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RESUMEN

Actualmente, el cancer de mama es considerado como una de las patologias mas
comunes en la poblacion femenina. Recientemente se ha asociado a la alteracion del
metabolismo intracelular del hierro como un importante factor en el desarrollo de
cancer. Asi, es de suma importancia el estudio del metabolismo del hierro y el potencial
uso de agentes quelantes, como la curcumina, para su tratamiento. Objetivo.
Investigar el papel del hierro, y de su quelacién con curcumina en la proliferacion
celular en lineas celulares de cancer de mama y evaluar el efecto antitumoral in vivo
de la curcumina en un modelo murino de cancer de mama. Metodologia. Se utilizaron
las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 de humano y 4T1 de raton. Se midi6
el porcentaje de confluencia como parametro de crecimiento celular, asi como la
capacidad de proliferacion utilizando el método del MTT, en presencia y ausencia de
diferentes concentraciones de Citrato de amonio férrico (FAC), como fuente de hierro,
y de curcumina, conocida por sus propiedades quelantes de hierro. Para los estudios
in vivo se implantaron células de cancer de mama murino en ratones BALB/c.
Posteriormente se calculd el volumen del tumor en desarrollo y se asigné un
tratamiento via intragastrica en presencia y ausencia de curcumina o quimioterapia a
cada grupo de ratones. Se evalud el crecimiento o disminucién del tumor respectivo al
tipo de tratamiento. Resultados. La curcumina puede inhibir la proliferacion celular en
las lineas celulares MCF-7 y 4T1 y la adicién de FAC en las células induce el aumento
de la confluencia celular. La administracion de curcumina por via intragastrica
disminuye el crecimiento tumural in vivo.

Palabras clave: Cancer, cancer de mama, hierro, curcumina, MCF-7, 4T1, quelantes,

metabolismo, proliferacion celular.
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INTRODUCCION

Actualmente, el cancer de mama se considera una de las patologias mas comunes en
la poblacién femenina (Todua, Gagua, Maglakelidze, & Maglakelidze, 2015) y la causa
de un mayor nimero de muertes en México (Knaul et al., 2009). Aunque la mayoria de
los factores de riesgo identificados pueden llegar a ser modificables, los sistemas de
salud tienen como reto concentrarse en actividades que permitan fortalecer la
prevencion primaria como la investigacion y desarrollo de nuevas tecnologias, y
actividades de prevencion secundaria y terciaria (Robles & Galanis, 2009).
Recientemente, se ha asociado a la alteracion del metabolismo intracelular del hierro
como un factor clave en el desarrollo de cancer (Torti, 2013), esto sugiere que la
acumulacién de hierro es una caracteristica propia de las células cancerigenas
involucradas en mecanismos asociados a tumorogénesis, como el metabolismo del
hierro alterado en las células tumorales, disfuncién mitocondrial asociada a sobrecarga
de hierro y supresion del sistema inmune (Brown, Richardson, Kabir, & Trinder, 2020).
La curcumina se considera un quelante natural de hierro, es decir que se une al hierro
con una alta afinidad (Torti, 2013). El enfoque en estas moléculas puede ser un punto
clave en la terapia contra el cancer de mama, el uso de productos naturales es atractivo
por que presentan un alto potencial terapéutico y al mismo tiempo pueden ser menos

propensos a inducir efectos adversos (Song, Zhang, Dai, & Luo, 2019).

La incidencia del cancer de mama va en aumento, y sin un mejor sistema de
informacion no habra condiciones para evaluar el impacto de la deteccion oportuna, es
por ello la urgencia y pertinencia de investigar las caracteristicas del cancer de mama
gue puedan ayudar a determinar los prondsticos y tratamientos mas certeros y
eficientes para esta enfermedad. Por todo lo anterior, se propone investigar el efecto
del hierro, y de su quelacion con curcumina en la proliferacion celular en lineas
celulares de cancer de mama MCF-7 y 4T1, asi como la administracion de forma
intragastrica de la curcumina, como coadyuvante en el tratamiento del cancer de

mama.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Clasificacion y epidemiologia del cancer

El cancer es una enfermedad que puede afectar a cualquier parte del organismo, se
produce por la transformacion de las células normales en células tumorales en
diferentes etapas que pueden llevar a la progresion de una lesion precancerosa a un
tumor maligno. Existen dos categorias para los tumores, benignos y malignos, los
tumores benignos son masas que crecen lentamente, no invaden tejido circundante,
son menos dafiinos y pueden ser retirados facilmente, los tumores malignos son
invasivos y tienen el potencial de destruir tejidos adyacentes (Korgaonkar & Yadav,
2019). El cancer no es una enfermedad estatica, evoluciona con el tiempo acumulando
nuevas mutaciones (Bidram et al., 2019), una caracteristica que define al cancer es la
rapida multiplicacion de las células anormales, estas se extienden mas alla de los
limites a los que estan designadas y pueden invadir otras partes del cuerpo o
propagarse a otros 6rganos, a este proceso se le conoce como metastasis (OMS,
2018).

El cancer puede ser clasificado segun el sitio primario de origen o por sus tipos
histologicos o de tejidos. El sitio primario de origen se refiere a que el cancer puede
ser de un tipo especifico como cancer de prostata, cancer oral, cancer de pulmon,
cancer de rifidn, cancer de cerebro etc. Por otra parte, los tipos histoldgicos o de tejido
se clasifican en seis categorias importantes: sarcoma, mieloma, carcinomas, linfoma,

leucemia, y tipos mezclados (National Cancer Institute, 2020).

Los sarcomas son un tipo de cancer que se originan en los tejidos de soporte y
conectivos, como los huesos, tendones, cartilagos, musculo y grasas. Los tumores de
sarcoma generalmente tienen similitud con el tejido en el que crecen y es normal que
su aparicion se de en adultos jovenes, el sarcoma mas comun a menudo se desarrolla

como una masa dolorosa en el hueso. Algunos ejemplos de sarcomas son
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osteosarcoma o0 sarcoma osteogénico (hueso), liposarcoma (tejido adiposo),
condrosarcoma (cartilago), fibrosarcoma (tejido fibroso), glioma o astrocitoma (tejido
conectivo neurogénico que se encuentra en el cerebro), entre otros (National Cancer
Institute, 2020). Por otra parte, los mielomas son un tipo de cancer en la sangre. Este
tipo de cancer se origina en las células plasmaticas de la medula 6sea que se encargan
de producir diversos anticuerpos en respuesta a infecciones (National Cancer Institute,
2020). Los carcinomas son tumores malignos del tejido epitelial que representan del
80-90% de todos los casos de cancer, son neoplasias de origen epitelial o cancer del
revestimiento interno o externo del cuerpo. El tejido epitelial esta presente en todo el
cuerpo, desde la piel hasta el revestimiento de los 6érganos y los conductos internos
como el tracto gastrointestinal. Los carcinomas se dividen en dos subtipos principales:
adenocarcinoma, que se desarrolla en un 6rgano o glandula, y carcinoma de células
escamosas, que se origina en el epitelio escamoso. Gran parte de los carcinomas
afectan 6rganos o glandulas capaces de secretar, como los senos que producen leche,
los pulmones y colon que secretan moco, la préstata que produce semen y la vejiga
donde se almacena la orina (National Cancer Institute, 2020). A su vez, el origen de
los linfomas se da en las glandulas o ganglios del sistema linfatico, una red de vasos,
ganglios y 6rganos (bazo, amigdalas y el timo) que se encargan de purificar los fluidos
corporales y producen glébulos blancos y linfocitos que combaten infecciones. Los
linfomas son canceres solidos y pueden aparecer en érganos especificos como
estomago, cerebro o senos. Estos linfomas se denominan linfomas extranodales. Los
linfomas se subclasifican en dos categorias: linfoma de Hodking y linfoma de no
Hodking. La presencia de células de Reed-Sternberg en el linfoma de Hodgkin
distingue diagndsticamente el linfoma de Hodgkin del linfoma no Hodgkin (National
Cancer Institute, 2020). Las leucemias son canceres de la médula 6sea (sitio de
produccion de las células sanguineas), también se conocen como céanceres liquidos o
en la sangre. La enfermedad se asocia con la sobreproduccion de globulos blancos
inmaduros que no funcionan correctamente, por lo tanto, las personas pueden ser mas
propensas a una infeccion. La leucemia también afecta a los globulos rojos y puede
ocasionar mala coagulacion de la sangre y fatiga debido a la anemia. Los tipos de

leucemia son la leucemia miélogena o granulocitica (neoplasia maligna de las series
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de glébulos blancos mieloides y granulociticoas), leucemina linfatica, linfocitica o
linfoblastica (malignidad de la serie de células sanguineas linfoides y linfociticas) y
policitemia vera o eritremia (malignidad de varios productos de células sanguineas,
pero con predominio de glébulos rojos) (National Cancer Institute, 2020). Por ultimo,
encontramos a los tipos mezclados, en dénde los componentes de este tipo pueden
estar dentro de una categoria o de diferentes categorias. Algunos ejemplos son:
carcinoma adenoescamoso, tumor mesodérmico mixto, carcinosarcoma Yy

teratocarcinoma (National Cancer Institute, 2020).

Clasificacion del cancer por TNM

El sistema de clasificacion TNM se usa para describir el tamafio del tumor primario y
la diseminacion del cancer a los ganglios linfaticos cercanos o a otras partes del
cuerpo. Mediante este sistema se utiliza la “T” para referirse al tamafio y la ubicacién
del tumor, “N” tamafo y ubicacion de los ganglios linfaticos donde se diseminé el
cancer y “M” para la diseminacién del cancer a otras partes del cuerpo, metastasis.
Cuando el cancer es descrito por el sistema TNM, se pueden agregar mas detalles
acerca del cancer por ejemplo (Instituto Nacional del Cancer, 2015)(Cserni, Chmielik,
Cserni, & Tot, 2018)(Hortobagyi, Edge, & Giuliano, 2019).

Tumor primario (T)
e TX: No puede medirse un tumor primario
e TO: No puede encontrarse un tumor primario

e T1,T2, T3, T4: Se refiere al tamafio y/o extensién del tumor principal. En cuanto
mas grande es el nimero después de la T, mayor es el tumor o tanto mas ha
crecido en los tejidos cercanos. Las T pueden dividirse todavia mas para proveer

mas detalle, como T3ay T3b.
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Ganglios linfaticos regionales (N)
e NX: No puede medirse el cancer en los ganglios linfaticos cercanos
« NO: No hay cancer en los ganglios linfaticos cercanos

e N1, N2, N3: Se refiere al nimero y ubicacion de los ganglios linfaticos que tienen
cancer. En cuanto mas grande es el numero después de la N, méas son los ganglios

linfaticos que tienen cancer.
Metastasis distante (M)
o MX: No puede medirse la metastasis
e MO: El cdncer no se ha diseminado a otras partes del cuerpo

e ML1: El cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo

También puede utilizarse una forma mas simple donde las combinaciones TNM se
agrupan en cinco estadios menos detallados (Tabla 1) (Instituto Nacional del Cancer,
2015).
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Tabla 1. Estadios del Cancer por el sistema TNM (Instituto Nacional del Cancer, 2015).

Estadios

Descripcién

Estadio O

Presencia de células anormales, pero no se han
diseminado al tejido cercano.

Se llama también carcinoma in situ, o CIS. El
CIS no es cancer, pero puede convertirse en

cancer.

Estadio |
Estadio Il
Estadio Il

Presencia de células anormales. En cuanto mas
grande es el nUmero, mayor es el tumor y existe
mayor probabilidad de que se extienda a tejidos

cercanos.

Estadio IV

El cancer se ha diseminado a partes distantes

del cuerpo (metastasis).
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Segun las estimaciones de la OMS el cancer es la principal causa de muerte en todo
el mundo (Todua et al., 2015). Segun GLOBOCAN en el 2018 se presentaron 18.1
millones de nuevos casos y 9.6 millones de muertes por cancer en todo el mundo
(Korgaonkar & Yadav, 2019). En México, el cancer es la tercera causa de muerte
después de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes. Segun estimaciones de
la Union for International Cancer Control cada afio se suman alrededor de 128,000
casos de mexicanos, aunque la Agencia Internacional de Investigacion para el Cancer
considera elevar esta cifra hasta 140,000 casos (Sociedad Mexicana de Oncologia,
2016). El cancer de pulmoén es el cancer mayormente diagnosticado en hombres,
seguido por el cancer de prostata, el cancer colorrectal y cancer de higado. El cancer
de mama es el cancer diagnosticado con mayor frecuencia en mujeres (24.2%, es
decir, aproximadamente uno de cada 4 casos de cancer diagnosticado en mujeres en
todo el mundo es cancer de mama) (International Agency for Research on Cancer,
2018).

Clasificacion y epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo. De todos los tipos de cancer, éste es el segundo mas comuan en el
mundo y el mas frecuente en mujeres (Limon-Miro, Lopez-Teros, & Astiazaran-Garcia,
2017), representa alrededor del 25% de todos los canceres (Naja et al., 2019). El
cancer de mama es causante, en general, de un mayor nimero de muertes en México.
En la actualidad es la principal causa de muerte entre las mujeres mexicanas adultas
de entre 30 a 54 afios. (Knaul et al., 2009). Sinaloa se encuentra entre las primeras 10
entidades con mas personas con cancer, en primer lugar se encuentra el cancer de
mama en mujeres (Secretaria de Salud, 2017). El aumento de morbilidad o mortalidad
del cancer de mama en diferentes paises se ven agravados aun mas por factores
culturales, factores de estilo de vida y campafias nacionales de concientizacion
(Harbeck et al., 2019).
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Fisiopatologia del cancer de mama

La fisiopatologia del cancer de mama aun no esta completamente descrita, pero se
conoce como multidimensional y se puede asociar a diferentes factores de riesgo
(Imagen). El ser mujer y el avance de la edad son dos de los mas importantes. Las
mutaciones genéticas, especificamente BCRAL1 y BCRA2, representan alrededor del
5-10% de los canceres de mama. Otros factores relacionados incluyen antecedentes
de carcinoma ductal in situ, obesidad, menarca temprana (antes de los 13 afos),
primer nacimiento a partir de los 30 afios o nulidad, antecedentes familiares de cancer
de mama u ovario, menopausia tardia y el uso de terapia hormonal posmenopausica
(Watkins, 2019), asi como la inflamacion crénica a nivel local y sistémico (Deshmukh
et al.,, 2019). En este sentido, la nutricibn juega un papel protagonico ya que la
obesidad se define como un estado de inflamacion cronica asociado al aumento de
tejido graso (Engin, 2017) y juega un papel importante en desarrollo y evolucion del
cancer de mama (Fortner, Katzke, Kiihn, & Kaaks, 2016). Aunque solo el 5% de los
factores genéticos contribuyen a la aparicion de la enfermedad, el 95% se debe a
factores ambientales como el alcohol, tabaco, actividad fisica e hiperinsulinemia
(Merino Bonilla, Torres Tabanera, & Ros Mendoza, 2017); la dieta representa del 30-
35% de estos factores, también es importante considerar estimulos externos como la

radiacion, contaminacion e infecciones (Baena Ruiz & Salinas Hernandez, 2014).

Aunque la mayoria de los factores de riesgo identificados pueden llegar a ser
modificables, los sistemas de salud tienen como reto concentrarse en actividades que
permitan fortalecer principalmente la prevencién primaria como la investigacion y
desarrollo de nuevas tecnologias, y actividades de prevencion secundaria y terciaria
(Robles & Galanis, 2009). El cancer de mama se describe como una enfermedad
heterogénea por su histologia, epidemiologia y propiedades moleculares (Testa,
Castelli, & Pelosi, 2020). La enfermedad puede diferir mucho a nivel histoldgico y
molecular entre los individuos portadores del cAncer y también dentro de un solo tumor
(Deshmukh et al., 2019).
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Subtipos histolégicos y moleculares del cancer mama

Los tumores mamarios se dividen en gran medida en dos subtipos: el carcinoma de
mama pre-invasivo o in situ y el carcinoma de mama invasivo. El carcinoma de mama
pre-invasivo o in situ hace referencia al cancer de mama localizado que aun no se ha
diseminado mas alla del sitio primario de la enfermedad. Se subclasifica ademéas como
carcinoma ductal in situ (DCSI) o carcinoma lobular in situ (LCIS). Su principal
caracteristica es que las células cancerigenas estan restringidas al revestimiento de
los conductos de la leche en el seno y no han invadido el tejido mamario circundante
0 cualquier otra parte del cuerpo. Si este tipo de cancer no es tratado puede
propagarse al tejido cercano con el tiempo y convertirse en un cancer de mama
invasivo. El carcinoma de mama invasivo ha invadido los tejidos mamarios
circundantes en el momento del diagndstico. Al igual que el carcinoma in situ, los
carcinomas invasivos son un grupo de tumores que puede clasificarse en diferentes
tipos histoldgicos, como carcinomas ductales/lobulares, ductales infiltrados, lobulares
invasivos, tubulares, medulares, mucinoso (coloideo) y papilares. El mas comuan es el
carcinoma ductal invasivo (IDC), representa alrededor del 70-80% de todas las
lesiones invasivas, se desarrolla en los conductos de la leche y se propaga al tejido

graso de la mama fuera del conducto (Deshmukh et al., 2019).

Hasta la fecha se han identificado cinco subtipos moleculares de cancer de mama de
acuerdo con sus perfiles de expresion génica y progresion tumoral, estos se clasifican
en luminal A, luminal B, triple negativo o basal, receptor del crecimiento epidérmico
humano 2 (HER2) y similar a la mama normal (Shea, Koh, & Tan, 2020) (Testa et al.,
2020). Dos subtipos adicionales que son menos comunes y de los que se sabe poco
son carcinoma claudin-low, que presenta una expresion baja o ausente de marcadores
luminales y una expresion elevada de marcadores de transicion epitelial mesenquimal
(EMT) y el carcinoma apocrino molecular mamario se caracteriza por tener un fenotipo

positivo del receptor ER negativo/androgeno (Deshmukh et al., 2019).
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Luminal A

Se considera un subtipo hormona-receptor positivo (ER+ y/o PR+) y HER2 negativo.
Los tumores de este tipo son considerados de bajo riesgo, crecen lentamente y al ser
tratados correctamente tienen los mejores resultados entre los demas subtipos

moleculares (Deshmukh et al., 2019).

Luminal B

Es un subtipo hormona-receptor positivo (ER+ y/o PR+), pero puede ser HER2 positivo
0 negativo. Los tumores de este tipo crecen mas rapido, presentan un grado tumoral
mas pobre y un pronostico mas pobre comparado con el subtipo luminal A (Deshmukh
et al., 2019).

Triple negativo o basal

Como su nombre lo indica todos los receptores de hormonas permanecen negativos
(ER-, PR-y HER2-). Es considerado el subtipo mas agresivo (Deshmukh et al., 2019)
(18) y es mas propenso a ser diagnosticado cuando pasa a un estadio lll o IV (Watkins,
2019).

Receptor del crecimiento epidérmico humano 2 (HER2)
Este subtipo es hormona-receptor negativo (ER- y PR-), pero es positivo para HER2.
Los tumores de este subtipo molecular crecen mas rapido que los subtipos luminales

Ay B, sin embargo, se pueden tratar con farmacos anti-HER2 (Deshmukh et al., 2019).

Similar a la mama normal

Es un subtipo hormona-receptor positivo (ER+ y PR+) y HER2 negativo. Su pronostico
generalmente es bueno, pero ligeramente peor que el subtipo luminal A (Deshmukh et
al., 2019).
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Estadificacion del cancer de mama

El proceso que se usa para determinar si el cancer se disemind dentro de la mama o
a otras partes del cuerpo se llama estadificacion. Es de suma importancia conocer el
grado o estadio del cancer de mama para conocer mejor el curso, pronostico y
tratamientos de la enfermedad. El estadio del cAncer de mama se determina segun el
tamafio y la ubicacion del tumor primario, la diseminacion del cancer a los ganglios
linfaticos cercanos o a otras partes del cuerpo, el grado del tumor y la presencia de
ciertos biomarcadores. Se estudian tres caracteristicas de las células cancerosas y a
cada una se le asigna una puntuacion. Luego se agregan las puntuaciones para
obtener un nimero entre 3y 9 que se utiliza para obtener un grado de 1, 2 0 3, que se
indica en su informe de patologia. En lugar de numeros, a veces se emplean los
términos bien diferenciados, moderadamente diferenciados y pobremente
diferenciados para describir el grado (Tabla 2), también se necesita tomar en cuenta
la presencia de necrosis (areas de células cancerosas muertas o en proceso de morir),
si hay necrosis significa que el tumor esta creciendo rapidamente (American Cancer
Society, 2019).
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Tabla 2. Diferenciacién del CaMa por grado y puntuacién (American Cancer Society, 2019).

Grado Diferenciacion Puntuacion Descripcion

Crecimiento celular mas lento vy
1 Bien diferenciado 3,45 presenta un aspecto como el tejido

mamario normal.
Mayor crecimiento de las células y su
Moderadamente 6,7 aspecto corresponde a un valor entre

2 diferenciado los grados 1y 3.
Las células cancerosas continuan
creciendo y probablemente se
3 Pobremente 8,9 propagaran mas rapido, tienen un
diferenciado aspecto muy diferente a las células

normales.
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Nutricion y cancer de mama

La intervencion nutricional es una parte importante de la prevencion del cancer y de su
tratamiento. La OMS estima que aproximadamente la tercera parte de las muertes por
cancer se deben a cinco factores conductuales y dietéticos: falta de actividad fisica, un
pobre consumo de frutas y verduras, un alto indice de masa corporal (IMC), consumo
de tabaco y la ingesta excesiva de alcohol (Wallace et al., 2018). El tratamiento
nutricional en el paciente oncoldgico enfocado a la ingesta adecuada de nutrientes y
energia, puede mejorar la respuesta y reduccion de la toxicidad de los tratamientos
farmacoldgicos contra el cancer (Cicco et al., 2019). Existe una intima relacién entre la
nutricion y la enfermedad, debido a que la enfermedad puede causar transtornos en la
nutricion y esta a su vez puede influir de forma negativa a la enfermedad (Cisneros et
al., 2014). Durantes las ultimas decadas la ciencia ha evaluado la relacion entre
alimentos especificos (verduras, frutas, alcohol, alimentos de soja, carne, etc.) y el
desarrollo del cancer de mama. Como se habia mencionado anteriormente es
importante seguir ciertas recomendaciones como estar fisicamente activo, mantener
un peso corporal saludable, limitar la ingesta de grasas (en especial las grasas
saturadas), seguir una dieta rica en fibra y soja, aumentar el consumo de cereales
integrales, bajo consumo de carnes rojas y alimentos refinados, asi como aumentar el
consumo de frutas y verduras. En conjunto esto puede mejorar la supervivencia y el
prondstico general después del diagndstico de cancer de mama, sobretodo en mujeres
gue han sido diagnosticadas con esta enfermedad en etapa temprana (etapa |, etapa
Il o etapa IlIA) (Cicco et al., 2019). También se ha demostrado que el consumo
adecuado de vitamina D en la dieta puede ser un factor protector contra el cancer de
mama (Puente-Yague, Cuadrado-Cenzual, Ciudad-Cabafas, Hernandez-Cabria, &
Collado-Yurrita, 2018). Se ha descrito que la vitamina D puede interferir en la
proliferacion de las células cancerosas, presenta actividades de estrés antioxidante,
antiinvasion, antiangiogénesis y presenta un efecto antiproliferativo, incluso puede

utilizarse antes o durante la quimioterapia para buscar estos efectos (Viala et al., 2018)
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Tratamiento para cancer de mama

El tratamiento para cancer de mama debe ser planificado de acuerdo con el estadio
de la enfermedad, habitualmente se utilizan combinaciones de cirugia, radioterapia,
guimioterapia adyuvante y hormonoterapia. Los medicamentos utilizados en estas
terapias no son selectivos para atacar solo a las células neoplasicas, otras estirpes
celulares también resultan afectadas, como las células sanguineas principalmente los
neutrofilos, lo cual es una limitante para la frecuente administracion del tratamiento,

esto ademas puede inducir inmunosupresion (Cisneros et al., 2014).

La terapia sistémica y locoregional son los dos principales tratamientos en el manejo
del cancer de mama, las caracteristicas histoldgicas y moleculares de este tipo de
cancer influyen en gran medida en las decisiones del tratamiento. Es importante un
enfoque multidisciplinario especializado en el tratamiento, esto puede mejorar la
supervivencia y la calidad de vida de los pacientes con cancer de mama en etapa
temprana y cuando ha llegado a metastasis (Harbeck et al., 2019). Los factores
patoldgicos y predictivos del cancer de mama invasivo pueden predecir los resultados
de supervivencia y la seleccién de la terapia adyuvante para cada paciente. Los
parametros de prondsticos convencionales a considerar son: el tipo de tumor, grado,
tamafio y el estado de los ganglios linfaticos, proporcionando informacion del curso
probable de la enfermedad (Shea et al., 2020). Por otro lado, se han desarrollado
nuevas estrategias para la terapia oncolégica como la terapia fototérmica (usando un
agente fototérmico activado por la luz que produce calor para dafar las células
tumorales), la terapia fotodindmica (donde se destruyen las células tumorales
utilizando un farmaco fotosensibilizante activado por longitudes de onda especificas
de luz), la terapia génica (tratar o modificar células tumorales utilizando materiales
genéticos o estimular las células inmunitarias) y la terapia con nanoparticulas

(farmacos dirigidos directamente a los tumores) (Bidram et al., 2019).
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Al igual que en otros tipos de cancer, la metastasis, la recurrencia y la resistencia a los
medicamentos son las principales barreras para el tratamiento del cancer de mama.
Evidencia cientifica ha demostrado que las frutas y verduras ricas en diversos
fitoquimicos bioactivos como los polifenoles pueden disminuir la incidencia del cancer
y su reaparicion, los polifenoles dietéticos poseen efectos positivos en la inhibicion de
la tumorogénesis y potencian la sensibilidad de los farmacos en el tratamiento del
cancer (Gu, Mao, & Du, 2019). La curcumina es un polifenol dietético de la curcuma
gue ha demostrado tener efectos anticancerigenos (Gu et al., 2019), ademas una de
las propiedades mas interesantes es que puede interferir con varias vias de
sefalizacion y con diferentes moléculas bioactivas (Bahrami, Majeed, & Sahebkar,
2019). El enfoque en estas moléculas puede ser un punto clave en la terapia contra el
cancer de mama, el uso de productos naturales es atractivo por que presenta un alto
potencial terapéutico y al mismo tiempo pueden ser menos propensos a inducir efectos
adversos (Song et al., 2019). Diversos estudios han proporcionado evidencia
convincente de la conexion entre el metabolismo de hierro celular profundamente
desregulado y la progresion del cancer de mama. (Chekhun et al.,, 2013). La
combinacién de tratamientos con agentes no citotoxicos puede mejorar los resultados
y superar la quimioresistencia sin aumento de toxicidad para el organismo. (Bayet-
Robert et al., 2010) Los quelantes del hierro son pequefias moléculas naturales o
sintéticas que se unen al hierro con una alta afinidad, la curcumina es considerada un

guelante de hierro natural (Torti, 2013).

Metabolismo del hierro

El hierro (Fe) es un oligoelemento esencial para una gran variedad de funciones
fisiolégicas en el organismo (Nishito & Kambe, 2018). Tiene un papel importante como
cofactor o componente estructural para numerosas enzimas (Abbaspour, Hurrell, &
Kelishadi, 2014), participa en el control del crecimiento, la diferenciacion celular, el
metabolismo energético y la sintesis de proteinas de transporte de oxigeno (Gulec,
Anderson, & Collins, 2014). A lo largo del tiempo los mamiferos han desarrollado

25



mecanismos regulatorios muy complejos que intervienen en la absorcion, el transporte
y el reciclaje del hierro, la diferencia con otros nutrimentos esenciales radica en que
los seres humanos no cuentan con un mecanismo activo para la excrecion de hierro,
aunque se pierden pequefias cantidades a través de la bilis, células gastrointestinales,
la exfoliacion de la piel y la orina (Gulec et al., 2014). Debido a que el hierro esta
relacionado con diferentes procesos fisiologicos, su sobrecarga puede ser toxica, el
control del hierro en el cuerpo se debe dar de manera compleja y ajustada. El primer
control es la absorcidn instestinal, seguida de la regulacion hepatica y la redistribucion

en diferentes tejidos, sobretodo en el sistema reticulo endotelial (Mittler et al., 2018).

La anica fuente de hierro para el cuerpo es a través de la dieta, a excepcion de las
transfusiones de eritrocitos y la administracion de hierro por via parenteral para el
tratamiento en la deficiencia de hierro o anemia (Coffey & Ganz, 2017). En el
organismo podemos encontrar dos tipos de hierro, el hierro exégeno que obtenemos
de los alimentos y el hierro endégeno que esta presente por la recirculacion del mismo
en las proteinas que lo contienen, principalmente la hemoglobina (Milto, Suhodolo,
Prokopieva, & Klimenteva, 2016). Existen dos tipos de hierro presente en los
alimentos, el hierro hemo y el hierro no hemo. El hierro hemo proviene de la
hemoglobina y mioglobina de los alimentos de origen animal y el hierro no hemo esta
presente en tejidos animales y en alimentos de origen vegetal. El hierro no hemo se

absorbe en menor cantidad que el hierro hemo. (Egli, 2010).

El nivel de absorcion de los alimentos con hierro es bastante variable, normalmente
solo se absorbe una pequefa parte. La asimilaciéon del hierro en el tracto
gastrointestinal también depende en gran medida de la proporcion en los alimentos de
los productos de origen animal y vegetal (Milto et al., 2016). La cantidad total de hierro
en el organismo en un adulto es de 3-4g, el 65% se encuentra en la hemoglobina, 25%
en los organos de depdsito (higado, macréfagos del sistema reticulo endotelial y
medula 6sea) y el 10% restante en la mioglobina, peroxidasa, catalasas y citocromos.
Normalmente se absorben de 1-2mg de hierro al dia de la dieta y esta misma cantidad

se excreta a diario (Conde, De, Allende, & Conde, 2017).
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La absorcién de hierro tiene lugar en el duodeno por los enterocitos duodenales y en
la region proximal del yeyuno. El hierro que recibimos de los alimentos entra al
organismo en estado ferrico (Fes+), para ser absorbido se somete a diferentes fases,
la primer fase es la fase luminal donde es solubilizado y se convierte en estado ferroso
(Fe2+) por medio del citocromo B duodenal (DCYTB) (Andrews, 2009), una
ferrireductasa que se encuentra en el borde de cepillo para poder transportarse a los
enterocitos. Después de reducirse a estado ferroso el hierro hemo es liberado por la
digestion enziméatica de la hemoglobina y mioglobina en la fase mucosa, asi entra al
enterocito a través de la proteina transportadora de hemo (PCH) (E. Albertine, 2014),
por otro lado, el hierro no hemo se une a la membrana de borde en cepillo (BBM) y se
transporta a la célula mucosa por el transportador de iones metalicos divalentes 1
(DMT1) (Gulec et al., 2014) (J. Wang & Pantopoulos, 2011), este transportador
acoplado a protones esta ubicado en la membrana apical (Nishito & Kambe, 2018). El
hemo es degradado por la homooxigenasay se libera hierro en la fase celular. El hierro
es almacenado en ferritina celular o se transporta directamente a un sitio opuesto al
lado de la mucosa. En la ultima fase de absorcion del hierro, la ferroportina, un
transportador celular basolateral libera Fez2+ en la circulacion portal (Figura 1) (E.
Albertine, 2014).
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Figura 1. Absorcion del hierro en su forma hemo y no hemo por el
enterocito. Para lograr la absorcion del Fe no hémico debe reducirse a
Fe+2 por la DCytB, el siguiente paso es incorporarse al citoplasma por
medio de DMT1, donde forma parte del pool de Fe libre (hierro en estado
ferroso). El Fe puede ser almacenado en ferritina o ser transportado a
la circulacién a través de la ferroportina. Después se oxida a Fe+s por la
proteina hefestina que se encuentra en la membrana del enterocito y es
transportado por la transferrina a la circulacién. El Fe hémico es captado
por el transportador HCP1, la enzima hem oxigenasa libera al Fe y
tiende a seguir los mismos pasos del Fe no hemico (Sermini, Acevedo,

& Arredondo, 2017).
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Se ha identificado que existe un eje regulador en el metabolismo sistémico del hierro,
formado por la ferroportina-hepcidina (Torti, 2013). La hepcidina es una hormona
peptidica que se sintetiza en el higado, actia como un regulador negativo de los
depdsitos de hierro, en respuesta al aumento de los niveles de hierro, el higado puede
aumentar la sintesis de hepcidina para actuar sobre los sitios de absorcion (enterocitos
en el duodeno), como almacenamiento (principalmente en los hepatocitos del higado)
o como método de reciclaje (macrofagos del sistema reticuloendotelial), lo que conlleva
a una disminucién de la liberacion de hierro de estos tejidos (Rishi, Wallace, &
Subramaniam, 2015). Esta hormona inhibe la absorcién de hierro en el duodeno y la
salida del mismo a los hepatocitos y macrofagos a través de su unién e induciendo la
degradacion de ferroportina, exportador del hierro. La desregulacion del eje
ferroportina-hepcidina esta relacionada no solo a las enfermedades de hierro como la
hemocromatosis hereditaria y la anemia, también esta implicada en el desarrollo de
diferentes tipos de cancer (Coffey & Ganz, 2017). Las personas con hemocromatosis
tienen mucha mas probabilidad de desarrollar cancer de higado y de colon, debido a
gue su organismo acumula Fe en exceso, debido a una absorcion aumentada de Fe

intestinal por una mutacion en el gen de la proteina HFE (E. Albertine, 2014).

Metabolismo del hierro en las células cancerosas

La homeostasis del hierro desregulado normalmente se asocia con el fenotipo del
cancer maligno, en especial la expresion de genes regulados por el hierro que captan
mayores demandas metabolicas de hierro necesarias para la division, crecimiento y
supervivencia. Las células tumorales adaptan el metabolismo intracelular del hierro a
su favor para poder acumular una mayor cantidad de este, al aumentar la absorcion y
almacenamiento de hierro, al mismo tiempo que limitan la exportacion del hierro (Jung,
Mertens, Tomat, & Briine, 2019). Algunos estudios, han encontrado que existen
tumores que crean su propio microambiente para asi evitar las restricciones impuestas
por la limitada disponibilidad sistémica del hierro. En el caso de los tumores de mama,

estos reducen la ferroportina e incrementan los niveles de hepcidina, perturbando el
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control homeostatico normal para adquirir mayor cantidad de hierro (Torti, 2013). En la
region traducida de 5’ del ARNm de FPN1 (la principal proteina para la trasnferencia
de hierro de las células a la circulacion) esta presente un elemento sensible al hierro
(IRE), la deficiencia de hierro en el citoplasma puede ser detectado mendiante
proteinas reguladoras del hierro (IRP)-1y -2, lo que mejora su actividad para unirse a
IRE y asi inhibir la produccion de FPN1. Como capacidad de este mecanismo, la
exportacion de hierro se inhibe cuando el hierro intracelular es escaso. El sistema
IRP/IRE es considerado importante para la proliferacion de células tumorales, se ha
documentado que la activacion de IRP2 esta relacionado con el aumento de la
presencia de hierro en las células de cancer de prostata en ensayos in vitro y la
sobreexpresion de IRP1 afecta el crecimiento de las células de cancer de pulmoén
transplantadas en ratones a pesar del aumento de los niveles de TFR1. Cuando la
sobreexpresion de FT, TFR1, DMT1 y la desregulacion de IRP y el eje FPN1-hepcidina
estan a favor de un fenotipo de carga de hierro, la progresion tumoral de las células
cancerosas es acelerada. Diversos ensayos in vitro e in vivo sugieren que la aplicacion
de quelantes de hierro, el agotamiento del hierro en la dieta y la interferencia con el
eje FPN1-hepcidina puede retirar de fomar exitosa el hierro de las células malignas,
por lo tanto puede ser probable que el equilibrio de los niveles del hierro pueda
satisfacer las necesidad metabdlicas sin causar dafio celular, deteriore la sefializacion
oncogénica o pueda inducir ferroptosis en las células de céancer para sostener o
detener la progresion de la enfermedad (Pfeifhofer-Obermair, Tymoszuk, Petzer, &
Weiss, 2018). Conocer las alteraciones en el metabolismo del hierro en las células con
cancer nos puede proporcionar valor diagnéstico y prondstico para los pacientes con
esta enfermedad y puede ser una estrategia terapéutica potencial para el tratamiento

del cancer de mama. (Chekhun et al., 2013)
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Caracteristicas de la curcumina

La curcumina fue descubierta por primera vez por Vogel y Pelletier a partir de los
rizomas de curcuma es un polifenol hidréfobo (Kunnumakkara et al., 2017), es un
compuesto de color amarillo (Zhao, Pi, Ye, Zhao, & Wei, 2019), tautomérico ceto-enol
con una forma ceto predominante en soluciones acidas o neutras y forma enol
predominante en soluciones alcalinas con buenas propiedades como quelante de
iones metalicos y tiene un pH de 2.5 a 7. La curcumina es el principio activo de la
hierba Curcuma longa (curcuma), una planta herbacea perenne rizomatosa de la
familia del jengibre (Hsieh, Chang, Hung, Lin, & Shih, 2017). Es considerada una
especie tradicional de la india utilizada en la industria textil por sus propiedades para
tefiir (Ravindranath & Nanjundiah, 1980) y utilizada en la gastronomia india por su
sabor, también se ha utilizado a lo largo de los afios en los paises asiaticos como
hierba medicinal (Srimal & Dhawan, 1973). La curcumina se identific6 como (1E,6E)-
1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenol)-1,6-heptadieno-3,5-diona, también llamada
diferuloilmetano (Mario Pulido-Moran, Jorge Moreno-Fernandez, 2016). Se ha
identificado una familia de sustancias en la curcuma llamada curcuminoides, entre
ellas se encuentran: curcumina (curcumina 1), demetoxicurcumina (curcumina Il),
bisdemetoxicurcumina (curcumina Ill) y la ciclocurcumina recientemente identificada
(Kunnumakkara, Anand, & Aggarwal, 2008). La curcumina tiene un peso molecular de
368.38 g/mol y su formula quimica es C21H200s , presenta al menos tres estructuras
guimicas, incluidos dos sistemas de anillos aroméaticos con grupos O-metoxifendlicos
qgue estan unidos por un enlace de siete carbonos que contiene un resto de a,f3-
insaturado y R-dicetona (Figura 2) (Shafabakhsh, Hossein, & Reza, 2019).
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Figura 2. Color y estructura quimica de la curcumina (Lv et al., 2014).
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El uso de la curcumina para efectos medicinales se ve limitado en gran medida por su
color, baja biodisponibilidad y falta de solubilidad en agua. Algunos de los factores que
pueden estar relacionados con la baja biodisponibilidad de la curcumina en plasma 'y
tejidos se asocian con una mala absorcién, metabolismo lento y eliminacion sistémica
rapida (Kunnumakkara et al., 2017). La curcumina tiene una baja solubilidad acuosa
(11 ng/ml en agua), esta débil solubilidad causa dificultades en su administracion oral.
Al adminitrarse via intravenosa o intraperitoneal, una cantidad de curcumina se excreta
a través de la bilis en forma de derivados de hexahidrocurcumina vy
tetrahydrocurcumina glucoronida (Shafabakhsh et al., 2019). La presencia de los dos
grupos OH fendlicos en la estructura de la cucumina son facilmente metabolizados por
transferasas, a través de una transformacién en glucorénidos y sulfatos, por esto la
vida media de la curcumina es muy corta y es necesario crear nuevas formas para
dosificar la curcumina como, micelas, encapsulacion de ciclodextrina, nanoparticulas
y complejos con fosfolipidos (Hsieh et al., 2017). En general el consumo de curcumina
es seguro, segun el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios y la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, la ingesta diaria admisible (IDA) es de 0-
3 mg/kg, su seguridad y eficacia se evalué en ensayos clinicos que involucrarén

sujetos humanos sanos (Kunnumakkara et al., 2017).
Curcuminay cancer

La curcumina ha sido estudiada por sus efectos antiangiogénicos, antiinflamatorios,
antioxidantes y anticancerigenos. Diferentes autores han demostrado que la
curcumina, sola o en conjunto con otros agentes anticancerigenos, pueden inducir
apoptosis en las celulas tumorales (Lv et al., 2014), asi como la supresién de la
proliferacion celular y metastasis (Liu & Ho, 2018). En la terapia contra el cancer, se
ha identificado que la curcumina presenta una varidad de efectos multifacéticos debido
a sus numerosos mecanismos antineoplasicos (Shafabakhsh et al., 2019). El efecto
antiproliferativo de la curcumina podria estar relacionado a la capacidad para regular
el ciclo celular, quinasas de proteinas y factores de transcripcion, incluyendo NF-kB

(factor nuclear kappa-B) (Liu & Ho, 2018). La mayor parte de las investigaciones en el
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ultimo medio siglo han revelado funciones importantes de la curcumina en la terapia
contra el cancer, uno de los mas importantes como ya se menciond anteriormente, el
factor de transcripcion NF-kB relacionado con el efecto antiproliferativo en muchos
tipos de células cancerosas (Zhao et al., 2019). La mayoria de los tumores activan el
factor de transcripcién NF-kB mientras que los agentes naturales quimiopreventivos lo
pueden suprimir, lo que indica una fuerte relacion entre la biologia tumoral y los efectos
contra el cancer de diferentes compuestos naturales. Segun Xie, et al (2010) NF-kB
también regula la expresion de genes como Mmps, Vegfy Cox-2, que estan implicados
en la metastasis del cancer, este factor se activa especialmente en los canceres mal
diferenciados como el cancer de mama. La curcumina puede inhibir la angiogénesis
del cancer, asi como la migracién y la invasion a través de la interaccién con las
moléculas reguladoras clave como NF-kB (Farhangi, Mohammad, Khodayari, &
Khodayari, 2015).

Se ha demostrado que la curcumina es un compuesto relativamente seguro y bien
tolerado por animales y humanos, incluso en dosis altas (Moghtaderi, Sepehri, & Attari,
2017). La combinacion de tratamientos con agentes no citotoxicos puede mejorar los
resultados y superar la quimioresistencia sin aumento de toxicidad para el organismo
(Bayet-Robert et al., 2010), aunque la mayoria de las celulas cancerosas mueren por
las terapias anticancerigenas, este efecto disminuird o incluso puede desaparecer
después de varias rondas o ciclos del tratamiento (Liu & Ho, 2018). Sin embargo, la
gran mayoria de los estudios sobre la curcumina en el cancer son in vitro o en modelos
en animales in vivo donde es administrada por via sistémica, principalmente por via
intraperitoneal (Babaei et al., 2012), por lo tanto en nuestro estudio es indispensable
investigar el efecto de la curcumina administrada via intragastrica con la finalidad de

conocer y comparar sus beneficios con otras investigaciones.

Los métodos terapéuticos basados en combinaciones tratan de mejorar las respuestas
clinicas y minimizar los efectos secundarios, asi como disminuir la tasa de resistencia
a los medicamentos. Al combinar multiples compuestos, surge el hecho de que cada

agente puede tener un Unico objetivo o mecanismos de accidon, o que ambos
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compuestos puedan compartir el mismo objetivo 0 mecanismos de accién contra las
células cancerosas (Moghtaderi et al., 2017). La curcumina ha sido utilizada en
combinacién con otros agentes seguros, se ha buscado obtener una sinergia de la
curcumina con otros nutraceuticos en la practica clinica para lograr una terapia con

mayor eficacia y menos toxicidad (Kunnumakkara et al., 2017).

Las cifras demuestran que la tendencia de cancer de mama va en aumento en toda la
region, y que sin un mejor sistema de informacion no habra condiciones para evaluar
el impacto de la deteccion oportuna, es por ello la urgencia y pertinencia de investigar
las caracteristicas del cancer de mama que puedan ayudar a determinar los
prondsticos y tratamientos mas certeros y eficientes para esta enfermedad. Por todo
lo anterior, se propone investigar el metabolismo del hierro, y de su quelacién con
curcumina en la proliferacion celular en lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y
4T1, asi como el administracion de forma intragastrica de la curcumina, un agente

guelante de hierro, como coadyuvante en el tratamiento del cancer de mama.
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HIPOTESIS

La curcumina inhibe la confluencia y proliferacion celular in vitro en las lineas celulares
de cancer de mama MCF-7 y 4T1 por medio de la quelacion de hierro y disminuye el

crecimiento tumoral en un modelo murino de cancer de mama.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Investigar el papel del hierro, y de su quelacion con curcumina, en la proliferacion
celular en lineas celulares de cancer de mama y evaluar el efecto antitumoral in vivo

de la curcumina en un modelo murino de cancer de mama.

Objetivos Especificos

Investigar el efecto de la curcumina y del hierro intracelular en el crecimiento y
proliferacion celular in vitro en células de cdncer de mama MCF-7.

Investigar el efecto de la curcumina y del hierro intracelular en el crecimiento y
proliferacion celular in vitro en células de cancer de mama 4T1.

Evaluar los efectos de la quelacion de hierro con curcumina, administrada por sonda
intragastrica, en un modelo murino de cancer de mama inducido con células 4T1.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y 4T1, medio DMEM, glutamina,
penicilina/estreptomicina, suero fetal bovino al 5% y 10% (FBS), buffer fosfato salino
(PBS), placa de cultivo celular, tubos eppendorf, botellas para cultivo celular, pipetas,
puntillas, jeringas, agujas, citrato de amonio férrico (FAC), curcumina, optim curcuma,
medio RPMI-1640, dimetil sulféxido, ratones BALB/c, alimento, agua y aserrin
esterilizado, jaulas para ratones, Vybrant MTT Cell Proliferation Assay Kit de
Thermofisher, microscopio éptico, centrifuga, incubadora, micropipetas, calibrador

Vernier digital, bascula.

Metodologia

Disefio del experimento

Se llevé a cabo un ensayo experimental in vitro e in vivo. En los estudios in vitro se
utilizaron las lineas de cancer de mama MCF-7 y 4T1, se sembraron 150,000 células
por pozo y se agrego citrato de amonio férrico (FAC) en diferentes concentraciones,
se observo el crecimiento celular en diferentes rangos de tiempo para conocer la
proliferacion celular inducida por el FAC. Se medié la viabilidad celular por el ensayo
MTT conteniendo diferentes concentraciones de FAC en presencia y ausencia de

curcumina por 48 horas.

Para el estudio in vivo se emplearon ratones BALB/c inoculados con una suspension
de células tumorales de cancer de mama 4T1. Una vez establecida la masa tumoral,
los animales se asignaron al azar en 4 grupos de 5 ratones cada uno para iniciar los
tratamientos por sonda gastrica. Posteriormente se midio el tamafio de los tumores

cada semana utilizando un calibrador vernier digital, los ratones se sacrificaron por
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dislocacion cervical de acuerdo con la guia ética para el cuidado y uso de animales en

el laboratorio.

Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se utilizaron células de cancer de mama MCF-7 derivadas del sitio metastasico:
derrame pleural y 4T1 que pertenecen a un modelo animal de cancer de mama estadio
IV. Las células fueron crecidas en un frasco T75 en medio DMEM suplementado con
piruvato, glutamina, aminoacidos no esenciales, penicilina/estreptomicina y suero fetal
bovino inactivado al 10% e incubadas a una concentracion del 5% de CO2 y a una

temperatura de 37°C.

Ensayo de crecimiento celular

Para el ensayo de crecimiento celular se sembraron 150,000 células MCF-7 por pozo
en medio de cultivo suplementado con FBS al 5% y se agreg06 citrato de amonio férrico
(FAC) a las siguientes concentraciones: 0, 10, 50 y 100uM. Se observo el crecimiento
celular a las 24 y 48 horas (Figura 3). Para determinar el crecimiento celular se tomo
el porcentaje de confluencia determinada de manera independiente por tres expertos

en microscopia Optica y cultivo celular, utilizando el método de ciego sencillo.

39



Oh 24 h 48 h

Figura 3. Crecimiento de las células MCF-7 a las 0, 24 y 48 horas.
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Ensayo para la viabilidad celular MTT

La viabilidad celular se midié6 mediante un ensayo de MTT utilizando el kit comercial
Vybrantr MTT Cell Proliferation Assay Kit (V-13154) de THERMOFISHER. Las células
de cancer de mama (5x103) fueron sembradas en 200uL de medio RPMI-1640, en una
placa de 96 pozos durante la noche para las células MCF-7 y por dos horas para las
4T1. Después este medio fue remplazado con medio fresco RPMI-1640, conteniendo
diferentes concentraciones de FAC en ausencia y presencia de curcumina y diferentes
concentraciones de curcumina en presencia y ausencia de FAC por 48 (Figura 4). Los
tratamientos para ambas lineas celulares se agregaron por triplicado en cada placa.
Posteriormente se agregaron 50uL de MTT (2mg/ml) a cada pozo, continuando su
incubacion por 4 horas. El medio es descartado y se adicion 150uL por pozo de dimetil
sulféxido dentro de cada pozo y se incubd por 20 minutos. Por ultimo, se midio la
densidad optica (OD) a 490 nm. El indice de viabilidad celular fue calculado de acuerdo

con la férmula: (valor OD tratamiento/control OD) x 100%.
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C: Control (sin tratamiento) C100: Curcumina 100 uM

V: Vehiculo 1:1: FAC:CUR
F10: FAC 10 uM 1:2: FAC:CUR
F50: FAC 50 uM 1:3: FAC:CUR
F100: FAC 100 uM 2:1: FAC:CUR

C20: Curcumina 20 uM 3:1: FAC:CUR
C50: Curcumina 50 pM

Figura 4. Concentraciones de los tratamientos utilizados en el
ensayo para la viabilidad celular MTT en la linea celular de cancer
de mama MCF-7 y 4T1.
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Ensayo in vivo

. idado de | imal

En este modelo experimental se utilizaron ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas
de edad de entre 20 y 25 g de peso, mantenidas bajo condiciones estandar, con un
maximo de 5 ratones por jaula y con suministro de agua y comida ad-libitum. Los
ratones se mantuvieron con un ciclo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, con una

semana de acondicionamiento previo al ensayo.

Los grupos fueron depilados en el dorso con crema para depilar (para piel sensible),
al dia siguiente se inocularon por via subcutanea 5x10s de células 4T1 resuspendidas
en 200 yL de medio RPMI-1640.

Grupos y tratamientos

Una vez establecida la masa tumoral, aproximadamente entre el dia5y 7, los animales
se asignaron al azar en 4 grupos (n=5) para iniciar los tratamientos por sonda gastrica,
todos los tratamientos a excepcion del grupo taxol fueron emulsificados con Tween 20
al 0.01%. Los grupos se caracterizaron de la siguiente manera, grupo 1: control (agua),
grupo 2: curcumina, grupo 3: optim curcuma (OC), grupo 4: quimioterapia con Taxol.
Decidimos utilizar optim curcuma como tratamiento para uno de los grupos porque es
un producto desarrollado por investigadores de la Universidad de California Los
Angeles (UCLA) que ha probado su eficacia en diferentes estudios clinicos. Este
producto es un complejo encapsulado de curcumina con lecitina y acidos grasos para
formar pequefias particulas que puedan ser mayormente absorbidas y asimiladas por
el organismo (Frautschy & Cole, 2019). Considerando lo anterior, decidimos analizar
la funcién de la curcumina en un estado puro y la combinacién de curcumina con otro

compuesto para observar si habia diferencias significativas entre ellas.
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En la Tabla 3 se puede observar las concentraciones y dosis administradas
diariamente durante el tratamiento, a excepcion de la quimioterapia que solo se aplico

una vez al iniciar el ensayo.
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Tabla 3. Dosis administradas y periodo de administracion de los tratamientos durante el ensayo in vivo.

Tratamientos Dosis Periodo de
Administrada administracion

Grupo 1: control N/A 3 semanas

Grupo 2: curcumina 5 mg/kg 3 semanas

Grupo 3: optim curcuma 2.5 mg/kg 3 semanas
Grupo 4: quimioterapia 15 mg/kg 1 aplicacion al

iniciar el
tratamiento
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Los ratones fueron pesados cada semana, iniciando el dia en que se aplico por primera
vez los tratamientos descritos previamente. También se midié el tamafio de los

tumores cada semana utilizando un calibrador vernier digital usando la siguiente

formula (ab?)/2, donde a y b se refieren a las dimensiones mas largas y mas cortas
respectivamente para obtener el volumen de este. Los ratones se sacrificaron al
finalizar la semana 5 posterior a la inoculacién del tumor por dislocacién cervical de
acuerdo con la guia ética para el cuidado y uso de animales en el laboratorio de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

Analisis Estadistico

Los resultados se presentan en forma de media + desviacion estandar. Para el andlisis
estadistico entre los diferentes tratamientos, se utilizo el analisis estadistico prueba t

de student. Se consideraron diferencias estadisticas cuando el valor de p fue < 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La curcumina es considerado un polifenol dietético de la carcuma longa con efectos
anticancerigenos (Gu et al., 2019). Existe un gran namero de estudios sobre el
tratamiento del cancer en sus diferentes etapas y el uso de la curcumina como un
tratamiento favorable para la quimioprevension del cancer, utilizada sola o combinada
con otros medicamentos (Y. Wang, Yu, Cui, Lin, & Ding, 2016). La curcumina también
puede funcionar como quelante de hierro (Song et al., 2019). Este punto es importante
porque debemos considerar que en el cancer es muy frecuente que se muestren tasas
excesivas de proliferacion y alta rotacion metabdlica, por lo tanto se cree que las
células tumorales requieren mas hierro que sus contrapartes no malignas (Pfeifhofer-
Obermair et al., 2018). Estudios in vitro han demostrado que la curcumina induce
apoptosis en varios tipos de células tumorales, como las células de cancer de pulmén,
mieloma, melanoma, proéstata, lineas celulares de leucemia, células de neuroblasto
humano, células de cancer oral y cancer de mama (Bengmark, Mesa, & Gil, 2009). Por
esto, se decidi6 investigar los efectos de la curcumina en las lineas celulares de cancer

de mama y en un modelo murino de cancer de mama.

Confluencia de las células MCF-7 a las 24y 48 horas

Como era de esperarse, en las células con FAC 100 uM a las 24 horas aumento la
confluencia celular en un 11% comparada con las células sin tratamiento, pero no fue
estadisticamente significativo (p>0.05). Las células tratadas con curcumina 10 yM no
presentaron diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento celular,
mientras que en las células tratadas con curcumina 50 pyM se observo una disminucion
estadisticamente significativa en un 20% comparada con las células sin tratamiento
(p<0.01) y de 32 % en comparacion con células con FAC 100 uM (p<0.01). Las células
tratadas con la combinacion FAC:curcumina 1:1 (50:50 pM) presentaron una

confluencia 14% menos comparada con las células sin tratamiento (p<0.01) (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de confluencia celular a las 24 h por los diferentes tratamientos:
células sin tratamiento, FAC 100 pM, Cur 10 uM, Cur 50 uM y la combinacion
FAC:CUR 1:1. Los resultados son expresados en forma de media + desviacion
estandar en un ensayo por triplicado. *Indica p<0.05. **Indica p<0.01.
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A las 48 horas la confluencia de las células con FAC 100 uM aumenté un 11%
comparado con las células sin tratamiento, sin diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05). Las células tratadas con curcumina 10 yM por 48 horas, no
presentaron diferencias estadisticamente significativas comparadas con las células sin
tratamiento, mientras que las que fueron tratadas con curcumina 50 uM mantuvieron
su efecto disminuyendo la confluencia celular en un 17% comparada con las células
sin tratamiento (p<0.01). A diferencia de las 24 horas, donde se observé menor
confluencia celular en el tratamiento FAC:curcumina 1:1 en comparacion con las
células sin tratamiento, no se observaron diferencias estadisticamente significativas a
las 48 horas (p>0.05) pero si se encontraron diferencias significativas con las células
tratadas con FAC 100 uM (p<0.01) (Figura 6). Zhou et al., utilizaron tratamientos de
gquimioterapias como paclitaxel, cisplatino y doxorubicina solos o combinados con
curcumina en lineas celulares de cancer de mama MBA-MB-231 y MCF-7,
desmostrando que los medicamentos de quimioterapia disminuyeron las tasas de
supervivencia y la curcumina disminuyo en un 50% la confluencia celular, confirmado
de este modo que la curcumina reduce la quimioresistencia y aumenta la
guimiosensibilidad de las células tumorales (Liu & Ho, 2018), algo muy similar a lo que
observamos en nuestros resultados, donde la curcumina 50 uM por si sola puede
inhibir hasta en un 20% la conflencia en la linea celular MCF-7 a las 24 y 48 horas
comparada con las células sin tratamiento (p<0.01). Chenxia et al., también
demostraron el efecto de la curcumina en la viabilidad celular de estas dos lineas de
cancer de mama (MBA-MB-231y MCF-7), el tratamiento con curcumina 20 uM durante
24 y 48 horas presento un efecto inhibitorio en los dos tipos de células tumorales
comparada con las células control que fueron tratadas solamente con DMSO (Chenxia
et al., 2019). Los resultados obtenidos en nuestro estudio revelan que la curcumina
puede ejercer un papel inhibitorio en la proliferacion celular de las células MCF-7 de
una manera dependiente de las dosis y el tiempo en comparacion con las células sin

tratamiento y las células que recibieron otras combinaciones de tratamientos.
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Figura 6. Porcentaje de confluencia celular a las 48 h por los diferentes tratamientos:
células sin tratamiento, FAC 100 puM, Cur 10 puM, Cur 50 uM y la combinacion
FAC:CUR 1:1. Los resultados son expresados en forma de media + desviacion
estandar en un ensayo por triplicado. *Indica p<0.05. **Indica p<0.01.
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Efecto del hierro en la proliferacion celular en lineas celulares de
cancer de mama

Para evaluar los efectos del hierro en la proliferacion celular sobre las lineas celulares
de cancer de mama, se trataron las células MCF-7 y 4T1 con diferentes
concentraciones de FAC. Las células MCF-7 tratadas con FAC 10 uM presentaron una
disminucion en la proliferacion celular del 6% comparadas con las células sin
tratamiento (p>0.05), mientras que las células tratadas con FAC 100 uM presentaron
una capacidad de proliferacién celular similar a las células sin tratamiento ya que solo
aumentaron su proliferacion en un 2%, de manera no estadisticamente significativa
(p>0.05) (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de proliferacion celular mediante el ensayo MTT en células de cancer de mama
MCF-7 con los tratamientos: células sin tratamiento, FAC 10 yM y FAC 100 uM. Los resultados son
expresados en forma de media + desviacion estandar en un ensayo por triplicado.
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En las células 4T1 se pudo observar que a una concentracion de FAC 10 uM, se
presentd un aumento no estadisticamente significativo en la proliferacién celular,
siendo este un 19% mayor que en las células sin tratamiento (p>0.05). Para la
concentracion de 100 uM se observé un aumento similar al de 10 uM, siendo este de

18% en comparacion con las células sin tratamiento (p>0.05) (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de proliferacion celular mediante el ensayo MTT en células de cancer
de mama 4T1 con los tratamientos: células sin tratamiento, FAC 10 uM y FAC 100 uM. Los
resultados son expresados en forma de media + desviacion estandar en un ensayo por
triplicado.
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Efecto de la curcumina en la proliferacion celular en lineas celulares
de cancer de mama

En las células MCF-7 tratadas con curcumina 20 uM la proliferacién celular se mantuvo
pues solo se observo una disminucion celular del 1% comparado con las células sin
tratamiento (p>0.05). Como esperabamos, en las células tratadas con curcumina 50
MM la proliferacién celular disminuyd en un 47% comparado con las células sin
tratamiento (p<0.05) (Figura 9). Lv et al., realizarén un ensayo in vitro para determinar
la inhibicién del crecimiento en células de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7, las
células fueron tratadas durante 24 y 48 horas y después se midierdn las células viables
por MTT. Obtuvieron una disminucion significativa de las células viables expuestas a
la curcumina de una forma dependiete al tiempo y dosis (Lv et al., 2014). Whitnall et
al., han demostrado que el metabolismo celular alterado del hierro puede contribuir a
la adquisicion de un fenotipo resistente a los medicamentos contra células cancerosas.
Esto resultd evidente a partir de las investigaciones que muestran que el tratamiento
de las células de cancer de mama MCF-7 resistentes al etoposido humano con
agentes quelantes de hierro revirti6 la resistencia de las células cancerosas a agentes

guimioterapéuticos (Chekhun et al., 2013).
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Figura 9. Porcentaje de proliferacion celular mediante el ensayo MTT en células de cdncer de mama
MCF-7 con los tratamientos: células sin tratamiento, Curcumina 20 yM y Curcumina 50 uM. Los
resultados son expresados en forma de media * desviacion estandar en un ensayo por triplicado.
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En las células 4T1 tratadas con una concentracion de curcumina al 50 uM se inhibié
la proliferacion celular en un 30% comparado con las células sin tratamiento, sin
embargo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05),
mientras que al aumentar la concentracion de curcumina a 100 uM se inhibi6 hasta en
un 41% la proliferacion de las células en comparacién con las células que se
mantuvieron sin tratamiento, siendo este efecto estadisticamente signifciativo (p<0.05)
(Figura 10). A pesar de que la linea celulare 4T1 es una linea mas agresivas que las
células MCF-7, al aumentar la concentracion de curcumina obtuvimos resultados
estadisticamente significativos. En lineas celulares mas agresivas como las MBCDF-
Ty EA.hy926 (cancer de mama triple negativo), Garcia-Cortez et al., probaron que la
proliferacion celular de estas células disminuye al agregar diferentes concentraciones

de curcumina in vitro (Garcia-Quiroz et al., 2019).
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Figura 10. Porcentaje de proliferacion celular mediante el ensayo MTT en células de cancer de mama
4T1 con los tratamientos: células sin tratamiento, Curcumina 50 yM y Curcumina 100 uM. Los resultados
son expresados en forma de media + desviacion estandar en un ensayo por triplicado. *Indica p<0.05.
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Los efectos antiproliferativos de la curcumina son dependientes del
hierro

Para comprobar si los efectos antiproliferativos de la curcumina involucran la quelacion
de hierro se realizaron combinaciones de ambos tratamientos con las siguientes
proporciones: FAC:Curcumina 1:1 (50:50 pM), FAC:Curcumina 1:2 (50:100 uM),
FAC:Curcumina 1:3 (50:150 yM), FAC:Curcumina 2:1 (100:50 pM), FAC:Curcumina
3:1 (150:50 uM). En las células MCF-7 la combinacién de los tratamientos
FAC:Curcumina en relaciéon 1:1 mostré6 una inhibicion celular del 11% (p>0.05)
comparado con las células sin tratamiento. Para la relacion FAC:Curcumina 1:2 se
observo una disminucién de 22% comparada con las células sin tratamiento, aunque
esto no fue estadisticamente significativo (p>0.05). Al analizar la relacion
FAC:Curcumina 1:3 se observé una inhibicién celular del 23% comparado con las
células sin tratamiento (p<0.05), esto concuerda con lo observado en la linea celular
4T1, con esto podemos deducir que el efecto de la curcumina es través de la quelacion

del hierro en ambas lineas celulares (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de proliferacion celular mediante el ensayo MTT en células de cancer de mama
MCF-7 con los tratamientos: células sin tratamiento, FAC:CUR 1:1, FAC:CUR 1:2 y FAC:CUR 1:3. Los
resultados son expresados en forma de media + desviacidn estandar en un ensayo por triplicado. *Indica
p<0.05.
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En la linea celular 4T1 los resultados mostraron que para la combinacion de los dos
tratamientos en relacion 1:1 solo se observé un 7% en la inhibicion de la proliferacién
celular (p>0.05) comparada con las células sin tratamiento. Sin embargo, fue
interesante observar que el aumento de la concentracion de FAC:Curcumina 1:2
mostré una proliferacion menor en un 26% comparada con las células sin tratamiento
(p>0.05). Estos efectos fueron mas evidentes cuando se utilizé la concentracion de
FAC:Curcumina en relaciéon 1:3, donde se observaron efectos estadisticamente
significativos por una disminucién del 46% comparada con las células sin tratamiento
(p<0.05) y de un 20% en comparacion con la relacion 1:2 (p>0.05) (Figura 12). Yang
et al., en el 2017 plantearon como hipdtesis que la curcumina puede inducir apoptosis
y autofagia en células de cancer de prostata resistentes a la castracion (DU145y PC3)
a través de sus propiedades como quelante del hierro. Utilizaron concentraciones de
FAC en placas de 96 pocillos con o sin curcumina 50 pyM durante 30 minutos, donde
encontraron que los cambios caracteristicos en la apoptosis inducida por la curcumina
fueron neutralizados en su mayoria por cantidades iguales de FAC en ambas lineas
celulares porque la apoptosis y la autofagia de las células DU145 y PC3 inducidas por
la curcumina se inhibieron significativamente con la incubacion conjunta de cantidades
iguales de FAC. Se considera que FAC protegi6 a las células CRPC de la apoptosis y
la autofagia inducidas por la curcumina. Esto respalda la hipétesis de que los efectos
inductores apoptosis y autofagia de la curcumina estan asociados con propiedades

guelantes de hierro (Yang et al., 2017).
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Figura 12. Porcentaje de proliferacion celular mediante el ensayo MTT en células de cancer de mama
4T1 con los tratamientos: células sin tratamiento, FAC:CUR 1:1, FAC:CUR 1:2 y FAC:CUR 1:3. Los
resultados son expresados en forma de media + desviacién estandar en un ensayo por triplicado. *Indica
p<0.05.
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En la linea celular MCF-7 la combinacion FAC:Curcumina 2:1 presenté una inhibicion
celular del 9% comparada con las células sin tratamiento (p>0.05), mientras que las
células tratadas con la relacion FAC:Curcumina 3:1 presentaron 7% menos de
proliferacion (p>0.05). Aunque no se obtuvieron resultados estadisticamente
significativos se puede observar que las células mantienen una proliferacién celular
dependiente de la concentracion FAC:Curcumina a la que fueron sometidas (Figura
13).
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Figura 13. Porcentaje de proliferacion celular mediante el ensayo MTT en células de cancer de mama
MCF-7 con los tratamientos: células sin tratamiento, FAC:CUR 1:1, FAC:CUR 2:1 y FAC:CUR 3:1. Los
resultados son expresados en forma de media + desviacién estandar en un ensayo por triplicado.
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Ademas, cabe mencionar que cuando se utilizé una mayor concentracion de FAC que
de curcumina en las células 4T1, no se observd ningun efecto estadisticamente
significativo en la proliferacion celular. Cuando se utilizd6 la combinacion de los
tratamientos en relacion FAC:Curcumina 2:1 y FAC:Curcumina 3:1, no se observo
ningun efecto estadisticamente significativo en comparacion con la relacion 1:1
(p>0.05). Por otro lado, cuando se compararon con células sin tratamiento, solo se
observo una disminucion, no estadisticamente significativa, de 9% en la relacion 2:1y
8% en la relaciéon 3:1 (p>0.05) (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de proliferacion celular mediante el ensayo MTT en células de cancer de mama
4T1 con los tratamientos: células sin tratamiento, FAC:CUR 1:1, FAC:CUR 2:1 y FAC:CUR 3:1. Los
resultados son expresados en forma de media + desviacion estandar en un ensayo por triplicado
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La curcumina administrada por via oral inhibe el crecimiento
tumoral in vivo

Se llevd un control del peso de los 5 ratones por grupo durante las 5 semanas que
duré el ensayo, los rangos de peso entre los ratones durante el estudio fueron de 16.6
a 24.2 gramos. En la Figura 15 podemos observar que los ratones del grupo control y
de OC presentaron un aumento en el peso total comparado con el grupo de curcumina
y el de quimioterapia, esto puede estar relacionado con un mayor crecimiento de la
masa tumoral en estos grupos, aunque estadisticamente no se present6 una diferencia

significativa entre los cuatro grupos (p>0.05).
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Figura 15. Control del peso (gr) de los ratones hembras BALB/c sometidos al ensayo in vivo durante 5
semanas. Grupo control, grupo curcumina, grupo OC y grupo quimioterapia. Los resultados son
expresados en forma de media + desviacién estandar.
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En la Figura 16 podemos observar que a partir de la semana 2 el crecimiento tumoral
es muy similar en los 4 grupos, es a partir de la semana 3 que el volumen tumoral del
grupo control y el grupo tratado con OC aumentan. Al comparar el grupo tratado con
curcumina con el grupo control (p<0.05) y el grupo OC (p<0.05) se obtuvieron
diferencia estadisticamente significativas en la semana 4. Los ratones tratados con
guimioterapia presentarén un menor volumen tumoral comparado con el grupo OC
(p<0.05), comportamiento similar al del grupo tratado con curcumina. Al finalizar el
ensayo, en la semana 5 se pudo observar como el grupo tratado con OC aumento su
volumen tumoral comparado con los demas grupos. Los grupos control y quimioterapia
mostraron un volumen tumoral similar al finalizar el tratamiento (p>0.05). Como
esperdbamos, el grupo que fue solamente tratado con curcumina mostré resultados
significativos comparado con el grupo control (p<0.05) y con el grupo tratado con OC
(p<0.05). Garcia-Quiroz et al., propuso un modelo in vivo de cancer de mama triple
negativo (MBCDF-T y EA.hy926) en ratones desnudos por xenoinjerto. Administrando
diferentes tratamientos durantes tres semanas, control 1, control 2, calcitrol (hormona
considerada anticancerigena), curcumina, calcitrol+curcumina, resveratrol vy
calcitrol+curcumina. Los ratones tratados con curcumina sola redujeron su volumen
tumoral en comparacion con el grupo control, aunque no fue estadisticamente
significativo, pero al combinar el calcitrol con la curcumina redujeron significativamente
el volumen tumoral comparado con los demas grupos. También se presentd un retraso
de la aparicion del tumor y disminucién de la densidad de microvasos en los ratones
de este grupo (Garcia-Quiroz et al., 2019). Debido a que los tratamientos del cancer
como la quimioterapia y radioterapia no solo atacan a las células tumorales, también
pueden ocasionar dafio a las células sanas, es de suma importancia proponer
alternativas que pueden disminuir estos efectos. Un punto muy importante en el
tratamiento del cancer es la deteccion oportuna de factores del estado nutricional, que
pueden ser prevenibles o tratables y que se asocian con la reduccion de la tolerancia
y eficacia de estas terapias (Laviano, Lazzaro, & Koverech, 2018). Las enfermedades
y los tratamientos tienen un gran impacto en el estado nutricional, el uso de productos
naturales como la curcumina es atractivo por que presenta un alto potencial terapéutico

y al mismo tiempo pueden ser menos propensos a inducir efectos adversos (Song et
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al., 2019). Nuestros resultados ponen en manifiesto el potencial de los tratamientos

nutricionales para el cancer y otras enfermedades crénicas y autoinmunes.
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Figura 16. Crecimiento del volumen tumoral (mms) de los ratones hembras BALB/c sometidos al ensayo
in vivo durante 5 semanas. Grupo control, grupo curcumina, grupo OC y grupo quimioterapia. Los
resultados son expresados en forma de media + desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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Al finalizar el tratamiento en la semana 5 se obtuvo el peso tumoral al extraer la
totalidad de los tumores, en concordancia con los datos de medicion del volumen
tumoral, el grupo tratado con curcumina presenté un peso tumoral menor de 0.78
gramos, comparado con los demas grupos, el grupo control presento un peso tumoral
de 1.23 gramos (p<0.01), OC de 2.46 gramos (p<0.01) y quimioterapia de 1.16 gramos
(p<0.05). También observamos que el grupo control y el grupo tratado con
guimioterapia no presentaron diferencias significativas (p>0.05) en el peso tumoral
final, los ratones tratados con OC, a pesar de que esperabamos que tuvieran un
resultado similar o mejor que la curcumina sola, presentaron un aumento del peso total
del tumor, casi un 60% mas que en grupo tratado con curcumina. Esto puede estar
implicado con otros efectos de este farmaco o con la dosis administrada durante el
tratamiento, consideramos dos posibles efectos, el de toxicidad, que se observé en un
ensayo previo donde se administro la misma dosis de curcumina y OC, los ratones
tratados con OC comenzardn a presentar sintomas como desorientacion, perdida de
apetito, dificultad para moverse o perdida total de la parte inferior de su cuerpo, es por
esto que decidimos repetir el experimento con una dosis menor, o también pudiera
relacionarse con una absorcibn mayor de la OC al grado de ocasionar efectos
secundarios en los ratones, consideramos medir en ensayos futuros la presencia de
curcumina en suero por HPLC para conocer la biodisponibilidad de la curcumina en
sangre (Figura 17). Lv et al., presento un modelo in vivo de ratones con xenoinjertos
de células de cancer de mama MDA-MB-231 para evaluar el efecto de la curcumina.
Los ratones que fueron tratados con curcumina al finalizar el tratamiento presentaron
tumores visiblemente mas pequefios que los ratones que fueron tratados con solucién
salina, el volumen y el peso de los tumores también disminuyeron significativamente
al finalizar el tratamiento con curcumina a las 4 semanas. Estos resultados concuerdan
con los estudios in vitro que muestran que el tratamiento con curcumina en las células
de cancer de mama resulta una induccién dependiente de la dosis y el tiempo de
apoptosis (Lv et al., 2014). A diferencia de nuestro modelo, donde los tratamientos se
administraron por via intragastrica, Lv. el al., administraron la curcumina de forma
intraperitoneal, esto puede ser un problema si su finalidad es la replicacion en

humanos, debido a las complicaciones que pueden surgir al administrar el tratamiento,
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mientras que el consumo por via oral si puede recomendarse en humanos, pues en
general el consumo de curcumina es seguro segun la FAO/OMS, hasta en una dosis
de 0-3 mg/kg al dia (Kunnumakkara et al., 2017). La curcumina puede ser parte del
tratamiento coadyuvante del cancer de mamay de otros tipos de cancer, este polifenol
no vino a reemplazar a los tratamientos tradicionales, pero si puede sumar beneficios

a la calidad de vida de las personas con esta enfermedad.
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Figura 17. Peso total (gr) de los tumores extraidos de los ratones hembras
BALB/c sometidos al ensayo in vivo durante 5 semanas. Grupo control, grupo
curcumina, grupo OC y grupo quimioterapia. Los resultados son expresados
en forma de media + desviacion estandar. *Indica p<0.05. **Indica p<0.01.
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CONCLUSIONES

En ensayos in vitro, la curcumina ejerce un papel inhibitorio en la proliferacion de las
células de cancer de mama MCF-7 y 4T1, de una manera dependiente de la quelacion

del hierro.
El hierro puede aumentar la confluencia celular y la adicion de curcumina contrarresta
este efecto. Esto respalda la idea que la curcumina es dependiente del hierro y sus

efectos estan asociados con propiedades quelantes de hierro.

El tratamiento intragastrico con curcumina a una dosis de 5mg/kg disminuye la

proliferacion tumoral de cancer de mama in vivo.
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RECOMENDACIONES

En los ensayos in vitro se recomienda incluir nuevos tiempos de incubacion y
diferentes concentraciones de los tratamientos ademas de las utilizadas en este
estudio. Otra recomendacion seria comprobar que existe una interaccion directa entre
el hierro y la curcumina, y evaluar que efectivamente la curcumina esta actuando como

gquelante de hierro.

En el ensayo in vivo es importante investigar si los efectos observados por la OC se
deben a la dosis administrada, ademas de probar nuevas dosis para comprobar el
efecto en el desarrollo tumoral. Probar dosis mas elevadas de curcumina para ver si
hay efectos mas potentes en la inhibicibn del tamafio tumoral. También seria
interesante investigar un grupo donde se combine quimioterapia y curcumina para

observar si existe un efecto aditivo en ambos tratamientos.
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Use of organic byproducts, such as waste from
agricultural and food industries, has increased in recent
years. Brewery spent grain (BSG) is commonly diverted
tolandfill or used for feeding animals. Interest has
recently been shown for its use as added value ingredient
for human nutrition. BSG s rich in fiber, proteins,

ANEXO 3

Health benefits of dry-fractioned brewery spent grain fines with high
protein and dietary fiber
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RESULTS

Dry fractioned BSG fines had higher protein than regular BSG (26.9+0.1%
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Main byproduct of olive oil extraction is pomace (OP)
consisting of pulp, skins and pits. OP is used as feed for
cows and other farm animals. After pits and skin removal,
there is the possibility of using OP pulp as additive for
human foods as itis rich in dietary fiber and contains high
concentrations of phenolics with high antioxidant capacity
compared to fruits and vegetables.

This study evaluated mice health benefits of drum-dried
pitted OP with high phenolics and dietary fiber, obtained
after first and second oil extraction.

Fresh first and second oil extraction OP was steam
blanched for enzymatic inactivation to reduce phenolics
losses, then pits and skins separated in a pulper/finisher,
and pulp was drum-dried and milled.

First and second ol extraction drum-dried OP were
characterized by proximate analysis, total soluble
phenolics (TSP), individual phenolics, soluble and
insoluble fiber, and water activty.

Drum-dried pitted OP from first and second extraction
was formulated at 10% and 20% in a high fat diet to feed
mice. Alow fat (5%) and high fat (18%) diets were also
used for comparison.

After mice sacrifice, adipose tissue, liver, kidney and
blood samples were obtained for fat, glucose and
cholesterol analysis. Feces were used for protein and
mice gut microbiome analysis. One-way ANOVA was
used to define statistical differences at p<0.05.
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RESULTS

First extraction OP has higher oil and proteins and lower insoluble fiber
than OP from second extraction. Also, first extraction OP has higher total
soluble phenolics than OP from second extraction. Hydroxytyrasol was the
main phenolic in both OP.

Mice weight gain was lower for the four OP diets compared to high and
low-fat control diets. Fecal protein was high for all four OP diets, indicating
poor protein retention in mice, possibly by phenolics protein and enzymes
binding. Liver weight and adipose tissue were lower in mice consuming
the four high fat OP diets compared to high fat control diet, and lowest in
the 20% OP addition level. Blood cholesterol and mice kidney weight was
not affected by OP in diets.

Increase in bacterial numbers of Bacteroidetes and Firmicutes in OP-
containing diets may be the result of fermentable dietary fiber increasing
bacterial diversity and may contribute to weight loss in mice.

Phenolics and fiber of OP in diet appear to have positive effects in health

Drum-dried pitted OP is a novel agricultural byproduct with potential of its
bioactive compounds to be incorporated in feeds and foods while meeting
sanitary regulations and providing health benefits.

California Olive Ranch at Artois CA provided fresh samples of olive
pomace from first and second olive oil extractions.

Dermechea S et al. (Review) Olive mill wastes: Biochemical
characterizations and valorization strategies. 2013. Proc Biochem 48;
1532-1552

Sinrod, AJG et al. Phenolics and antioxidant capacity of pitted olive
pomace affected by three drying technologies. 2019. J Food Sci 84:3;
412-420
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