima para ejercer efecto citotoxico en células

tumorales fue de 5 UM y que no es citotoxico para células no tumorales.

La mayoria de las modificaciones estructurales de los compuestos derivados de la
curcumina podrian mejorar la eficacia de la curcumina, pues hacen a la molécula mas
hidrofoba y reduce su solubilidad. Por lo tanto, segun los resultados del presente estudio,
aungue no se demostré que algunos de los compuestos derivados de la curcumina ejercieran
un mejor efecto citotoxico, podria el compuesto C3 ser una nueva alternativa al
potencialmente ser mas estable y mejorar la biodisponibilidad, si es que se comprobara una

mejor absorcion en un contexto fisioldgico.

Durante siglos, la curcumina se ha consumido en la dieta y se ha utilizado como medicina
herbal en varios paises de oriente. La curcumina tiene propiedades quimiopreventivas del
cancer en una variedad de modelos in vitro y en animales de carcinogénesis quimica,
incluidos los que producen tumores de la glandula mamaria. Sin embargo, debido a su baja
biodisponibilidad en el contexto fisiopatoldgico se ha dificultado su uso a nivel terapéutico.
Es por ello que se han postulado maneras de aumentar su biodisponibilidad, entre ellas, la

modificacion de la curcumina para generar derivados de ella, que ademas de mejorar su
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absorcion a nivel intestinal ejerzan mayor efecto citotoxico sobre células tumorales y no en

células no tumorales.
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