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RESUMEN

La curcumina es una molécula de polifenol natural derivado de la planta Curcuma longa que exhibe propiedades
anticancerigenas, antifngicas, antivirales, antioxidativas, antiinflamatorias y antiploriferativas. La curcumina
presenta una amplia disponibilidad en el mundo, es segura, de bajo costo y presenta funciones de combate en
multiples tipos de cancer que justifican su desarrollo como un medicamento para el tratamiento del cancer. Sin
embargo, diversos estudios basicos y clinicos han dilucidado su limitada eficacia, debido a su baja solubilidad, alta
tasa de metabolismo y baja biodisponibilidad. Con el fin de dirigir la curcumina mas selectivamente a las
formaciones tumorales y de saltar todas las desventajas antes mencionadas, es que se estudiaron diversas
estrategias liposomales como “nanocarriers” para la encapsulacion de curcumina. Por lo que para potenciar la
acciony el “delivery” de curcumina como antineoplasico, se desarrollé un nanosistema de curcumina liposomal. Se
evaluo el efecto antitumoral in vitro de la curcumina y de la curcumina liposomal en células 4T1 de tumor mamario
murino y se realizaron estudios ex vivo en un modelo murino de tumor mamario inducido con células 4T1. Los
resultados obtenidos han sido muy alentadores, hemos logrado la encapsulaciéon de la curcumina, con una
eficiencia de encapsulacion del 31%. Se obtuvieron formulaciones liposomales estables, las cuales se pudieron
caracterizar, demostrandose que presentaban un tamafio nanométrico (240 nm). Tanto la curcumina como el
nanosistema desarrollado, a las concentraciones estudiadas, mostraron ser citotoxicos en células de cancer de
mama murino 4T1. Por lo que el nanosistema desarrollado tiene potencial para el desarrollo de formulaciones
liposomales en aplicaciones de “targeting” tumoral para imagenologia y tratamiento oncolégico.
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INTRODUCCION

Los liposomas fueron descritos por primera vez a
mediados de los 60s por Bangham , el cual describi6 que
ante el exceso de agua, fosfolipidos y otros lipidos
anfifilicos polares presentan la capacidad de formar
bicapas concéntricas cerradas, logrando el atrapamiento
de agua y solutos disueltos (por ejemplo: farmacos o
drogas) en el proceso de formacién del sistema.
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Poco después de su descubrimiento, los liposomas
fueron propuestos por Gregoriadis como portadores de
farmacos pH sensibles , lo cual sent6 las bases para una
larga investigacioén que todavia se encuentra en curso,
para desarrollar liposomas como ideales portadores de
farmacos (6,7,8,10).
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Dentro de sus principales caracteristicas, estas nano-
particulas son en gran parte esféricas y pueden exhibir
una o multiples bicapas lipidicas concéntricas, logrando
varias vesiculas mas pequefias dentro de la membrana
mas externa (esquema1).

Droga lipofilica

Vesicula

Vesicula Unilamelar =" —=_  nuitilamelar

- . Bicapa fosfolipidica
Superficie modificada

con proteinas/polimeros Dlroga Soluble

Esquema 1. Representacion esquematica de la
estructura de un liposoma. La estructura basica de
bicapa lipidica forma una barrera de permeabilidad que
separa uno o mas compartimentos acuosos concéntricos
de la fase acuosa exterior. Las drogas pueden ser
atrapadas en los compartimentos acuosos o dentro de
las bicapas. Las propiedades de superficie pueden ser
modificadas por la unién covalente o hidrofébica de los
grupos cargados o poliméricos en la superficie de la
bicapa.

MATERIALES Y METODOS
PREPARACION DE LIPOSOMAS

Los liposomas fueron sintetizados por el método de Hand
Shaken utilizando formulaciones con relacion colesterol:
fosfatidilcolina (4,9). Para la formacion del film se utilizd
una solucion cloroformo: metanol (2:1 v/v), esta mezcla
se evapor6 a vacio a 60°C y 120 rpm y se hidrata con
agua para la formacion de las vesiculas multilamelares
de gran tamafio (MLVs). Estas vesiculas se extrajeron
con filtros de 400nm y después con filtros de 100nm para
formar vesiculas unilamelares de tamafio pequefo
(SUVs).

Cada una de las formulaciones se caracterizaron por
coulter (equipo que mide tamafio de particula por
difraccion de luz), disponible en el laboratorio.
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Curvade calibraciéon

Para la construccién de la curva de calibracion se partio
de un estandar de curcumina (SIGMA) y se prepararon 5
concentraciones comprendidas en un rango de 0.0008 a
0.006 mg/mL. El rango de concentraciones elegido
coincide aproximadamente con la concentracion de
curcumina en los liposomas ensayados.

Cuantificacion de curcumina liposomal por
espectro-fotometria UV.

En un matraz aforado de 5mL se pesaron las muestras
liofilizadas que se prepararon en agua miliQ. El liofilizado
de los polimeros con curcumina se disolvié en agua miliQ
y enraso hasta el aforo. Se midi6é absorbancia a 423nm
contra un blanco de agua miliQ.

Concentraciones Calculadas: c"'=V*'c® V"™ (mg/mL)
CULTIVO DE CELULAS

La linea celular utilizada fue la linea de tumor mamario
murino, 4T1. Las células se cultivaron con RPMI
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y se
incubaron en estufa himeda a 37°C y 5% de CO2. Las
células se decolaron con Tripsina- EDTA y resus-
pendieron en medio de cultivo completo. Las células de
la suspension celular obtenida se contaron con camara
de Neubauer mediante el método de exclusion con azul
de tripan.

Método de Viabilidad Celular por MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide).

La citotoxicidad de la curcumina liposomal fue estudiada
en células 4T1 por el método de viabilidad celular por
MTT.

El MTT es un reactivo soluble que es reducido por la
actividad de la succinato deshidrogenasa mitocondrial a
formazan. El formazan es un precipitado purpura que se
mide por densidad 6ptica. Cuanto mayor es la densidad
optica del formazan, mayor es la viabilidad celular.

Se sembraron 5.000 células 4T1/pocillo en una placa de
96 pocillos. Al cabo de las 24 hs. se procedio a realizar
los tratamientos con distintas concentraciones de las
sustancias a ensayar por triplicado.
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A las 48 hs.se removi6 el medio de cultivo y se agregd
una solucion de medio de cultivo conteniendo MTT
(Concentracion final = 0,5 mg/mL) a cada pocillo e incubé
por 1 h en estufa de cultivo. La solucion fue removida y
los cristales de formazan se disolvieron con DMSO
(dimetilsulfoxido). Finalmente, la absorbancia de cada
pocillo fue medida a 570nm en un lector de placas. Se
determiné la absorbancia promedio de los triplicados de
cada concentracién evaluada y se calcul6 el porcentaje
de células viables empleando los pocillos controles como
100 %.

Estudio de captacion de curcumina liposomal por
MLC (microscopialaser confocal)

Para estudiar la captacion celular de las liposomas con
curcumina, primeramente las células 4T1 se decolaron
con Tripsina- EDTA termostatizada a 37°C y 5% de CO2.
Las células se resuspendieron en 10mL de RPMI con 5%
de SFBy 100 U/L penicilina/100 g/L estreptomicina, y se
pasaron a un tubo de centrifuga. Las células se
centrifugaron a 800 rpm por 5 minutos. El sobrenadante
se retiro y el pellet se disoci6 mecanicamente y se
resuspendio. Las células de la suspensiéon celular
obtenida se contaron con camara de Neubauer mediante
el método de exclusién con azul de tripan.

Se colocaron 5 x 103 células 4T1 cubreobjetos
dispuestos en placas de 6 pocillos. Los pocillos se
completaron con 2mL de medio de cultivo. Al cabo de las
24 h de incubacion en estufa a 37°C y 5% de CO2, las
células se trataron con preparacion lipidica con
curcumina concentracion final de curcumina de 10uM (a
excepcion de los pocillos control de cada linea celular), y
las células se incubaron por 48 hs. (aiguales condiciones
que el ensayo de MTT). Al término de este tiempo, las
células se lavaron 3 veces con PBS 1x y se fijaron 15
minutos a 4°C con paraformaldehido (PFA) al 3 %.

Posteriormente las células se lavaron 3 veces con PBS
1x e incubaron 10 minutos con 2 pug/mL de Hoechst
(Sigma-Aldrich Co.). Las células sobre los cubreobjetos
se montaron colocando una gota de medio de montaje
(ProLong Antifade Kit (P7481) de Molecular Probes-
Invitrogen) sobre los portaobjetos.

Las muestras se observaron al microscopio laser
confocal (MLC), por medio del empleo de los laseres 488
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para la observacion de las liposomas y 543nm para la
observacion del lysotraker (marcador lisosomal).

ESTUDIOS CON ANIMALES

Para el experimento se utilizaron ratones BALB/c de 7
semanas de edad, hembras, con un peso de 26.2+3.1
gramos los normales (n=3), mientras que los portadores
de tumor de mama inducido (n=3) presentaron un peso
de 26.0+1.9 gramos procedentes del URBE (Unidad de
Reactivos y Bio-modelos de Experimentacién). Se
formaron grupos de tres animales por jaula,
respetandose los parametros de superficie requeridos
por la especie. El laboratorio de experimentacion animal
(LEA), cuenta con instalaciones especializadas para
regular y estandarizar el macro y microambiente de
nuestros reactivos biologicos, la comida y el agua
suministrada ad libitum. Los animales fueron sometidos
a un periodo de adaptaciéon de 5 dias.

Los tumores de mama 4T1 se inocularon en la zona de
tejido mamario (fomando como referencia el pezon de la
region pre inguinal izquierda) de los ratones por
administracion subcutanea de 7,0 x 105 en 0.1mL de
buffer fosfato salino (PBS). Luego de diez dias de la
inoculacion, los tumores eran palpables y los ratones se
encontraban listos para comenzar los estudios de
fluorescencia.

Posteriormente, los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical. Tanto el tumor como los tejidos y
organos de interés fueron extirpados, y se procedi6 a la
colocacion en placas de Petri esterilizadas, para la
obtencion de laimagen de fluorescencia.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica Animal de
la Universidad de la Republica, Facultad de Ciencias,
UdelaR, respetando todas las reglas y con los medios a
garantizar un minimo de estrés de los animales lo que
garantiza su bienestar durante todo el experimento.

Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron como media = error
estandar. El analisis estadistico se realiz6 mediante la
prueba pareada t-student. Fue considerado significativo
unvalorde p<0,05.
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RESULTADOS
Caracterizacion fisicoquimica de curcumina liposomal.

El tamafio medio obtenido de la dispersion liposomal fue
de 249nm, el cual resultdé tener una distribucion de
tamafios monodispersa. El porcentaje de encapsulacion
de curcumina fue de 31%. La transicion de fase para
éstos ocurrié a una temperatura de 37.1 °C con una
entalpia de 301mJ/g como se muestraen la Figura 1.
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Figura 1. A) Distribucién de tamafios de la dispersion de curcumina
liposomal utilizando un analizador de particulas Coulter Counter
Multisizer. B) Calorimetria diferencial de barrido (DSC) representativo de
la formulacién de los liposomas con curcumina en escaneo calorimétrico.

Transicion de fase de los liposomas: A H: 301mJ/g; Td: 37.5°C.
Ensayode viabilidad celular por (MTT)

Se procedi6 a hacer el ensayo de viabilidad celular en las
células 4T1 de los nanosistemas liposomales con
curcumina a las concentraciones de 20, 30, 40, 50 y 60
MM de curcumina encapsulada. Se pudo observar que la
curcumina liposomal presentd cierta citotoxicidad para
las células 4T1 a las concentraciones y tiempo
ensayados (Figura 2). La citotoxicidad fue confirmada a
través de imagenes oOpticas de las células (Figura 3).
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Si bien
curcumina en estas células, dicho efecto fue inferior al de

hubo efecto antitumoral por parte de la

la curcumina libre. Esta baja actividad antitumoral por
parte de la curcumina liposomal, puede deberse a que
los liposomas no llegaron a la temperatura de transicion
de fase (al incubarse el sistema liposomal en las células
4T1). Esto posiblemente se corrija bajando la
temperatura de transiciéon de fase, consiguiéndolo a
través del aumento de la cantidad de colesterol presente
enlos nano-sistemas.

Por tal motivo seguimos trabajando en la optimizacion de
la nano-estructura liposomal con curcumina.
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Figura 2. % Viabilidad Celular a distintas concentraciones de curcumina
liposomal y curcumina libre. Las barras corresponden a la desviacion

estandar de los porcentajes de viabilidad celular obtenidos a partir de tres

experimentos independientes.

Figura 3. Microscopia Optica-A) Control de células (sin tratamiento), B)
células 4T1tratadas con curcumina liposomal a una concentracion de 10

UM de curcumina. Magnificacion: 10x.
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Andlisis de la captacién de curcuminaliposomal por
células 4T1 por microscopia laser confocal (MLC).

Una vez obtenidos y caracterizados los liposomas con
curcumina, se procedid a estudiar la posibilidad de
ingreso de los mismos en los cultivos de células 4T1. Se
procedioé a hacer la microscopia laser confocal a las 24
horas en donde se observé una acumulacion
preferencial de los mismos en una region citosoélica de la
célula (Figura 4). Por otra parte, en algunas células,
observamos una co-localizacién de la sefal de los
liposomas con curcumina (verde) con la sefial de
Lysotracker (rojo) (amarillo) (Figura 4).

Figura 4. Imagenes de microscopia laser confocal de células 4T1

incubadas con curcumina liposomal por 24 horas. A) Verde:
curcuminaliposomal, B) Rojo: Lysotracker. C) Amarillo: “Merge”

(colocalizacién). Magnificaciéon: 60x. Barra de escala: 50 um.

Imagenes de fluorescencia ex-vivo en animales BALB/c
portadores de tumor mamario 4T1

La imagen ex vivo en ratones BALB/c muestra una baja
sefial de fluorescencia por parte del tumor (el cual se
encuentra referenciado con un circulo), lo cual esta
indicando que la captaciéon de los nano-sistemas por
parte del mismo fue baja. Esto puede deberse a una baja
extravasacion de los liposomas a nivel de la vasculatura
tumoral (Figura 5). Se encontré sefial de fluorescencia en
intestino y estbmago. La sefial de fluorescencia en estos
6rganos puede deberse a la racion ingerida por los
animales (agregar imagen control para mostrarlo).
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Figura 5. Imagen ex vivo de ratén BALB/c con curcumina liposomal. En

donde se observa el tumor marcado con un circulo.
DISCUSION

Llevamos a cabo la encapsulacién de la curcumina, con
una eficiencia del 30,1 %. Se obtuvieron formulaciones
liposomales estables, fueron caracterizadas y mostraron
un tamafio nanométrico de 249nm. Estas nano-
estructuras presentaron una temperatura de transicion
de fase de 37,5°C, la cual es cercana a la temperatura
fisiologica. Por lo tanto puede existir una transicion que
permita una liberacion de la curcumina.

La curcumina liposomal a las concentraciones
estudiadas, present6é cierta actividad antitumoral en
células 4T1. Posiblemente la baja actividad antitumoral
de la curcumina liposomal sea debido a que no se llegé a
la temperatura de transicion de fase, al incubarse el
sistema liposomal en las células 4T1. Esto posiblemente
se corrija bajando la temperatura de transicion de fase a
través del aumento del colesterol en los nano-sistemas
(a nivel de la bicapa del liposoma). La citotoxicidad por
parte de la curcumina liposomal en estas células fue
confirmada a través de imagenes de microscopia 6ptica
(Figura 3). Asimismo se estudié la captaciéon de este
nano-sistema por las células 4T1, encontrandose que
fueron captados y co-localizaron con lisosomas a las 24
horas.

La imagen ex vivo en ratones BALB/c muestra una baja
sefial de fluorescencia por parte del tumor (Figura 5), lo
cual esta indicando que la captacion de los nano-
sistemas por parte del mismo fue baja. Esto puede
deberse a una baja extravasaciéon a nivel de la
vasculatura tumoral.
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Los resultados obtenidos son alentadores e impulsan
que se continle con la investigacion de estos liposomas
como agentes teragnoésticos de tumores soélidos
vascularizados.

Nos planteamos continuar este trabajo con la generacion
de liposomas con temperatura de transicion de fase
menor, asi como liposomas peguilados y glicoliposomas
(liposomas derivatizados con glucosa) de modo de
mejorar su especificidad por el tumor, que creemos
mejoraria la captacion a nivel tumoral in vitro e in vivo .

CONCLUSION

A partir de los resultados in vitro e in vivo obtenidos se
puede concluir que estos nano sistemas no resultaron
ser los mas adecuados para su uso para la entrega de
curcumina a tumores.

SUMMARY

Curcumin is a natural polyfenol molecule derived from the
Curcuma longa plant, showing anti-cancerigen, anti-
fungal, anti-viral, anti-oxidant, anti-inflammatory and anti-
proliferative properties . Curcumin exhibits a wide
availability around the world, it is safe, inexpensive, and
shows combat functions against multiple types of cancer,
justifying its development as a cancer treatment
medicine. Nevertheless, various Basic and clinical
studies have confirmed its restricted efficacy due to its
low solubility, high metabolic rate and low bioavailability.
In order to lead curcumin more selectively towards tumor
formations and skip all the already mentioned
disadvantages, we have studied various liposomal
strategies as “nanocarriers” so as to encapsulate
curcumin. Therefore, in order to promote curcumin action
and “delivery” as an anti-neoplasic agent, it has been
Developer a nanosystem of liposomal curcumin. It has
been assessed the anti-tumor in vitro effect of curcumin
and liposomal curcumin in 4T1 cells of a murin breast
tumor and ex vivo studies were performed in a murin
model of a breast tumor induced with 4T1 cells. Results
obtained have been encouraging; we have been able to
encapsulate curcumin, with an encapsulation efficacy of
31%. Steady liposomal formulations were obtained,
which could be characterized, showing that they had a
nanometric size (240 nm). Curcumin, as well as the
Developer nanosystem, with the studied concentrations,
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were citotoxic in murine 4T1 breast cancer cells.
Therefore, the Developer nanosystem has the potencial
to develop liposomal formulations in tumor “targeting”
applications forimaging and oncologic treatment.
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