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Resumen

A nivel mundial el cancer de préstata es el segundo tipo de cancer mas diagnosticado en la poblacién masculina, asi como
la quinta causa de muerte. Por ello, es necesario buscar alternativas para su prevencion y tratamiento. Objetivo: determi-
nar el efecto del rizoma pulverizado de la Curcuma longa sobre los linfocitos T en un modelo animal de cancer de prostata.
Metodologia: Es un estudio experimental, se utilizé 30 ratas Holtzman machos de 10 a 12 semanas de edad, con un
peso promedio de 200 a 250 g. La induccion del cancer de prostata se realizé mediante la administracion de testostero-
na, progesterona y N-nitroso-N-metilurea (NMU) a dosis de 100 mg/kg, 50 mg/kg y 50 mg/kg respectivamente. El rizoma
pulverizado de Curcuma longa se administré en solucién acuosa a dosis de 200, 400 y 600 mg/kg. La determinacién de
los linfocitos T CD4+ y CD8+ se analizo por citometria de flujo BD FACSCalibur usando el software FlowJo. Resultados:
La Curcuma longa a diferentes dosis mejoroé significativamente el porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ en los animales
que recibieron los tratamientos, aumentando entre 50 a 100% los subgrupos poblacionales. Asimismo, se presenté un me-
jor efecto sobre la inhibicion del crecimiento tumoral a la dosis de 600 mg/kg. Conclusion: se evidencié un aumento de los
linfocitos T por Curcuma longa a todas las dosis ensayadas, presentdndose mejores resultados a la dosis de 600 mg/kg.
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Abstract

Worldwide, prostate cancer is the second most diagnosed type of cancer in the male population, as well as the fifth leading
cause of death. Therefore, it is necessary to look for alternatives for its prevention and treatment. Objective: to determine
the effect of the pulverized rhizome of Curcuma longa on T lymphocytes in an animal model of prostate cancer. Method-
ology: It is an experimental study, 30 male rats Holtzman from 10 to 12 weeks of age were used, with an average weight
of 200 to 250 g. Prostate cancer induction was performed by administration of testosterone, progesterone, and N-nitro-
so-N-methylurea (NMU) at doses of 100 mg/kg, 50 mg/kg, and 50 mg/kg, respectively. The pulverized rhizome of Curcuma
longa was administered in aqueous solution at doses of 200, 400 and 600 mg/kg. Determination of CD4+ and CD8+ T
cells was analyzed by BD FACSCalibur flow cytometry using FlowJo software. Results: Curcuma longa at different doses
significantly improved the percentage of CD4+ and CD8+ T lymphocytes in the animals that received the treatments, in-
creasing the population subgroups by 50 to 100%. Likewise, a better effect on the inhibition of tumor growth was presented
at the dose of 600 mg/kg. Conclusion: an increase in T lymphocytes by Curcuma longa was evidenced at all the doses
tested, presenting better results at the dose of 600 mg/kg.
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INTRODUCCION

El sistema inmunitario interviene en los efectos supre-
sores de tumores tanto en humanos como en animales.
Los pacientes inmunosuprimidos trasplantados y las
personas con inmunodeficiencias tienen una incidencia
significativamente mayor de desarrollar tumores. Es asi
que el crecimiento tumoral estd controlado principal-

mente por los linfocitos T CD4+ y CD8+'.

Las células T se desarrollan en el timo a partir de un pro-
genitor linfoide comun y se definen por la expresién de
un receptor de células T. Este receptor es responsable de
reconocer los antigenos presentados por la familia de ge-
nes del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
o antigeno leucocitario humano. Los linfocitos T se di-
viden cldsicamente en linfocitos citotéxicos (CD8+) y
linfocitos T colaboradores (CD4+), los cuales reconocen
los péptidos presentados por el CMH tipo I y CMH
tipo II, respectivamente’.

Los linfocitos T CD4+ son células polifuncionales muy
versétiles, constituyen el segundo brazo de la inmuni-
dad de linfocitos T adaptativos junto con su linaje her-
mano de linfocitos T citotéxicos CD8+. Los linfocitos
T CD4+ median principalmente la inmunidad antitu-
moral al ayudar a los linfocitos CD8+. Asimismo, es-
tas respuestas se dan también a través de la secrecién
de citoquinas efectoras como el interferén-y (IFNy) y
el factor de necrosis tumoral-o (TNFa) y, en contextos
especificos, a través de la citotoxicidad directa contra las
células tumorales® 4.

El cédncer es la segunda enfermedad que amenaza la vida
y uno de los principales problemas de salud publica a
nivel mundial. El cdncer de préstata es un problema de
salud publica con aproximadamente 1,3 millones de
nuevos casos diagnosticados cada afio en todo el mun-
do. Actualmente alrededor de 10 millones de hombres
presentan diagnéstico de cdncer de préstata, y aproxi-
madamente 700000 de estos tienen enfermedad metas-
tésica. El cdncer de préstata causa mds de 400000 muer-
tes al afo, y se espera que esta mortalidad se duplique
para el 2040°.

Las plantas medicinales tienen una larga historia de uso
en el tratamiento del cdncer y son una buena fuente de
posibles compuestos quimioterapéuticos. Por lo que,
las investigaciones se estin enfocando en la bisqueda
de nuevos compuestos citotéxicos de especies vegeta-
les que posean actividad antiproliferativa. Por ejemplo,
vincristina, vinblastina, derivados de la camptotecina,
topotecdn y elipticina son anticancerigenos derivados
de plantas medicinales utilizados en el tratamiento de

diferentes tipos de cdncer®.

El rizoma de la Curcuma longa se ha utilizado en la me-
dicina tradicional para tratar diversas enfermedades,
entre ellas el cdncer. Este rizoma ha sido ampliamente
estudiado durante las tltimas décadas por sus efectos
antiinflamatorios, antioxidantes, anticancerigenos y an-
tiandrogénicos’. Su principal principio activo, la curcu-
mina ha mostrado efectos contra el cdncer de préstata,
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mama, colon, pdncreas y de cabeza y cuello, tanto in
vitro como in vivo®.

Por lo expuesto, el presente estudio farmacoldgico tuvo
como objetivo determinar el efecto del rizoma pulveri-
zado de la Curcuma longa sobre los linfocitos T en ratas
inducidas a cdncer de préstata.

MATERIAL Y METODOS

Es un estudio experimental realizado en la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos.
Material biolégico

Animales de estudio: se utilizaron 30 ratas Holtzman
machos de 10 a 12 semanas de edad, con un peso pro-
medio de 200 a 250 g. Las ratas fueron mantenidas en
jaulas a 25 °C y 70% de humedad. Estas condiciones
fueron controladas con un ciclo de luz/oscuridad de 12
horas, recibiendo acceso libre al agua y alimento.

El rizoma pulverizado de Curcuma longa fue proporcio-
nado por la empresa Amazon Andes Healthy Sustaina-
ble Fair.

Evaluacién de la induccién del cincer de préstata en
ratas albinas

Los animales de experimentacién se distribuyeron al
azar en 5 grupos con diferentes tratamientos como se
describe a continuacién: grupo 1: agua destilada a 2
mL/kg; grupo 2: testosterona a 100 mg/kg + proges-
terona a 50 mg/kg + NMU a 50 mg/kg; y grupos 3, 4
y 5 rizoma pulverizado a dosis de 200 (grupo 3), 400
(grupo 4) y 600 mg/kg (grupo 5) + testosterona a 100
mg/kg + progesterona a 50 mg/kg + NMU a 50 mg/kg.
La induccién del cdncer de préstata se realizé adminis-
trando progesterona a 50 mg/kg por via intramuscular
por 18 dias consecutivos, testosterona a 100 mg/kg por
via intramuscular por tres dias consecutivos, y solucién
de NMU a 50 mg/kg por via intraperitoneal al inicio y
a la mitad del experimento (tercer mes) a los grupos 2,
3,4y 5. Seguidamente se administré la solucién acuosa
del rizoma pulverizado de Curcuma longa’ a los grupos
3, 4y 5. Al final del ensayo, las ratas se eutanizaron con
pentobarbital a 100 mg/kg, por via intraperitoneal. Los
érganos fueron conservados en formol al 10% para lue-
go realizar el examen anatomopatolégico de la préstata
y determinar la presencia de cambios en relacién a los
grupos control'® ',

Determinacién de Linfocitos T CD4+ y CD8+ en ra-
tas por citometria de flujo

Se colectaron muestras de sangre en tubos con hepa-
rina, se incubaron con anticuerpos monoclonales an-
ti-rata CD4-Ficoeritrina (PE) -Cy7 (0,7 pl/muestra) y
CD8a-Fluoresceinisotiocianato (FITC) anti-rata (0,3
pl/muestra) durante 20 minutos a temperatura am-
biente en oscuridad. Luego de este tiempo, las muestras
fueron mezcladas con 500 pL de solucién BD FACS de
lisado concentrado. Las mezclas se incubaron duran-
te 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad,
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se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) y se centrifugaron. Posteriormente, los sobrena-
dantes recuperados se diluyeron con 200 pL de PBS y
se analizaron por citometria de flujo BD FACSCalibur.
Los datos se analizaron usando el software Flow]Jo '* 13,

Consideraciones éticas

El presente trabajo estuvo basado en las 3R’s: refina-
miento, reduccién y reemplazo. Se respetaron los prin-
cipios éticos internacionales para la investigacién con
animales de laboratorio, siguiendo los lineamientos de
la Gufa de Etica para animales de experimentacién'4, las
Recomendaciones para el Cuidado y Uso de Animales
(ILAR, 2000) y la Ley de Proteccién de Animales (Ley
N° 27265)" 16,

Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos se mostraron como medias +
desviacidn estdndar. Las diferencias entre las medias se
analizaron mediante el andlisis de varianza, la prueba t
de student y la prueba de comparaciones multiples de
Dunnett con un nivel de confianza del 95 % (p<0,05)",
se utilizd el programa estadistico SPSS v.24 (Statistical
Package for the Social Sciences.

RESULTADOS

En el presente estudio, el rizoma pulverizado de Cur-
cuma longa presenté efecto sobre los niveles de los lin-
focitos CD4+ y CD8+ en las ratas inducidas a cdncer

de préstata. En la Tabla 1 se observa que los animales
tratados con el rizoma pulverizado de Curcuma longa
a diferentes dosis aumentaron la expresiéon de CD4+
(células Th o colaboradores) y CD8+ (células T citots-
xicos) en comparacién con el grupo control. Ademds,
hubo una mejora significativa dependiente de la dosis
en la subpoblacién de células T comparado con el grupo
control positivo. La mdxima respuesta de expresiéon de
CD4+ se mostr6 a una dosis de 600 mg/kg, Mientras
que la expresién del CD8+, se observé a las dosis de 400
y 600 mg/kg.

Los valores son expresados como media + desviacién
estandar. (*) Existe diferencia significativa con las me-
dias de los tratamientos (p<0,05). El valor porcentual
es obtenido del nimero de linfocitos T totales, CD4+
y CD8+ sobre el total de leucocitos. La comparacién de
las medias se analizé mediante el andlisis de varianza, la
prueba t de student y la prueba de Dunnett con un nivel
de confianza del 95 % (p<0,05).

En la Figura 1, se muestra la comparacién de los valores
de los linfocitos T totales y de los subgrupos poblacio-
nales CD4+ y CD8+, observando mejores niveles en los
grupos que recibieron los tratamientos del polvo pulve-
rizado de Curcuma longa.

Figura 2. Resultados de anatomia patolégica: (a) con-
trol negativo: préstata normal; (b) y (c) control positivo:
adenocarcinoma de préstata (flecha); (d) y (e) curcumaa

Tabla 1. Resultado del niumero de linfocitos CD4 y CD8 en las ratas inducidas a cancer de préstata.

. . Linfocitos T  Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos Relacion
Tratamiento Leucocitos (N°) T (%) CD4+ (N°)  CD4+(%)  CD8+(N°) CD8+(%) CDA4/CD8
dC:S”t‘"rng)ega“"o (Agua 10372,5+1,87 1652,5+1,87 1598+0,03 117583 +1,64 11,31+0,02 4543+314 430+0,12 2,680,147
Control positivo 8946,5+1,87* 366,5+ 1,87 4,09+005* 286,5+1,09* 3,19+0,02* 725+0,24* 0,84 +0,02* 3,95+0,01*
Curcuma longa 200 mg/kg 120115+ 1,87 623,5+243 518+0,02 5314219 457+013 799+0,69 069+0,02 6,660,002
Curcuma longa 400 mg/kg 7356,3+ 1,63 641,5+274 866+0,01 4265187 575+0,02 2045+187 278+0,02 2054%0,02
Curcuma longa 600 mg/kg 10874,7 £2,16 745+ 3,74 6,82+0,01 553228 508+0,02 172141 1,57 +0,02 3,26 + 0,01
1800 Namero de linfocitos CD4+ y CD8+
1600
1400
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@ 1000
< 800
(]
= 600
=
g 400
2 200 I
o
=W 0 - | . .
Curcuma Curcuma Curcuma
Control Control
nesativo ositivo longa 200  longa 400  longa 600
& p mg/kg mg/kg mg/kg
m Linfocitos T totales 1652.5 366.5 623.5 641.5 745
Linfocitos T CD4+ 1175.83 286.5 531 426.5 553
m Linfocitos T CD8+ 4543 72.5 79.9 204.5 172
Figura 1. Numero de linfocitos CD4+ y CD8+ con los diferentes tratamientos.
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Figura 2. Resultados de anatomia patoldgica: (a) control negativo: préstata normal; (b) y (c) control positivo: adenocarcinoma de
prostata (flecha); (d) y (e) curcuma a dosis de 200 y 400 mg/kg (flechas) en donde se observa adenocarcinoma de prostata y (f)
Curcuma longa a dosis de 600 mg/kg donde se observa hiperplasia de préstata (flecha).

dosis de 200 y 400 mg/kg (flechas) en donde se observa
adenocarcinoma de préstata y (f) Curcuma longa a dosis

de 600 mg/kg donde se observa hiperplasia de préstata
(flecha).

En la Figura 2, se observa la presencia de adenocarci-
noma de préstata en el grupo control positivo, grupo a
dosis de 200 y 400 mg/kg. A la dosis de 600 mg/kg se

observé hiperplasia benigna de prostata.

DISCUSION

El cdncer es como una de las principales causas de muer-
te y una barrera importante para el aumento de la es-
peranza de vida en todos los paises del mundo. En el
2019, segin datos de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMY), el cancer fue la primera y segunda causa
de muerte antes de los 70 anos en 112 de 183 paises
y ocupd el tercer o cuarto lugar en otros 23 paises'®.
En general, la carga de la incidencia y mortalidad por
céncer estd creciendo rdpidamente en todo el mundo.
Esto refleja tanto el envejecimiento y crecimiento de la
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poblacién como los cambios en la prevalencia y distri-
bucién de los principales factores de riesgo de cdncer,
varios de los cuales estdn asociados con el desarrollo so-
cioeconémico®.

El cdncer de préstata es el segundo tipo de cdncer mds
diagnosticado y la quinta causa de muerte en la pobla-
cién masculina mundial. La epidemiologia de la enfer-
medad varfa entre los diferentes paises, siendo comtn
en hombres europeos, australianos, norteamericanos
y afroamericanos. Mientras que, en Asia, el cdncer de
préstata tiene una prevalencia mds baja. Los factores de
riesgo incluyen antecedentes familiares, obesidad, edad
avanzada y origen étnico®.

La carcuma (Curcuma longa L.) es una especie alimenta-
ria y un agente colorante utilizado en la medicina china e
hindt durante varios siglos para tratar una amplia gama
de enfermedades. Su color amarillo-naranja caracteristi-
co se debe a los curcuminoides, que son compuestos que
se han relacionado con sus efectos farmacoldgicos. Estos
efectos estdn relacionados con la mediacién de vias de

CIENCIA E INVESTIGACION 2022; 25(2)
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senalizacién celular, expresion de genes que codifican ci-
toquinas inflamatorias, factores de crecimiento, enzimas
y proteinas del ciclo celular y con la interaccién directa
con multiples dianas moleculares®.

La Curcuma longa contiene una cantidad significati-
va de curcumina que presenta efectos en varios meca-
nismos de accién bioquimicos como son la apoptosis,
regulacion de las sefales de supervivencia, receptores
enzimdticos, factores de crecimiento y factores de trans-
cripcién®. También se ha reportado que la curcumina
elimina las especies reactivas de oxigeno, promoviendo
acciones proapoptéticas, antiinflamatorias y reducciéon
de la senal de supervivencia como combinacién de di-
ferentes modos de accién de un agente anticanceroso®.

La circuma mejoré significativamente el porcentaje de
linfocitos T CD4+ y CD8+ en los animales que recibie-
ron los tratamientos a diferentes dosis. Se observé que
la diferenciacién de las células T en sus subtipos pobla-
cionales CD4+ y CD8+ aumenté entre 50 y 100 % con
las dosis de 400 y 600 mg/kg. Estos resultados, explican
su posible papel en la activacién inmunitaria mediada
por células.

En la Figura 1, al comparar los valores absolutos de los
niveles de linfocitos T totales y de los subgrupos pobla-
cionales CD4+ y CD8+, se observé que los resultados
son mayores en los grupos que recibieron el tratamien-
to. En la Figura 2 se muestran los resultados obtenidos
sobre la induccién del cdncer de préstata, en el grupo
control positivo, asi como en los grupos que recibieron
la curcuma a dosis de 200, 400 y 600 mg/kg. En todos
los casos se indujo a adenocarcinoma de préstata. Sin
embargo, después del tratamiento a la dosis de 600 mg/
kg, el estudio histolégico mostré hiperplasia de préstata.
En base a estos resultados, se puede inferir que a dosis
superiores, el rizoma pulverizado de Curcuma longa po-
dria presentar mejores efectos.

La curcumina tiene la actividad potencial de controlar
el cdncer de préstata a través de la modulacién de mul-
tiples vias de senalizacién celular. La curcumina induce
la apoptosis en las lineas celulares de cincer de préstata
humano independiente de andrégenos (DU145) y de-
pendiente de andrégenos (LNCaP) a través de la activa-
cién de procaspasa-3 y procaspasa-8 y la regulacién a la
baja de los genes Bcl2 y Bcl-xL*. En diversos estudios
publicados también concluyeron que la curcumina po-
dria inhibir el crecimiento de PC-3, disminuir el volu-
men del tumor, reducir el peso del tumor e inducir la
apoptosis celular®*2¢.

El inicio del cdncer de préstata a partir de una préstata
no maligna es un proceso relativamente largo que lle-
va varios afios y, a menudo, estd relacionado con una
dieta rica en grasas, inflamacién y estrés oxidativo. El
bloqueo de la carcinogénesis prostédtica en etapas real-
mente tempranas mediante el uso de moléculas qui-
miopreventivas que se encuentran principalmente en
nuestra dieta (frutas, verduras, especias, semillas) pare-
ce tener un futuro prometedor. Se ha reportado que la
curcumina puede prevenir el inicio o la progresién del
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cdncer de préstata, ya que inhibe la via de sefalizacién
de la inflamacién altamente implicada en la progresiéon
del cdncer de prostata a través de la regulaciéon de NF-
KB y cofactores”.

Los radicales libres y los productos téxicos resultantes
del estrés oxidativo juegan un papel importante en las
primeras etapas de la formacién del cdncer. Por ello,
los compuestos que tienen efectos antioxidantes pue-
den ser utiles para prevenir la formacién de cincer. La
curcumina tiene la propiedad de atrapar los radicales
libres y poder desempenar un papel crucial en la in-
hibicién de la aparicién del cdncer®. Varios estudios
celulares y preclinicos han informado que la curcu-
mina inhibe el dafio en el ADN causado por factores
oxidativos, como la radiacién ionizante al inhibir los
radicales libres y las especies de oxigeno activo®. Se
describe que la curcumina se conoce como una sustan-
cia generalmente como segura. La circuma y la curcu-
mina no son tdxicas para los humanos, especialmente
en la administracién oral, también son seguras en los
animales. No son mutagénicos y son seguros durante
el embarazo en animales®.

Los linfocitos T, son la parte vital del sistema inmunita-
rio defensivo y, se diferencian en dos subconjuntos dife-
rentes segiin su molécula de membrana especifica, que
son los linfocitos T CD4+ y CD8+. Los linfocitos T son
los principales protectores del huésped contra las enfer-
medades, por lo tanto, la activacién y proliferacién de
los mismos son vitales durante el ataque de infecciones
u otras condiciones patoldgicas’.

Las limitaciones del estudio es que no se ha determinado
el mecanismo de accién de la solucién acuosa y aislado
el principio activo curcumina de la Curcuma longa, en
el presente modelo animal se ha minimizado los sesgos
considerando el mismo sexo, el promedio de pesos y la
edad para tener una poblacién homogénea.

Finalmente, es importante mencionar que el sistema
inmunoldgico es la defensa vital contra los tumores, el
crecimiento del cdncer y las enfermedades infecciosas.
Un sistema inmunoldgico adecuado comprende los ele-
mentos que estdn en equilibrio entre si. Si el equilibrio
se altera por alguna razén, nuestro sistema inmunitario
serd incapaz de protegernos contra agentes externos (mi-
croorganismos) y/o sustancias nocivas (radicales libres o
especies reactivas de oxigeno).

CONCLUSIONES

En el estudio sobre el efecto de la Curcuma longa so-
bre los linfocitos T CD4+ y CD8+ en ratas inducidas
a cdncer de préstata se evidencié un incremento en la
expresion de estas células a todas las dosis ensayadas. Se
encontrd el mejor resultado a la dosis de 600 mg/kg y
a esta misma dosis se evidencié una mejor actividad in-
hibitoria en el crecimiento de células cancerosas en la
prostata de los animales de experimentacién, lo que nos
permite inferir un posiblemente mejor efecto a dosis
mayores.
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