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1. RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es una de las principales 5 causas de muerte en el mundo,
en su origen existen factores genéticos y medioambientales, siendo estos Udltimos
considerados como importantes, principalmente los factores asociados a la
occidentalizacion de la poblacion. Esto ultimo implica respecto de la dieta que esta sea rica

en carnes rojas y alimentos con uso de preservantes; bajo consumo de frutas y verduras.

Los actuales tratamientos contra el cancer, causan una serie de sintomas en el paciente
los cuales deprimen su bien estar, por esta razon se ha buscado otras alternativas que
presenten menor efectos secundarios, en esta ambito se ha presentado la posibilidad de usar
diferentes compuestos entre los cuales destaca el estudio de la curcumina y su efecto

anticancerigeno que presenta.

En el presente trabajo se probd la actividad antitumoral de compuestos derivados de la
curcumina, los cuales presentan modificaciones quimicas para generar una molécula
anfipatica, con mejores propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, se utilizaron
concentraciones entre 5uM a 60uM, para determinar la capacidad de disminuir la

viabilidad celular en la linea de cancer colon-rectal humana HT?29.



El compuestos derivado de la curcumina C,, presentan una disminucion de la viabilidad
celular de la linea cancerigena HT29, ademas de no presentar una disminucion importante
en la linea no tumoral de fibroblastos NIH/3T3, lo que hace necesario realizar mayores

estudios e investigaciones para comprobar como una alternativa terapéutica segura y eficaz.



2. INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) constituye aproximadamente el 9 al 10% de todos los
nuevos canceres diagnosticados en el mundo, siendo el cuarto cancer mas frecuente en
hombres (después del de pulmoén, prostata y estomago) y el tercero en la poblacion
femenina; solo precedido por el cancer de seno y cuello uterino. Esta situacion constituye
un problema de salud publica no solo en los paises de medianos y bajos ingresos sino

también en los paises del primer mundo (1).

Se ha demostrado que las modalidades de tratamiento que se utilizan actualmente para el
CCR tienen una eficacia modesta y también se asocian con toxicidades significativas. Esta
necesidad no satisfecha de un tratamiento efectivo de CCR ha impulsado la busqueda de
nuevas estrategias para mejorar la supervivencia y minimizar las toxicidades

experimentadas por los pacientes (2).

En la bdsqueda de nuevos tratamientos se ha investigado el uso de compuestos
naturales, los cuales pueden presentar actividad antitumoral de forma intrinseca o inducida
por modificaciones quimicas. La curcumina, un compuesto fendlico de la planta Curcuma
longa, ha mostrado un amplio espectro de propiedades quimiopreventivas, antioxidantes y
antitumorales (3). A pesar de la rica historia y las probadas propiedades medicinales
eficaces de la curcumina, en la actualidad no existe una declaracion de salud aprobada para

este polifenol (4).



Ha ganado mucha atencion como agente contra el cancer debido a su capacidad para
regular multiples vias de sefalizacion celular, incluyendo NF-xB, STAT3, proteina
activada-1 (AP-1), factor de crecimiento epidérmico-1 (Egr-1) y p53., que son cruciales en
el desarrollo y progresion del cancer. Sin embargo, la aplicacion clinica de curcumina esta
muy restringida debido a su baja solubilidad en agua, mala absorcion oral y répido

metabolismo (5).

Una de las caracteristicas de las células tumorales es su capacidad de resistir la muerte
celular y la apoptosis, en base a esto se busca a través de modificaciones quimicas de la
curcumina, disminuir la viabilidad y migracion de este tipo de células, especificamente

células de cancer de colon HT29.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1  Propiedades de la curcumina

CUR (curcumina) es C 21 H 20 O ¢, con la nomenclatura IUPAC de [1,7-bis (4-hidroxi-3-
metoxifenil) -1,6-heptadieno-3,5-diona] y un peso molecular de 368.38 Da, CUR es el
componente activo de C. longa (curcuma), una especia indigena nativa. En los paises
asiaticos, tiene una larga historia de uso contra muchas enfermedades humanas y afecciones
de la piel, como el acné y la psoriasis. Ademas de eso, también es un agente colorante y
aditivo alimentario. Es un compuesto cristalino con un aspecto brillante de color amarillo
anaranjado, que contribuye a su uso como agente colorante (5). La curcumina disponible
comercialmente utilizada para investigacion y para ensayos clinicos (mezcla de curcumina)
contiene aproximadamente 77% de curcumina pura (Cur), 17% de demetoxicurcumina
(DMC) y 3% de bisdemethoxycurcumin (BDMC). Ademas, cuando las células se tratan con

curcumina, uno de los metabolitos principales es la tetrahidrocurcumina (THC) (6).
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Figura 1. Estructura quimica de los curcuminoides: curcumina (Cur), DMC y BDMC,;
El metabolito de la curcumina, el THC y los componentes del aceite de cdrcuma, son la

turmerona (ar), la a-turmerona y la B-turmerona (a / ). (6)

3.1.1 Propiedades fisicoquimicas

La curcumina es una molécula simétrica, también conocida como diferuloyl metano. El
nombre IUPAC de curcumina es (1E, 6E) -1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-
heptadieno-3,5-diona, con férmula quimica C;1H»00s, ¥ peso molecular de 368.38 g/mol.
Tiene tres entidades quimicas en su estructura: dos sistemas de anillos aromaticos que
contienen grupos fenoxi 0 metoxi, conectados por un centro de siete carbonos que consiste

en un resto o, -dicetona-insaturado (7).



El espectro de absorcion de la curcumina tiene dos bandas de absorcién fuertes, una en
la region visible con un rango maximo de 410 a 430 nm y otra banda en la region UV con
un maximo de 265 nm. El coeficiente de extincion molar de la curcumina en metanol es de
55,000 dm 3 - mol ' - cm ' a 425 nm. La curcumina es un 4cido de Brénsted débil, con
tres protones labiles y en consecuencia, se han estimado tres pKa correspondientes a tres
equilibrios prototropicos. Tanto RMN y espectrometria de absorcion se han utilizado para
estimar el pKa. El primer pKa esta en el rango de pH de 7,5 a 8,5, al pasar de pH 7,5 a 8.5

cambia la curcumina de amarillo a rojo.

La reactividad quimica y la solubilidad de la curcumina anionica, es decir, en el rango
de pH béasico aumenta y esta forma de curcumina es mas soluble en agua que la forma
neutra. EI méximo de absorcion de curcumina totalmente desprotonada (de color rojo) en
pH alcalino (> pH 10) es de 467 nm y el coeficiente de extincién molar es de 53,000 dm? -

mol - cm * (8).
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Figura 2. Tautomerismo de ceto-enol, equilibrios prototropicos y productos de
degradacion de la curcumina (8).
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3.1.2 Absorcidn y metabolismo

La administracion oral de CUR es bien tolerada a dosis de hasta 12 g / dia en estudios
clinicos. Sin embargo, a menudo tiene una biodisponibilidad pobre debido a la baja
solubilidad acuosa, la absorcion deficiente, el metabolismo alto de primer paso y la rapida
excrecion. E1 CUR tiene una solubilidad muy baja de 0,6 ug / ml en agua y sufre una rapida

degradacion en un ambiente alcalino (5, 9).

La CUR se metaboliza principalmente en el higado y, en menor medida, en el intestino,
donde la glucuronidacion es la via de metabolismo predominante. Entre los metabolitos
detectados en plasma, se incluyen los conjugados de glucurénido y sulfato, siendo el

metabolito principal el glucurénido de hexahidrocurcumina (10).

3.1.2 Propiedades antitumorales

La CUR, solo o en combinacion, muestra actividades quimiopreventivas vy
anticancerigenas con usos reportados contra varios canceres, incluyendo colorrectal (5).
Los mecanismos subyacentes de estos efectos son diversos y parecen implicar la regulacion
de varias dianas moleculares, incluidos los factores de transcripcion (como el factor
nuclear-kB), los factores de crecimiento (como el factor de crecimiento de células
endoteliales vasculares), las citocinas inflamatorias (factor de necrosis tumoral),

interleucina 1 e interleucina 6, proteina quinasas (como la diana de rapamicina en

11



mamiferos, proteinas quinasas activadas por mitogenos y Akt) y otras enzimas (como la

ciclooxigenasa 2 y 5 lipoxigenasa) (11).

Ademas, la CUR también podria promover la apoptosis a través de la regulacion
positiva del gen supresor de tumores p53, causando la muerte celular en la fase G2. El
efecto descendente de la activacion de p53 conduce a un efecto neto de la apoptosis en
células de carcinoma de colon a través de la regulacion descendente de los genes anti-

apoptoticos Bcl-2 / Bel-xL y la regulacion positiva de los genes pro-apoptéticos Bax (12).

Especies reactivas de oxigeno (ROS) son las moléculas activas inestables y muy
pequefias que contienen el anion superoxido radical, peréxido de hidrogeno (H202 ),
oxigeno singlete , y el radical hidroxilo, que son los subproductos de proceso oxidativo
celular normal. En las células vivas, las ROS celulares se producen principalmente de
forma enddgena por las mitocondrias a través de la fosforilacion oxidativa mitocondrial y
de otras fuentes. Estudios recientes han identificado la isoforma NOX3 de la NADPH
oxidasa como la principal fuente de generacion de ROS empleada por el cisplatino en la
céclea. NOX3 parece manifestar parte de su citotoxicidad a través de la activacion y la
induccion del potencial receptor transitorio del canal de vainilloide 1 (TRPV1). NOX3
regula los genes relacionados con el estrés en la coclea, como TRPV1 y la molécula 1 de
lesion renal (KIM-1), e inicia la apoptosis en la coclea. Administracion transtimpénica de
ARN para la isoforma NOX3 de la NADPH oxidasa se ha demostrado para reducir la
expresion del potencial NOX3 vy receptor transitorio vainilloide 1 (TRPV1) de canal y
KIM-1 (13).
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Sin embargo, existe una evidencia creciente de que la produccion excesiva de ROS
intracelular puede causar directa o indirectamente el dafio de los &cidos nucleicos, proteinas
y lipidos, lo que finalmente conduce a la induccion de la apoptosis a través del mecanismo
apoptotico. Durante la muerte celular inducida por estrés oxidativo, las ROS intracelulares
finalmente activan la integridad del potencial de membrana mitocondrial que conduce a la
activacion de la proteina proapoptotica citosélica Bax (un miembro de la familia Bcl-2).
Este Bax activado se traslada a la mitocondria y regula la liberacion de citocromo c.
Ademas, la pérdida de la integridad mitocondrial también puede facilitar la liberacion del
citocromo c y activar las vias apoptoticas mediadas por mitocondrias, lo que resulta en la
induccién de la muerte celular apoptética. Las evidencias mas solidas han postulado que los
agentes terapéuticos que pueden inducir la apoptosis mediada por ROS se consideran
agentes anticancerosos potenciales para tratar la forma mutada de Smad4 y p53 de cancer
de colon (14).

Es importante destacar que, a nivel molecular, la CUR indujo efectos antiproliferativos y
antiinvasivos que se atribuyen principalmente a través de la atenuacién de varias cascadas
de sefializacion celular. La curcumina induce de forma prominente la generacion de ROS y
media la apoptosis independiente de ROS en células de fibroblastos L929 de raton. Un
estudio reciente ha informado que la ROS inducida por la curcumina medid la apoptosis y
evito la transicion del epitelio al mesenquimatoso en el cancer oral. Aunque los efectos
anticancerigenos de la curcumina se han estudiado previamente, hasta la fecha, el papel de
las ROS inducidas por la curcumina en la induccion de la muerte de las células cancerosas
y la inhibicion de la proliferacion en Smad4 y p53 forma mutada de cancer de colon es

poco conocido (15).
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Figura 3. Representacién esquematica que muestra el impacto de la curcumina en

multiples vias de sefializacion en los canceres (5).
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La modificacion quimica de la curcumina afecta a la actividad antitumoral in vitro en

células de colon HT29

4.1  Objetivo general

- Evaluar efectos antitumorales in vitro de derivados de la curcumina en células de

cancer de colon humanas HT29.

4.2  Objetivos especificos

- Determinar las concentraciones de los compuestos derivados de la curcumina que

presentan actividad citotoxica en células HT29.

- Determinar las concentraciones maximas no citotoxicas en una linea celular no

tumoral.

15



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Células HT29

Derivado inicialmente en 1964 por Jorden Fogh de una hembra caucésica de 44 afios de
edad, las células HT-29 forman una monocapa apretada al tiempo que exhiben similitud
con los enterocitos del intestino delgado. Las células HT-29 producen en exceso el antigeno
tumoral p53, pero tienen una mutacién en el gen p53 en la posicién 273, lo que resulta en
una histidina que reemplaza a una arginina. La procedencia de las células que se utilizaron

es el Lab. De Comunicaciones Celulares de la U. de Chile, Dr. Andrew Quest (16).

5.2 Células NIH/3T3

Se iniciaron células de fibroblastos embrionarios de raton NIH 3T3 a partir de una linea
celular aislada en 1962 en el Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Nueva York. 3T3 se refiere al protocolo de transferencia e inoculacion
celular para la linea, y significa “transferencia de 3 dias, indculo 3x10° células”. La linea
celular se ha convertido desde entonces en una linea celular de fibroblastos estdndar. Se

utilizaron en este estudio como modelo celular no tumoral (17).
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5.3 Sintesis de sales de quinolina derivadas de curcuminoides con diferentes

longitudes de cadena

El plan sintético descrito en la figura 4, para la sintesis de sales de quinolina con
diferentes largos de cadena derivadas de curcuminoides, se realizo siguiendo los protocolos
descritos por Pabon (18, 19). Asi, la construccién de sales de quinolina 6a-c comenzo con
la formacion de la fenildicetona 3 (representada en sus 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 (AcOELt) se adiciono trioxido de boro (B,O3) (1 equivalente) para
generar el complejo acetona/oxido bdrico. Esta reaccion fue mantenida en agitacion a 80 °C
por un periodo de 30 minutos. Seguidamente se adicion6 0.9 equivalentes de siringaldehido
2 y 2 equivalentes de tributil borato (B(n-BuO)3). La reaccion fue mantenida en agitacion a
80 °C por un periodo de 30 min, luego se adicion6 una solucién 0.4 M de butilamina en
AcOEt vy la reaccién se llevé a 100 °C por 1 hora. Finalizado este tiempo se adicion6 30
mL de HCI (0.5 N) y las fases resultantes fueron separadas en un embudo de decantacion.
La fase acuosa resultante fue extraida con AcOEt (3x40 mL) y la fase organica obtenida fue
lavada con solucion saturada de NaHCQg3, salmuera, secado con Na,SO, y purificaciéon por
cromatografia en columna (CC) resultando en la formacién de las fenildicetona 3.

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

17



equivalente molar 1:1 (5:6, 7 0 8), se llevo a cabo en microondas (MW) en un tiempo de 10

min como fue descrito en un trabajo previo (20).

El final de la reaccién en la obtencion de las sales 9a-c se marcé 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 Gltima
capa por decantacion. Finalmente se llevo a alto vacio durante 4 horas para obtener las sales
9a-c. Estas sales se obtuvieron en forma de s6lidos cremosos con un rendimiento de 50
(9a), 70(9b) y 85 (9c) %.

La elucidaciéon estructural de las sales 9a-c, asi como los diferentes precursores
sintéticos fue realizada empleando diferentes técnicas tales como: RMN-'H y *C, IR y
espectrometria de masas (MS). Las cuales hacen parte del proyecto Fondecyt postdoctorado
N° 3170757.

O O _O X _O N = N\
)J\/U\ 2 4 |
+8203 E— —_— =
a,b,c HO a,b,c HO
1 3 5
O\ ~N
MW, 250 W BT/H\
10 min 6,n:1
7,n2
8,n4
] o}
o N
~
H 7 " OH O n(f -
HO 7 _o A AANE
(e} |O O
h HO ‘ &
2 4 9a-c
Aldehidos O

9 nm1, X Br n2 XBr n4XBr
Figura 4. Sintesis de sales de quinolina derivadas de curcuminoides con diferentes
longitudes de cadena. Reactivos y condiciones: (a) B(n-BuO)3, (b) n-BuNH2, 80 °C, (c)
HCI, 80°C.
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5.4 Compuestos derivados de la curcumina, sales de quinolina

Figura 5. Compuestos derivados de la curcumina y curcumina, sales de quinolina.
Compuesto C; curcumina y derivados C,, Cs, Cs y s+, con sus respectivas masas

moleculares.
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5.5 Concentraciones de compuestos derivados de la curcumina

Se prepararon concentrados a 100.000 uM de la curcumina C1 y de los compuestos
derivados de 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 50puM, 100uM, 200uM y 600uM, de esta manera en el pocillo de la
placa de 96, seran diluidas 10 veces logrando asi las concentraciones finales deseadas de
5uM, 10uM, 20uM y 60uM, con 0.05%, 0.1%, 0.2% y 0.6% de DMSO como vehiculo,

respectivamente.

5.6 Cultivo celular

Las células HT29 y NIH/3T3 se cultivaron en medio DMEM-High (Dulbecco’s modified
Eagle’s mpedium) suplementado con antibidticos (penicilina/estreptomicina al 1%, Gibco)
y con suero fetal bovino al 10% en placas de poliestireno (FALCON). El crecimiento de las
lineas celulares se realiz6 en una estufa de cultivo celular con una atmosfera de 5% de CO,
a 37°C y 95% de humedad. Fueron resembradas cada tres dias o que no superara el 95% de
confluencia celular en la placa, lo que ocurriera primero, al resembrar se procedio a retirar
el medio, lavar las células tres veces con PBS se retir6 y se agregd tripsina 0,25% cantidad
suficiente para cubrir la superficie de la placa, se dejo incubar 5 minutos, posteriormente
para inactivar la tripsina se agregdé 1 ml de medio DMEM-High 10% suero fetal bovino, se
homogeniza y se retira el contenido liquido de la placa, se agrega 12 ml de medio DMEM-
High y se dejo en una estufa de cultivo celular con una atmosfera de 5% de CO,a 37°C y
95% de humedad.
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5.7 Ensayo de viabilidad celular

Se realiz6 utilizando Kit MTT cell proliferation Assay (Cayman Chemical), las células
se trabajaron en microplaca de 96 pocillos con concentracion de 2000 células/pocillo a 24
hrs de incubacion, 5% de CO,, 37°C y 95% de humedad en medio DMEM-High, se retira
10pL a cada pocillo y se procedio a agregar 10pL de medio en el blanco y 10uL de los
compuestos de curcumina para obtener las concentraciones de 5uM, 10uM, 20uM y 60pM
en los pocillos, los cuales se trabajaron por duplicado, se dejo incubar con los compuestos
24 hrs a 37°C, posteriormente utilizando 5L MTT 250mM se incubo por 3-4 hrs bajo las
mismas condiciones. Posteriormente se afiadieron 50uL de solucion disolvente de cristales
(Cayman Chemical) y se incubaron por 3-18 hrs. Para la lectura se utiliz6 lector de
microplaca a 570 nm, con tiempo de agitacion de 10- 20 segundos. Se utilizé blanco de
MTT el cual contenia medio DMEM-High, MTT y solucion disolvente de cristales. Los

resultados fueron obtenidos a partir de al menos tres experimentos independientes.

5.8 Analisis estadistico

Para el analisis de datos se utilizo un ANOVA one-way y un analisis pos-test de
comparaciones multiples Bonferroni, también t test, se utilizd en ambos casos el programa
estadistico GraphPad Prism 6. Se consideré como valor de significancia un valor p<0,05
(*), determinandose un intervalo de confianza del 95%, segin recomendacion para el test

estadistico.

21



6. RESULTADOS

6.1 Ensayos de viabilidad celular en células HT29 y NIH/3T3

Se evalu6 la viabilidad de las células HT29 y NIH/3T3 frente a diferentes

concentraciones de los compuestos por 24 horas, como se describio detalladamente en los
métodos.
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Figura 6: Porcentaje de viabilidad celular de células HT29 frente al compuesto

curcumina C;. Las células HT29 fueron expuestas a 5, 10, 20 y 60 uM del compuesto
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curcumina Cq, 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,
significativo respecto al control (****p<0,0001) a 60 uM.
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Figura 7: Porcentaje de viabilidad celular de células HT29 frente al compuesto
derivado de la curcumina C,: Las células HT29 fueron expuestas a 5, 10, 20 y 60 uM del
compuesto derivado de la curcumina C,, 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, siendo significativo 60 uM (***p<0,001).
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Figura 8: Porcentaje de viabilidad celular de células HT29 frente al compuesto
derivado de la curcumina Cs: Las células HT29 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, siendo estadisticamente significativo a 60 uM (**p<0,01).
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Figura 9: Porcentaje de viabilidad celular de células HT29 frente al compuesto
derivado de la curcumina Cs: Las células HT29 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, siendo estadisticamente significativo a 60 uM (*p<0,05).
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Figura 10: Porcentaje de viabilidad celular de células HT29 frente al compuesto
derivado de la curcumina s+q.: Las células HT29 fueron expuestas a 5, 10, 20 y 60 uM
del compuesto derivado de la curcumina s+q, 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, siendo estadisticamente significativo a 60 uM (*p<0,05).
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Figura 11: Porcentaje de viabilidad celular de células NIH/3T3 frente al compuesto
curcumina C;: Las células NIH/3T3 fueron expuestas a 5, 10, 20 y 60 uM del compuesto
curcumina Cy, 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, siendo

estadisticamente significativa ninguna de las concentraciones del compuesto C;.
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Figura 12: Porcentaje de viabilidad celular de células NIH/3T3 frente al compuesto
derivado de la curcumina C;: Las células NIH/3T3 fueron expuestas a 5, 10, 20 y 60 uM
del compuesto derivado de la curcumina C,, 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, siendo estadisticamente a 60 uM (*p=<0,05).
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Los compuestos C3, C5 y s+q no presentaron una disminucion significativa de la
viabilidad celular a concentraciones de 5, 10 y 20 uM en la linea celular HT29, por esta

razén solo se utilizé la concentracion 60 uM para determinar la actividad que presentan en
la viabilidad celular de los fibroblastos NIH/3T3.
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Figura 13: Porcentaje de viabilidad celular de células NIH/3T3 frente al compuesto
derivado de la curcumina Cs, Csy s+q: Las células NIH/3T3 fueron expuestas a 60 uM
del compuesto derivado de la curcumina C3, C5 y s+q, 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, siendo estadisticamente significativo a 60 uM los tres
compuestos (**p<0,01).

29



Viabilidad (%)

100 A

80 A

60 -

40 -

204

0-

i

R R R R I T
X QQQQ\}QQQQQQ XX N

e @ © o o & O

O'\z O'b O"b 0‘0 0‘0 xo\ XQ

> 9 2] ) )
\’b& <V \%& <V «q, (l/q
R R @KL
S éx\”

Concentracion (UM)

Figura 14: Comparacion de viabilidad celular entre NIH/3T3 y HT29 a concentracion

60 pM de los compuestos Cy, C,, C3, Csy s+q. Al comparar el modelo celular no tumoral

NIH/3T3 con las células tumorales de cancer colon-rectal, se observé que existe diferencia

significativa en los compuestos C; y C, (*p<0,05).
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El compuesto C; es curcumina sin ninguna modificacion en su estructura, por lo cual es
el control positivo, como muestran los resultados (figura 14) el compuesto C, es el Unico
que presentd una disminucion significativa en la viabilidad celular de la linea de cancer de

colon HT29, en comparacion a la linea de fibroblastos NIH/3T3.
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Figura 15: Comparacion de viabilidad celular entre curcumina C; y compuesto
derivado C, en células HT29 a concentracién 60 pM. C; es el control positivo, el cual es
curcumina sin ninguna modificacion, al comparar la viabilidad celular del compuesto Co,
presentd una diferencia significativa (*p<0,05) en células HT29.
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7.  DISCUSION

A los compuestos derivados de la CUR se le realizaron modificaciones quimicas, con la
finalidad de mejorar la absorcion de este compuesto y por lo tanto, su efectividad
antitumoral, sin embargo, dado que la curcumina es altamente lipofila, su solubilidad en
agua es muy baja, aproximadamente a 11 mg / ml. En su mayor parte, la curcumina no se
absorbe en el cuerpo cuando se ingiere, lo que por lo tanto plantea un problema importante

para su aplicacion clinica (21).

Una vez que se absorben en el cuerpo, los polifenoles se conjugan principalmente con
acido glucurénico o acido sulfurico en el higado, y algunos se excretan en el duodeno con
bilis y otros se liberan en la sangre. Se cree que los metabolitos excretados en el duodeno
podrian ser hidrolizados de nuevo al compuesto original mediante hidrolasas, incluida la -
glucuronidasa, y luego reabsorberse a través del tracto intestinal y devolverse al higado a

través de la vena porta a través de la circulacion enterohepética (22).

Las pruebas de viabilidad celular que se realizan sobre compuestos derivados de la
curcumina, rondan concentraciones entre 5 uM a los 60 uM, dependiendo de la naturaleza y
la modificacion quimica que sufrié el compuesto. De esta manera se probo el efecto en la
viabilidad celular de la linea tumoral HT29, teniendo como modelo no tumoral a la linea
celular NIH/3T3 (23-26).

Al utilizar el compuesto C; como control positivo, que es curcumina sin modificaciones
(figura 5), a concentraciones 5, 10, 20 y 60 uM en células de la linea HT29 (figura 6), se

obtuvo que la diferencia en la viabilidad celular solo fue significativa en la concentracion
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mas alta (****p<0,0001), lo cual refiere que la viabilidad de la linea HT29 se vio
disminuida significativamente a esta concentracion (60 uM), en el caso del modelo no
tumoral NIH/3T3 al probar las concentraciones 5, 10, 20 y 60 uM no presento una
diferencia significativa de la viabilidad celular en comparacion a su control correspondiente
(figura 11). Al comparar la viabilidad celular de las dos lineas NIH/3T3 y HT29 que fueron
tratadas con el compuesto C; a concentracion 60 uM (figura 14), se determind que la
diferencia en esta es estadisticamente significativa (*p<0,05). En sintesis de estos
resultados, el compuesto C; disminuyo la viabilidad celular de la linea HT29 a
concentracion 60 uM, ademas este no presento actividad citotoxica significativa sobre la
linea no tumoral NIH/3T3 en las mismas condiciones, siendo la disminucién de la vialidad

en HT29 significativa (*p<0,05) en comparacion a NIH/3T3.

El compuesto curcumina C; presenta tres radicales hidroxilos (figura 5), los cuales le
confieren una solubilidad en solventes polares como el agua, la curcumina, de composicién
quimica C,1H3006, es un estilbenoide, un diarilheptanoide derivado de la ruta de Shikimato
/Acetato-malonato. A pesar de la eficacia de la curcumina contra una amplia gama de
enfermedades, su aplicacion clinica esta limitada debido a algunos problemas que incluyen
una baja solubilidad acuosa (27).

En el compuesto C, se probd a concentraciones de 5, 10, 20 y 60 uM en células de la
linea HT29 (figura 7), se obtuvo que la diferencia en la viabilidad celular solo fue
significativa en la concentracion mas alta (***p<0,001) lo cual refiere que la proliferacion
de la linea HT29 se vio disminuida significativamente a esta concentracion (60 uM), en el
caso del modelo no tumoral NIH/3T3 al probar las concentraciones 5, 10, 20 y 60 uM,
presento una diferencia significativa (*p<0,05) de la viabilidad celular en comparacion a su
control (figura 12). Al comparar la viabilidad celular de las dos lineas NIH/3T3 y HT29 que
fueron tratadas con el compuesto C, a concentracion 60 uM (figura 14), se determiné que la

diferencia en esta fue estadisticamente significativa (*p<0,05).
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El compuesto C, presenta agregacion de una cadena alquilica de dos carbonos (figura 5),
la cual le confiere una mayor lipofilia, la curcumina es poco soluble en agua, su
coeficiente de reparto en octanol/agua es de 3,3 aproximadamente, por lo que a pesar de
la polaridad de la parte central de la molécula y los grupos adyacentes, la molécula
es mas lipofila, aunque no en su totalidad. Esta propiedad genera comportamientos
especificos, asi la curcumina puede interactuar con aminodcidos hidro6fobos en los

centros activos de las proteinas e interaccién con membranas lipofilicas (28).

El compuesto C3 se probo a concentraciones de 5, 10, 20 y 60 uM en células de la linea
HT29 (figura 8), donde se obtuvo que a la concentracion mas alta 60 pM causo una
disminucion de la viabilidad celular la que fue significativa (**p<0,01), al usar el
compuesto Csen la linea celular no tumoral NIH/3T3 a la concentracion 60 pM (figura 13),
esta presentd una diferencia significativa en la disminucion de la viabilidad celular
(**p<0,01) contra el control. En la comparacion de la viabilidad celular entre las dos lineas

HT29 y NIH/3T3 a la concentracion de 60 uM, no presento una diferencia significativa.

El compuesto C; presenta la modificacion de la agregacion de una cadena alquilica de
tres carbonos (figura 5), la cual le confiere una mayor lipofilia, lo cual le permitiria su
interaccion con membranas lipo6filas, en concreto con membranas de origen bioldgico.
Varios estudios establecen que la curcumina se localiza, en membranas bioldgicas, en

centros ricos en hidrocarburos (28).

El compuesto Cs se probo a concentraciones de 5, 10, 20 y 60 uM en células de la linea
HT29 (figura 9), obteniéndose una disminucion de la viabilidad celular a la concentracion
de 60 uM (*p=<0,05), al comprobar la actividad en la linea celular NIH/3T3 se obtuvo una
disminucion de la viabilidad celular (figura 13), la cual fue significativa (**p<0,01) a la
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concentracion 60 uM. Al comparar las lineas células HT29 y NIH/3T3 al aplicar el
compuesto Cs a 60 uM, se obtuvo que no existe diferencia significativa entre la viabilidad
celular que presentaban.

El compuesto Cs presenta la agregacion de una cadena alquilica 5 carbonos (figura 5),
la cual le confiere una mayor lipofilia, ya que se busca generar una molécula anfipatica con
mejores propiedades fisicoquimicas y bioldgicas que la curcumina, lo cual le confiera una
mayor facilidad para interactuar con membranas bioldgicas, con centros ricos en

hidrocarburos.

El compuesto s+q se probd a concentraciones de 5, 10, 20 y 60 uM en celulas de la linea
HT29 (figura 10), obteniéndose una disminucion significativa (*p<0,05) de la viabilidad
celular a la concentracion de 60 pM. Se utiliz6 la concentracion que presento significancia
en la linea celular NIH/3T3 presentdndose una disminucion de la viabilidad celular
(**p<0,01). Al comparar la disminucion de la viabilidad de las dos lineas celulares se

obtuvo que no existié diferencia significativa.

El compuesto s+q solo presentd la agregacion de un anillo de benceno sin ninguna
cadena alquilica (figura 5), en comparacion con los compuestos C,, C3 y Cs, los cuales si se
le agrego una cadena alquilica.

Los compuestos C; (control positivo) y C, son los que presentaron disminuciones
significativas de la viabilidad celular en las células de la linea HT29, ademas de no
presentar una disminucién de la viabilidad celular de la linea NIH/3T3, lo cual se debe en el
caso de C,, a la modificacion de los radicales al conformar moléculas con caracteristicas

anfipaticas, que le deberia permitir tener una mejor solubilidad en agua, pero al mismo
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tiempo tener una buena afinidad por membranas bioldgicas lipdfilas. C, disminuyo
significativamente la viabilidad celular de NIH/3T3 pero en menor grado que en HT29, por
lo cual su efecto citotoxico fue significativamente menor en fibroblastos (figura 14).

El compuesto C; que es curcumina sin modificacién quimica, es el control positivo, la
actividad citotoxica se compard al compuesto C,, el cual presento la mayor disminucion de
viabilidad celular en la linea HT29 (figura 15), la diferencia es significativa (*p<0,05) a
favor del control positivo C; lo cual nos indica que las modificaciones quimicas que

presenta el compuesto C, no le confieren mayor citotoxicidad hacia la linea HT29.

El uso de la curcumina como un compuesto biolégico con propiedades antitumorales
se ha probado en diferentes estudios han demostrado que la curcumina puede interferir con
el ciclo de las células tumorales, suprimiendo asi el crecimiento de las células cancerosas y

previniendo la invasion y la metastasis (6, 15).

La CUR tiene la capacidad de inhibir la invasion y la metéstasis de las células
cancerosas a través de la regulacion de la expresion de citoquinas inflamatorias, factores de
crecimiento, receptores de factores de crecimiento, enzimas, moléculas de adhesion,
proteinas relacionadas con la apoptosis y proteinas del ciclo celular. La CUR modula la
actividad de los oncogenes, los genes supresores de tumores, varios factores de

transcripcion y sus vias de sefializacion (29).

Estudios actuales han probado analogos de la curcumina, como agente anticancerigenos
en la evaluacién preclinica. EI mecanismo que han presentado en las células de cancer de
colon, demuestra segun los resultados que se dirige a las tiorredoxina reductasa 1 (TrxR1) y

aumenta los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) celulares, lo que resulta en la
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activacion de la via de sefalizacion de la MAPK JNK en células de cancer de colon
humano (30).

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) se generan y eliminan continuamente en los
sistemas bioldgicos y desempefian un papel importante en diversos procesos fisioldgicos y
patologicos. ROS podria actuar como una espada de doble filo. Un aumento moderado de
ROS puede promover la proliferacion y diferenciacion celular. Sin embargo, cuando el
aumento de ROS alcanza un cierto nivel (el umbral toxico), puede abrumar la capacidad
antioxidante de la célula y desencadenar el proceso de muerte celular. En condiciones
fisioldgicas, las células normales mantienen la homeostasis redox con un bajo nivel de ROS
basales al controlar el equilibrio entre la generacion de ROS y la eliminacion. En las células
cancerosas, el aumento en la generacién de ROS debido a un metabolismo distorsionado y
replicacion exagerada puede desencadenar una respuesta de adaptacién redox, llevando a
un cambio de la dinamica redox con alta generacion de ROS vy eliminacion para mantener
los niveles de ROS por debajo del umbral toxico. Como tales, es probable que las células
cancerosas con mayor estrés oxidativo sean mas sensibles a los agentes que aumentan la
generacion de ROS (31). Numerosos estudios han demostrado que una elevacion de la
produccion de ROS puede conducir a la inhibicion del crecimiento y la apoptosis de las
células de cancer de colon. Por lo tanto, la estimulacion de ROS es una estrategia

terapéutica potencial para el tratamiento del cancer de colon (32).
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8. CONCLUSION

La curcumina es un compuesto fendlico natural extraido de la especia dietética de la
carcuma. La seguridad, no toxicidad y tolerabilidad de la curcumina han sido bien
establecidas por ensayos clinicos. Se ha encontrado que la curcumina posee propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias. Mas importante adn, exhibe actividad

anticancerigena contra una amplia variedad de canceres humanos.

Aunque los efectos quimioterapéuticos del cancer de la curcumina se han verificado en
maultiples tipos de células cancerosas, su eficacia es muy limitada tanto en estudios
preclinicos como clinicos. Esto puede atribuirse a su baja solubilidad en agua, metabolismo
rapido y absorcion ineficiente. Por lo tanto, es imperativo mejorar la biodisponibilidad y la
acumulacion intracelular de curcumina in vivo. Se podrian aplicar varios enfoques para
superar estas limitaciones. La utilizacion de adyuvantes como piperina, analogos

estructurales y el desarrollo de vehiculos de administracion.

Al evaluar la actividad citotdxica que presentan los compuestos derivados de la
curcumina, se determind que el compuesto C, presento una disminucion de la viabilidad
celular de la linea celular tumoral HT29, mientras que en la linea no tumoral no fue una
disminucion tan significativa, pero al comparar con el control positivo curcumina C;
evidencio que las modificaciones quimicas no le confirieron mayor citotoxicidad hacia la

linea HT29. Los compuestos C3, C5 y s+q presentaron una actividad citotdxica no selectiva
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contra células HT29 y NIH/3T3, por lo cual no es prometedor realizar estudios posteriores

a estos tres compuestos.
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