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RESUMEN

Objetivos: Determinar el efecto citotéxico y genotdxico in vitro del extracto crudo y etanélico del rizoma
de Curcuma longa L. Materiales y métodos: El efecto citotoxico fue evaluado utilizando lineas celulares
DU-145, HT-29, 3T3 BALB/c. Se hallaron los porcentajes de crecimiento en 48 horas y se determin la con-
centracion inhibitoria 50 (CL, ). El efecto genotéxico en el ADN genémico humano se determiné mediante
el método Tomasevich. Resultados: El extracto crudo produjo una CIL, de 12,98 + 0,21 pg/mL para la linea
celular tumoral HT-29, que es inferior a DU-145 con una CI, de 36,77 + 9,12 pg/mL; el extracto etandlico
present6 una CI | de 13,24 £ 0,77 y 20,54 + 2,58 ug/mL para ambas lineas celulares, respectivamente; el
compuesto estandar curcumina present6 una CI50 de 3,96 £ 0,60 y 13,94 + 2,79 ug/mL, respectivamente.
El extracto crudo a concentraciones de 50 y 100 mg/mL fragmentd entre el 40% a 95% de ADN genémico
humano; mientras que, a 200 mg/mL, la fragmentacion fue mayor al 95%. El extracto etandlico a todas las
concentraciones no fragmentd el ADN. La curcumina a 200 mg/mL fragmenté menos del 5% de ADN
genémico humano. Conclusiones: Los extractos crudo y etandlico de Curcuma longa L. demuestran efecto
citotdxico in vitro diferencial para la linea celular tumoral humana DU-145 y HT29 semejante al compuesto
estandar curcumina. El extracto crudo de Curcuma longa L. presenta una potente actividad genotéxica in
vitro frente al ADN gendmico humano, esta actividad estd ausente en el extracto etandlico.

Palabras claves: Genot6xico; Agentes Citotoxicos; Curcumina; ADN Gendmico; Linea Celular, Células
HT29; Células 3T3 BALB; Cancer; Electroforesis en Gel (Fuente: DeCs BIREME).

In vitro CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECT OF
THE CRUDE AND ETHANOLIC EXTRACT FROM THE
RHIZOME OF Curcuma longa L.

ABSTRACT

Objectives: To determine the in vitro cytotoxic and genotoxic effect of the crude and ethanolic extract
from the Curcuma longa L. rhizome. Materials and methods: The cytotoxic effect was evaluated using
DU-145, HT-29, 3T3 BALB/c cell lines. The growth percentages in 48 hours; and the half maximal in-
hibitory concentration (IC,)) were determined. The genotoxic effect on human genomic DNA was de-
termined using the Tomasevich method. Results: Crude extract produced an IC, of 12.98 + 0.21 pg/mL
for the HT-29 tumor cell line, which is lower than the value obtained for DU-145, with an IC,  of 36.77
+ 9.12 pg/mL. The ethanolic extract presented an IC50 of 13.24 + 0.77 and 20.54 + 2.58 ug/mL for both
cell lines, respectively; the curcumin standard compound presented an IC_ of 3.96 + 0.60 and 13.94 +
2.79 ug/mlL, respectively. Crude extract concentrations of 50 and 100 mg/mL fragmented between 40%
to 95% of human genomic DNA; while at 200 mg/mL, fragmentation was greater than 95%. The ethan-
olic extract at all concentrations did not fragment the DNA. Curcumin at 200 mg/mL fragmented less
than 5% of human genomic DNA. Conclusions: The crude and ethanolic extracts of Curcuma longa L.
demonstrate different in vitro cytotoxic effects for the human tumor cell lines DU-145 and HT-29; simi-
lar to the standard curcumin compound. The crude extract of Curcuma longa L. shows a potent genotoxic
in vitro activity against human genomic DNA; this type of effect is not produced by the ethanolic extract.

Keywords: Genotoxic; Cytotoxins Agents; Curcumine, Genomic DNA; Cell Line; HT29 Cells; BALB 3T3
Cells; Gel Electrophoresis (Source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

El cancer es un problema de salud publica, en el Perd, duran-
te el 2017 se registraron 10 650 casos de cancer; de los cua-
les 7537 (70,8%) corresponden a casos nuevos segun cifras
consolidadas de 47 establecimientos de salud notificantes a
nivel nacional . La incidencia de cdncer es 20% mads alta en
hombres que en mujeres, mientras que la tasa de mortalidad
por cancer es 40% mas alta @. Se considera que la terapia del
cancer de colon en hombres y mujeres, asi como la del can-
cer de prostata, tiene un alto impacto econdémico.

En el organismo humano, la inflamacién crénica puede
afectar la homeostasis y el metabolismo de las células norma-
les, ocasionando susceptibilidad a la inestabilidad genomica,
que puede causar un crecimiento celular descontrolado y la
proliferaciéon de la tumorogénesis ®¥. Durante este proceso,
se producen una variedad de mediadores citotdxicos, como
los radicales libres, especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés) y especies reactivas de nitrégeno (RNS,
por sus siglas en inglés), que cumplen un papel importante
en el dafio al 4cido desoxirribonucleico (ADN) ©®.

Por otra parte, muchas investigaciones han establecido
el efecto preventivo de la ingesta de frutas, verduras, especias y
hierbas aromaticas, por su aporte de fitoquimicos bioactivos
que poseen propiedades anticancerigenas, antimutagénicas ©” y
antioxidantes que previenen, neutralizan o reparan de una manera
directa o indirecta el daio celular causado por los radicales libres,
tales como oxidacion a lipidos, proteinas y dcidos nucleicos ©®.

La carcuma, Curcuma longa L., es una especia utiliza-
da en la medicina tradicional china para tratar afecciones in-
flamatorias ©. Segtin la farmacopea ayurvédica de la India y la
farmacopea china, se indica como tonico, carminativo estoma-
cal, podria aliviar el dolor, eliminar la estasis sanguinea y es-
timular la descarga menstrual. Los principales constituyentes
fitoquimicos polifendlicos de la Curcuma longa L. incluyen tres
curcuminoides (curcumina, demetoxicurcumina y bisdeme-
toxicurcumina), cuyo principal componente, polifenol cur-
cumina, tiene gran capacidad antioxidante "?. Los extractos
crudos (EC) y etanolicos (EE) al 96% del rizoma de Curcuma
longa L. presentan capacidad antioxidante in vitro determinado
por los métodos DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) y ABTS
(2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-4cido-sulfonico) 12,
Asimismo, el polifenol curcumina posee propiedades antiinfla-
matorias y anticancerigenas, modulando las alteraciones epige-
néticas tipicamente asociadas con el cancer 9.

La genotoxicidad es la capacidad de desencadenar dano
en una parte o en la integridad del material genético de una
célula, en definitiva, sobre la molécula del ADN !+ Existen
investigaciones experimentales sobre el potencial genotoxi-
co con la curcumina aislada de la Curcuma longa L. que no
reportan potencial citotéxico o genotoxico "?y otros donde
la suplementacion de este principio aislado antagoniza signi-
ficativamente efectos genotdxicos 7.
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Motivacion para realizar el estudio: Es necesario buscar
alternativas que coadyuven al tratamiento del cancer.
El extracto crudo de Curcuma longa L. es utilizado por
sectores de la poblacion como tratamiento alternativo para
el cancer de colon y de préstata.

Principales hallazgos: Se encontré que el extracto crudo y
etandlico de Curcuma longa L. tienen actividad citotoxica
diferenciada para lineas celulares de cancer de prostata y de
colon. Se encontrd genotoxicidad para el extracto crudo y
curcumina, y no genotoxicidad para el extracto etandlico.

Implicancias: El uso del extracto etanélico de Curcuma
longa L. podria ser una alternativa para desarrollar un
fitofarmaco asequible para el tratamiento del cancer de
colon y de prostata.

Por lo tanto, el objetivo de la investigacion fue determi-
nar el efecto citotdxico y genotoxico in vitro del extracto cru-
do y etanolico del rizoma de Curcuma longa L.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de enfoque cuantitativo, analitico, con
disenio experimental. Las unidades experimentales fueron
células pertenecientes a las lineas celulares humanas DU145
(carcinoma de prostata), HT29 (adenocarcinoma de colon)
y 3T3 (fibroblastos normales de ratén) proporcionados por
el Laboratorio de Investigacién y Desarrollo de la Univer-
sidad Peruana Cayetano Heredia (LID-UPCH). El ADN
genomico humano fue proporcionado por el Centro de
Investigacion en Biologia Molecular y Bioinformatica de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Las
muestras del espécimen completo y de los rizomas de Cur-
cuma longa L. se recolectaron en la provincia de Chancha-
mayo, region Junin en Peru. La identificacién taxonémica la
realiz6 un especialista taxonomocurador de la Universidad
de la Amazonia.

Obtencion del extracto crudo

Se proceso el rizoma fresco, limpio, pelado y pesado en un
extractor de marca Philips y se obtuvo el EC. Este fue eva-
porado hasta la sequedad en una estufa con aire circulante a
40 °C. El extracto seco obtenido se guardé en un recipiente
apropiado, frasco rotulado de color dmbar, para protegerlo
de la luz y humedad.

Obtencion del extracto etandlico

Se procedi6 a pelar el rizoma y a secar en una estufa con
aire circulante (Memmert) a 40 °C. Posteriormente se rea-

| 455



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2020;37(3)454-61.

Citotoxicidad y genotoxicidad de Curcuma longa L.

liz6 la molienda en un molino de cuchillas de marca Ar-
thur H. Thomas CO de Willey Mill y se obtuvo un polvo seco
y homogéneo. Posteriormente se pes6 y mezcld con etanol
al 96% en proporcién (2:1) de solvente: polvo seco de rizo-
ma, en un frasco de color dmbar; se macer6 durante 28 dias
a temperatura ambiente con movimientos rotatorios durante
15 minutos cada dia; se filtré con capas de gasa y la solucion
filtrada fue evaporada hasta sequedad en una estufa a 40 °C.

Evaluacion de la actividad citotdxica

El experimento se desarrolld en el Laboratorio de Biologia
Celular y Virologia del LID-UPCH. La linea celular DU-145
fue cultivada y mantenida en el medio de cultivo Minimum
Essential Medium (MEM) suplementado con 10% de suero
bovino fetal y 50 pg/mL de gentamicina; la linea celular HT-
29, en el medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute
(RPMI)-1640 suplementado con 7,5% de suero bovino fetal
y 50 pg/mL de gentamicina; y la linea celular 3T3 BALB/c,
en el medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle medium
(DMEM) suplementado con 10% de suero bovino fetal y
50 pg/mL de gentamicina.

Para activar cada linea celular, se lavo dos veces la
monocapa de células con 5 mL de la soluciéon de Hanks sin Ca-
Mg. Luego, se adicion6 1 mL de la solucién de tripsina-acido
etilendiaminotetraacético (EDTA, por sus siglas en inglés) que
se elimino después de 10 segundos. Se incubd por 10 minutos
a 37 °C, al término de los cuales las células activadas fueron
suspendidas con 3 mL del medio de cultivo correspondiente.

Las células fueron inoculadas en placas de cultivo de
células de 96 pozos e incubadas a 37 °C en una atmosfera
humeda de 5% de CO, y 95% de aire durante 24 horas para
que las células se fijen en los pozos de la placa. Cada placa
que contenia a cada una de las lineas celulares se fijé in situ
con 4cido tricloroacético (ATC) para obtener los valores de
las células a tiempo cero antes de aiadir los extractos.

Luego, cada pocillo recibié 40 pL de cada dilucién se-
riada a concentraciones crecientes de 3,9 pug/mL a 62,5 ug/
mL de los EC y EE de Curcuma longa L. y curcumina, y de
0,03 ug/mL a 1,95 pg/mL de 5-fluorouracilo (5-FU); los po-
zos de la placa cero recibieron 40 uL de MEM. Se homogeni-
z6 con agitador de placas marca Heidolph durante 30 segun-
dos y se incub6 durante 48 horas adicionales en las mismas
condiciones. Transcurrido este tiempo, se agregaron 100 pl
de ATC al 20% para detener el ensayo y refrigerd a 4 °C por
1 hora. Se eliminé el ATC y se lavo 5 veces cada placa con
500 mL de agua, se drend y seco el exceso de agua. El far-
maco antitumoral 5-FU fue utilizado como control positivo.

Ensayo con sulforodamina B

La determinacién de la inhibicién del crecimiento celular se
realizé mediante el ensayo de citotoxicidad con sulforodami-
na B (SRB) descrito por Skehan et al. 1, que permite estimar
indirectamente el numero de células viables, ya que el colo-
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rante SRB tiene la capacidad de teiiir la proteina celular total.

A las células fijadas con ATC en cada pozo, se agregaron
50 pl de la solucion SRB al 0,2% en dacido acético al 1% y se
dejé reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. El
exceso del colorante SRB no ligado a proteinas se retiré con
lavado rapido, 5 veces con acido acético al 1%, luego se deja-
ron secar las placas de cultivos. El colorante SRB unido a las
proteinas se eluyé con una soluciéon 10 mM de Tris base (Tris
hydroximetil aminometano) a un pH de 10,5. Finalmente, se
determind la densidad optica que es directamente propor-
cional a la cantidad de células, usando un lector de micro-
placas marca Ibo-Rad modelo 450 a 510 nm de longitud de
onda. Como control positivo se utiliz6 el formaco antitumo-
ral 5-FU. La concentracién inhibitoria 50 (CI, ) corresponde
al valor de la concentracién del extracto que inhibe el 50%
del crecimiento celular. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

Evaluacion de la actividad genotoxica «<método
Tomasevich»
El «<método Tomasevich» ' es una modificacion del «ensayo

cometay 202D

y se utiliza para evaluar el efecto genotoxico in
vitro de plantas medicinales y de sus extractos o productos
fitoterapéuticos frente a ADN gendmico. Luego de un pe-
riodo de incubacion, se mide el grado de fragmentacion de
las cadenas del ADN, sometiéndolo a electroforesis en gel de
agarosa y coloreandolo con bromuro de etidio para visua-
lizarlas en un transiluminador de luz ultra violeta (UV) y
registrar sus imdgenes con una cimara fotografica digital 1.

Para este fin, se cont6 con un stock de ADN genémico
humano a concentracién de 1500 ng/pL en volumen final
de 200 pL para cada ensayo, luego se procedié a preparar
las soluciones del extracto del rizoma de Curcuma longa L.
a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100 y 200 mg/mL, res-
pectivamente, utilizando agua bidestilada estéril como sol-
vente. Se etiquetd con numeros de (1 al 9) una bateria de
nueve tubos de 500 pL y se descargaron los componentes del
ensayo segun lo indicado en la Tabla 1, inmediatamente se
incub6 a 37 °C durante una hora para viabilizar la accion
del extracto sobre el ADN genémico. Cabe sefialar que la
preparacion del extracto a diferentes concentraciones fue de
manera independiente para cada ensayo, es decir con EC, EE
y curcumina 192229,

Transcurrido el periodo de la incubacioén, los productos
de cada uno de los tubos fueron sembrados en los respectivos
pocillos del gel de agarosa al 1% sumergido en buffer de co-
rrido Triz-EDTA (TE) a concentracién de 1X, instalados en
la cdmara de electroforesis de marca Biometra®. El volumen
de carga de 10 pL es el resultado de 8 pL de la muestra mas
2 pL de colorante de corrida (azul de bromofenol mas xile-
no). En el primer pocillo se sembro el marcador de tamaio
molecular de 100 pares de bases (pb); en los siguientes seis
pocillos se sembraron los productos tratados con los extrac-

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.373.4817
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Tabla 1. Preparacion de las mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro del extracto crudo y etanélico del rizoma de Curcuma longa L. y curcumina,
respectivamente, a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100 y 200 mg/mL frente a ADN gendmico humano

Mezclas para ensayo de genotoxicidad in vitro

Condiciones Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo7 Tubo8 Tubo9

1 2 3 4 5 6 Blanco  Control PK
Stock de ADN (1500 ng/uL) (uL) 14 14 14 14 14 14 NI 14 14
EC, EE o curcumina (mg/ml) 5 10 25 50 100 200 100 NI 100
EC, EE o curcumina (mg/ml) 6 6 6 6 6 6 20 NI 3
Proteinasa K (uL) NI NI NI NI NI NI NI NI 3
Agua bidestilada estéril (uL) NI NI NI NI NI NI NI 6 3
Volumen total (uL) 20 20 20 20 20 20 20 20 23
Incubacion en baiio Maria a 37 °C 1 hora

PK: Enzima nucleasa proteinasa K; Blanco: extracto o curcumina, respectivamente, utilizado como blanco; Control: solo ADN gendémico humano, utilizado como control;

EC: Extracto crudo; EE: extracto etan6lico; NI: no incluido

tos a sus respectivas concentraciones; el siguiente pocillo
contenia el extracto a la concentracién de 100 mg/mL como
blanco; el siguiente pocillo solo contenfa ADN a concen-
tracion de 1500 ng/pL como control; y el ultimo pocillo se
sembro el producto del tratamiento con extracto de 100 mg/
mL mds la enzima proteinasa K. Se procedi6 con el corrido
electroforético a 30 voltios durante 180 minutos 19229,
Finalizado el corrido electroforético, se retird el gel de
agarosa, se sumergié durante 15 minutos en bromuro de
etidio al 1% contenido en una cubeta exclusiva, se enjuago
dos veces con agua corriente, se instal6 en un transilumina-
dor UV marca Ultra Lum y se registraron las fotografias con
una cdmara digital marca Canon 20X de 12,1 megapixeles
full HD para interpretar los resultados. Se realizaron cuatro
repeticiones de cada ensayo con cada uno de los diferentes
extractos de Curcuma longa L. y curcumina (%229,

Analisis de datos

Para analizar la actividad citotéxica in vitro, se agruparon y
presentaron los datos en tablas elaboradas en Excel, mien-
tras que el andlisis estadistico se realizo con el programa
SPSS version 21. La CI, | se determiné mediante el andlisis
de regresion lineal a un nivel de confianza del 95%. Los re-
sultados se expresan como la media y desviacién estandar
de los valores de la CI obtenidos por triplicado. Se realiz6
la prueba ANOVA segun cada tipo de muestra, comparan-
do las respectivas medias en los grupos de lineas celulares y
considerando un nivel de confianza del 95%.

Para estudiar el efecto genotoxico, se asignaron valo-
res numeéricos a los diferentes grados de fragmentacién del
ADN, tomando en cuenta la intensidad del color de la banda
del carril correspondiente, mostrados en los registros foto-
graficos. Para evaluar la genotoxicidad a razén del grado de

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.373.4817

fragmentacién del ADN se utilizé la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis, porque los datos no presentan distribu-
cién normal. Esta prueba nos permite determinar si al me-
nos un tratamiento difiere significativamente en su efecto
con respecto al resto de los tratamientos.

RESULTADOS

Los porcentajes de crecimiento de la linea celular DU-145
fueron del 56,7% al 93,6% para el EC y del 11% al 104,9%
para el EE; para la linea celular HT-29 variaron del 12,1% al
96,2% para el ECy del -0,2% al 79% para el EE; y paralalinea
celular control 3T3 el rango fue del 34,8% al 100% para el EC
ydel-1,1% al 92,2% para el EE. Respecto del control positivo
con 5-FU, el menor porcentaje de crecimiento (18,5%) fue
para la linea celular 3T3, mientras que el mayor porcentaje
de crecimiento (114,4%) fue para la linea celular DU-145,
mostrados en la Tabla 2.

En la Tabla 3, se muestran los valores de la CI, de los EC
y EE de Curcuma longa L., asi como del control 5-FU en las
lineas celulares tumorales estudiadas. El comportamiento de
los extractos evidenci6 capacidad citotoxica diferenciada, en
todas las lineas celulares tumorales.

El EE de la Curcuma longa L. mostré un menor porcen-
taje de crecimiento celular en las lineas celulares DU-145,
HT-29 y 3T3 (Figura 1A, 1B y 1C) en comparacién al EC.

Los registros fotograficos de la Figura 2 revelan los resul-
tados de la genotoxicidad in vitro de los EC y EE del rizoma de
Curcuma longa L. y curcumina frente al ADN gendmico hu-
mano. El EC a una concentracién de 25 mg/mL ha fragmen-
tado entre el 5% y el 20% del ADN; a 50 mg/mL y 100 mg/mL
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Tabla 2. Concentracién inhibitoria 50 de extracto crudo y etanélico del rizoma de Curcuma longa L., curcumina y 5-fluorouracilo con efecto citotoxico

seguin lineas celulares tumorales DU-145 y HT-29 y 3T3

Concentracion inhibitoria 50 con efecto citotoxico (ug/mL)

Sustancia citotoxica

Célula tumoral humana Célula tumoral huma- Célula normal de
DU-145° na HT-29* ratén 313 Valordep®
Extracto crudo de Curcuma longa L. 36,77 £ 9,12 12,98 + 0,20 64,85 + 6,03 0,004
Extracto etandlico de Curcuma longa L. 20,54 + 2,58 13,24 + 0,76 14,39 + 1,10 0,000
Curcumina 13,94 £2,78 3,96 + 0,60 7,65 £ 0,68 0,001
5- fluorouracilo 1,72 1,27 0,59 NR

* Media y desviacién estandar; ® Prueba de Anova

NR: no realizado

la fragmentacion fue del 40% al 95% del ADN, mientras que
a una concentracién de 200 mg/mL la fragmentacién ha sido

mayor al 95%. El EE no ha fragmentado el ADN con ninguna
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Figura 1. Curvas de porcentajes de crecimiento de las lineas celulares
(A) DU-145, (B) HT-29 y (C) 3T3 a diferentes concentraciones del ex-
tracto de Curcuma longa L., curcumina y 5- fluorouracilo
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de las concentraciones probadas de 5 mg/mL hasta 200 mg/mL,
lo cual muestra que no tiene efecto genotdxico. En tanto, a una
concentracion de 200 mg/mL, la curcumina ha fragmentado
del 5% al 20% del ADN genémico humano.

A una concentracién de 100 mg/mL més la enzima pro-
teinasa K, el EC ha fragmentado del 40% al 95% del ADN
genomico humano; a 100 mg/mL mas proteinasa K, el EE
no ha fragmentado el ADN; igualmente, a 100 mg/mL mas
la enzima proteinasa K, la curcumina no ha fragmentado el
ADN gendmico humano.

DISCUSION

Los resultados encontrados demuestran que el extracto cru-
do y etandlico del rizoma de Curcuma longa L. tienen efecto
citotoxico y potencial actividad antitumoral contra las célu-
las HT-29 y DU-145, al revelar una disminucion en la super-
vivencia celular al incrementarse las concentraciones de los
extractos de Curcuma longa L. y curcumina. Utilizamos tres
puntos correspondientes a las concentraciones mds cercanas
ala CI, parala construccion de una recta @),

La actividad citotdxica de los extractos y de la curcumi-
na es diferenciada entre las células tratadas. Sin embargo, la
mejor actividad fue exhibida por el extracto etandlico que
presenté una CI,| mds baja. Los EC y EE con curcumina
inhibieron el crecimiento de las células HT-29 con mayor
eficacia que en la linea celular DU-145.

Utilizando células murinas de colén 26, HT-29 humanas
y HCT 116 de cancer colorrectal (CCR), Kuete et al. ®® de-
mostraron la actividad citotéxica in vitro del EC (18,8% g/g)
en todas las pruebas, particularmente en la CI_ de 15 pg/mL
para el CCR después de la incubacion entre 48 y 72 horas,
mientras que la CI, parala curcumina fue de 5 pg/mlL. Estos
resultados son similares a nuestro estudio y resultan alenta-
dores por su efecto citotdxico frente a HT-29.

Yue et al. @” realizaron un estudio in vitro sobre la ac-
tividad citotéxica de los componentes aislados a/f-turme-
rona, Ar-turmerona, curcumina y el extracto etandlico de
Curcuma longa L, que inhibi6 el crecimiento de las células
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M: Marcador de tamafo molecular de 100 pb; N.° 1: con 5 mg/mL; N.° 2: con 10 mg/mL; N.° 3: con 25 mg/mL; N.° 4: con 50 mg/mL; N.° 5: con 100 mg/mL; N.° 6: con 200
mg/mL; N.° 7: con 100 mg/mL de extracto (blanco); N.° 8: con 100% de ADN gendémico (control); N.° 9: con 100 mg/mL de extracto + proteinasa K

Figura 2. Registro fotografico del ensayo genotoéxico in vitro del extracto crudo (A), etanélico (B) del rizoma de Curcuma longa L. y de curcumina
(C) a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100 y 200 mg/mL frente a ADN genémico humano a 1500 ng/pL, incubado a 37 °C durante una hora. En la
figura A el N.° 4 y N.° 5 corresponden a concentraciones de 50 y 100 mg/mL, respectivamente y muestran la fragmentacion de ADN entre 40% a 95%,
mientras que en el N.° 6, que corresponde a 200 mg/mL muestra la fragmentacion de ADN > a 95%, todos ellos comparados con el N.° 8, que es la
banda de ADN que no recibi6 ningtin tratamiento y sirve como control. En la figura C el N.° 6, que corresponde a 200 mg/mL muestra la fragmenta-

cion de ADN < 5% comparado con el N.° 8

de cancer de colon en una dosis dependiente del tiempo. La
mayor actividad del Cl_; fue con el extracto etandlico con
11,67 pg/mL en la linea celular HT-29, resultado muy cer-
cano al nuestro. Estos hallazgos proporcionarian evidencia
cientifica sobre el uso de la circuma como terapia adyuvante
para el cancer colorrectal.

Cao et al. ®® han reportado que la curcumina inhibe el
crecimiento de las células HT-29 (carcinoma de colon) con
un CIL, de 40,7 + 0,5 mM en cultivos in vitro durante 24
horas. Esta actividad citotdxica parece estar mediada por la
induccién de apoptosis en estas células; nuestros resultados
corroboran esta actividad antiproliferativa que nos muestra
su potencial terapéutico.

Hong et al. ® exponen que la curcumina inhibe la prolifera-
cion celular de la linea celular DU-145 (cancer prostatico) segiin
la dosis, inicidndose con 10 g hasta 30 g donde se obtiene un Cl, ,

sin mostrar mayor efecto a partir de los 50 g. Nuestros resultados
se comportaron de forma similar, lo que nos indica un efecto an-
tiproliferativo y antimetastésico en el tejido prostatico.

Calaf et al. ®” sefialan la capacidad de la curcumina para
inducir la apoptosis en células tumorales a través de varios
métodos, como ensayos de actividad de caspasa-3/7, anexina
V, poli (ADPribosa) activacién de polimerasa-1 y expresion
proteica de caspasa-3, factor nuclear (NF) - factor de trans-
cripcion k B y proliferante antigeno nuclear celular; o para
potenciar la induccién de la apoptosis por firmacos quimio-
terapéuticos clasicos, como placlitaxel en lineas celulares
MCF7 y MDAMB231, apoyando su potencial en terapias an-
ticancerigenas. Estos resultados cuantitativos y explicativos
de los mecanismos moleculares podrian ser inferidos de los
resultados de nuestra investigacion.

Marca et al. @, que han utilizado el mismo método
del presente trabajo, evaluaron la genotoxicidad in vitro

Tabla 3. Valores numéricos de los ensayos de genotoxicidad in vitro de extracto crudo y etanélico del rizoma de Curcuma longa L. y

de curcumina a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100 y 200 mg/mL, frente a ADN gendémico humano

Extracto crudo de rizoma de
Curcuma longa L. (mg/mL)

Extracto etanolico de rizoma de
Curcuma longa L. (mg/mL)

Curcumina (mg/mL)

5 10 25 50 100 200 5 10 25 50 100 200 5 10 25 50 100 200
0 0 1 3 3 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
0 0 1 3 3 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
0 0 1 3 3 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
0 0 1 3 3 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

0: Fragmentacion de ADN < 5%; 1: Fragmentaciéon de ADN de 5 a 20%; 2: Fragmentacion de ADN de 20 a 40%; 3: Fragmentacion de ADN de 40 a 95%; 4: Fragmentacién

de ADN > 95%

Fuente: Colins et al. @V

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.373.4817

| 459



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2020;37(3)454-61.

Citotoxicidad y genotoxicidad de Curcuma longa L.

A B C
41 H=23,0 p=0,000 - 0,50 No hubo efecto genotoxico 101 H=23,00, p=0,000 -
3 - . g 025 g
.g g 'é
g £ s 0,6
< ] S 04
=} o i=}
R . ® 025 k:
S G G 0.2
oLz b -0,50 0,01 * - - - .

5 10 25 50 100 200

Concentracién en mg /mL

5 10 25 50 100 200
Concentracién en mg /mL

5 10 25 50 100 200
Concentracién en mg /mL

Figura 3. Prueba de Kruskal Wallis para determinar el grado de genotoxicidad in vitro del extracto crudo (A), etandlico (B) del rizoma de Curcuma
longa L. y de curcumina (C) a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100 y 200 mg/mL, frente a ADN gendémico humano a 1500 ng/uL, incubado a 37 °C

durante una hora

del extracto etandlico y de Allium sativum L. (ajo) a
concentraciones de 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL,
no encontraron efecto genotdxico frente al ADN genomico de
Staphylococcus sp., mientras que, con el zumo del bulbo del
ajo, a concentraciones de 5, 10, 50 y 100%, si presentaron un
potente efecto genotoxico, fragmentando el 100% del ADN
genémico del Staphylococcus sp. Concluyeron que el zumo
del bulbo de Allium sativum L. presenta una potente actividad
genotoxica frente al ADN gendémico del Staphylococcus sp.
En este sentido, la curcuma también ha presentado actividad
genotoxica solo con el EC, a partir de una concentraciéon de
25 mg/mL, pero no present6 actividad genotoxica con el EE,
quizas debido a que los metabolitos secundarios presentes en
el EC responsables de la actividad genotdxica no se encuentran
en el EE, por no haber sido acarreados por el solvente o porque
pudieron cambiar minimamente su estructura quimica y
perder su actividad. En tanto, la curcumina, compuesto
quimicamente puro, principal metabolito secundario de la
clrcuma, si presenté una moderada actividad genotoxica,
pero a una alta concentracién de 200 mg/mL.

Estudios realizados en plantas medicinales de otras
familias refieren que el efecto genotoxico se atribuye a la
presencia de metabolitos secundarios principalmente com-
puestos fenolicos, taninos y alcaloides. Asimismo, los meta-
bolitos presentan efecto sinérgico, mostrando actividad ale-
lopatica, causando dafios a la célula y en particular al ADN,
conduciendo a la muerte celular ®”. Sin embargo, las enzi-
mas nucleasas de la Curcuma longa L. tienen la propiedad
de fragmentar el ADN vy estas podrian estar presentes en los
extractos, ejerciendo tal funcién. Por tal motivo, para rati-
ficar que la fragmentacion del ADN es por la accion de los
metabolitos secundarios, en el método Tomasevich usado se
preparé un tubo con 100 mg/mL del extracto mas la enzima
proteinasa K y el ADN, y se lo incubé a 37 °C. Si luego de
la electroforesis se observa que el ADN ha sido fragmenta-
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do, entonces es por la accién de los metabolitos secunda-
rios y no por las enzimas nucleasas, ya que estas enzimas de
constitucion proteica estarian degradadas por la accién de la
enzima proteinasa K durante el periodo de incubacién. En
nuestro estudio, los dos tratamientos del extracto crudo de
rizoma de Curcuma longa L. a 100 mg/mL sin proteinasa K
y con proteinasa K revelan similar comportamiento, por lo
que la fragmentacién de ADN se debe al efecto de los meta-
bolitos secundarios presentes en el extracto.

Se deben mencionar las limitaciones referentes al finan-
ciamiento econdmico para conseguir las lineas celulares
DU-145, HT-29, 3T3 BALB/c, estas finalmente fueron pro-
porcionadas por profesionales e instituciones que colabo-
raron en la investigacion; si bien tuvieron que optimizarse
materiales y reactivos, los resultados no se perjudicaron.

En conclusidn, los extractos crudo y etandlico de Curcuma
longa L. demuestran efecto citotdxico in vitro diferencial para
la linea celular tumoral humana DU-145 y HT-29 semejante
al compuesto estandar curcumina. El EC de Curcuma longa L.
presenta un efecto genotdxico segun su concentracion, mientras
que el EE no lo presenta. Estos resultados le permitiran a la
comunidad cientifica realizar estudios para elaborar un
fitomedicamento que garantice su uso terapéutico.
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