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Resumen

Objetivo: Determinar el efecto antitumoral de los curcuminoides sobre el carcinoma
hepatocelular inducido con dietilnitrosamina en ratones Balb/c. Materiales y Métodos:
Estudio prospectivo longitudinal experimental, desarrollado en un laboratorio de
investigacion de la Facultad de Medicina "Hipolito Unanue”, de la Universidad Nacional
Federico Villarreal. Los datos fueron analizados mediante el programa SPSS v.23. Se usé la
prueba de Chi Cuadrado para medir la asociacion entre las variables, pruebas de dispersion de
los datos, se midio el riesgo relativo, asi como la prueba de Kruskal-Wallis. Se us6 el método
de Kaplan-Meier para medir la supervivencia y se efectu6 modelos de regresion de Cox
bivariados y multivariados para la estimacion de “Hazard ratios” (HR). Resultados: Se hall6
que en los grupos CUR | y DEN los cambios macroscopicos e histopatolégicos fueron
mayores que en el resto de grupos. Los grupos CUR | y DEN se asociaron a mayor
progresion de la disfuncién hepatica, respecto a los demas grupos (p<0.05). Conforme
aumentaba la dosis de curcuminoides, disminuia el HR, pero los resultados no fueron
estadisticamente significativos. A mayor dosis de curcuminoides se asociaron mas efectos
adversos y menor supervivencia. Conclusiones: Los curcuminoides presentaron mayor
efecto antitumoral a mayor dosis (Grupos 2 y 3). A mayor dosis de curcuminoides se
presentaron mayores efectos toxicos (Grupo 3 respecto a los Grupos 1y 2), lo cual repercutio
en la menor supervivencia de los especimenes hacia el final del estudio.

Palabras clave: Carcinoma hepatocelular; Curcumina; Efecto antitumoral. (Fuente DeCS)



Abstract

Objective: To determine the antitumor effect of curcuminoids on hepatocellular carcinoma
induced with diethylnitrosamine in Balb / ¢ mice. Methods: Experimental longitudinal
prospective study, developed in a research laboratory of the "Hipolito Unanue™ Medical
School, of the Federico Villarreal National University. The data were analyzed using the
SPSS v.23 program. The Chi Square test was used to measure the association between the
variables, data dispersion tests, the Tukey test to test the null hypothesis, it was measured
relative risk, as well as the Kruskal-Wallis test. The Kaplan-Meier method was used to
measure survival and bivariate and multivariate Cox regression models were made for the
estimation of hazards ratios (HR). Results: It was found that in the CUR | and DEN groups
the macroscopic and histopathological changes were greater than in the other groups. The
CUR | and DEN groups were associated with greater progression of liver dysfunction,
compared to the other groups (p <0.05). As the dose of curcuminoids increased, the HR
decreased, but the results were not statistically significant. Higher doses of curcuminoids
were associated with more adverse effects and reduced survival. Conclusions: Curcuminoids
had a greater antitumor effect at a higher dose (Groups 2 and 3). At a higher dose of
curcuminoids there were greater toxic effects (Group 3 in comparison to Groups 1 and 2),
which resulted in the lower survival of the specimens along the study.

Key Words: Carcinoma, Hepatocellular; Curcumin; Antitumor effect. (Source: MeSH)



l. INTRODUCCION

El siguiente trabajo de investigacion pretende determinar el efecto antitumoral de los
curcuminoides sobre el carcinoma hepatocelular inducido con dietilnitrosamina en ratones
Balb/c, asi como la dosis a la cual dicho efecto es mayor y la dosis en la cual se observan
efectos toxicos.

Capitulo I: Problema, el cancer es considerado una de las principales causas de
muerte en el mundo, siendo el carcinoma hepatocelular, la sexta mas frecuente de su tipo. Se
han ideado mdaltiples tratamientos, siendo los quimioterdpicos los méas usuales, aunque con
efectos adversos evidenciados en diferentes estudios, por lo que se propone el uso de
curcuminoides, los cuales han demostrado poseer efectos antitumorales. Ante ello se plantea
lo siguiente: (A qué concentracion de curcuminoides el efecto anticarcinogénico es méas
potente sobre el carcinoma hepatocelular inducido con dietilnitrosamina (DEN) en ratones
BALB/c?

Capitulo Il: Marco teérico, en este apartado se detalla las definiciones, epidemiologia
internacional y nacional, fisiopatologia, asi como tratamiento del carcinoma hepatocelular y
definicidn, efectos y usos de los derivados de la curcumina.

Capitulo 111: Método, se define el tipo y disefio general de estudio, el &mbito temporal
y espacial, el universo de estudio, criterios de inclusion y exclusion, se describe la
intervencion propuesta, asi como el modelo de anélisis, correspondiente a los ratones Balb/c
incluidos en la investigacion.

Capitulo 1V: Resultados, se detallan los resultados macroscopicos y microscopicos,
asi como del andlisis descriptivo, del estudio de regresion de Cox y la grafica de
supervicencia.

Capitulo V: Discusion, se describen los resultados obtenidos en comparacion con los

antecedentes empleados para el trabajo de investigacion.



1.1 Descripcion y formulacién del problema
1.1.1 Planteamiento del problema

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2020), el cancer es la
segunda causa de muerte a nivel global, atribuyéndosele 9,6 millones de decesos en el 2018.
Asimismo, la OMS (2018) reportdé un total de 29240 muertes asociadas a Ccancer,
aproximadamente, en el Perd durante el 2016. El carcinoma hepatocelular (CHC) ha sido
catalogado como la sexta neoplasia mas frecuente, con mas de 740 000 casos nuevos cada
afio (Armengol, Sarrias & Sala, 2017) y constituye la segunda causa de muerte por cancer en
el mundo (74.000 muertes, es decir, el 9,1% del total), después del cancer de pulmoén; en los
paises occidentales, el alcohol (72%), el sindrome metabdlico (18%) y la hepatitis C (15%),
las causas mas frecuentes de CHC (Fron & Blanc, 2018). Esta situacion se convierte ain mas
compleja al saber que el 80% del CHC se origina a partir de una condicién de cirrosis
previamente establecida (Chagoya de Sanchez et al, 2018). En el Perd, segln el Ministerio de
Salud (MINSA, 2013), el CHC corresponde al 2.7% de los casos de cancer registrados en el
periodo 2006-2011, y el segundo cancer mas letal con cerca del 11% de las defunciones por
cancer registradas en el 2011.

Aunque se ha determinado que la etiologia de la mayoria de casos de CHC se asocia a
la actividad inflamatoria cronica producida por los virus de la hepatitis B, C y Delta (HBV,
HCV y HDV, respectivamente) (Di Bisceglie, 1998), y a pesar que se ha logrado el desarrollo
de terapias dirigidas molecularmente (Lencioni, Marrero, Venook, Ye & Kudo, 2010)
tratamientos quimioterapicos sistémicos como la basada en doxorubicina (Zhao et al.,2015),
la mayoria solo poseen actividad antitumoral marginal, con un impacto menor sobre la
supervivencia del paciente respecto a lo logrado en otros tipos de cancer.

Segun Zhao et al. (2015), los curcuminoides (CUR) son compuestos quimicos que

estdn presentes en la curcuma (Curcuma longa) siendo su principal componente la



curcumina, la cual presenta efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antiangiogénicos v,
principalmente, anticancerigenos. Evidencia reciente reporta, por primera vez, que la
curcumina demostrd ser no solo un potente inhibidor de las respuestas proinflamatorias, sino
también un modulador valido de la produccion de citocinas por activacion de la microglia
(Porro, Cianciulli, Trotta, Lofrumento, & Panaro, 2019). La curcumina comercial exhibe
fuerte actividad anti-inflamatoria y antioxidante, y modula la expresion de factores de
transcripcion, proteinas del ciclo celular, y quinasas traductoras de sefiales; toda esta
evidencia ha llevado al desarrollo de diversos estudios evaluando el potencial de los
curcuminoides para la prevencion y tratamiento del céncer, asi como de enfermedades
inflamatorias (Gautam, Gao & Dulchavsky, 2007). La curcumina y sus analogos han
demostrado poseer varias propiedades anticancerigenas en una serie de lineas celulares de
cancer, como pancreaticas, pulmonares, ovaricas, orales, colorrectales, carcinoma de mama e
incluso en células de melanoma (Vallianou, Evangelopoulos, Schizas & Kazazis, 2015). A la
fecha, el potencial antitumoral de los curcuminoides en cuanto al carcinoma hepatocelular no
esta totalmente dilucidado, careciéndose de datos de dosis y toxicidad. Este proyecto esta
dirigido a aportar conocimientos respecto al potencial antitumoral de estos compuestos
organicos sobre el hepatocarcinoma celular, evaluando dosis y toxicidad.

Por lo expuesto, se plantean los siguientes problemas:
1.1.2 Formulacion del problema
Problema General

¢Cual es el efecto antitumoral de los curcuminoides sobre el carcinoma hepatocelular
inducido con dietilnitrosamina (DEN) en ratones BALB/c?

Problemas especificos



1. ¢Cudles son los cambios macroscépicos que se observan tras la administracion de
curcuminoides en ratones Balb/c con carcinoma hepatocelular inducido con
dietilnitrosamina?
2. ¢Cudles son los cambios microscépicos que se observan tras la administracion de
curcuminoides en ratones Balb/c con carcinoma hepatocelular inducido con
dietilnitrosamina?
3. ¢A qué dosis de curcuminoides se observan efectos antitumorales en ratones con
carcinoma hepatocelular inducido?
4. ¢A que dosis de curcuminoides se observan efectos toxicos en ratones sanos y con
carcinoma hepatocelular inducido?
1.2 Antecedentes

Zhao et al. (2015), en un estudio titulado Doxorubicin and curcumin co-delivery by
lipid nanoparticles for enhanced treatment of diethylnitrosamine induced hepatocellular
carcinoma in mice, se tuvo por objetivo inducir CHC en ratones mediante la administracion
de DEN durante un periodo, después del cual se procedi6 a inyectar una solucién compuesta
nanoparticulas lipidicas de doxorubicina + curcumina (DOX + CUR) vs solo doxorubicina
para, posteriormente, examinar su eficacia en términos de crecimiento del tumor, marcadores
de hepatoxicidad y analisis histopatoldgicos. EI método empleado fue un estudio
experimental longitudinal prospectivo en el que se emplearon ratones de la cepa Balb/c y
luego se procedid a un analisis de varianza en un sentido (ANOVA) para comparar la
potencia Z, la tasa de liberacion acumulada, viabilidad celular, el nimero y tamafio de los
nodulos, razon higado/cuerpo, niveles de aspartato amino transferasa (AST) y aspartato
alananina transferasa (AST) y expresiones génicas. Los resultados demostraron que en
aquellos ratones tratados con DOX + CUR hubo disminucién del dafio hepatico, evidenciado

mediante los niveles séricos de AST y ALT y el andlisis anatomo-patoldgico. Asimismo, en



comparacion al grupo tratado solo con DOX, los ratones tratados con DOX + CUR, a nivel
molecular, se indujo un aumento de la caspasa-3 y de la razon Bax/Bcl-2 y disminucion de C-
myc, antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) y VEGF. De dicha forma, se
demostro el efecto sinérgico de ambos compuestos en el desarrollo de apoptosis, sin embargo
no fueron analizados de forma individual. Los autores concluyeron que la formulacion de
DOX + nanoparticular de CUR desarrollo excelente caracteristicas fisicoquimicas, las cuales
demotraron actividad antitumoral, modulacién de apoptosis, proliferacion angiogénesis,
resistencia a drogas e hipoxia.

Por otro lado, Hu et al. (2015) desarrollé un estudio titulado A polymeric nanoparticle
formulation of curcumin in combination with sorafenib synergistically inhibits tumor growth
and metastasis in an orthotopic model of human hepatocellular carcinoma. El objetivo fue
cultivar lineas celulares de CHC humano in vitro (placas Petri), asi como en modelos in vivo
(en ratones Balb/c), los cuales posteriormente fueron tratados con una formulacion de
nanoparticulas de curcumina (NFC) vs sorafenib (terapia bioldgica aprobada para el
tratamiento de CHC) vs una combinacion de ambos, con el fin de suprimir proliferacion,
migracion o metastasis de dichas células cancerigenas, asi como estudiar el mecanismo
potencial subyacente. EI método empleado consistio en el uso de lineas celulares de CHC,
Huh7, las cuales fueron cultivadas in vitro y luego inyectadas de forma subcutanea en ratones
cepa Balb/c para generar un ndédulo y posteriormente ser implantado en sus higados; el
analisis estadistico consistio en el empleo de ANOVA y T-student para los datos continuos y
prueba exacta de Fisher o Chi-cuadrado para los datos categdricos. Los resultados
demostraron que el NFC no solo inhibié la proliferacion e invasion de CHC in vitro, sino
también suprimié de forma dréstica el crecimiento del tumor primario y la metastasis
pulmonar en los modelos in vivo. Ademas de ello, en combinacion con sorafenib, el NFC

indujo apoptosis y arresto del ciclo celular. A nivel técnico, la combinacion de ambos
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compuesto generd un efecto sinérgico, el cual reguld la expresion de la metalopeptidasa de
matriz tipo 9 (MMP9) por medio de la via de sefializacion NF-kB/p635, asi como disminuyo
significativamente la poblacion de células de CHC con marcador positivo para CD-133, las
cuales han sido identificadas como células iniciadoras de este tipo de neoplasia primaria. Los
autores concluyeron que la combinacion de NFC y sorafenib representan una estrategia
prometedora para el tratamiento del CHC y que se requieren estudios posteriores.

Asimismo, Zhang et al. (2017), realiz6 un estudio original denominado The dark side
of “the force” — lipid nanoparticles enhance the oncogenesis of diethylnitrosamine and result
in liver cancer in mice. El objetivo fue establecer un método para producir CHC en modelos
animales (ratones), por medio de nanoparticulas lipidicas de dietilnitrosamina (nanoDEN) y
demostrar que los nanotransportadores pueden generar toxicidad a menor dosis y frecuencia.
El método utilizado consistio en la preparacion de las nanoparticulas de DEN por medio de
una técnica de microfluidos de alta presion y luego fueron inoculadas en ratones Kunming;
para el analisis estadistico se emple6 la prueba ANOVA y Chi-cuadrado. Los resultados
mostraron que el nanoDEN, ademas de inducir la sobreexpresion de multiples factores pivote
durante la oncogénesis (COX-2, B-catenina y PCNA), increment6 la apoptosis de células
hepaticas en comparacion a la DEN sola, siendo este efecto mas eficiente en células
normales que en células cancerigenas. Los autores concluyeron que el nanoDEN puede ser
maés efectivo y eficiente la induccion de CHC, estableciendo un mejor método para producir
modelos animales de cancer hepatico.

Por otra parte, Pan et al. (2017) elaboré un trabajo de investigacion titulado Curcumin
inhibits hepatocellular carcinoma growth by targeting VEGF expression, tuvo como objetivo
determinar los efectos antiangiogénicos de la curcumina en el CHC. El método consistio en
tratar celulas H22HCC con diferentes concentraciones de curcumina in vitro y se uso un

modelo animal para el analisis in vivo, en donde se pretendio analizar la expresion de niveles
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de VEGF vy proteinas de la via de sefalizacion fosfatidilinositol 3 kinasa y serina/treonina
kinasa 1 (PIBK/AKT); el modelo estadistico emple6 el estudio ANOVA seguido del test de
Turkey. Los resultados demostraron que el tratamiento con curcumina inhibi¢ la proliferacion
de células H22 y promovid su apoptosis de manera dosis-dependiente en el estudio in vitro,
mientras que en el modelo in vivo demostrd suprimir el crecimiento del tumor a dosis de 50-
100mg/kg. Asimismo, se evidenci6 una disminucion significativa en la expresion de VEGF y
en la sefializacion de PI3K/AKT. EIl estudio concluyé que la curcumina inhibio el
crecimiento de CHC tanto in vitro como in vivo a través del control de la expresion de
VEGF, lo cual puede proveer informacion importante para el tratamiento de del CHC.

Wang, Wang & Bu (2018), publicd un estudio titulado Curcumin inhibits the growth
of liver cancer stem cells through the phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase
B/mammalian target of rapamycin signaling pathway. El objetivo fue investigar los efectos
de la curcumina en el crecimiento de células madre de CHC. Para ello, el método consistio
establecer la proliferacién y apoptosis de células madre de CHC mediante el ensayo
colorimétrico MTT y citometria de flujo, y se empled el analisis Western Blot para identificar
cambios en la expresion de proteinas relacionadas a apoptosis; el andlisis estadistico se baso
en repetir 3 veces los experimentos planteados y se usoé t-Student para estudiar las diferencias
entre cada grupo. Los resultados demostraron que el tratamiento con curcumina inhibio el
crecimiento de este tipo de células, indujo su apoptosis, asi como regulé a expresion de
proteinas asociadas a mecanismos de apoptosis y a liberacion de citocromo ¢. Ademas de
ello, el tratamiento con este compuesto evidencid inhibir la activacion de la via de
sefializacion de la fosfatidilinositol 3 kinasa / proteina B kinasa / blanco de rapamicina
mamifero (PI3K / AKT / mTOR). Los autores concluyeron que la curcumina inhibio el

crecimiento de células madre de CHC a través de la via de sefializacion mencionada y que
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dicho compuesto puede ser un agente anticancerigeno efectivo en el tratamiento de esta
neoplasia.

Por ultimo, Teng et al. (2019), desarrollé un estudio denominado Chemopreventive
Effect of Phytosomal Curcumin on Hepatitis B Virus-Related Hepatocellular Carcinoma in A
Transgenic Mouse Model. El objetivo fue evaluar el rol de un compuesto fitosomal de
curcumina en un modelo de ratones transgenicos que expresaban dos oncoproteinas del virus
de la hepatitis B (HBV) (proteina X de la hepatitis B y el mutante pre-S2) el cual se
encuentra intrinsecamente relacionado con la patogénesis del CHC. Los resultados mostraron
que el compuesto fitosomal, en comparacion la curcumina no formulada, tuvo efectos
significativamente mayores en la supresién de la formacion de CHC, mejoria histopatoldgica,
disminucion de la acumulacion lipidica y de infiltracion leucocitaria, asi como reduccion del
tamarfio tumoral. Asimismo, el tratamiento con curcumina demostré mayor activacion de del
PPARYy antiinflamatorio, asi como en la inhibicion del pro inflamatorio NF-Kb y supresion de
la activacion oncogénica de mTOR.
1.3  Objetivos
1.3.1 Objetivo General
> Determinar el efecto antitumoral de los curcuminoides sobre el carcinoma
hepatocelular inducido con dietilnitrosamina en ratones Balb/c.
1.3.2 Objetivos Especificos
1. Determinar cuales son los cambios macroscopicos que se observan tras la
administracion de curcuminoides en ratones Balb/c con carcinoma hepatocelular inducido
con dietilnitrosamina.
2. Determinar cuales son los cambios microscopicos que se observan tras la
administracion de curcuminoides en ratones Balb/c con carcinoma hepatocelular inducido

con dietilnitrosamina.
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3. Determinar las dosis de curcuminoides en la cual se observan efectos antitumorales en
ratones con carcinoma hepatocelular inducido con dietilnitrosamina.

4. Determinar las dosis de curcuminoides en la cual se observan efectos toxicos en
ratones sanos y con carcinoma hepatocelular inducido.

1.4 Justificacidn y uso de resultados

Aunque son diversos los estudios que corroboran el efecto protector de la curcumina
frente al CHC, aln no se ha identificado la concentracién a la cual el efecto antitumoral es
mas potente, ni a que dosis genera toxicidad, menos ain los cambios moleculares generados
en las células tumorales sometidas al tratamiento.

Los pocos estudios existentes fueron realizados, en su mayoria en paises asiaticos, no
habiendo ninguno realizado en Latinoamérica y, especificamente, en Per( que reproduzca
dichos hallazgos.

Por tanto, la importancia del trabajo radica en determinar, con valores aproximados, la
concentracion de curcuminoides mas potente en el CHC inducido por dietilnitrosamina en
ratones Balb/c, asi como determinar a qué dosis se observan efectos toxicos.

1.5  Hipdbtesis
1.5.1 Hipdtesis Alterna (H1)

Los curcuminoides comerciales poseen efecto antitumoral a dosis especificas sobre el

carcinoma hepatocelular inducido en ratones.
1.5.2 Hipotesis Nula (H0)
Los curcuminoides comerciales no poseen efecto antitumoral a dosis especificas sobre

carcinoma hepatocelular inducido en ratones.
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Il.  MARCO TEORICO
2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el tumor hepéatico primario maligno maés
frecuente, cuya incidencia esta aumentando de forma generalizada en la mayor parte de los
paises occidentalizados, lo que hace que esta neoplasia sea actualmente un problema sanitario
de primer orden (Armengol, Sarrias & Sala, 2017). Ademaés, el CHC es el sexto tumor mas
frecuente con méas de 740.000 casos nuevos cada afio y constituye la segunda causa de muerte
por cancer en el mundo (74.000 muertes, es decir, el 9,1% del total) después del cancer de
pulmon (Fron & Blanc, 2018). Esta enfermedad afecta de manera casi exclusiva a pacientes
con hepatopatia crénica que han desarrollado cirrosis, especialmente la relacionada con los
virus de la hepatitis B y C, siendo en este grupo de pacientes el CHC la causa mas frecuente
de muerte (Matilla Pefia, Chiva, Ferndndez-Simon & Romerao Cristobal, 2012).

Los primeros reportes de agentes capaces de inducir el desarrollo de tumores en
animales se dan en 1908 en Copenhagen y en Nueva York en 1911, en donde se demostro
que existia un organismo ultrafiltrable en la leucosis de las aves y que podian inducir
sarcomas en pollos sanos, después de la inoculacion de filtrados libres de células que venian
de sarcomas de animales infectados. Para el desarrollo de carcinoma hepatocelular, el agente
causal resulto ser un retrovirus oncogénico, el virus de la hepatitis B (Garcia, 2016).

De acuerdo con Forner, Reig & Bruix (2018), mundialmente la infeccidn cronica por
virus de hepatitis B (VHB) es un factor de riesgo para carcinoma hepatocelular. La mayoria
de casos de CHC (80%) ocurren en Africa subsahariana y en el este asiatico, donde los
principales factores de riesgo son la infeccion cronica por VHB y la exposicion a la
aflatoxina B; en paciente con VHB la incidencia de CHC incrementa con la carga viral,

duracion de la infeccion y la severidad de la enfermedad hepatica.
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En el PerQ, es evidente que en areas hiperendémicas del VHB también prevalece el
CHC, como se ha mostrado en los estudios realizados en Abancay entre 1956-1986 y Huanta
entre 1960-1982, donde alrededor del 6% y 7% de todos los fallecimientos estan asociados a
enfermedades hepéticas relacionadas a esta infeccion como CHC, cirrosis hepética y hepatitis
fulminante. De acuerdo con los datos de la region, las tasas de mortalidad por cancer de
higado y hepatitis B aguda en la region Apurimac es de 2.85 y 0.82 por cada 100 000
habitantes/afio entre 1995-2000. EI CHC en Pert no es poco frecuente: Lima es la ciudad que
tiene la incidencia més alta del continente americano 4.78 x 100,000 (MINSA, 2013), ademas
considerando que el factor de riesgo mas importante para esta enfermedad es local en muchas
regiones del pais, es probable que la incidencia de esta neoplasia sea incluso mayor
(Ramirez-Soto, Guevara-Cuadros & Huichi-Atamari, 2012).

El Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN), catalogado como el
centro de referencia a nivel nacional del Ministerio de Salud, atiende cada afio un promedio
de 70 pacientes nuevos con este carcinoma. Todos los pacientes con CHC localizado
admitidos al Departamento de Abdomen del INEN son tratados con reseccion hepatica
independientemente del tamafio del tumor siempre y cuando la funcién del futuro higado
remanente sea la adecuada y no haya hipertension portal. Debido a que no hay un tratamiento
efectivo se ha resecado inclusive en presencia de trombo vascular macroscopico o de
metastasis linfatica regional. Ocasionalmente se han realizado resecciones paliativas por
ruptura de tumor, dolor o hipoglicemia severa (Ruiz et al., 2007).

Como ya se explica en nuestro pais, las personas normalmente llegan a estadios casi
finales donde el higado es resecado para evitar su diseminacion. Actualmente el tratamiento
para el hepatocarcinoma se puede dividir en 4 procedimientos curativos que incluyen la
reseccion quirdrgica, en donde la cirrosis es el factor determinante al momento de valorar la

resecabilidad del tumor, puesto que la reserva funcional hepatica y la capacidad de
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regeneracion del parénquima remanente depende de la gravedad de la cirrosis; en general,
solo los pacientes con estadios iniciales toleran la reseccion hepética. El procedimiento
hepéatico que se utiliza en pacientes en estadio medio, que significa pacientes con nddulo
menor a 5¢cm y sin invasion vascular, es el trasplante hepético. El tratamiento percutaneo que
consiste en la inyeccion intratumoral de etanol, es eficaz en estadios iniciales, pero disminuye
su eficacia por la presencia de septos intratumorales y no hay evidencias de que el
tratamiento consiga modificar la esperanza de vida con pacientes en estadios B y C.
A medida que el tumor crece el aporte se arterializa por la arteria hepatica entonces lo que se
trata es de eliminar este mecanismo. La embolizacion arterial es el tratamiento més utilizado
para los pacientes con CHC no tributario de tratamientos con intencion radical. Actualmente,
la doxorubicina es una de las drogas quimioterdpicas mas usadas para pacientes con
carcinoma CHC (Wang et al., 2015); siendo eficaz en tumores multinodulares y
asintomaticos sin invasién vascular ni enfermedad fuera del higado. Sin embargo posee un
alto grado de toxicidad multiorgéanica, asi como gran incidencia de recidivas (Forner et al.,
2016).

En contraste a los distintos tipos de tratamiento descritos, una alternativa no
farmacoldgica es el uso de curcuminoides, los cuales poseen una amplia gama de actividades
farmacoldgicas, incluyendo propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, y anticancerigenas.
Recientemente se ha encontrado que la propiedad anticancerigena de la curcumina esta dada
por la actividad antiangiogénica, la cual es la principal via de diseminacion del CHC. Uno de
los propositos del siguiente trabajo es contrastar este método con un farmaco quimioterapico
de gran uso y medir el impacto del principio activo del rizoma Curcuma longa como medida

no farmacologica (Chintana, 2008).
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I1l.  METODO

3.1  Tipo de investigacion
3.1.1 Por la ocurrencia de los hechos

Estudio prospectivo
3.1.2 Por el acopio de la informacion

Estudio de corte longitudinal
3.1.3 Por el analisis y alcance de los resultados

Estudio experimental (experimento puro).
3.2  Ambito temporal y espacial

El estudio se realizd en las instalaciones de la Facultad de Medicina “Hipolito
Unanue” de la Universidad Nacional Federico Villarreal, en un laboratorio de investigacion
desde julio a diciembre del 2019.
3.3 Variables

El presente estudio contd con las variables grupos de estudio, diagnostico (Dx),
metastasis (M), tiempo de seguimiento, muerte por efectos adversos y muerte por cancer. La
variable grupo de estudio fue categorizada en grupo blanco, grupo DEN, grupo CUR 1, grupo
CUR Il y grupo CUR III. La variable diagnostico se categorizd en sano, congestion pasiva
cronica, displasia leve, displasia moderada, displasia severa y carcinoma hepatocelular. La
variable metastasis fue categorizada dicotdmicamente en “si” y “no” haciendo referencia a la
presencia o ausencia de esta, y la variable tiempo de seguimiento fue medida como el nimero
de dias que cada raton permanecio dentro del estudio. La variable muerte por efectos
adversos, asi como la variable muerte por cancer se categorizo dicotomicamente en “muerte”

y “censura”.

3.4  Poblacion y muestra
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El presente proyecto tuvo como poblacion accesible a ratones cepa BALB/c del
Instituto Nacional de Salud. De esta poblacién se tomd una muestra de 50 ratones
distribuidos en 5 grupos para el experimento propiamente dicho.

"= (Zy—a, + Z1-p)* x (ST + S3)

(X1 — x2)?

15,68 x (1,1664 + 5,29)
n=

9,8596

n = 10,2678
3.4.1 Criterios de Inclusion y Exclusion
Inclusién
J Ratones cepa Balb/c de féacil manejo.
o Que no requieran demasiados cuidados.
o Ratones que sean biomodelo en investigacion para oncologia.
. Especimenes machos.
Exclusion
o Aquellos especimenes (ratones) que son modelos para estudios oncologicos y a la vez

para mas de dos evaluaciones patoldgicas adicionales.
o Agentes bioldgicos de facil manejo pero de muy bajo peso, < 25 gramos.
o Ratones de gran tamafio.
3.5 Instrumentos

Para la recoleccion de informacion de los grupos propuestos en el presente estudio se
procedio a realizar una autopsia de los ratones en analisis, para lo cual se conto con equipos
de diseccion, campos estériles e implementos de bioseguridad.

Luego se procedio a realizar una hepatectomia total. Se llevd a cabo cortes de dicho
organo para mandarlos al Departamento de Anatomia Patologica del Hospital Militar Central

y ser evaluados mediante tincion hematoxilina-eosina (H-E). Para dichos analisis, y los
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anteriormente descritos en la seccion de intervencion propuesta, se usé compuestos para la
preservacion de las piezas anatdmicas, envases de almacenamiento, entre otros instrumentos.
3.6 Procedimientos

3.6.1 Estudio experimental propiamente dicho

Primero, se distribuy6 cada raton en una jaula, individualmente y se les aclimato en el
laboratorio por un periodo de una semana. Cada jaula cont6 con un bebedero, comida y una
superficie de viruta tratada. EI ambiente en el que se dispuso las jaulas cont6 con 4 sistemas
de calefaccion: 3 en circuito y uno global.

Se procedio a dividir los ratones de la muestra en 5 grupos (Figura 1):

o Grupo 1 o A (10 ratones): Grupo experimental 1 (con administracion de DEN y CUR
en concentracion de 272 mg/kg)

o Grupo 2 o B (10 ratones): Grupo experimental 2 (con administracion de DEN y CUR
en concentracion de 372 mg/kg)

o Grupo 3 o C (10 ratones): Grupo experimental 3 (con administracion de DEN y CUR
en concentracion de 472 mg/kg)

o Grupo 4 o D (10 ratones): Grupo control (solo con administracién de DEN y placebo)
o Grupo 5 o E (10 ratones): Grupo blanco (sin administracion cancerigena, ni
tratamiento)

Grupo 1 o A: Estos son los ratones a los que se les administr0 DEN por via
intraperitoneal en concentracion de 200 mg/kg, una vez al dia, primero solo por 14 dias; asi
como luego de 14 dias, CUR en concentracion de 272 mg/kg una vez al dia, durante 15
semanas.

Grupo 2 o B: Estos son los ratones a los que se les administr6 DEN por via

intraperitoneal en concentracion de 200 mg/kg, una vez al dia, primero solo por 14 dias; asi
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como luego de los 14 dias, CUR en concentracion de 372 mg/kg, una vez al dia, durante 15
semanas.

Grupo 3 o C: Estos son los ratones a los que se les administr6 DEN por via
intraperitoneal en concentracion de 200 mg/kg, una vez al dia, primero solo por 14 dias; asi
como después de los 14 dias, CUR en concentracion de 472 mg/kg, una vez al dia, durante 15
semanas.

Grupo 4 o D: Estos son los ratones a los que se les administr6 DEN por via
intraperitoneal en concentracion de 200 mg/kg, una vez al dia, primero solo por 14 dias.
Asimismo luego de los 14 dias, se le administré un placebo, consistente en suero fisiolégico
0,9%, una vez al dia. La aplicacion del procedimiento se dio por 15 semanas.

Grupo 5 o E: Tuvieron ninguna intervencion. Son los ratones a los que no se les
indujo céancer, para que luego, mediante exdamenes histologicos de higado, pueda establecerse
una comparacion con respecto a los que si fueron intervenidos.

Una vez cumplidas las 15 semanas de tratamiento, se sacrifico a los ratones de todos
los grupos para realizarles estudios anatomo-patoldgicos previa hepatectomia total, mediante
tincion hematoxilina-eosina.

Figura 1

Esquema de intervencion propuesta
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DEN DEN+CUR | sacrificio

lHH AEETEIER RN

G1-119d | 14 dias 105 dias
DEN DEN+CUR II sacrificio
luuluwuu dd bl bl
G2-119d | 14 dias 105 dias
DEN DEN+CUR Il sacrificio
lliillliliiili iiiiilll
G3-119d | 14 dias 105 dias
DEN DEN + SF sacrificio
luuluwuu iiiiilil
G4-119d 14 dias 105 dias
SF SF+SF sacrificio
liiillliiliii¢ lillilll
G5-119d ] 14 dias 105 dias

Nota. Los animales en el grupo 1, 2, 3 y 4 fueron inducidos por 14 dias con DEN (200
mg/kg) intraperitonealmente y los del grupo 5 fueron inyectados intraperitonealmente con
SF. Luego, los grupos 1,2 y 3 recibieron DEN+CUR I, Il y Il a dosis-kilo por 15 semanas
segun lo especificado.
3.7 Andlisis de datos

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa estadistico SPSS v.23. Se uso
la prueba de Chi Cuadrado para medir la asociacion entre las variables. También, se aplico la
prueba V de Cramer con la finalidad de medir el grado de asociacién entre dichas variables.
Asimismo, se llevo a cabo pruebas de dispersion de los datos y el test de Tukey para testar la
hipétesis nula. La prueba para medir el riesgo relativo también fue efectuada para determinar
el valor de las variables protectora, asi como la prueba de Kruskal-Wallis. Se usé el método
de Kaplan-Meier para medir la supervivencia. La prueba de Kolmogorov-Smirnov se efectuo,
ademas de las ya anteriormente descritas, para medir la normalidad de los datos. Se efectud

modelos de regresion de Cox bivariados y multivariados para la estimacion de los riesgos
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instantaneos “Hazard ratios” (HR). Todo valor de p menor a 0,05 fue considerado como
estadisticamente significativo.
3.8 Consideraciones éticas

El presente trabajo de investigacion se basé éticamente en la Guia de Manejo y
Cuidado de Animales de Laboratorio emitido por el Instituto Nacional de Salud (INS).
Asimismo, tomd en consideracion los Principios Rectores Internacionales para Investigacion
Biomédica con Animales (International Guiding Principles for Biomedical Research
Involving Animals) propuestos por la Conciliacion de Organizaciones Internacionales de
Ciencias Médicas (Council for International Organizations of Medical Sciences, CIOMS) en
conjunto con el Consejo Internacional para Animales de Laboratorio Cientificos

(International Council forLaboratory Animal Science, ICLAS).
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V. RESULTADOS

4.1  Inspeccién macroscépica y microscopica

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de cada higado, asi como de los
demas drganos que pudieran presentar metastasis, fueron examinadas en todos los cinco
grupos de experimentacion. En el grupo CUR | (Grupo 1) se pudo observar nodulos en
higados aumentados de consistencia y tamafio (Fig. 2A). En los grupos CUR 1l y CUR I
(Grupo 2 y Grupo 3) se observo cierto aumento de tamafio y consistencia de los higados, pero
no hubo nddulos macroscopicamente visibles (Fig. 2B-C). En el grupo DEN (Grupo 4), los
higados mostraban aumento de tamafio y consistencia del tejido, ademas se pudo observar
grandes nddulos macroscopicamente asi como el compromiso de mas 6rganos por metastasis
(Fig. 2D-E). Por ultimo, en el grupo blanco (Grupo 5), se observo ningn tumor y tanto el
tamafio como la consistencia hepatica era menor que los grupos tratados con DEN (Fig. 2F).
Figura 2

Caracteristicas macroscopicas de los 5 grupos de ratones

——— s

el
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Nota. (A) Grupo CUR I (Grupo 1), higado con cierto aumento de tamafio mostrando nédulo
blanco-amarillento. (B,C) Grupos CUR Il y IIl (Grupo 2 y 3), respectivamente, higados
aumentados de tamafio. (D,E) Grupo DEN (Grupo 4), higado mostrando nédulo bien definido
y rifion metastasico. (F) Grupo blanco (Grupo 5), higado normal.

Microscopicamente, el grupo CUR | (Grupo 1) presentd en su mayoria congestion
pasiva cronica, displasia moderada, y carcinoma hepatocelular (Tabla 1) histolégicamente
comprobado con infiltracion de células inflamatorias, proliferacion de células fibroblasticas y
zonas de necrosis (Fig. 3A). En los grupos CUR 1l'y CUR |11 (Grupo 2 y Grupo 3) se observo
mayormente displasia moderada y leve, respectivamente (Fig. 3B-C). El grupo DEN (Grupo
4) obtuvo frecuencias similares para displasia leve, displasia moderada, displasia severa y
carcinoma hepatocelular (Tabla 1), también comprobado mediante el examen histoldgico
(Fig. 3D-E). Finalmente, el grupo blanco (Grupo 5) mostré una arquitectura histol6gicamente
normal en todas las muestras hepéticas de los especimenes pertenecientes a este grupo (Fig.
3F).

Figura 3

Caracteristicas microscopicas




Nota. (A) Grupo CUR I (Grupo 1), carcinoma hepatocelular. (B) Grupo CUR Il (Grupo 2),
displasia moderada. (C) Grupo CUR Il (Grupo 3), displasia leve. (D,E) Grupo DEN (Grupo
4) displasia severa y carcinoma hepatocelular, respectivamente. (F) Grupo control (Grupo 5),
arquitectura hepética normal.
4.2  Andlisis estadistico

En lo que respecta la analitica descriptiva, se evalud las frecuencias de los
diagndsticos patoldgicos para cada grupo de estudio, asi como de las variables metastasis,
muerte por efectos adversos, muerte por CHC y tiempo de seguimiento. Se observa que en el
Grupo 1 el 30% tuvo diagnostico de congestion pasiva cronica, 10% displasia leve, 30%
displasia moderada, 30% CHC, 10% de metéastasis y 30% muerte por efectos adversos. En el
Grupo 2, el 30% de los ratones tuvo diagnostico de displasia leve, 30% displasia moderada,
20% displasia severa, 20% CHC, 20% metastasis y 40% muerte por efectos adversos. En el
Grupo 3, el 30% tuvo diagnéstico de congestion pasiva cronica, 30% displasia leve, 20%
displasia moderada, 10% displasia severa, 10% CHC, 60% muerte por efectos adversos y
10% muerte por CHC. En el Grupo 4, el 30% desarrolld displasia leve, 20% displasia
moderada, 30% displasia moderada, 20% CHC, 10% metastasis y 20% muerte por efectos
adversos. En el Grupo 5, ninguno de los ratones desarrollé patologia hepatica (100% sanos).
La comparacion de proporciones multiples, medida por medio de la prueba Kruskal-Wallis,
fue estadisticamente significativa para los diagnosticos histopatologicos (p<0.05); mientras
que, la comparacion de medias multiples, evaluada mediante la prueba ANOVA, fue
estadisticamente significativa para la variable tiempo de seguimiento (p<0.05) (Tabla 1).
Tabla 1

Diagnosticos y desenlaces por grupo de estudio

Grupos de estudio
Variables Grupo  Grupo Grupo Grupo Grupo Valorp
1, N (%) 2,N (%) 3,N (%) 4,N (%) 5 N (%)
Diagnosticos <0,0012
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Sin patologia hepatica 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 10 (100)
Congestion pasiva cronica  3(30)  0(0) 3(30) 0(0) 0(0)

Displasia leve 1(10)0 3(30) 3(30) 3(30) 0¢(0

Displasia moderada 3(30) 3(30) 2(200 2(200 0(0)

Displasia severa 0 (0) 2(200 1(100 3(30) 0(0

Carcinoma hepatocelular 3(30,00 2(20,0) 1(10,0)0 2(20,0) 0(0,0)
Metéstasis 1(10,0)0 2(20,0) 0(0,0) 1(10,0) 0(0,0) 0,444%
Muerte por efectos adversos 3 (30,0) 4(40,0) 6(60,0) 2(20,00 0(0,0) 0,053
Muerte por CHC 0,0 0(@0 1(10,00 0(,0) 0(0,00 0,406%
Tiempo de seguimiento (M + 98,2 + 105,80+ 83,90 + 115,70+ 119,00 £
DE) 33,56 19,97 35,57 7,80 0,00 0,014°

4 Prueba de Kruskal-Wallis
b prueba de ANOVA

Con respecto a la Regresion de Cox, se evalué cada grupo de estudio contra el valor
de desenlace, es decir el desarrollo de CHC vs no CHC. Para ello, se compar6 el Grupo DEN
(Grupo 4) con cada uno de los grupos en los que se administraban diferentes dosis de
curcuminoides (Grupos 1, 2 y 3), observandose una disminucion del HR conforme aumenta
la dosis de curcuminoides, pero estos valores fueron mayores de 1, constituyéndose la
administraciéon de curcuminoides como factores pronésticos en vez de factores protectores.
No obstante, ninguno de ellos fue estadisticamente significativo (p>0.05) y el IC abarcaba
valores que incluian la unidad (Tabla 2).

Tabla 2

Regresién de Cox para la estimacién de los factores de riesgos instantaneos

Carcinoma hepatocelular

Grupo de estudio

HR IC 95% Valor p
Grupo4vsGrupol 1.71 0,28 210,26 0.555
Grupo4vsGrupo2 133 0,18a9,47 0.774
Grupo4vsGrupo3 1.28 0,11a14,15 0.839

Mediante el estudio de Kaplan-Meier se analizaron las muertes por efectos adversos
en cada uno de los grupos por medio de una curva de supervivencia, siendo la prueba Log

Rank estadisticamente significativa para este (Tabla 3). Se observa que en el Grupo C (Grupo
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3), los ratones empezaron a morir mas temprano a lo largo del tiempo, siendo la
supervivencia menor, seguido del Grupo B (Grupo 2) y Grupo A (Grupo 1) (Figura 4).
Tabla 3

Test de distribuciones iguales de curvas de supervivencia entre las muertes por efectos

adversos (Log Rank)

Valor p

Log Rank

(Mantel-Cox) 0.028

Figura 4

Curvas de supervivencia (muertes por efectos adversos vs tiempo)
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Nota. Se presenta la curva de supervivencia de muertes por efectos adversos en funcion al
tiempo. El grupo A corresponde al Grupo CUR | (1) observandose una supervivencia del

70% al final del estudio. El grupo B corresponde al Grupo CUR 11 (2), con una supervivencia

28



de 60% hacia el final del estudio. EI grupo C corresponde al Grupo CUR Il (3), con una
supervivencia de 40% hacia el final. ElI grupo D representa al Grupo DEN (4), con una
supervivencia de 80%. El grupo E corresponde al Grupo blanco (5), con 100% de

supervivencia al final del estudio.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Los cambios macroscopicos en el grupo CUR | (Grupo 1) difirieron de los hallados en
los grupos de mayor dosis de curcuminoides (Grupo 2 y Grupo 3), siendo los hallazgos en los
grupos CUR Il 'y CUR lIl, en general, patolégicamente mas leves. Estos resultados son
similares a los reportados por Zhao et al. (2015), quienes observaron que los especimenes
sujetos al tratamiento con curcumina (curcuminoide) evidenciaban menor presencia de masas
nodulares conforme se incrementaba la dosis.

En el grupo DEN (Grupo 4), los cambios patolégicos macroscopicamente incluyeron
hepatomegalia, consistencia hepatica aumentada, grandes nddulos y metéstasis, lo cual
también es apoyado por lo reportado por Zhao et al. (2015) quienes observaron tales cambios
en los roedores pertenecientes al grupo DEN en su estudio.

Microscdpicamente, las mayores frecuencias de dafio hepatico severo, como displasia
severa y CHC, se observaron en los grupos CUR | (Grupo 1) y DEN (Grupo 4). Dichos
hallazgos en el grupo Grupo 4 guardan relacién con lo reportado por Tork et al. (2015),
Ahmed et al. (2015) y Kadasa et al. (2015), mientras que lo hallado en el Grupo 1 es apoyado
por Fujise et al. (2012), quienes reportaron la presencia de nddulos cancerigenos en los
higados de los especimenes pertenecientes al grupo tratado con curcumina. Partial et al.
(2015) reportan otro resultado similar en su estudio donde el grupo tratado con curcumina se
parecia histologicamente mas al grupo DEN.

En los grupos CUR 11 (Grupo 2) y CUR Il (Grupo 3) los cambios histologicos, si
bien evidenciaban, en las muestras, ceélulas reactivas con nucléolo prominente, adn
conservaban la arquitectura tisular en su mayoria. Tork et al. (2015), Ahmed et al. (2015),
Kadasa et al. (2015) y Abouzied et al. (2015) obtuvieron resultados similares en los grupos

tratados con curcumina, los cuales solo evidenciaron infiltrado inflamatorio, dilatacién de la
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vena centrolobulillar y zonas de necrosis, pero siempre con conservacion de la arquitectura
tisular hepética sin evidencia de carcinogénesis.

El efecto antitumoral reportado en los Grupos 2 y 3 puede deberse a su influencia
reportada en estudios previos sobre el sistema inmunitario, procesos de angiogénesis, entre
otros (D’Souza & Devarajan, 2016). Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado que
la inflamacion es uno de los factores mas importantes en el desarrollo del cancer, y
posiblemente se deba a la inactivacion del factor nuclear NF-kB, el cual lleva directamente a
la inhibicion de la expresion de ciertas citocinas pro-inflamatorias (TNF, IL-1, IL-2, IL-6, IL-
8, y IL-12) (Bose et al., 2015). Sin embargo, estas son solo hipotesis que aln necesitan ser
confirmadas por mas estudios.

La diferencia de diagndésticos por grupo de estudio fue estadisticamente significativa,
de acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis con p<0.05. Este resultado evidencia que el
pertenecer a determinado grupo intervino sobre el diagnéstico obtenido, lo cual es reforzado
por el estudio de Ahmed et al. (2015), en el cual se observaron cambios estadisticamente
significativos en los grupos blanco, control y de tratamiento; asi como por el estudio de
Kadasa et al. (2015), en donde la diferencia fue estadisticamente significativa entre los
grupos blanco y el grupo control.

Por otra parte, respecto a la regresion de Cox, se observa que la administracion de
cualquier dosis de curcuminoides constituyé factores pronosticos para el desenlace
(desarrollo de CHC vs no CHC). Se evidencia que, si bien el HR disminuy6é conforma
aumentaba la dosis de curcuminoides, todos estos valores fueron >1, es decir que los grupos
que reciben curcuminoides tienen mayor probabilidad de presentar riesgos instantaneos de
desarrollo de CHC; sin embargo, ninguno de estos resultados fue estadisticamente
significativo (p>0.05). Por otro lado, cada uno de los grupos contrastados presentaba IC que

incluian a la unidad, lo cual significa que si podria tener un efecto protector, pero por algunos
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factores como el tamafio de muestra, tiempo de seguimiento, método de induccion, etc., no se
logré observar un resultado real.

Asimismo, las diferencias entre las curvas de supervivencia en la prueba de Kaplan-
Meier resultd estadisticamente significativas para las muertes por efectos adversos, ya que la
prueba de Log Rank (Mantel-Cox) result6 con un p<0.05, lo que significa que el pertenecer a
determinado grupo intervino en la supervivencia de los especimenes en funcion del tiempo.
De acuerdo al andlisis, se observo que la supervivencia al final del estudio en grupo DEN
(Grupo 4) fue de 80%, empezando a presentar decesos mas tarde, a lo largo del tiempo;
mientras que, en el caso de los Grupos CUR |, 11 y Ill, (Grupos 1, 2 y 3, respectivamente), la
supervivencia fue de 70%, 60% y 40%, respectivamente, siendo los ratones del Grupo 3 los
que fallecieron de forma mas temprana, en funcion al tiempo. Esto significa que a mayor
dosis de curcuminoides se asociaron mayores efectos toxicos. Estos resultados contrastan con
los obtenidos por Zhao et al. (2014), quien obtuvo diferencias estadisticamente significativas
en la supervivencia entre los grupos de estudio para muertes por carcinoma hepatocelular, en
el grupo control fue del 60% (p<0,05) respecto al grupo blanco, y la del tratado con

curcumina fue de 83,3% (p<0,05) con respecto al grupo control.
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VI. CONCLUSIONES
o Macroscopicamente, los grupos a los que se les administr6 mayores dosis de
curcuminoides (Grupos 2 y 3), desarrollaron cambios anatémicos patologicamente mas leves
respecto al Grupo 1, y este ultimo con respecto al grupo al que solo se administro DEN.
o Microscopicamente, los grupos CUR | y DEN (Grupos 1 y 4, respectivamente)
desarrollaron cambios histologicos mas severos con mayor frecuencia (displasia severa y
CHC), con respecto a los Grupos 2 y 3, quienes conservaron la arquitectura tisular en su
mayoria.
o Los curcuminoides presentaron mayor efecto antitumoral a mayor dosis (Grupos 2 y
3); sin embargo, los hallazgos no fueron estadisticamente significativos ni presentaron un IC
adecuado.
o A mayor dosis de curcuminoides se presentaron mayores efectos tdxicos (Grupo 3
respecto a los Grupos 1y 2), lo cual repercutié en la menor supervivencia de los especimenes

hacia el final del estudio.
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VIl. RECOMENDACIONES

o Se recomienda realizar estudios evaluando la eficacia de los curcuminoides en
vehiculos que les confieran mayor estabilidad y biodisponibilidad en el organismo vivo, y
comparando tales efectos con los expuestos por antineoplasicos de eleccion para el
tratamiento de carcinoma hepatocelular.

o Se recomienda realizar estudios usando pruebas moleculares en expresion de ARNm
involucrados en las vias de sefalizacién del proceso carcinogénico del carcinoma
hepatocelular y asi evaluar que vias exactamente podria estar afectando los curcuminoides en
el carcinoma hepatocelular.

. Se recomienda, una vez resueltos los sesgos y dilucidados los mecanismos
moleculares mencionados, evaluar los efectos de los curcuminoides en humanos por ensayos

clinicos, dados que todos estos estudios son preclinicos y carecerian de resultados definitivos.
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