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RESUMEN

El cancer es la principal causa de muerte a escala mundial en donde los indices de
mortalidad van en aumento, esto es debido en gran parte a su diagndstico en etapas
avanzadas, asi como el desarrollo de metéstasis previas al diagndstico, por lo que es
importante buscar nuevas alternativas que mejoren la tasa de supervivencia de los
pacientes, proponiéndose el uso de curcumina (diferuloylmethane) como un gran
candidato. La curcumina es un polifenol derivado de la planta Curcuma longa Linn
conocida cominmente como curcuma y tiene un variedad de propiedades terapéuticas
incluyendo anti-oxidante, actividad antiséptica entre otras y ademads recientemente se ha
encontrado que posee actividades anti-cancerosas a través de su efecto sobre una
variedad de vias bioldgicas involucradas en la mutagénesis, expresion de oncogenes,
regulacion del ciclo celular, apoptosis, la tumorogénesis y metdstasis. Por lo que se
desea determinar el efecto de la curcumina en combinacién con cisplatino en lineas
celulares de cancer in vitro mediante ensayos de MTT y citometria de flujo. En este
proyecto se reporta tener un efecto anti-tumoral y anti-proliferativo en la linea celular de
raton B16F10 y en las lineas celulares humanas Mcf7 y HelLa, ademds de poseer un
efecto aditivo al combinarse con el quimioterapéutico cisplatino siendo un farmaco
compuesto de platino que actia como un agente alquilante impidiendo que las células
cancerosas crezcan y haciendo que mueran Siendo considerada en el desarrollo de
quimioterapias adyuvantes como una nueva alternativa para disminuir los efectos
secundarios y la toxicidad sin comprometer la eficacia terapéutica, y aumentar asi los

protocolos de tratamiento disponibles en la actualidad.

xii



INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades méds comunes y una de las causas més altas
de fallecimiento de los seres humanos, y se sabe que puede ser iniciado por agentes

externos o factores genéticos heredados, sin importar el sexo, la edad o clase social.

El céncer se define como el crecimiento y proliferacién incontrolada de las células

malignas neoplésicas, dichas células presentan una morfologia alterada.

Entre las formas de tratar a los pacientes con cdncer se encuentran las cirugias, las
radioterapias, las quimioterapias, terapia génica y la medicina alternativa en donde esta
ultima se caracteriza por el uso de plantas medicinales o acupuntura. En investigaciones
recientes, se ha conjugado la farmacologia moderna con la herbolaria tradicional, se
espera encontrar nuevos compuestos que contribuyan en el hallazgo de nuevos

medicamentos contra el cancer.

La integracion de la medicina alternativa y complementaria (CAM) ha llevado a
los investigadores al estudio de nuevos compuestos extraidos de diversas hierbas en
contra del céncer, en donde a menudo en investigaciones in vitro e in vivo en animales
se ha mostrado tener una actividad citotéxica en contra de las células cancerigenas y

tener efectos apoptdticos y anti-proliferativos sin afectar a las células normales.

Actualmente se han usado distintos extractos de hierbas como la planta Curcuma
longa Linn destacando entre los componentes de la raiz la curcumina, (vendida ya
comercialmente), tener una actividad antitumoral, anti-proliferativa, anti-inflamatoria,
radioprotectora entre muchas otras caracteristicas (Verma et al., 1998; Mehta et al.,

1997; Navis et al., 1999; Menon et al., 1995; Lv et al., 2014).

A pesar de que se ha estudiado su actividad atin se desconoce cudles son los
mecanismos por los que la curcumina propicia el tener estos efectos en el cancer, y
debido a la falta de conocimiento es de gran importancia dilucidar estos mecanismos y

las vias de sefializacion de la curcumina en el cancer.



ANTECEDENTES

Cancer

El cancer es una de las principales enfermedades que limitan la vida humana, se
puede llegar a trata con cirugia, radiacién, quimioterapia, hormonas e Inmunoterapia.
Segun estimaciones de la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer
(IARC por sus siglas en inglés), hubo 12.7 millones de nuevos casos de cdnceres en
2008 en todo el mundo. En el 2012 se le atribuyen 8,2 millones de defunciones ocurridas
en todo el mundo (WHO, 2014). Para el 2030, se espera que en el mundo existan cerca
de 21.4 millones casos nuevos de cancer y 13.2 millones de muertes por enfermedades
simplemente debido al crecimiento y envejecimiento de la poblacién, asi como la
reduccién de la mortalidad infantil y muertes por enfermedades infecciosas en los paises

en desarrollo (Sbeity y Younes, 2015).

Su causa se debe a factores tanto externos (tabaco, organismos infecciosos,
alimentacion deficiente, sustancias quimicas y radiacién) como internos (mutaciones
heredadas, hormonas, problemas inmunitarios y mutaciones debidas al metabolismo). El
cancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo; también se habla de tumores malignos o
neoplasias malignas. Una caracteristica del cancer es la multiplicacion rapida de células
anormales que se extienden mds alld de sus limites habituales y pueden invadir partes
adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, proceso conocido como metastasis.

Las metéstasis es la principal causa de muerte por cancer (WHO, 2014).

Hay mads de 100 tipos de cdncer. Los tipos de cancer reciben, en general, el
nombre de los 6rganos o tejidos en donde se forman los cénceres. Por ejemplo, como en
pulmon, colon, senos, piel, huesos o tejido nervioso; entre los diversos sintomas que
desencadena estdn los escalofrios, la fatiga, la fiebre y pérdida de peso, entre muchos

otros. (American Cancer Society 2014).



Clasificacion

Segtn el Instituto Nacional del Cancer (INH), el cdncer se clasifica en diversas

categorias que empiezan en tipos especificos de células:

Carcinoma: son los tipos mds comunes de cédncer, se forman en las células
epiteliales, las cuales son las células que cubren las superficies internas y externas del
cuerpo. Los carcinomas que empiezan en diferentes tipos de células epiteliales tienen

nombres especificos:

a) El adenocarcinoma es un cdncer que se forma en las células

epiteliales que producen fluidos o mucosidad. Los tejidos con este tipo de
células epiteliales se llaman algunas veces tejidos glandulares. Algunos

canceres que pertenecen a esta clasificacion son de seno, de colon y de prostata.

b) El carcinoma de células basales es un cincer que empieza en la

capa mas baja o basal (en la base) de la epidermis, la cual es la capa exterior de

la piel de una persona.

¢) El carcinoma de células escamosas las células epiteliales estan por

debajo de la superficie exterior de la piel. Las células escamosas revisten
también muchos otros érganos, como el estémago, los intestinos, los pulmones,
la vejiga y los rifiones. Los carcinomas de células escamosas algunas veces se

llaman carcinomas epidermoides.

d) El carcinoma de células de transicién es un cincer que se forma en

un tipo de tejido epitelial llamado epitelio de transicion o urotelio. Este tejido,
estd formado de muchas capas de células epiteliales que pueden hacerse mas
grandes 0 mds pequefias y se encuentra en el revestimiento de la vejiga, de los

uréteres y en parte de los rifiones (pelvis renal), y en algunos otros érganos.

Sarcomas: son cdnceres que se forman en el hueso y en los tejidos blandos,
incluso en musculos, tejido adiposo (graso), vasos sanguineos, vasos linfdticos y en

tejido fibroso (como tendones y ligamentos).



a) El osteosarcoma es el cidncer de hueso mds comun. Los tipos mds
comunes de sarcoma de tejido blando son el leiomiosarcoma, el sarcoma de
Kaposi, el histiocitoma fibroso maligno, el liposarcoma y el

dermatofibrosarcoma protuberante.

Leucemia: Son los cdnceres que empiezan en los tejidos que forman la sangre en
la médula 6sea. Estos cdnceres no forman tumores soélidos. En vez de eso, un gran
nimero de glébulos blancos anormales (células leucémicas y blastocitos leucémicos) se
acumulan en la sangre y en la médula 6sea y desplazan a los glébulos normales de la
sangre. La concentracion baja de células normales de la sangre puede hacer que el
cuerpo lleve con dificultad oxigeno a los tejidos, que no controle las hemorragias o que

no combata las infecciones.

Hay cuatro tipos comunes de leucemia, los cuales se agrupan de acuerdo a la
rapidez con la que empeora la enfermedad (aguda o crénica) y del tipo de glébulo en

donde empieza el cancer (linfoblédstico o mieloide).

a) Linfoma es un cdncer que empieza en los linfocitos (células T o
células B), estos son glébulos blancos que combaten las enfermedades y que
forman parte del sistema inmunitario. En el linfoma, los linfocitos anormales se
acumulan en los ganglios linfaticos y en los vasos linféticos, asi como en otros

organos del cuerpo.
Hay dos tipos principales de linfomas:

- Linfoma de Hodgkin: Las personas que tienen esta enfermedad tienen
linfocitos anormales que se llaman células de Reed-Sternberg. Estas

c€lulas se forman, en general, de células B.

- Linfoma no Hodgkin: Este es un grupo grande de canceres que
empiezan en los linfocitos. Los cdnceres pueden crecer con rapidez o

con lentitud y se pueden formar de células B o de células T.



b) Mieloma multiple o mieloma de células plasmdticas es cincer que

empieza en las células plasmadticas, otro tipo de células inmunitarias. Las
células plasmaticas anormales, llamadas células de mieloma, se acumulan en la
médula 6sea y forman tumores en los huesos de todo el cuerpo como la

enfermedad de Kahler.

¢) Melanoma es céncer que empieza en las células que se convierten en
melanocitos, los cuales son células especializadas en producir melanina (el
pigmento que da el color a la piel). La mayoria de los melanomas se forman en
la piel, pero pueden formarse también en otros tejidos pigmentados, como en

los ojos.

Tratamientos

Existen diversos tratamientos para los pacientes que padecen de cédncer, los que
comunmente se emplean son cirugia (extraccion del céncer en una
operacion), quimioterapia (uso de medicamentos para destruir las células
cancerosas), radioterapia (uso de rayos X en dosis altas u otros rayos de alta energia para
destruir las células cancerosas) y terapia bioldgica (uso del sistema inmunolégico del

cuerpo para combatir el cancer).

La mayoria de los tratamientos del cdncer pueden causar efectos secundarios, es
decir, problemas que ocurren cuando el tratamiento afecta tejidos u érganos sanos, estos
efectos varian de una persona a otra, aun entre personas que reciben el mismo
tratamiento algunas pueden tener pocos efectos secundarios mientras que otras tienen
mads. El tipo de tratamiento que se puede recibir depende de la cantidad o la frecuencia
del tratamiento, la edad y otros padecimientos de salud ademds de determinar también
los efectos secundarios que pudiera tener como va desde anemia, caida del pelo
(alopecia), cambios en la piel y en las uifias, diarrea, dolor, falta de apetito. Fatiga,
nduseas y vomitos, problemas para dormir y sangrado y moretones (trombocitopenia),

entre muchos otros.

El método mas empleado para aquellos tumores pequefios y localizados en un

lugar concreto es la cirugia. Para que sea completamente eficaz se precisa extirpar parte
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del tejido que rodea el tumor para asegurar asi que todas las células cancerosas han sido
extirpadas. Si el cancer se ha extendido a otras zonas, a través de la sangre o de la linfa,

habra que realizar otros tratamientos, bien sean afiadidos a la cirugia o tnicos y distintos

a ella (Hellman and Vokes, 1996).

La radioterapia en cambio, utiliza rayos de alta energia como rayos X, rayos
gamma y las particulas cargadas, utilizandolos para eliminar las células cancerosas al
danar su ADN, teniendo como consecuencia el dafio a las células normales, llevando al

paciente de sufrir efectos secundarios.

La radiacién puede ser entregada por una méquina fuera del cuerpo (radioterapia
de haz externo), o puede provenir de un material radiactivo colocado en el cuerpo cerca
de las células cancerosas o se inyecta en el torrente sanguineo (radioterapia interna,
también llamada braquiterapia). La radioterapia sistémica usa sustancias radiactivas,
como el yodo radiactivo, que viajan en la sangre para eliminar las células cancerosas. Un
paciente puede recibir terapia de radiacién, antes, durante, o después de la cirugia,

dependiendo del tipo de cédncer a tratar.

Algunos pacientes reciben radioterapia sola, y algunos reciben radioterapia en
combinacién con cirugia, quimioterapia o ambos. La radioterapia también puede
administrarse con intencion paliativa, los cuales no tienen la intencién de curar, si no,
solo aliviar los sintomas y reducir el sufrimiento causado por el cancer (National Cancer

Institute, 2010).
Quimioterapia

La quimioterapia consiste en el uso de medicamentos para destruir las células
cancerosas, es un tratamiento sistémico debido a que los medicamentos se introducen al
torrente sanguineo, viajan a través del cuerpo destruyendo las células cancerosas. Los
medicamentos quimioterapéuticos pueden administrarse de diferentes formas: a través
de un comprimido por via oral; mediante un suero o inyeccidén intravenosa; por
inyeccién intramuscular o mediante una inyeccién a través de una puncion en la médula

Osea.



La quimioterapia se puede emplear para reducir el tamafio de un tumor antes de
la cirugia o de la radioterapia y es llamada terapia neoadyuvante o puede utilizarse
después de la cirugia o la radioterapia para ayudar a destruir las células cancerosas

remanentes y se le conoce como terapia adyuvante (Sbeity y Younes, 2015).

Algunos de estos quimioterapéuticos utilizados son la S-fluorouracilo (5-FU),
Temozolomida, Paclitaxel (Taxol), Gemcitabina, Trametiniv, Oxaliplatino (Eloxatin),
Cisplatino, entre otros y se administran principalmente dependiendo del tipo de céncer,
lo avanzado que esté, si alguna vez ya se estuvo expuesto a quimioterapia, o algunos

otros problemas de salud, como diabetes o enfermedades cardiacas.

Uno de los ejemplos de estos quimioterapéuticos muy utilizado es el cisplatino el

cual es administrado via intravenosa.
Cisplatino

El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino II) es un quimioterapeurico inorganico
basado en platino el cudl se aplica como tratamiento a diversos tumores, estd droga se
une al DNA, consecuentemente induce apoptosis e inhibe el crecimiento celular. Se ha
visto que su actividad intercalante de DNA no es especifica, causando que tenga efectos
toxicos como efectos gastrointestinales (Nduseas y vomito), supresion de la medula
Osea, ototoxicidad, neurotoxicidad, hepatotoxicidad, etc., motivo por el cual se

administra en dosis limitadas (Razaee et al., 2017)

En los dltimos afios, se estdn empleando combinaciones de quimioterapéuticos
porque se ha comprobado que su accién conjunta es més eficaz para destruir el cancer,
se suelen combinar medicamentos anticancerigenos con modos de accién distintos y
capacidad para producir efectos diferentes, estas combinaciones pretenden ser mas
eficaces sobre las células cancerosas y menos daiiinas para las células normales

(American Society, 2014).

Por lo tanto, la administracién de quimioterapia implica una reduccién de células
cancerosas y la toxicidad tisular, que es una funcién del tamafio de la poblacién celular
normal destruida y los limites de dosis de farmaco. Por esta razon, estamos interesados

en optimizar la quimioterapia contra el cancer.



Otros tratamientos

En la actualidad existen terapias dirigidas contra el cdncer los cuales son
farmacos u otras sustancias que bloquean el crecimiento y la diseminacién del céncer al
interferir en blancos moleculares que participan en el crecimiento, el avance y la

diseminacion del cancer.

Las terapias dirigidas son, en la actualidad, en donde se centra la mayor creacion
de farmacos contra el cancer, usa informacion de los genes y proteinas de una persona

para prevenir, diagnosticar y tratar enfermedades.

Muchas terapias dirigidas contra el cancer han sido aprobadas por Ila
Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) para tratar tipos especificos de
cancer. Otras se investigan en estudios clinicos (estudios de investigacion con personas)
y muchas mads estdn en estudio preclinico (estudios de investigacion con animales) (NIH,

1997).

Los tratamientos anteriormente descritos desarrollan una serie de efectos
secundarios en los pacientes destacando perdida del cabello, nduseas, mareos, diarrea,
entre muchos otros, es por eso que en la busqueda de nuevas alternativas, muchos
pacientes recurre a Medicinas alternativas y complementarias (CAM) siendo un término
utilizado para los productos y las practicas médicas que no forman parte de los cuidados
estandar como lo seria la acupuntura, la quiropractica y la medicina herbaria. De acuerdo
con los practicantes de CAM, sus beneficios pueden sonar promisorios, sin embargo, los
investigadores no conocen la seguridad de muchos tratamientos con CAM ni saben si
funcionan bien. Se estdn realizando estudios para determinar la seguridad y la utilidad de

muchas practicas de CAM (NIH, 1997).

Analizando los tratamientos anteriores, y buscando una alternativa para no
provocar dafio a las células normales y tener un efecto anti-tumoral, entre la medicina
herbaria se ha visto la utilizacién de un compuesto proveniente de la raiz de la planta
Curcuma longa L., a la cual se le atribuyen varios beneficios entre los que destaca su

actividad anti-tumoral.



Curcumina

Curcuma longa L. de la familia de las Zingiberdceas, es una planta de
origen asidtico cuyo rizoma, de color naranja vivo bajo una fina pelicula marrén clara,
es usado cominmente como una especie en la cultura asidtica, donde estd como una
planta mdgica dadas sus caracteristicas organolépticas y sus indudables propiedades

terapéuticas y protectoras, sobre todo a nivel hepético y cutdneo (Mesa et al., 2000).

El rizoma de ciircuma ha sido objeto de muchas investigaciones en la India, se
ha intentado encontrar sus principios activos con el fin de optimizar su actividad y de
explicar su mecanismo de accién; se han preparado numerosos extractos,
etanolicos, metandlicos y con distintos solventes para analizar sus actividades
biologicas (Ammon and Wahl, 1991; Ammon et al., 1993; Srimal, 1997). Entre los
componentes del extracto estdn: carbohidratos (4.7-8.2%), aceites esenciales
(2.44.0%), acidos grasos (1.7-3.3%), curcuminoides (curcumina, demetoxicurcumina y
bisdemetoxicurcumina) (figura 1), cuyo contenido aproximado es de un 2%, aunque
puede rondar entre 2.5-5.0% del peso seco, y otros polipéptidos como la turmerina (0. 1

% del extracto seco) (Srinivas ef al., 1992).

La curcumina (diferuloilmetano) es la sustancia causante del color amarillo
caracteristico de los rizomas de esta planta, y es uno de los ingredientes activos
responsable de su actividad bioldgica. La sintesis de este compuesto es conocida y su

estructura fue determinada en 1910 (Mesa et al., 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Principales curcuminoides del extracto de Curcuma longa L. 9



La principal linea de investigaciéon de la clircuma en los ultimos afios, ha sido
conocer su actividad antiproliferativa y antitumoral. Se ha comprobado el efecto
preventivo y curativo de la circuma, la curcumina y sus extractos acuosos frente al
cancer y la formaciéon de tumores. Los agentes estudiados han sido administrados
oralmente, por inyecciéon o probados en sistemas in vitro, y su actividad ha sido

demostrada usando varios modelos y midiendo algunos marcadores enziméticos.

Anto et al., (1996) comprobd la citotoxicidad y la actividad antitumoral de cinco
curcuminoides sintéticos en cultivos de células 1929, observaron que todos eran
citotoxicos y que se producia un 50% de inhibicién de los tumores utilizando una
concentracion de 1 pg/mL, efecto similar al obtenido con la curcumina purificada.
Otros autores han comprobado que la cidrcuma previene el cancer de mama inducido
en ratones y ratas por virus o por productos quimicos (Bhide et al., 1994). Mehta et al.,
(1997), demostraron un efecto antiproliferativo de la curcumina en cultivos de
células de tumor de mama y sugirieron que esta sustancia podia ser un potencial agente
anticancerigeno, mientras que Verma et al, (1998) han comprobado que Ila
combinacién de curcumina con isoflavonoides tiene un efecto preventivo y
terapéutico en el cincer de mama y de pulmoén inducido por agentes estrogénicos,
como algunos pesticidas quimicos, y que este efecto es mayor que el que produce la

curcumina por si sola.

También se ha estudiado el efecto citoprotector y quimioprotector de la
curcumina (Huang et al., 1995; Rao et al, 1995; Commandeur and Vermeulen, 1996;
Pereira et al., 1996; Samaha et al., 1997). Samaha et al., (1997) y Khar et al., (1999)
propusieron un mecanismo apoptético como explicacion de la actividad antitumoral de
la curcumina sobre las células tumorales AK-5, y han comprobado que esta sustancia es
capaz de inhibir el crecimiento del tumor mediante la induccién de la apoptosis de
estas células, mientras que Menon et al. (1995) demostraron que la administracion
oral de curcumina (200 nmol/kg) inhibe las metdstasis intestinales y aumenta la

vida de los ratones con tumores inducidos por células de melanoma B16F10.
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Un aspecto interesante de la actividad de la curcumina es su efecto radioprotector
sobre las células normales y efectos radiosensibilizadores en las células cancerosas. Este
mecanismo no se entiende por completo, se ha sugerido que la capacidad de la
curcumina para reducir el estrés oxidativo e inhibir la transcripciéon de genes estd
relacionado con respuestas de estrés oxidativo e inflamatorias la cual puede proporcionar
proteccién contra los efectos nocivos de la radiacion, mientras que la actividad
radiosensibilizadora podria ser debido la regulacién positiva de genes responsables de la
muerte celular (Plummer et al., 1999; Jagetia, 2007; Murakami et al. 2008; Binion et al.,
2008; Kunwar et al. 2009; Cekmen et al., 2009).

Por lo que después de ver el efecto de la curcumina en varias lineas celulares se
ha propuesto combinarlo con otros agentes quimioterapéuticos, entre ellos esta Navis et
al. (1999) que estudiaron la terapia combinada de la curcumina con el cisplatino, un
agente anticanceroso ampliamente usado en la curacién del fibrosarcoma, 'y
comprobaron que cuando se administran conjuntamente ambas sustancias se consigue
una recuperacion casi total de los marcadores enzimdticos en homogenados de

higado y rifién de ratas.

Sin embargo, el mecanismo por el que la curcumina induce la apoptosis
celular todavia no estd totalmente claro, es por eso que en proceso para conocer estos
mecanismos Lv et al., (2014) mostr6 que la curcumina indujo apoptosis en células de
cancer de mama humano MCF-7 y MDA-231 siendo provocada por la regulacién a la

baja de Bcl-2 y la sobre regulacién de Bax.

Mecanismos de Curcumina

Los mecanismos implicados en la inhibicién de tumorogenesis por curcumina
son diversos y parecen implicar una combinacidn de anti-inflamatorios, anti-oxidantes,
inmunomodulacidn, proapoptotico y anti-angiogenicas propiedades a través de efectos
peitrépicos sobre genes y vias de sefializacion celular en multiples niveles (Park et al.,
2002; Maheshwari et al., 2006; Strimpakos and Sharma, 2008; Hatcher et al., 2008 and
Goel et al., 2008).
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La sobreexpresion de COX-2 se ha visto implicada en la carcinogénesis de
muchos tumores, viéndose en estudios que curcumina inhibe la transcripciéon de la
proteina de COX-2 y esto probablemente desencadena la actividad anti-inflamatoria
(Plummer et al., 1999). Un estudio in vitro en células de cancer cervical de humano se
ha visto que la baja regulaciéon de COX-2 induce la 6xido nitrico sintetasa (iINOS) y
ciclina D, causando esta combinacion de actividad anti-inflamatoria y anti-oxidante la
inhibicién del factor de crecimiento endotelial vascular mediando la angiogénesis en
células endoteliales microvasculares de intestino humano (Plummer er al., 1999;

Strimpakos and Sharma, 2008; Murakami et al., 2008).

En estudios de células de carcinoma epiteliales de mama humano, células de
cancer de proéstata y células de linfoma B in vitro, se encontré que la curcumina induce
apoptosis incrementando la expresion de p53 en la fase G2 del ciclo celular y por

liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria (Aggarwal, 2008).

El efecto anti-tumor de la curcumina se ha atribuido en parte a la supresion de la
proliferacion celular, reduccion de la carga tumoral y la induccién de la apoptosis en
varios modelos de cancer, tanto in vitro como in vivo. Se ha visto que inhibe multiples
niveles dentro de la red transcripcional para restringir la proliferacion celular, ademads es
capaz de inducir la apoptosis dependiente de p53 en varios tipos de cancer de colon,
mama, vejiga, pulmon, ovario, etc. (Anand et al., 2008). La curcumina promueve la
escision mediada por caspasa-3 de [-Catenina y disminuye [-Catenina/Tcf-Lef
capacidad de transactivacion para c-Myc y ciclina D1 (Shi et al; 2006) también activa la
caspasa-7 y la caspasa-9 e induce la escision de la polimerasa poliadenosina-5'-difosfato-
ribosa a través de la baja regulacion de NF-kB en células de mieloma multiple (Jaiswal
et al., 2002; Sung et al., 2009). Ademads, la curcumina inhibe la activacion de EGFR, la
actividad de Src e inhibe la actividad de algunos receptores nucleares (Maheshwari et
al., 2006; Binion et al., 2008; Kunwar et al., 2009); demuestra efectos inhibitorios sobre
la COX-2 y ciclina D1, mediadas a través de NF-«B, y restringe el crecimiento de

células tumorales (Villegas et al., 2008; Cen et al., 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Actividades anti-cancer de curcumina.

Se ha observado ademds que la curcumina suprime la expresion de Wtl un gen

implicado en la oncogénesis (Semsri et al.,, 2011; Shen-meng et al., 2012) por lo que se

propone estudiar su expresion al combinarla con agentes quimioterapéuticos.
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JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de la Salud estima que en el 2030 habra 13.1 millones
de muertes por cdncer en todo el mundo; se le atribuyen 7.6 millones de muertes
(alrededor del 13% del total de defunciones) en 2008, siendo esta enfermedad la
principal causa de muerte en el mundo (WHO, 2014). En México, segtin la Unién
Internacional Contra el Céancer (UICC), el céncer es la tercera causa de muerte y estima
que cada afio se detectan 128 mil casos nuevos. Los tipos mds frecuentes de cdncer son
diferentes entre hombres y mujeres, en hombres es cancer de pulmoén, estdmago, higado,
esofago, colorrectal y prostata; mientras que en mujeres, cancer de mama, pulmon,

estdmago, colorrectal y cérvico-uterino.

Las opciones actuales de tratamiento se basan en quimioterapias, cirugias,
radioterapias y combinaciones de estds, sin embargo, ninguna de estas terapias ha
llevado a la sobrevivencia de los pacientes sin que presenten una elevada toxicidad
debido a las elevadas dosis de farmacos empleados para controlar el progreso de la

enfermedad.

Es por eso que en la biisqueda de nuevas alternativas, se ha optado por hacer un
estudio en el uso de compuestos de extractos como lo es la curcumina, la cual se ha visto
tener un efecto antitumoral y anti-proliferativo, por lo que seria una buena opcién
combinar su efecto con otros agentes quimioterapéuticos como lo es cisplatino,

observando su toxicidad y el efecto en células cancerosas.
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HIPOTESIS

La curcumina quimiosensibiliza a las células cancerigenas a la muerte
inducida por cisplatino.
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OBJETIVO DEL TRABAJO

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la curcumina en combinacién con cisplatino en lineas celulares

de cancer in vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar el efecto de curcumina en la proliferacion de las lineas celulares de cancer

B16F10, HeLa y MCF7.

2. Determinar el efecto de la curcumina en la quimiosensibilizacién en las lineas

celulares de cancer tratadas con cisplatino.

3. Determinar el efecto de la curcumina en el ciclo celular y muerte en las lineas

celulares de cancer.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo de células

Se cultivaron las lineas celulares B16F10 (melanoma murino), HELA (cancer
cervicouterino humano) y MCF7 (cdncer de mama humano) en medio Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM-F12) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de
antibidtico-antimicético, las células fueron incubadas a 37 °C en una atmdsfera a 95%

de Oz y 5% de COs».

Preparacion de curcumina

Se compr6 curcumina Sigma-Aldrich C1386 con un peso molecular de 368.38.
Disolviéndose en DMSO > 11 mg/mL, posteriormente se filtrd, utilizando filtros de
0.22nm para evitar alguna contaminacion y después se pas6 a combinar con medio

DMEM preparado con 10% SFB y 1% Anti-anti.

Ensayo de proliferacion celular (MTT)

El efecto en la viabilidad y proliferacion celular de las lineas celulares HELA,
MCF7 y BI16F10 tratadas con Curcumina se evaluaron a las 24, 48 y 72 horas
empleando el método de ensayo MTT [Bromuro de 3-(4, 5- dimetil tiazol- 2- ilo)- 2, 5-
difenil tetrazolio] introducido por Mossman y adaptado en el laboratorio a una

concentracion final de 5 pug/ml PBS 1X (Buffer de fosfatos-salina).

Las células con 80% de confluencia fueron tripsinizadas, contadas en la camara
de Neubauer y transferidas a placas de microtitulacién de 96 pozos con fondo plano, con
una cantidad de 3,000 células por pozo. A las 24 horas se les agregé el tratamiento a
concentraciones de 0, 20, 40, 60, 80, y 100 uM. Se incubaron en un periodo promedio de
24, 48 o 72 horas. A las 24, 48 o 72 horas del tratamiento se agregé 20 ul. de MTT a
cada pozo sin haber retirado el medio. Se incubo a 37°C por 1 hora y se leyo la

absorbancia a 570nm en el lector Synergy 2 de BioTek. Se calcularon los porcentajes de
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supervivencia relativas a las células control no tratadas. Se obtuvieron graficas de las
concentraciones contra el porcentaje de supervivencia y asi calcular las concentraciones
letales al 50%. La valoracion de las concentraciones de Curcumina se realizard

empleando tres pozos con cada concentracién evaluada.

Utilizando la misma metodologia anteriormente descrita se obtuvo la DL50 de
las lineas celulares expuestas a 24 horas de tratamiento con cisplatino a concentraciones
de 0, 4, 6, 8, 10, 12, 14 ng/uL, posteriormente se realizaron combinaciones con la DL25,

DL50 y DL75 de cisplatino y curcumina.

Ensayo clonogénico

En una placa de 6 pozos se sembraran 250 células en 3 pozos como control y 500
células en los otros 3 pozos para someterlas a tratamiento, se dejaron incubar a
condiciones previamente descritas por 24 horas, pasado el tiempo se retird el medio y se
adiciono el tratamiento solo donde se habian incubado 500 células a concentraciones de
10 y 15 uM de curcumina para obtener un volumen final de 2 mL se incubé por 24h y
posteriormente se retir el medio con tratamiento, se agregaron 3 mL de medio nuevo y
se dej6 incubando por 8 dias a 37°C en una atmosfera de humedad al 50% y CO: al 5%,
revisando el crecimiento de las células cada 48h. Concluyendo los 8 dias se retird el
medio y se fijaron las células con 1 mL de Metanol: Acido acético (3:1) y se dejaron
incubando a -20°C durante 20min, después se retirard el metanol: 4dcido acético y se lavd
la placa con 1 mL de PBS 1X, después de retirar el PBS se adiciono 1mL del colorante
cristal violeta y se incubd a temperatura ambiente por 10 min, pasado el tiempo se retiré
el colorante y se realizaron 3 lavados con PBS 1X para quitar el exceso colorante, a
continuacion se conté cada colonia, considerando una colonia a un grupo de mas de 50
c€lulas, el experimento se realiz para cada una de las lineas celulares anteriormente

descritas.

Se utilizaron las siguientes formulas para tener datos cuantitativos:
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#de colonias contadas en el control
Eficiencia de Plaqueao = x 100%
# de células sembradas

#de colonias formadas después del tratamiento

Fraccién de sobrevivencia =
# de células sembradas x EP

Analisis de Viabilidad Celular por Citometria de Flujo

Se utilizd citometria de flujo para dilucidar la muerte celular, para ello se
sembraron 10,000 células por pozo en placas de 6 pozos, dejando que las células se
adhirieran por 24h a 37°C, pasado dicho periodo las placas se expusieron a los
tratamientos con curcumina y cisplatino durante 24 horas. Pasando el tiempo se
recuperaron los sobrenadantes en tubos eppendorf, posteriormente se agregé 500uL de
tripsina dejandola por 5 min y se neutralizard con 1 ml de medio DMEM, tomando todo
en el tubo eppendorf, seguido de un lavado extra con PBS1X. Una vez que se
recuperaren todas las células, se centrifugaran a 1600 rpm por 10 min, se desechara el
sobrenadante con ayuda de la micropipeta, al pellet se le agregard Yoduro de propidio
(0.5 pg/mL) en 100 uL de Buffer de unién (HEPES 10mM pH 7.4, NaCl 140mM, Ca,Cl
2.5mM, filtrado y almacenado a 4°C) por muestra, posteriormente se incubard en
oscuridad a 4°C durante 20 min, por ultimo se leera en el citometro de flujo (Accuri C6
BD) y se analizard con el software proporcionado por la misma compaifiia Becton
Dickinson. Cabe mencionar que los experimentos se realizaron por triplicado para cada

una de las lineas celulares anteriormente descritas.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante ANOV A y prueba t-student, con ayuda del

programa SPSS Statistics ver. 18.0 y Prism Graphpad.
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Estrategia general

[0, 20, 40, 60, 80, 100] uM

Lurcumina
Cultivo celular = &n DMEM
B16F10, HELA, MCF7 en
DMEM-F12

Diluciones en Medio DEMEM-F12
urcumina

Disolver la Curcumina en
DMSO

Ensayo de MTT

[Curcumina + Cisplatino ] Ensayo de MTT Ensayo de MTT
[Cisplatino 4 a 14 ng/uL] [Curcumina]
Obtener DL50 Obtener DL50
(3000 células por pozo) (3000 células por pozo)

Citometria de Flujo
Anexina

Tratamientos:
+ Curcumina
* Cisplatino
+ Curcumina + Cisplatino

Ensayo clonogénico
[curcumina]
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RESULTADOS

Analisis de la viabilidad celular de diversas lineas celulares expuestas a curcumina.

Para determinar la DL50 de las lineas celulares HelLa, Mcf7 y B16F10 se
expusieron a curcumina en un rango dindmico de concentraciones de 20 a 100 uM. Las
células fueron sembradas en placas de 96 pozos en medio DMEM F12 con una cantidad
inicial de 3000 células por pozo, siendo aplicado el tratamiento a las 24, 48 y 72 horas,

llevandose a cabo el ensayo de MTT por triplicado.

En las Figuras 3,4 y 5 se observa el porcentaje de la viabilidad en funcién a la
concentracion expresada en uM junto con su desviacién estdndar, los resultados
obtenidos de la DL50 a diferentes tiempos de cada una de las lineas celulares se
muestran en la tabla 1, observando que la linea celular més resistente a la curcumina es
Mcf7 con una DL50 de 40uM y la més sensible HeLLa con una DL50 de 18 uM a las 24
horas. A las 48 horas se obtuvo como resultado que HeLa obtuvo una DL50 a 10 uM
mientras que B16F10 y Mcf7 a 18 y 17 uM respectivamente, mientras que a las 72 horas
la DL50 de Hela present6 la concentraciéon mds alta siendo de 30 uM, de 18 uM en
B16F10 y Mcf7 de 20 uM.
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Figura 3. Analisis de viabilidad celular de la linea celular B16F10 a diversas concentraciones de 20 a 100

UM de curcumina. Todos los ensayos se evaluaron a las 24, 48 y 72 horas y cada uno se realizé por

triplicando presentando su desviacién estandar.
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Figura 4. Andlisis de viabilidad celular de la linea celular MCF7 a diversas concentraciones de 20 a 100

UM de curcumina. Todos los ensayos se evaluaron a las 24, 48 y 72 horas y cada uno se realizé por

triplicando presentando su desviacion estdndar.

22



—— 24 hr

10 m—f— 48 hr
—— 72 hr
< 100
g - Lineal (24
=
.g 60 y = -16.445x + 88.266
2
) R’ =0.7347
g 40
(=]
X 20
0

0 20 40 60 80 100

Concentracion uM

Figura 5. Anilisis de viabilidad celular de la linea celular HeLa a diversas concentraciones de 20 a 100
UM de curcumina. Todos los ensayos se evaluaron a las 24, 48 y 72 horas y cada uno se realizé por

triplicando presentando su desviacién estandar.

Tabla 1. DL50 de las lineas celulares Mcf7, HeLa y B16F10 expuestas

a curcumina a las 24, 48 y 72 horas.

Linea Celular/ Tiempo[24 horas48 horas(72 horas
B16F10 30uM | 18 uM | 18 uM
Mcf7 40uM | 17 uM | 20 uM
Hel.a 18uM | 10 uM | 30 uM

Anadlisis de la formacion de colonias de las diversas lineas celulares expuestas a

curcumina.

Un ensayo clonogénico consiste en la sobrevivencia basada en la habilidad de
una cé€lula de formar una colonia, considerdndose como colonia aquella que esta
formada de al menos 50 células hijas. Se selecciond esté método debido a que se puede
determinar la muerte celular reproductiva después de haber expuesto a las células a
algin tratamiento y ademds se puede utilizar para determinar la eficacia de los agentes

citotéxicos como lo es la curcumina, la cual se observé que al exponer la linea celular
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B16F10 se expuso a concentraciones de 10 y 5 uM la fraccién de sobreviviencia fue del
50% y 60% respectivamente, y su eficiencia de plaqueo del 46.8% y 45.5%. Los

resultados obtenidos de la linea celular B16F10 se muestran en la Figura 3, Tabla 2 y

Figura 6.

Figura 6. Ensayos clonogénicos de la linea celular BI6F10 expuesta a 10 y 5 uM de curcumina. EL pozo

1,2 y 3 muestra el control, y el pozo 4, 5 y 6 fueron expuestos a curcumina.

Tabla 2. Resultados de los ensayos clonogénicos de la linea celular B16F10 expuesta a concentraciones

de curcumina de 15 y 10 uM. EP = Eficiencia de Plaqueo %S= Porcentaje de Sobrevivencia
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La formacién de colonias en la linea celular Mcf7 se expuso a concentraciones de
curcumina a 20 y 15 uM obteniendo una fraccion de sobreviviencia del 25% y 36%. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 4, Tabla 3 y Figura 7.

Figura 7. Ensayos clonogénicos de la linea celular Mcf7 expuesta a 15 y 20 uM de curcumina. EL pozo

1,2 y 3 muestra el control, y el pozo 4, 5 y 6 fueron expuestos a curcumina.

Tabla 3. Resultados de los ensayos clonogénicos de la linea celular Mcf7 expuesta a expuesta a

concentraciones de curcumina de 15 y 20 uM. EP = Eficiencia de Plaqueo %S= Porcentaje de

Sobrevivencia
Linea celular Mcf7
ctrl 20uM ctrl 15uM
(#colonias) | (#colonias) | EP | %S | (#colonias) | (#colonias) | EP | %S

155 95 62| 30.65 162 140| 64.8|43.21

182 95| 72.8(26.10 191 123| 76.4|32.20

190 71 76| 18.68 207 135( 82.8|32.61
Promedio 70.27| 25.14 74.67|36.01
Desviacion estandar 7.34| 6.04 9.12( 6.24
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La formacién de colonias en la linea celular HelLa se expuso a concentraciones
de curcumina a 15 y 10 uM obteniendo una fraccidn de sobreviviencia del 0% en ambas

concentraciones. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5, Tabla 4 y Figura

Figura 8. Ensayos clonogénicos de la linea celular HeLa expuesta a 15 y 10 uM de curcumina. EL pozo

1,2 y 3 muestra el control, y el pozo 4, 5 y 6 fueron expuestos a curcumina.

Tabla 4. Resultados de los ensayos clonogénicos de la linea celular HeLLa expuesta a expuesta a

concentraciones de curcumina de 15 y 20 uM. EP = Eficiencia de Plaqueo %S= Porcentaje de

Sobrevivencia
Linea celular HELA
Control 15uM EP %S Control 10uM EP %S
(#colonias) | (#colonias) (#colonias) | (#colonias)

133 0 53.2 0 187 0 74.8 0

174 0 69.6 0 211 0 84.4 0

179 0 71.6 0 216 0 86.4 0
Promedio 64.80 0.00 81.87| 0.00
Desviacién 10.10| 0.00 6.20, 0.00
estandar

El conjunto de resultados de formacion de colonias en las 3 lineas celulares
expuestas a diferentes concentraciones de curcumina se representan graficamente en la

Figura 9.
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Figura 9. Resultados de los ensayos clonogénicos de las lineas celulares B16F10 y Mcf7 los cuales se

realizaron por triplicando, presentando su desviacion estandar.
Analisis de la viabilidad celular de diversas lineas celulares expuestas a cisplatino.

Para determinar la DL50 de las lineas celulares HelLa, Mcf7 y B16F10 se
expusieron a cisplatino en un rango dindmico de concentraciones de 4 a 14 ng/uL, las
c€lulas fueron sembradas en placas de 96 pozos en medio DMEM F12 con una cantidad
inicial de 3000 células por pozo, siendo aplicado el tratamiento a las 24 horas,
llevandose a cabo el ensayo de MTT por triplicado, teniendo como resultado que la linea
celular B16F10 tiene una DL50 de 9 ng/uL mientras que HeLLa y Mcf7 de 5 ng/uL . Los

resultados obtenidos se pueden ver en la Figura 10 y en la Tabla 5.
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Figura 10. Andlisis de viabilidad celular de las lineas celulares MCF7, HeLL.a y B16F10 a concentraciones
de 4 a 14 ng/uL de cisplatino. Todos los ensayos se evaluaron a las 24 horas y cada uno se realiz6 por

triplicando presentando su desviacién estdndar.

Tabla 5. DL50 de las lineas celulares Mcf7, HeLa y B16F10 expuestas a cisplatino a las 24 horas.

Linea Celular/ Tiempo24 horas
B16F10 O ng/uLL
Mcf7 S ng/uLL
HeLa S ng/uLL

Analisis de la viabilidad celular de diversas lineas celulares expuestas a curcumina

y cisplatino.

Después de determinadas las DL50 para Cisplatino y Curcumina para las
diversas lineas celulares se prosiguié a realizar una combinacion. Las células fueron
sembradas en placas de 96 pozos en medio DMEM F12 con una cantidad inicial de 3000
c€lulas por pozo, se aplicé el tratamiento a las 24 horas, llevdndose a cabo el ensayo de
MTT por triplicado. En las Figuras 11, 12 y 13 se muestran las diversas lineas celulares

de céncer, tratadas con curcumina, cisplatino y curcumina combinada con cisplatino,
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tomandose las concentraciones de 15, 30 y 45 uM de curcumina y para cisplatino de 5,
10 y 15 ng/uL solo para la linea B16F10, y para Mcf7 y Hela de 2.5, 5 y 7.5 ng/uL
tomédndose esas concentraciones debido a que son las DL25, DL50 y DL75 para
Curcumina y Cisplatino en sus respectivas lineas celulares. En las tres lineas celulares se
observé que la curcumina en combinacién con cisplatino presenta tener un efecto
aditivo, siendo B16F10 y HeLa las dos lineas celulares con menor porcentaje de

viabilidad al exponerlas a cisplatino y curcumina.
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Figura 11. Andlisis de viabilidad celular de la linea celular B16F10 utilizando la DL25, DL50 y DL75 de
curcumina y Cisplatino. Todos los ensayos se evaluaron a las 24 horas y cada uno se realizé por

triplicando presentando su desviacion estandar.
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Figura 12. Andlisis de viabilidad celular de la linea celular MCF7 utilizando la DL25, DL50 y DL75 de
curcumina y Cisplatino. Todos los ensayos se evaluaron a las 24 horas y cada uno se realizé por

triplicando presentando su desviacién estdndar.
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Figura 13. Andlisis de viabilidad celular de la linea celular HeLa utilizando la DL25, DL50 y DL75 de
curcumina y Cisplatino. Todos los ensayos se evaluaron a las 24 horas y cada uno se realizé por

triplicando presentando su desviacion estandar.
Analisis de viabilidad celular

Después de observar la viabilidad célula mediante MTT se prosigui6 a revisar los
resultados mediante citometria de flujo. Las células fueron sembradas en placas de 96
pozos en medio DMEM F12 con una cantidad inicial de 10000 células por pozo, en
placas de 6, aplicandose el tratamiento a las 24 horas. Las diversas lineas celulares de
cancer fueron tratadas con curcumina, cisplatino y curcumina combinada con cisplatino,
tomédndose las concentraciones de 15 uM de curcumina y para cisplatino de 5 ng/uL.
Como control se usaron las células cultivadas con DMEM-F12 con 10% de SFB durante
24 horas. La viabilidad celular se analizé utilizando ioduro de propidio mostrando que
existe una mayor muerte en células Hela y Mcf7 usando una combinacién de cisplatino
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con curcumina, mientras que en B16F10 se obuvo una mayor muerte usando solo la

curcumina (Figura 14).

31



Recuento celular

Cisplatino Curcumina Cisplatino + Curcumina
2 Tyl VER g F 5L V5 R
78.5% 21 5% 14.9% 85.1%
= a =g
= - s
= c 2
El g 8
35 3 -
81 = =
a =0, G«Es wt b W W8
< W wd ol wd b Wbl il A S FLA
w FL3-A
T
] £
2 2
o o
o (]
M~
[N
@]
=
e VER A S TEL
24.0% B0.6%
81 2 2
-5 L8 g
c c =T
2 2 -
o o o
[&] o (5}
£ 2 2
o
— = o= a -
L B A WS ubupd W2 ) ! Bubd
) FL3-A FL3-A FL3-A
—
o

Intensidad de fluorescencia

Figura 14. Viabilidad celular mediante citometria de flujo. Se cultivaron células HELA, MCF7 y B16F10

con curcumina, cisplatino y combinadas. Control: células cultivadas con DMEM-F12 con 10% de SFB

durante 24 horas. La viabilidad celular se analizé utilizando ioduro de propidio.
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DISCUSION

La curcumina (diferuloilmetano) es la sustancia causante del color amarillo
caracteristico de los rizomas de la planta Cucuma Longa Linn, y es uno de los
ingredientes activos responsable de su actividad bioldgica. La principal linea de
investigacion de la circuma en los dultimos afios, ha sido conocer su actividad
antiproliferativa y antitumoral; y- tiene un variedad de propiedades terapéuticas
incluyendo anti-oxidante, analgésico, anti-inflamatorio y actividad antiséptica y ademas
recientemente se ha encontrado que posee actividades anti-cancerosas a través de su
efecto sobre una variedad de vias bioldgicas involucradas en la mutagénesis, expresion
de oncogenes, regulacion del ciclo celular, apoptosis, la tumorogénesis y metastasis. Con
la finalidad de contribuir al estudio de sus actividades anti-cancerosas en este trabajo se

realizoé el analisis de su efecto en diversas lineas celulares de cancer.

Para realizar un andlisis de la toxicidad de la curcumina en las diversas lineas
celulares de cédncer se realiz6 mediante un ensayo de MTT, en la linea celular Mcf7 se
ha reportado una dosis letal media de 30 uM a las 48 hr y 40 uM a las 24 hr (Kumaravel
et al., 2012), siendo similar a lo obtenido en nuestros ensayos la cual fue de 40uM a las
24 horas y a las 48 hr de 17 uM, ademas Jia et al., 2014 reporto tener un 60% de

viabilidad a las 24 horas expuesta a curcumina a 40 pM.

En la linea celular HelLa nosotros obtuvimos una DL50 de 18 uM a las 24 horas
y a las 48 horas de 10 uM, Brava et al., 2005, reporta que la curcumina a 5 uM tiene un
porcentaje de viabilidad del 95 a las 24 hr, obteniéndose un porcentaje muy similar en
esa linea celular en nuestros experimentos, ya que la linea celular Hela a
concentraciones menores de 10uM tiende a comportarse como el control o hasta elevar
su viabilidad. Mu et al 2013 reporta que la linea celular hela tiene un porcentaje de
inhibicién de 10 % a las 24 horas llegando al 50% de inhibicién al estar en una
concentracion de 100 uM siendo nuestros resultados no congruentes con él, pudiéndose
deber a la lectura que se realiza con la curcumina ya que emite un color amarillo, que

podria estar interfiriendo al momento de leer la placa en el espectrofotometro.
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En cambio Anuchapreeda et al., 2012 reporta que la curcumina en la linea celular
B16F10 tiene una DL50 de 3.5 uM a las 72 horas siendo que nosotros obtuvimos una

DL50 de 18 uM, siendo muy por arriba de lo reportado.

Se ha reportado en otras lineas celulares como lo es una linea celular de céncer
de vejiga GBC-SD (Tian-Yu et al., 2013) reporta tener a las 24 horas de 30 uM, a las 48
horas de 7.5 pM y a las 72 horas de 7.50 uM. Yadav 2010 reporta en células de
meduloblastoma de humano obteniendo una DL50 a una concentracién de 25 uM,
observandose como un patréon comun que las DL50 obtenidas en las diversas lineas

celulares de cancer estin por debajo de los 40 uM de curcumina.

En los ensayos clonogénicos las células de medublastoma reporta una ausencia
de las células al llegar a una concentracion de 6.25 uM a las 24 horas (Yadav 2010) y en
la linea celular de cancer de vejiga GBC-S se ha reportado que a los 3 uM siendo la
dosis mas alta empleada reporta tener un nimero de colonias menor a 50 (Tian-tu et al.
2013). En la linea celular Mcf7 a una concentracion de 40 uM de curcumina dejandose
de 3 a 6 horas se observa que el numero de colonias era de 80 y 60 respectivamente,
habiéndose sembrado 1000 células por pozo. (Jia et al 2014). En nuestros ensayos se
sembraban 500 celulas por pozo y a una concentracion de 15 uM se obtenia un numero
de colonias de aproximadamente 140 en la linea B16F10, mientras que para la linea

celular Mcf7 a una concentracion de 20 uM se obtenia aproximadamente 95 colonias.

Bava et al., 2005 reporta que la curcumina a 5 uM en la linea celular Hela al
combinarse con taxol a una concentracion de 5 uM un quimioterapeutico se obtiene in
efecto sinérgico, repotandose el mismo en efecto en una linea celular de céncer de ovario
humano (Yunos et al., 2011) y en la linea celular HA22T/VGH a una concentracion de
20uM de curcumina y 1.5 ug/mL de cisplatino (Notabartolo et al., 2005). Siendo el
mismo efecto que se encontré en nuestros experimentos aplicado a las 24 horas,

variando en la cantidad de curcumina y cisplatino reportado en los trabajos anteriores.
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CONCLUSIONES

La curcumina en la proliferacion de las lineas celulares de cancer B16F10, Hela
y MCF7 a las 24 horas presenta tener una dosis letal media de 30, 18 y 40 uM
respectivamente y en la formacion de colonias la linea celular BI6F10 presento tener un
% de sobrevivencia del 53% al exponerse a 10 uM de curcumina y la linea celular Mcf7

de 36% al exponerse a 15 uM.

La curcumina al combinarse con cisplatino presenta tener un efecto aditivo en las

diversas lineas celulares de cancer.
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