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Resumen

La curcuma (Curcuma longa L.) ha sido cominmente utilizada como especia y colorante natural,
sin embargo, ha experimentado un incremento considerable en su demanda a nivel global debido
a sus potenciales beneficios para la salud. Sus principales compuestos fendlicos, denominados
curcuminoides, corresponden a bis-demetoxicurcumina (BDM), demetoxicurcumina (DMC) y
curcumina (CUR). En el presente proyecto, como una primera etapa, se llevd a cabo la
optimizacioén de un método de extraccion por medio de Extraccion Liquida Presurizada (PLE) para
obtener extractos fendlicos de curcuma cultivada en distintas regiones de Costa Rica. A dichos
extractos se les determind el contenido de los tres curcuminoides principales, asi como su
capacidad reductora por medio del ensayo de Folin-Ciocalteau y actividad antioxidante por medio
del método DPPH. Como una segunda etapa, se llevd a cabo el aislamiento de los tres
curcuminoides principales, los cuales se caracterizaron por UHPLC-DAD-MS y RMN. Siendo
CUR el curcuminoide mas estudiado de los tres por sus actividades bioldgicas, se procediod a llevar
a cabo la preparacion de nanoparticulas hibridas lipido-polimero (LPN) con la CUR aislada, por
medio de un método previamente optimizado. Las nanoparticulas se caracterizaron por medio de
Espectrocopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR), Microscopia Electronica de
Transmision (TEM), y se determind la eficiencia de encapsulacion (%EE), el tamafio medio de
particula, el indice de polidispersidad (PDI) y el perfil de liberacion in vitro de las nanoparticulas
preparadas. Finalmente, se evalud la actividad antioxidante y la citotoxicidad in vitro de las
nanoparticulas preparadas en dos lineas celulares tumorales humanas: adenocarcinoma gastrico

(AGS) y adenocarcinoma colorrectal (SW-620).
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1. Introduccién

Los productos naturales han sido utilizados por milenios, sin embargo, en los ultimos afios la
demanda de estos ha incrementado considerablemente por la creciente informacion acerca de sus
actividades bioldgicas. Historicamente, los productos naturales han jugado un papel importante en
el descubrimiento de farmacos, por ejemplo, para el tratamiento de cancer y enfermedades
infecciosas, como también en areas terapéuticas de enfermedades cardiovasculares y esclerosis
multiple. Los potenciales beneficios para la salud de los productos naturales hacen que sea

importante su estudio para facilitar su aplicabilidad de una manera mas efectiva y segura.'*?

El rizoma de la curcuma (Curcuma longa L.) ha sido ampliamente utilizado como especia y
colorante natural, y recientemente se ha incrementado aun mas su demanda y consumo por sus
potenciales efectos beneficiosos para la salud, primordialmente atribuidos a sus principales
metabolitos, que corresponden a los curcuminoides bis-demetoxicurcumina, demetoxicurcumina
y curcumina. Estos compuestos son polifenoles que han demostrado tener una amplia gama de
actividades bioldgicas, siendo la curcumina el mas estudiado y el compuesto mas abundante de los

tres curcuminoides principales.’

En efecto, la curcumina presenta caracteristicas estructurales, conferidas por sus grupos fenolicos
y un sistema 1, 3-dicetona con dobles enlaces conjugados, que le permiten desempefiar distintas
actividades biologicas, tal como efectos antibacterianos, antivirales, antioxidantes,
antinflamatorios, antitumorales, asi como efectos protectores del sistema cardiovascular, del
sistema respiratorio y del sistema nervioso central.* Es posible evaluar dichas actividades a través
de métodos in vivo e in vitro. Los métodos in vitro presentan ventaja para un primer abordaje de
las evaluaciones ya que facilitan la obtencion de resultados confiables a menor costo y tiempo
acerca de la absorcion y actividad de moléculas.> A pesar de sus potenciales beneficios para la
salud, la baja biodisponibilidad y estabilidad de la curcumina en el organismo es una limitante de
su aplicabilidad. Se han planteado distintas estrategias para superar esta barrera, por ejemplo, la
preparacion de dispersiones solidas, obtencion de polimorfos o preparacion de materiales
organicos multicomponente. Sin embargo, a pesar de mejorar la solubilidad y estabilidad de la
curcumina, estas estrategias no son capaces de protegerla de la degradacion causada por enzimas

endogenas. Por otro lado, la nanoencapsulacion se ha convertido en una de las técnicas mas



llamativas por sus ventajas al conferirle estabilidad a las moléculas, mejorar su solubilidad y

favorecer su administracion en sitios de accion especificos.®

A continuacioén, se abordaran temas de interés asociados con la curcuma y su surgimiento en un
mercado enfocado en sus beneficios para la salud. Se discutiran sus compuestos principales, asi
como los métodos de extraccion y purificacion planteados para la obtencion de estos. Se abordaran
las bioactividades antioxidante y anticancerigena de su curcuminoide principal, la curcumina, los
métodos de evaluacion in vitro de estas propiedades y los avances en la nanotecnologia para

mejorar su biodisponibilidad a través de la nanoencapsulacion.
1.1 Curcuma longa L. como tendencia en el mundo

El género Zingiberaceae representa a un grupo de hierbas rizomatosas nativas de regiones
tropicales y subtropicales. En dichas especies, el rizoma suele ser la parte mas utilizada y se
caracterizan por ser fuentes de agentes colorantes y de sabor en la cocina asidtica, medicinas
tradicionales, especias, tintes, cosméticos y plantas ornamentales.” En dicha familia, la ctircuma
(Curcuma longa L.) se ha vuelto un cultivo importante debido al aumento en su demanda en los

ultimos afios.>

La demanda de la circuma ha incrementado a nivel internacional, no solo por su uso como especia
y colorante natural sino por su potencial como suplemento nutricional, dados los estudios que
muestran los beneficios para la salud que ofrecen sus polifenoles, los curcuminoides.® Las
importaciones de curcuma a nivel mundial en el 2019 alcanzaron un valor de 283 millones de
dodlares, con Estados Unidos, India y Reino Unido como los 3 principales importadores.® Para el
2020, la carcuma se encontraba dentro de los suplementos herbales mas vendidos en Estados
Unidos, con un total de ventas equivalente a los $96 971 371 y con un aumento del 3.1% con
respecto al 2019.° En Costa Rica, el cultivo de ctrcuma ha incrementado como un reflejo de esta

tendencia, como se abordara mas adelante en la seccion correspondiente.
1.1.1 Los tres curcuminoides principales

Los principales compuestos bioactivos en la curcuma corresponden a sesquiterpenos y compuestos
fenolicos. Los primeros son los constituyentes volatiles de la clircuma y son los responsables de
su aroma. Al momento, se han reportado al menos 24 sesquiterpenos en esta. Por otro lado, se

encuentran los curcuminoides, que corresponden a los compuestos fendlicos caracteristicos de la
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curcuma. Dichos compuestos poseen un sistema 1,7-diarilheptanoide como esqueleto base y

contribuyen al color amarillo de la raiz.'°

La circuma posee gran variedad de curcuminoides, y ademads se ha obtenido un amplio nimero de
derivados por medio de sintesis!!, sin embargo, los tres curcuminoides més representativos son la
bis-demetoxicurcumina, demetoxicurcumina y curcumina. Las estructuras quimicas de los tres
curcuminoides se muestran en la Figura 1. Los tres curcuminoides presentan tautomeria ceto-enol.
Debido a su naturaleza lipofilica son solubles en solventes orgdnicos como metanol, etanol,
acetona y dimetil sulfoxido. A pH &cido y neutro, la forma ceto es predominante, mientras que el
tautomero enol esta presente exclusivamente en condiciones alcalinas, debido a la formacion de
puentes de hidrogeno intramoleculares. La curcumina ha sido el curcuminoide més estudiado de

los tres por su abundancia y sus amplias actividades biologicas.*

HO

o o CUR: R=R'=OMe
DMC: R=OMe, R'=H
BDM: R=R'=H

Figura 1. Estructura de los curcuminoides principales presentes en Curcuma longa L.

1.1.2 Métodos de extraccion en la obtencion curcuminoides

A pesar de que los curcuminoides se pueden sintetizar quimicamente, las especificaciones
del Comité Experto en Aditivos para Comida Conjunto de FAO/WHO permiten el uso inicamente
de curcuminoides extraidos de fuentes naturales como aditivos en la alimentacién.!>!* Por esta
razon, es de importancia encontrar métodos que permitan extraer los compuestos de interés de

forma optima.

Se han estudiado distintos métodos de extraccion para obtener los curcuminoides utilizando
tanto procesos convencionales como extraccion solido liquido o Soxhlet. Sin embargo, la
exposicion a la luz, altas temperaturas y oxigeno durante estas técnicas inducen la degradacion de
los curcuminoides, limitando la eficiencia de los procesos y por lo tanto su aplicabilidad.'

M¢étodos menos convencionales como extraccion con didéxido de carbono super critico,
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microondas y ultrasonido se han probado también, siendo microondas y ultrasonido los que
presentaron mayor eficiencia de extraccion, menor costo energético y menor gasto de solvente. %!
El método de extraccion empleando ultrasonido es uno de los mas utilizados y corresponde al
método establecido por la Farmacopea Estadounidense (USP) para analizar curcuminoides.'® Por
otro lado, de los métodos mas modernos reportados en la literatura se ha encontrado que el mas

promisorio es la extraccion liquida presurizada (PLE).!”

La energia ultrasonica se ha vuelto una alternativa atractiva para llevar a cabo extracciones
de productos naturales por su efectividad, bajo costo y naturaleza eco-amigable. Cuando el
ultrasonido pasa a través del medio, genera fendmenos fisicos como ondas de choque,
microturbulencias y microcorrientes que aumentan la transferencia de masa y el area de contacto
entre el material crudo y el solvente. La formacion de cavidades separa el compuesto deseado de
las fuentes intracelulares en un corto periodo de tiempo al mejorar la interfase entre la matriz solida
y el medio de extraccion.!® La extraccion por ultrasonido presenta ventajas como la mejora en
rendimientos y rapidez de extraccion, permite el uso de solventes alternativos, reduce costos y

tiempos de extraccion y preserva compuestos sensibles al calor. '’

Por otro lado, la PLE es una tecnologia utilizada en la extraccion de productos naturales,
que presenta ventajas sobre los otros métodos con respecto al tiempo de extraccion, el consumo
de solvente, rendimiento de extraccion y reproducibilidad. El método se lleva a cabo utilizando
solventes organicos a alta presion, modulando la temperatura, con el objetivo de aumentar la
eficiencia de extraccion del proceso. El aumento en la temperatura acelera la cinética de la
extraccion y la alta presion mantiene el solvente en estado liquido, facilitando extracciones rapidas
y seguras. Adicionalmente, al elevar la presion el solvente se ve forzado sobre los poros de la
matriz, facilitando la extraccion de analitos, mientras que elevar la temperatura disminuye la
viscosidad del solvente, permitiendo una mejor incorporacion del solvente en la matriz, ademas de
un aumento en la difusividad del solvente, resultando en un aumento en la rapidez de extraccion.
El principal reto la PLE es el costo del equipo que limita su accesibilidad.?’ El uso de PLE para
extraer curcuminoides ha dado resultados positivos, bajo las condiciones de extraccion probadas,

indicando ser un método adecuado para su extraccion. !
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1.1.3 Purificacion de curcuminoides

El interés en la purificacion de curcuminoides también ha incrementado debido al potencial
beneficio y aplicabilidad que se deriva de estudiarlos individualmente. La curcumina cruda
disponible en el mercado contiene un 17% de demetoxicurcumina y un 3% de bis-
demetoxicurcumina. Las similitudes en su estructura hacen que la separacion y purificacion sea
desafiante. La separacion de curcuminoides ha sido estudiada por métodos cromatograficos,
utilizando silica gel como fase estacionaria y distintos sistemas de solventes para eluir. Las mejores
separaciones cromatograficas se han alcanzado utilizando cloroformo y metanol como

eluyentes.?!23

Sin embargo, desde un punto de vista de produccion, los procesos de cristalizacion son preferidos
por lo que estos métodos también se han explorado. Se han probado solventes como etanol e
isopropanol bajo procesos de enfriamiento controlados, obteniendo mejoras significativas en la

pureza.?2-24

1.2 Actividades bioldgicas de la curcumina

La demanda de la circuma ha aumentado, como se ha mencionado, debido a la evidencia que se
ha encontrado con respecto a un amplio rango de actividades bioldgicas. Dichas actividades se han
atribuido a los curcuminoides curcumina, demetoxicurcumina y bis-demetoxicurcumina, y, entre
ellos, principalmente a la curcumina que ha sido la més estudiada de los tres. Dentro de estas
actividades se encuentran la antioxidante, antimicrobiana, tanto antiviral como antibacteriana,

antiinflamatoria, anticancerigena, antihipertensiva y anticoagulante.®>%’
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Figura 2. Actividades biologicas de la curcumina. (Creada con BioRender)

Se ha evidenciado que es la capacidad de la curcumina para interactuar con multiples moléculas
sefializadoras, lo que le permite llevar a cabo tantas actividades beneficiosas para la salud. Esta
molécula presenta tres sitios reactivos principales, los dos grupos fenolicos que actian como
donadores de hidrogeno, las dos posiciones 4 y 4’ en el esqueleto 1,7-diarilheptanoide que actiian
como aceptores de Michael y un grupo 1,3-dicetona que actia como sitio activo quelante para

metales (Figura 3).

Figura 3. Sitios reactivos de la curcumina.

En efecto, en estudios de actividades bioldgicas, se ha encontrado que parte de la versatilidad de

la curcumina se encuentra asociada a su capacidad de actuar como como un aceptor de Michael en
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reacciones de adicion nucleofilica, lo que le permite reaccionar con grupos tiol (-SH) del glutation
y con grupos tiol y selenol (-SeH) en enzimas y proteinas, importantes en la regulacion de
actividades antioxidantes, respuestas del sistema inmune y desintoxicacion de carcindégenos.**® En
enfermedades como Alzheimer, cancer, depresion y artritis, se ha encontrado que es un agente
terapéutico promisorio por su capacidad de formar complejos con varios metales, por ejemplo, con
AI**, el cual se encuentra asociado al Alzheimer. Su capacidad de formar complejos con metales
como cobre, cromo, arsénico, mercurio, plomo y cadmio, le permite también reducir la toxicidad

de metales pesados.*

Asimismo, los efectos antiinflamarios de la curcumina se han evidenciado en estudios de
enfermedades como artritis, pancreatitis, alergias e infecciones bacterianas, de hongos y
nematodos, a través de distintos mecanismos de accion. Un ejemplo es la regulacion de la respuesta
antiinflamatoria ligada a productos de la cascada del 4cido araquidonico, relacionados con la fiebre

y el dolor.®

Por otro lado, se ha reportado que la naturaleza antioxidante de la curcumina, asociada a su
capacidad de eliminacion de radicales libres a través de sus sitios reactivos, le permite actuar en la
prevencion de enfermedades metabolicas y cardiovasculares,*¢ vinculadas al estrés oxidativo. Este
es causado por radicales libres y especies reactivas de oxigeno, que alteran el funcionamiento y la
estructura de lipidos y proteinas celulares, afectando los procesos energéticos, de transporte y
sefializacion celular en el metabolismo, generando consecuentemente un desbalance en el sistema
inmunolégico y procesos antiinflamatorios.® Finalmente, la actividad anticancerigena de la
curcumina también se ha estudiado ampliamente debido a la alta mortalidad de dicha enfermedad
y su incidencia en gran cantidad de tejidos en el organismo, habiéndose reportado que la curcumina
presenta actividad anticancerigena en células de distintos tipos de cancer como colon, piel, cérvix,

pancreas, prostata, y mama, entre otros.?’

Dada la importancia de los procesos bioldgicos anteriormente mencionados, la vinculacion entre
ellos y el potencial efecto beneficioso de la curcumina en los mismos, las siguientes secciones se
expanden en cuanto a la actividad anticancerigena y antioxidante de la curcumina, asi como los

métodos de estudio utilizados para la evaluacion de estas actividades.
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1.2.1 Actividad anticancerigena de la curcumina

La curcumina modula una serie de blancos bioldgicos, como factores de transcripcion, factores de
crecimiento, mediadores inflamatorios, proteinas de ciclo celular, enzimas o proteinas apoptoticas,
y vias celulares.* Esta es capaz de prevenir carcinogénesis por medio de la afectacion de dos
procesos: la angiogénesis y el crecimiento de células cancerosas, ademas de reprimir la metéstasis
e inducir apoptosis en células cancerosas. La curcumina es capaz de llevar a cabo estas funciones
mediante la regulacion de distintas vias de sefializacion, incluyendo la supervivencia celular,

supresion tumoral, por medio de enzimas como las caspasas o quinasas proteicas.*>°

Las células cancerigenas pueden producir nuevos vasos sanguineos por medio de la estimulacién
de factores angiogénicos. La curcumina ha mostrado tener actividad antiangiogénica por medio de
la inhibicion de estimuladores de factores angiogénicos como el VEGF, por medio de la regulacion
del factor nuclear kappa B (NF-kB). NF-kB corresponde a una familia de cinco factores de
trascripcion que son responsables por la supervivencia de la célula, produccion de citoquinas, entre
otras funciones celulares.®! Varios estudios reportan el efecto inhibitorio de la curcumina sobre la

via de activacion del NF- B en lineas celulares de pulmon. 3%

La curcumina también puede inducir apoptosis en células cancerosas por medio de la proteina p53.
P53 es una de las células represoras de tumor mas importantes, ya que afecta la proliferacion
celular, la apoptosis y dafio de ADN. Estudios han demostrado que la curcumina induce apoptosis
en células cancerosas de pulmoén, de colon y varias lineas celulares de cancer de mama por medio

de dicha proteina.’%*3

Por medio de distintos mecanismos, como los descritos, es que la curcumina ha evidenciado su
actividad contra células de distintos tipos de cancer, como céancer de cérvix,** prostata, pancreas>’

y leucemia, ademas de los mencionados anteriormente.*>
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1.2.2 Actividad antioxidante de la curcumina

La curcumina presenta actividad antioxidante importante a través de distintos mecanismos. Esta
actividad se les atribuye a dos propiedades estructurales de la molécula. Debido a la presencia de
los grupos fenodlicos en su estructura quimica, la curcumina muestra una fuerte actividad
antioxidante por medio de la donacién de protones, como se muestra en la figura 4a.>” Ademas, el
sistema 1,3-dicetona contribuye a la actividad antioxidante por la naturaleza 4cida del proton a,
como se muestra en la figura 4b. El sistema conjugado deslocaliza la carga, estabilizando el radical
resultante. Se ha comprobado que la presencia de grupos metoxilo también juega un papel
importante en la actividad antioxidante de la curcumina, lo que la diferencia de los demas

curcuminoides principales.34

Figura 4. Mecanismos de actividad antioxidante de la curcumina.*!

Cabe remarcar que la curcumina es capaz de eliminar distintos tipos de radicales libres como

especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, las cuales juegan un papel importante en la oxidacion
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de lipidos celulares. Se ha encontrado también que estimula la actividad de otras enzimas
antioxidantes como la glutation-peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa. Otros estudios han
demostrado que la curcumina puede inhibir enzimas que generan especies reactivas de oxigeno,

como la lipooxigenasa/ciclooxigenasa y la xantina oxidasa.*’
1.2.3 Estudios de evaluacion in vitro

En lo que respecta a las evaluaciones de la actividad antioxidante y anticancerigena de la
curcumina, que permitan determinar la seguridad y la eficacia de esta, estas se pueden llevar a
cabo por medio de métodos in vivo o in vitro. Los estudios in vivo corresponden a aquellos en los
que se lleva a cabo el andlisis y la caracterizacion de las moléculas y sistemas bioldgicos en
organismos intactos, como animales y humanos, mientras que los estudios in vitro implican la
manipulacion de organos, tejidos, células y biomoléculas bajo condiciones de laboratorio
controladas.’ Los estudios in vivo son muy costosos, dificiles de controlar y a menudo presentan
baja correlacion con humanos cuando estos se realizan en animales. Por otro lado, los estudios in
vitro permiten evaluar la absorcion y accion de moléculas a través de técnicas mas rapidas, menos
costosas y mas adecuadas gracias a la heterogeneidad del medio, por lo que son los de eleccion en
un primer abordaje de la valoracion de bioactividades.’** Las siguientes secciones se refieren a los

métodos de estudio in vitro de actividad anticancerigena y antioxidante.
1.2.3.1 Métodos de estudio de actividad anticancerigena

Los ensayos de citotoxicidad in vitro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazilbromuro (MTT)
y la sal de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio
(MTS) son considerados dos de los métodos mas confiables y convenientes para evaluar actividad
anticancerigena de forma preliminar. Ambos métodos son exactos, especificos, sensibles y
presentan una rapida indicacién de toxicidad.*> Ambos son ensayos in vitro que emplean técnicas
colorimétricas para determinar el porcentaje de células viables por medio de la determinacion de
actividad de la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial, y difieren inicamente en el reactivo

utilizado.*?

En el ensayo MTT, el reactivo es bioreducido por la deshidrogenasa dentro de las células vivas
para formar cristales de formazan. Este ensayo requiere la adicién de agentes que faciliten la

disolucion del producto insoluble formado. En el caso del ensayo MTS, que funciona de una
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manera similar, no es necesario debido a que se genera un producto soluble en agua. El porcentaje
de células viables se mide por medio de colorimetria, la cantidad de producto coloreado es
directamente proporcional al porcentaje de células vivas en cultivo, ya que los reactivos solo
pueden ser reducidos metabolicamente por células activas.*> El ensayo MTT se ha utilizado

ampliamente en la evaluacion de actividad anticancerigena de la curcumina.?>%%

1.2.3.2 Métodos de estudio de actividad antioxidante

Existen distintos métodos para llevar a cabo el estudio de actividad antioxidante de un compuesto
o mezcla en estudio. Los més comunes son la capacidad antioxidante en equivalentes de trolox
(TEAC), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno
(ORAC) y poder antioxidante reductor de hierro (FRAP). La diferencia entre ellos radica en el
mecanismo de reaccidon bajo el cual se evalua la actividad antioxidante. Existen dos tipos de
mecanismos de reaccion principales, el de transferencia de dtomo de hidrogeno (HAT) y el de
transferencia de electrones (ET). Existe un tercer grupo en el que el mecanismo de reaccion es una

mezcla de HAT y ET.

El mecanismo de reaccion HAT se lleva a cabo como se muestra en la reaccion (1). Un componente
antioxidante en este caso fendlico [ArOH] dona un atomo de hidrogeno H a un radical libre
inestable y se forma un radical libre mas estable. La estabilidad del radical formado hace poco
probable que se desencadenen mas reacciones radicalarias después de esta. Un método que sigue

este mecanismo de reaccion es el ORAC.
(n)RO2"+ ArOH — (n)ROOH +ArO’(HAT) (1)

En el caso del mecanismo de reaccion de ET, suceden las tres reacciones que se muestran a
continuacion (2-4). A pesar de que el resultado de este mecanismo es el mismo que en HAT, los
procesos se dan por medio de transferencias de electrones individuales. La diferencia esta en que,
al tener mas pasos, en el método de ET se pueden desencadenar mas reacciones radicalarias, sin
embargo, estos métodos suelen ser mas rapidos y faciles de aplicar. Un método que sigue este

mecanismo de reaccion es el TEAC.
(n)RO2 + ArOH — (n)RO2 + [ArOH] *(SET) (2)

[ArOH] " + H20 = ArO" + H30" (Equilibrio de deprotonacion) 3)
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RO, + H30" = ROOH + H>O (Formacién de hidroperoxido) 4)

En el caso de los mecanismos mixtos, ambos mecanismos pueden estar sucediendo
simultaneamente. Sin embargo, el mecanismo de HAT suele ser mas rapido que el de SET, por lo
que se asume que el mecanismo predominante es el HAT. Un método que puede seguir un
mecanismo de reaccion mixto es el DPPH.* En el caso del estudio de la curcumina, en la literatura

se ha aplicado comtinmente este ltimo método.6:*¢

1.2.4 La barrera de la biodisponibilidad

A pesar de sus promisorias actividades biologicas, la curcumina presenta un reto importante, su
biodisponibilidad. Estudios farmacocinéticos y de biodisponibilidad han indicado que esta
presenta una baja absorcion intestinal y una rapida eliminacion del cuerpo después de una
administracion oral.*’*® En una primera investigacion en ratas se encontré que un 75% fue
excretado en las heces, y una baja cantidad fue encontrada en la orina. Un estudio posterior también
en ratas reportd que solo el 60% fue absorbido después de la administracion oral de curcumina. En
un estudio en humanos,* se encontré que solo 11 nmol/L de curcumina podian ser detectados en
plasma sanguineo recolectado una hora después de que 0.002 mol/L de curcumina fueran

administrados oralmente.

La curcumina presenta resistencia a la degradacion en condiciones acidas, por lo que deberia de
mantenerse estable en el estbmago. Sin embargo, por su tendencia a degradarse en condiciones
basicas o neutras, esta se degrada rapidamente en el intestino delgado y colon. Un estudio por
medio de trazado radioactivo con curcumina marcada con *H confirmé que la curcumina se
transforma durante su absorcion intestinal.’®>! Otra limitacion de la curcumina que dificulta su
aplicabilidad es su baja estabilidad en condiciones fisiologicas. A 37°C y pH 7.2, el t1» de la
curcumina se reporta como menos de 10 min.* Sin embargo, después de su absorcion, esta entra
en el torrente sanguineo y se distribuye rapidamente a través del cuerpo, por lo que se ha localizado
a niveles detectables en muchos tejidos, como el higado, colon, cerebro, corazéon, pulmon y bazo,

como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Metabolismo de la curcumina después de la administracion oral. (Creada con

BioRender utilizando la imagen de Zheng et al. como referencia®?)

Debido al gran potencial de aplicacion de la curcumina en el tratamiento y prevencion de distintos
padecimientos, se han planteado distintas estrategias para mejorar su biodisponibilidad. Entre estas
estrategias se han probado dispersiones solidas, obtencion de polimorfos o preparacion de
materiales organicos multicomponente. Sin embargo, a pesar de mejorar la solubilidad y
estabilidad de la curcumina, estas estrategias no son capaces de protegerla de la degradacion
causada por enzimas endogenas, por lo que las técnicas mds promisorias son basadas en

nanotecnologia, que han demostrado mejorar las actividades bioldgicas de la curcumina. %!

1.3 Estrategias basadas en la nanotecnologia para mejorar la biodisponibilidad

Los avances en la nanotecnologia han demostrado que las nanoparticulas tienen gran potencial
como portadoras de farmacos con baja solubilidad, no solo porque mejoran la biodisponibilidad

de estos, sino también porque permiten llegar a sitios de accioén especificos con una liberacion
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controlada.® Los distintos métodos y tecnologias existentes y emergentes permiten la obtencion de
nanoestructuras con caracteristicas bioldgicas y fisicoquimicas tnicas. La reduccion de tamafio a
nano-escala presenta ventajas como mejora en la solubilidad, biodisponibilidad oral, rapidez de
disolucion, asi como una reduccioén en la dosis requerida, una accion terapéutica mas rapida,
reduccion de toxicidad y mejora en la liberacion.’® Adicionalmente, se ha encontrado que la
nanoencapsulacion de polifenoles con baja solubilidad puede potenciar su actividad
. : 54,55 . e . . . Sy
anticancerigena. A continuacion, se abordaran los tipos de nanoparticulas y su aplicacién con

curcumina hasta el momento, como método para mejorar su biodisponibilidad.

A pesar de las ventajas, las nanoparticulas pueden presentar limitaciones. Su tamafio reducido y
gran area superficial puede llevar a la formacion de agregados de particulas, producto de
interacciones entre las mismas, lo que vuelve dificil su manipulacion en formas liquidas o solidas.
Las nanoparticulas ademds presentan una vida util de circulacion corta en el cuerpo seguido de
administracion intravenosa producto de la accion de las células fagociticas. Sin embargo, ain con
estas limitaciones, las nanoparticulas presentan una alternativa adecuada de entrega de
medicamentos de baja masa molecular y macromoléculas como proteinas, péptidos o genes en el
cuerpo utilizando distintas vias de administracion. Los avances en la nanotecnologia y ciencia de
materiales han ofrecido nuevas maneras de superar las barreras de aplicacion antes descritas.>®
Esto ha derivado en el desarrollo muchos tipos de nanomateriales, sin embargo, no existe un
acuerdo en la comunidad cientifica para su clasificacion, algunos autores las clasifican
dependiendo de sus caracteristicas, funcionalidad o aplicacion.’’ La Figura 6 presenta una

clasificacion en funcion de la naturaleza quimica de los nanomateriales.
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Figura 6. Esquema de clasificacion de nanomateriales. (Creada con BioRender utilizando la

imagen de Wilhelm-Romero et al. como referencia®®)
1.3.1 Tipos de nanoparticulas utilizadas en la mejora de la biodisponibilidad de farmacos

Las nanoparticulas se definen como dispersiones de particulas o particulas solidas con tamafio en
un rango de 10-1000 nm. Estas se pueden preparar bajo dos principios metodolédgicos, el primero
corresponde al método de desintegracion, en el cuales se busca la reduccion del tamafio de
particulas, por ejemplo, utilizando homogenizacién a alta presion o molienda de alta energia. El
segundo corresponde a la nucleacion de particulas desde el estado molecular, por ejemplo, el

método hidrosol o cristalizacion controlada durante la liofilizacion.>%>°

La Figura 7 muestra la representacion esquematica de algunos tipos de nanoparticulas utilizadas

en la mejora de la biodisponibilidad de farmacos.

23



Figura 7. Tipos de nanoparticulas utilizadas en la mejora de biodisponibilidad de farmacos.

(Creada con BioRender)

Las nanoparticulas poliméricas son particulas poliméricas coloidales en las cuales el agente
terapéutico de interés se encapsula dentro de la matriz polimérica o se puede adsorber en la
superficie. Estas nanoparticulas han mostrado mejorar la biodisponibilidad y mejorar la solubilidad
de farmacos producto de la reduccion en el tamafio de particulas y la nanoencapsulacion de este
en un polimero soluble en agua. Las primeras nanoparticulas de este tipo se formularon con
polialquilcianoacrilato. Actualmente se prueban polimeros biodegradables como quitosano,
alginato o acido polilactico, o polimeros no biodegradables como polimetacrilato o

polimetilmetacrilato.’®

El uso de nanoparticulas poliméricas presenta limitantes como toxicidad de los polimeros,
presencia de residuos de solvente, alto costo, degradabilidad, requerimiento del uso de polimero
de alta calidad, y pureza en el caso de polimeros biodegradables. Las nanoparticulas lipidicas son
particulas esféricas compuestas de lipidos con un centro lipidico. Pueden sintetizarse combinando

una fase lipidica con fosfolipidos como emulsificantes, utilizando técnicas como homogenizacion

24



a alta presion.® Existen varios tipos de nanoparticulas lipidicas, las més usadas son las
nanoparticulas solido-lipidicas (SLN) y acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC).>%¢! Las
SLN son sistemas coloidales con una proporcion de agua entre 70-95%, elaborados principalmente
a partir de lipidos fisiologicos solidos que tienden a gelificar y a expulsar el farmaco durante el
almacenamiento, presentan una capacidad de carga limitada, son biodegradables y tienen buena
tolerancia. Las propiedades y estabilidad de las SLN se han mejorado mediante la adicion de
lipidos liquidos en los que el farmaco suele ser mas soluble, dando origen a los NLC. Las SLN y
los NLC poseen la integridad fisica de las particulas sélidas de forma definida, preservan la
estabilidad quimica y fisica de sus ingredientes y son madas efectivas para la liberacion

controlada.>®01-62

Las nanoparticulas hibridas lipido-polimero (LPN) combinan las ventajas de los dos tipos de
nanoparticulas descritas anteriormente. Presentan un buen desempeiio en la entrega de farmacos,
alto porcentaje de encapsulacion, buen perfil de liberacion, estabilidad y capacidad de atacar
células o tejidos de forma especifica. Las LPN se componen de tres partes: un centro polimérico
utilizado para encapsular el farmaco insoluble en agua, un caparazén polimérico hidrofilico que le
confiere estabilidad y una cobertura lipidica en la interfase del centro y el caparazén polimérico
que actia como un muro molecular para promover la retencion del farmaco dentro de la
nanoparticula. El centro polimérico y la capa lipidica se asocian por medio de fuerzas de Van der

Waals, interacciones electrostéticas y otras fuerzas no covalentes.>®
1.3.2  Avances en la nanoencapsulacion de la curcumina para mejorar su biodisponibilidad

La nanoencapsulacion de la curcumina se ha estudiado desde distintas metodologias, donde se ha
comprobado su capacidad de mejorar las actividades bioldgicas de la misma.®®*%* Las
nanoparticulas poliméricas de curcumina han demostrado mejorar su solubilidad, estabilidad y
liberacion.® La nanoencapsulacion utilizando PLGA (4cido poli lactico-co-glicdlico) como
polimero permitio la obtencion de particulas con mejores propiedades fisicoquimicas que las de la
curcumina libre, asi como una mejora en su estabilidad.***® Se han preparado también
nanoparticulas con polisacaridos como quitosano y goma ardbiga, utilizando agentes
emulsificantes como EYPC y Tween 80. Se encontr6 que las nanoparticulas preparadas eran

capaces de encapsular, estabilizar y liberar la curcumina de forma efectiva.”*® Estas mejoras en
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las propiedades inherentes a la biodisponibilidad de la curcumina se han reflejado en un aumento

de las actividades bioldgicas de la misma como citotoxicidad y actividad antioxidante.>-67-¢°

Por su parte, también se han preparado nanoparticulas lipidicas con curcumina, las cuales han
presentado resultados positivos. Se han preparado tanto NLC como SLN utilizando distintas
formulaciones con eficiencias de encapsulacion de mas de 90%, utilizando lipidos como ceramida
y acido palmitico o palmitato de cetilo,’®’! donde la mejora en la solubilidad y estabilidad de la
curcumina se ha evidenciado.”®’>7* Los aumentos en la solubilidad de la curcumina por medio de
la preparacion de nanoparticulas lipidicas se han visto reflejados en el aumento de actividad
anticancerigena de la curcumina. Se ha reportado un aumento de la citotoxicidad en células de
cancer cerebral tanto utilizando SLN”! como NLC, donde el porcentaje de inhibicion del tumor in
vivo mejord de un 19.5% a un 82.3%.7* Las SLN han mostrado también una mejora en la actividad

citotoxica de la curcumina en cancer de pulmoén y de mama.’>7®

A pesar de que los resultados obtenidos hasta el momento en la nanoencapsulacion de la curcumina
son alentadores, sigue habiendo barreras en su aplicabilidad. A pesar de que los métodos funcionan
a escala de laboratorio, suelen presentar problemas a la hora de escalar la produccion, por lo que
sigue siendo necesario plantear métodos de nanoencapsulacion que puedan aplicarse a un nivel de

produccién industrial.”’

1.4 Situacion en Costa Rica

El aumento en la demanda de curcuma nivel mundial se ha visto reflejado en su produccion
nacional. En Costa Rica, la curcuma se cultiva principalmente en las regiones Huetar Norte y
Brunca, como se muestra en la Figura 7. En el periodo del 2014 al 2018, la exportacion de circuma
costarricense tuvo un aumento considerable cuando se paso de exportar $168.7 mil a $444.7 mil,
con destino a Holanda (93.4%), El Salvador (6.4%), Alemania (6%) y Estados Unidos (5.2%).%
Sin embargo, las exportaciones experimentaron una reduccion en el 2019, entre otras razones, por

los requisitos de calidad del producto en los mercados internacionales.
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Figura 7. Zonas de cultivo de curcuma en Costa Rica. (Imagen obtenida de documento de

PROCOMER preparado por Ulloa con base en informacion proporcionada por BIODESS?® )

Segun datos del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH por sus siglas en inglés),
el incremento anual en el nimero de productos registrados como de circuma como suplementos
nutricionales, crecid a mas de 5,500 productos en el 2020, con un crecimiento anual promedio de
21% en los Gltimos 5 afios.’® El emergente interés en la ctircuma por las actividades bioldgicas de
sus metabolitos, en cuanto a su potencial como suplemento nutricional, principalmente de la
curcumina, vuelve su produccion una oportunidad econdmica importante para Costa Rica,

principalmente para las regiones en las que se produce.

La consolidacién de productos con clircuma, o extractos de esta, en mercados como el de
suplementos organicos alimenticios, saborizantes y colorantes de alimentos o cosméticos,® permite

que la produccion de curcuma en Costa Rica sea una oportunidad de desarrollo.
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1.5 Objetivos del proyecto

Objetivo principal

Estudiar los polifenoles de ciircuma cultivada en Costa Rica a través de su caracterizacion,

aislamiento y la sintesis de nanoparticulas para la evaluacion de las bioactividades antioxidante y

anticancerigena.

Objetivos especificos

1.

Caracterizar los polifenoles presentes en rizomas de Curcuma longa L. cultivada en Costa
Rica, por medio de su identificacion, cuantificacion y la evaluacion de su potencial
antioxidante.

Purificar los extractos polifenolicos obtenidos, para el aislamiento de los curcuminoides y
la nanoencapsulacion de la curcumina.

Evaluar la actividad antioxidante y la citotoxicidad sobre lineas celulares cancerigenas

tanto de la curcumina libre como nanoencapsulada.
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2. Metodologia
2.1 Materiales

2.1.1 Estandares, reactivos y solventes

El patréon de curcumina y reactivos como molibdato de sodio, tungstato de sodio, 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) y acido galico se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).
Para las nanoparticulas, el Pluronic® F-127 (PLU), colesterol (CHO), acido fosforico (H3PO4) y
fosfato de hidrogeno disédico fueron comprados a Sigma-Aldrich. El fosfato de dihidrogeno
sodico monohidrato fue adquirido de Merck, Polysorbatum 80 (Tween 80) fue comprado a
Sonntag & Rote S.A., y el monooleato de sorbitano (Span® 80) fue suministrado por
LABQUIMAR S.A. Los solventes de grado ACS o HPLC, como Cloroformo (CHCI3), metanol
(MeOH), acetonitrilo (MeCN) y acetona, se adquirieron de JTBaker (Center Valley, PA, EE. UU.).
Todos los disolventes utilizados eran de grado HPLC o altamente puros, y el agua se purifico
utilizando un sistema Millipore filtrado a través de una membrana Millipore de 0,22 um Millipak

40.
2.1.2 Rizomas de Curcuma longa

Los rizomas de Curcuma longa fueron adquiridos frescos de doce productores de cuatro regiones
distintas de Costa Rica, cuatro de la region Norte (RN-1, RN-2, RN-3, RN-4), cuatro de la regioén
Noreste (NE-1, NE-2, NE-3, NE-4), tres de la region Noroeste (NO-1, NO-2, NO-3) y uno de la
region Oeste (RO-1). Dichas muestras frescas comercializadas por los productores fueron

almacenadas a 4 °C.

2.2 Secado de la muestra

Se llevo a cabo el secado de cada una de las muestras como parte de su procesamiento. Para esto,
se tomo la curcuma congelada y se cortd en rebanadas finas. Se colocaron las rebanadas en
bandejas de vidrio y se secaron a 60 °C durante 24 h. Una vez secas, se pulverizaron y se

almacenaron como circuma seca en polvo a 4 °C.
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2.3 Extraccion de la muestra

2.3.1 Extraccién mediante el método de la Farmacopea Estadounidense (USP)

En primera instancia, se utiliz6 una adaptacion del método establecido por la Farmacopea de
Estados Unidos (USP) para llevar a cabo la extraccion de curcuminoides en las muestras de
circuma en polvo. Se pesaron 0.5 g de muestra de circuma en polvo con exactitud en una balanza
analitica y se transfirieron a un balén aforado de 50.00 mL. Se agregaron 30 mL de acetona y se
coloco la muestra en un bafno ultrasénico por 30 minutos. Una vez concluido el tiempo, se aforo

el balon con acetona y se centrifugo. '

2.3.2  Extraccion por medio de un equipo de Extraccion Liquida Presurizada (PLE)

Se utilizé un método preliminar de partida para comprobar que el equipo de Extraccion Liquida
Presurizada (PLE) era un método adecuado para llevar a cabo la extraccion de curcuminoides de
muestras de circuma en polvo. En dicho método de partida se pesaron 0.5 g con exactitud, y se
colocaron en una celda de extraccion de 10 mL. Se utiliz6é acetona como solvente de extraccion y
se establecieron las condiciones que se muestran en el Cuadro I como las condiciones de extraccion
del equipo. Una vez concluido el tiempo de extraccion en el equipo, se paso el extracto a un baléon
aforado de 50.00 mL y se afor6 con acetona.

Se hizo ademas una prueba preliminar para evaluar la cantidad de ciclos adecuada para el proceso
de extraccion. En dicha prueba, se evaluo6 el efecto de agregar un ciclo de extraccion, con el fin de
verificar que no se estaba perdiendo analito por una deficiencia del método. Los resultados de
dicha prueba indicaron que, en un cuarto ciclo de extraccion, la cantidad de extracto obtenida no

era significativa.

Cuadro I. Condiciones del método de extraccion preliminar en el PLE.

Solvente Acetona
Temperatura (°C) 60
Ciclos 3
Tiempo estatico (min) 6
Volumen de lavado (%) 60
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Una vez realizadas las pruebas descritas anteriormente, se prepard un disefio factorial para

encontrar las condiciones dptimas de extraccion en el equipo.
2.3.2.1 Disefio factorial preparado para la optimizacion del método de extraccion por PLE

Se propuso un disefio factorial con las condiciones que se muestran en el Cuadro II, con el fin de
optimizar el método de extraccion por PLE. Para proponer este disefio factorial se hicieron pruebas
preliminares a partir del método presentado previamente, probando con variaciones en la
temperatura y el tiempo.

Se selecciond el metanol como alternativa a la acetona, al ser un solvente de alta polaridad con el
fin de comprobar si era un disolvente adecuado para una mejor extraccion curcuminoides. Se
estudio también el efecto de la temperatura y el tiempo estatico, con el fin de determinar las
condiciones necesarias para extraer la mayor cantidad de curcuminoides en el menor tiempo
posible. La cantidad de ciclos se mantuvo constante (3 ciclos), al igual que el volumen de lavado

(60%).

Cuadro II. Condiciones de extraccion evaluadas en el disefo factorial, para optimizar el proceso

de extraccion de curcuminoides en muestras de circuma en polvo.

Factor por evaluar Variables
Disolvente Acetona Metanol
Temperatura (°C) 60 80
Tiempo estatico (min) 6 10

2.4 Identificacion y cuantificacion de metabolitos secundarios
2.4.1 Preparacion de las disoluciones para analisis por Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion (HPLC) y espectroscopia de masas (MS)

Se trabajo con el procedimiento establecido por la USP para la preparacion de muestras para
inyeccion.!® Las disoluciones se prepararon tomando una alicuota de 500 pL del extracto
previamente aforado en un balén de 50.00 mL, y llevandola a un volumen de 10.00 mL en un balén
aforado, utilizando la fase moévil del analisis como solvente. Una vez aforado el balon, se filtro la
disolucion utilizando filtros SUPELCO Iso-Disc™ PVDF-13-4 13mm x 0.45um y se procedi6 a

inyectar en el equipo.
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2.4.2 Me¢étodo de andlisis para HPLC-DAD-MS

Para llevar a cabo los analisis cromatograficos se utilizaron dos equipos de Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (HPLC), el primero un HPLC modelo Agilent 1260 con un detector DAD y
otro UHPLC modelo U3000 marca Thermo Scientific con un detector DAD. La separacion
cromatografica se realiz6 utilizando una columna marca Phenomenex Luna C18(2) con tamafio de
particula de 5 um, con un tamafio de poro de100 A y con dimensiones de 250 mm de largo y 4.6

mm de diametro.

El Cuadro III muestra la transicion de las condiciones empleadas en el primer método (A) hasta
las condiciones empleadas en el método final optimizado (F). Todos los métodos fueron
isocraticos, se llevaron a cabo a una temperatura de 25 °C y con un flujo de solvente de 1 mL/min.
El equipo detector de masas utilizado correspondio a un MSQ Plus de Thermo Scientific, en el que
se partio de las condiciones que se muestran en el método A. Seguidamente, se procedid a variar

condiciones del detector de masas: el voltaje del cono y la temperatura.

Asimismo, se programo6 una de las longitudes de onda de medicion del detector DAD a 420 nm y
el tiempo de corrida a 20 minutos, para obtener el método B. Se procedio a hacer un ajuste en el
programa. Se redujo el tiempo a 10 minutos y se ajustaron todos los solventes a solventes acidos
con un 0,1% de acido formico. Ademas, se redujo el solvente organico, ajustando el porcentaje de
metanol a 15% y el de agua a 45%. Dichas variaciones al programa de elucion dieron origen al

método C.

Posteriormente, se procedid a hacer un ajuste en el tiempo del programa, donde se prob¢ el tiempo
de corrida de 10, 15 y 20 minutos. Se observd que el tiempo ideal para el programa era de 15
minutos, y este cambio dio origen al método D. Se vario una vez mas la temperatura de 600 °C a

550 °C para obtener el método E.
Finalmente, con el fin de reducir afectacion en el equipo, se decidid dejar de utilizar solventes

acidos, y con este cambio se obtuvo el método F. El método F corresponde al método empleado

para analizar el contenido de curcuminoides en las muestras de clircuma en polvo.
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Cuadro III. Resumen de condiciones empleadas durante la optimizacion del método de analisis

cromatografico para el analisis de curcuminoides en muestras de circuma.

Método Programa de elucion isocratico Detector Detector MS
DAD (nm)

A Tiempo: 10 min 220,260, Modo de ionizacion: ESI
Agua/Acido Férmico (0,1%): 40% 370,520  Temperatura: 550 °C
Metanol: 20% Voltaje del Cono: 70 V
Acetonitrilo: 40% Polaridad: -ve,tve

Voltaje de Aguja: 3 kV

B Tiempo: 20 220,420, Modo de ionizacion: ESI
Agua/Acido Formico (0,1%): 40% 370,520  Temperatura: 600 °C
Metanol: 20% Voltaje del Cono: 50 V
Acetonitrilo: 40% Polaridad: -ve,tve

Voltaje de Aguja: 3 kV

C Tiempo: 10 220,420, Modo de ionizacion: ESI
Agua/Acido Férmico (0,1%): 45% 370,520  Temperatura: 600 °C
Metanol/Acido Férmico (0,1%): 15% Voltaje del Cono: 50 V
Acetonitrilo/Acido Formico (0,1%): Polaridad: -ve,+ve
40% Voltaje de Aguja: 3 kV

D Tiempo: 15 220,420, Modo de ionizacion: ESI
Agua/Acido Formico (0,1%): 45% 370,520  Temperatura: 600 °C
Metanol/Acido Formico (0,1%): 15% Voltaje del Cono: 50 V
Acetonitrilo/Acido Formico (0,1%): Polaridad: -ve,+ve
40% Voltaje de Aguja: 3 kV

E Tiempo: 15 220,420, Modo de ionizacion: ESI
Agua/Acido Formico (0,1%): 45% 370,520  Temperatura: 550 °C
Metanol/Acido Férmico (0,1%): 15% Voltaje del Cono: 50 V
Acetonitrilo/Acido Formico (0,1%): Polaridad: -ve,+ve
40% Voltaje de Aguja: 3 kV

F Tiempo: 15 220,420, Modo de ionizacion: ESI
Agua: 45% 370,520  Temperatura: 550 °C

Metanol: 15%
Acetonitrilo: 40%

Voltaje del Cono: 70 V
Polaridad: -ve,tve
Voltaje de Aguja: 3 kV
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2.4.3 Identificacion de curcuminoides por medio de UHPLC-MS

La identificacion de los tres curcuminoides principales, curcumina (CUR), demetoxicurcumina
(DMC) y bis-demetoxicurcumina (BDM), en los extractos se realizd empleando un detector
Thermo Scientific MSQ Plus, utilizando un ionizador ESI en modo negativo, con una temperatura

del ESI de 550 °C, voltaje del cono configurado en 70 V y el voltaje de la aguja en 3 kV.

Se observaron las tres sefiales correspondientes a cada uno de los tres curcuminoides, la primera
con un tR de 8.73 min y 307 m/z correspondiente a BDM, seguida de un pico a un tR de 9.67 min
y 337 m/z correspondiente a DMC, y finalmente una sefial con un tR de 10.57 min y 367 m/z

correspondiente a CUR.

2.4.4 Cuantificacion de los tres curcuminoides principales

La cuantificacion de curcuminoides en las muestras de circuma se llevo a cabo por medio de
analisis por HPLC. Se utilizé el método descrito previamente; las areas se interpolaron en la
ecuacion de la curva de calibracion correspondiente, como se muestra en la ecuacion (5), donde A
corresponde al 4rea obtenida, b al intercepto, m a la pendiente y C a la concentracion de
curcuminoides buscada:
A-b

C=— )
Seguidamente, se obtuvieron los mg/g de muestra seca como se muestra en la ecuacion (6), donde
C es la concentracion obtenida de la ecuacion (5), V es el volumen del balon aforado en litros, Fq
es el factor de dilucion utilizado en la disolucién inyectada y mm es la masa de clircuma seca en

polvo de partida.

__ CV'Fq
D) T ©

Finalmente, la cantidad de curcuminoides se calculé también como porcentaje de curcuminoides,

con la expresion (7), donde mrmg/g) corresponde a la masa total de curcuminoides en mg/g.

Porcentaje de Curcuminoides(%) = mT(ﬂ) -% (7)
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2.5 Analisis de los extractos obtenidos por medio del método de la USP y el método
optimizado de PLE
2.5.1 Curva de calibraciéon y condiciones de equipo para la cuantificacion de curcuminoides

extraidos por medio del método USP

Para la construccién de la curva de calibracion de CUR se utiliz6 un patron de Sigma-Aldrich con
un 78% de pureza. Todos los patrones se prepararon en MeOH y en un rango de 1 y 25 ppm para
cada curva. Todas las disoluciones se filtraron utilizando un filtro de jeringa SUPELCO Iso-Disc™
PVDF-13-4 13mm x 0.45um antes de ser inyectadas. La curva de calibracion obtenida se muestra

en la Figura 8. La presente curva se prepar6 en el HPLC Agilent 1260 descrito anteriormente.
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Figura 8. Curva de calibracion de curcumina preparada para la cuantificacion de las muestras

extraidas con método USP.

2.5.2 Curvas de calibracion preparadas para la cuantificacion de los tres curcuminoides en

los extractos obtenidos por medio de PLE.

Para la obtencion de la curva de calibracion de CUR se utilizé un patron de CUR Sigma-Aldrich
con un 78% de pureza. Para preparar las curvas de calibracion de los otros dos curcuminoides,
DMC y BDM, se utilizaron los compuestos purificados por medio de una columna cromatografica,
como se amplia mas adelante en la respectiva seccion. Todos los patrones se disolvieron en MeOH

y se prepararon disoluciones en un rango de 1 y 25 ppm para cada curva. Todas las disoluciones
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se filtraron utilizando un filtro de jeringa SUPELCO Iso-Disc™ PVDF-13-4 13mm x 0.45um antes
de ser inyectadas. Las curvas de calibracion obtenidas se muestran en la Figura 9. Las presentes

curvas de calibracion se prepararon en el UHPLC-DAD U3000, marca Thermo Scientific, descrito

anteriormente.
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Figura 9. Curvas de calibracion de CUR, DMC y BDM.

2.6 Evaluacion del potencial antioxidante

La evaluacion del potencial antioxidante en los extractos obtenidos a partir del método de PLE se

llevo a cabo por medio de dos analisis: la valoracion de Folin-Ciocalteau y el método DPPH.
2.6.1 Capacidad reductora por el método de Folin-Ciocalteau

El método de Folin-Ciocalteu es un método comunmente utilizado para la determinacion de
polifenoles totales. En dicha evaluacion, los polifenoles en extractos de plantas reaccionan por
medio de una reaccidon redox con el reactivo de Folin, para formar un complejo de color azul que
puede cuantificarse a partir de espectrometria UV-VIS.” Sin embargo, por la naturaleza redox de
la reaccion, se ha encontrado que este método también es un indicador de la capacidad reductora,

por lo que también resulta en una evaluacion de la actividad antioxidante de una muestra de

interés.%°
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El reactivo de Folin-Ciocalteu utilizado para llevar a cabo los anélisis se preparé en el laboratorio
con los reactivos correspondientes y se utilizd un espectrofotometro UV-Vis marca Thermo

Scientific, modelo Genesys 10S UV-VIS.

La determinacion se llevo a cabo en balones de 25.00 mL. Se agrego6 una alicuota de 0.5 mL de la
muestra correspondiente, y seguidamente 1 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau. Luego, se agregd
5 mL de la soluciéon de NaxCOs y se aford con agua destilada. Los balones se mantuvieron en
oscuridad durante una hora y al cumplirse este tiempo se midid su absorbancia a 750 nm en el

espectrofotometro previamente descrito.
2.6.2 Evaluacion del potencial antioxidante por medio del método DPPH

La actividad antioxidante se puede determinar a partir la evaluacion con el radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Los resultados son expresados como el valor ICso, que indica la

concentracion de muestra que produce la inhibicion del 50% del radical libre DPPH.?!

En primer lugar, en balones aforados de 5.00 mL se agregaron alicuotas del extracto en un
rango de 10 pL a los 150 pL, en funciéon de cada muestra. Adicionalmente, se prepard un blanco
agregando metanol en lugar de muestra. Seguidamente, se agreg6é 1 mL de la disolucion madre de
DPPH en cada balon y se aforé con metanol. Posteriormente, se dejo reposar por 30 minutos en la
oscuridad. Una vez transcurrido el tiempo, se midio la absorbancia de la muestra a una longitud
de onda de 517 nm en en el espectrofotdmetro previamente descrito.

El porcentaje de inhibicion se calcul6 de la siguiente manera:

%lnhih = (ttencetrmesr) 109 (8)

Asimismo, el ICso se determind mediante la siguiente formula, siendo b el intercepto y m

la pendiente:

IC50 = m (9)
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2.7 Purificacion de los tres curcuminoides principales presentes en Curcuma longa

2.7.1 Purificacion de los curcuminoides mediante una columna cromatografica

Se busco aislar los compuestos principales de la curcuma, por lo que se procedio a optimizar un
método cromatografico para llevar a cabo la separacion. El extracto de ciircuma se prepard a partir
de dos extracciones utilizando el método optimizado de PLE, con una masa de partida de 7.5 g de
circuma seca en cada una y utilizando una celda de extraccion de 34 mL. El extracto se llevo a
sequedad en un rotavapor para determinar su masa. Seguidamente se preparo la cabeza de columna
redisolviendo el extracto, agregando 6.0 g de silica, marca Sigma Aldrich (Silica gel 60 Merck
Millipore 70-230 mesh) y llevando a sequedad nuevamente. Se trabaj6 con una columna utilizando
como fase estacionaria la misma silica empleada en la preparacion de la cabeza de columna para
separar los compuestos. Se variaron las dimensiones y el gradiente de elucion hasta encontrar las
condiciones Optimas de separacion. Después de varias pruebas se utilizé una columna con 3.5 cm

de didmetro y 30 cm de altura. El gradiente de elucion establecido se describe en el Cuadro IV.

Cuadro IV. Gradiente de elucion y volumenes utilizados para llevar a cabo la separacion de los

curcuminoides principales en extractos de curcuma.

Proporcion CHCl3: MeOH Volumen (mL)
100 CHClI3 500
99:1 300
98:2 300
97:3 300
96:4 300
95:5 300
937 300
90:10 300
100 MeOH 250
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2.7.2 Purificacion de CUR mediante procesos de cristalizacion

Se llevo a cabo la purificacion de la CUR por medio de la cristalizacion de la fraccion de CUR y
DMC obtenida de la columna previamente descrita. Se utilizd como medio de cristalizacién
isopropanol (IPA), en el cual los curcuminoides DMC y BDM presentan una buena solubilidad a
temperatura ambiente, mientras que CUR presenta una menor solubilidad a esa misma
temperatura. Se agregd la menor cantidad de IPA posible para disolver todo el solido a 60°C y se
dej6 enfriar lentamente, con una disminucion de 1 °C por cada tres minutos aproximadamente. Los

cristales obtenidos se filtraron con vacio por 5 minutos.

2.7.3 Caracterizaciéon por RMN de los tres curcuminoides purificados

Los tres curcuminoides aislados, BDM, DMC y CUR, se caracterizaron por medio de RMN. Se
pesaron 25 mg de cada uno y se disolvieron en 450 uL de MeOD. Las mediciones se realizaron en

un instrumento Bruker de 400 MHz.
2.8 Preparacion y caracterizacion de nanoparticulas hibridas lipido-polimero de curcumina

Las nanoparticulas hibridas lipido polimero (LPN) se prepararon a partir de un método
previamente optimizado en el marco de un proyecto colaborativo entre el Laboratorio Bioactividad
para el Desarrollo Sustentable (BIODESS) de la Escuela de Quimica de la UCR y el Laboratorio
Nacional de Nanotecnologia (LANOTEC).®> La nanoformulaciéon con curcumina (CUR) se
prepar6 por medio del método de emulsificacion, agregando la fase acuosa a la fase organica y
aplicando homogeneizacion a alta velocidad. La composicion de la fase organica fue de 5 mg de
CUR y 120 mg de CHO disueltos en 6 mL de una mezcla 1:1 de MeOH:CHCl3. Asimismo, se
prepard la fase acuosa disolviendo 250 mg de PLU en 50 mL de 4cido acético al 0.1% y afiadiendo
2 mL de una mezcla 1:1 de Tween 80:Span80. La adicién de la fase organica se realizo a
aproximadamente a 3 mL / min y se mezcld a 16 000 rpm durante 10 minutos, utilizando un
homogeneizador de alta velocidad IKA ULTRA-TURRAX® T25. Las nanoparticulas se
recogieron mediante ultracentrifugacion, utilizando una centrifuga Thermo Scientific Sorvall ST
16R a 12 000 rpm durante 40 minutos a 10 °C. Para eliminar el sustrato no encapsulado y las
sustancias sin reaccionar, la emulsion se lavo tres veces con agua ultrapura, se recogid por ultra

centrifugacion y se filtr6 a través de una unidad de ultrafiltracion ADVANTEC®. La formulacion
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final fue liofilizada para la caracterizacion correspondiente, o dispersada en 5 mL de agua
purificada con 0.01% de Tween80® vy refrigerada para las evaluaciones in vitro. Las
nanoparticulas con CUR preparadas se identificaron como LPN-CUR. Ademads, se preparé un
blanco siguiendo el método anterior sin agregar CUR en la fase orgénica y se identificoé como

LPN-BL.
2.8.1 Eficiencia de encapsulacion (%EE)

La %EE se determino utilizando el método directo que cuantifica la cantidad real de CUR en la
nanoparticula, por medio de la extraccion del metabolito de la formulacion. Para esto, se
disolvieron 100 pL de muestras frescas en 900 uL. de MeOH. Las muestras se filtraron a través de
una membrana de poliamida de 0.45 pum colocada en un soporte de filtro de jeringa de acero
inoxidable Sartorius. Se inyectaron 10 p L de la solucion en un sistema UHPLC U3000 Thermo
Scientific con detector de longitud de onda variable. La elucion cromatografica se realiz6 en una
columna Nucleosil 100-5 C18 (250 mm x 4.0 mm, 5 i m) a una temperatura de 35 °C, utilizando
un método isocratico, con 55% de MeCN y 45% de H3PO4 0.1% como fase mévil a un flujo de 1
mL/min y estableciendo la deteccion a 420 nm. El porcentaje de EE para cada formulacion se

calcul6 por medio de la ecuacion (10).

%EED — CUR en LPN % 100 (10)

CUR total agregada
2.8.2  Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros FT-IR se obtuvieron con un equipo Thermo Scientific Nicolet 6700 equipado con
un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) de diamante. Las muestras se colocaron en la
celda ATR sin dilucién y se analizaron en el rango de 4000-800 cm™!, recolectando 32 escaneos a

una resolucion de 4 em™.
2.8.3 Dispersion dindmica de luz (DLS)

El tamafo de particula (PS, z-promedio) y el indice de polidispersidad (PI) se determinaron en un
instrumento Malvern Nano Zetasizer ZS90 utilizando un medio con indice de refraccion 1.33, una
viscosidad de 0.8872 cP y detector de 90°. Las muestras se diluyeron con agua desionizada para

alcanzar concentraciones adecuadas, y las mediciones se realizaron a 25 °C.
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2.8.4 Microscopia electronica de transmision de alta resolucion (HR-TEM)

Las imagenes HR-TEM se obtuvieron utilizando un microscopio JEOL, JEM2011 HR-TEM a una
tension de aceleracion de 120 kV. Para el andlisis, 5 uL de las muestras se colocaron en un soporte

de muestras de rejilla y se secaron bajo una atmosfera de nitrogeno.
2.8.5 Perfil de liberacion de LPN-CUR in vitro

El perfil de liberacion in vitro de la formulacion de LPN-CUR se estudio utilizando dos medios de
disolucion diferentes. El primero correspondié a agua (MD1) y el segundo a una solucién salina
de fosfatos con un pH de 7.4 que contenia 20% de MeOH y 2.5% de Tween 80 (MD?2). Se coloco
I mL de muestra en 80 mL del medio respectivo a una temperatura de 37.0 £ 0.5 ° C y agitacioén
constante de 150 rpm en una incubadora Labnet 211 DS. Se retiraron 4 mL de cada solucién a 0,
5, 1530, 45, 60, 90, 120 y 180 minutos, sin reemplazar el volumen. Las alicuotas se centrifugaron
a 6000 rpm durante 10 min en una centrifuga Thermo Scientific Sorvall ST 16R, la cual se mantuvo
también a 37 °C. La concentracion de CUR se determind utilizando un espectrofotdmetro
Shimadzu UV-Vis 1800 de doble haz programado a una longitud de onda de 420 nm. Los perfiles
de disolucion de CUR se evaluaron en ambos medios de disolucion para su comparacion con la
liberacion de CUR contenida en las nanoparticulas preparadas. Todos los perfiles de liberacion se

evaluaron por triplicado.

2.9 Evaluacion de actividad antioxidante y citotoxicidad de CUR y las LPN preparadas
2.9.1 Actividad antioxidante de CUR y LPN-CUR por medio del método DPPH

La evaluacién de DPPH se llevé a cabo por medio de un método previamente reportado,’ para
CUR aislada libre y nanoencapsulada. Las muestras de CUR libre se prepararon en solucién
etandlica y acuosa, mientras que las muestras de LPN-CUR se prepararon en agua. Brevemente,
se prepar6 una solucion de DPPH utilizando etanol (EtOH) como disolvente. Seguidamente, se
mezclaron 0.5 mL de esta solucion con 1 mL de la respectiva disolucion de CUR libre o
nanoencapsulada a diferentes concentraciones y se incubaron a 25 ° C en la oscuridad durante 30

min. Transcurrido el tiempo, se midid la absorbancia a 517 nm
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2.9.2 Evaluacion de la citotoxicidad por MTT de CUR y las LPN preparadas

La evaluacion de citotoxicidad se llevo a cabo en el Laboratorio de Bioquimica de la Escuela de
Medicina de la Universidad de Costa Rica. La citotoxicidad in vitro de CUR libre, LPN-BL y LPN-
CUR se evalu6 mediante el método de ensayo MTT utilizando dos lineas celulares tumorales
humanas: adenocarcinoma gastrico (AGS) y adenocarcinoma colorrectal (SW-620). La muestra
de CUR libre se preparé en DMSO, mientras que LPN-BL y LPN-CUR se prepararon en el medio
acuoso utilizado en el cultivo celular. En primer lugar, 100 uL de las células a una concentracion
de 2 x 10° células/mL se sembraron en placas de 96 pozos por 24 horas, a 37 °C y en una atmdsfera
de 5% de CO». Seguidamente, se les agregaron los extractos a diferentes concentraciones (1-35
ng/mL), después de una incubacion de 48 h a 37°C y en una atmosfera de 5% de CO.. Después de
una incubacion de 48 h, se elimin6 el medio, las células se lavaron dos veces con 100 uL de PBS
y se incubaron con 100 uL de una solucién de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazolio, 5 mg/mL en el medio de cultivo celular) durante 2 h a 37 °C. Los cristales de
formazéan formados se disolvieron en 100 puL de EtOH 95%, y la absorbancia se ley6 a 570 nm en

un lector de microplacas.

Los resultados se expresaron en porcentaje de viabilidad, utilizando como control la absorbancia

de las células que crecen en ausencia del extracto, con la ecuacion (11):

Porcentaje de viabilidad (%) = AbSmuestra 19 (11)

AbScontrol

Se grafico el porcentaje de viabilidad contra la concentracion de la muestra, estableciéndose una
curva de regresion cuadratica para calcular la ICso. La muestra se analizd en tres repeticiones, cada

una por triplicado.
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3. Resultados

3.1 Cuantificacion de curcuminoides en las muestras extraidas a partir del método de la USP

Se adquirieron doce muestras de distintas zonas geograficas del pais con el fin de estudiar si la
ubicacion geografica de cultivo tiene un efecto en el contenido de curcuminoides totales (TC).
Inicialmente, se analizaron las muestras a partir de una adaptacion del método establecido por la
USP, cuyos resultados se muestran en el Cuadro V. Los resultados obtenidos evidencian que todas
las muestras estudiadas cumplen con el parametro definido por la USP, que establece que las
muestras deben tener como minimo un 3% de curcuminoides.!® Las muestras presentaron
porcentajes de curcuminoides en un rango de 5.4% a 10.3%, donde las muestras con mayor

contenido de curcuminoides se encontraron en las regiones Noreste (NE) y Noroeste (NO).

Cuadro V. Contenido de curcuminoides en muestras extraidas por medio del método establecido

por la USP.

Producto CUR (mg/g) ** DMC (mg/g) BDM (mg/g) ** TC (mg/g) 1-*3
RN-1 41.0**+25  19.12bc+12  17.9%v+2] 7782+ 1.1
RN-2 31.3%4+22  173%4cx15  13.0%4%13 61.6°+4.7
RN-3 31.2¢4+08  13.8%¢f£03  11.29°+07 56.1%¢+1.8
RN-4 3049+ 1.0 11.0+0.2 9.5°+0.6 479+ 1.6
NE-1 44.8%°+0.8 27.0¢+0.6 19.0%f+ 0.4 90.89+1.8
NE-2 37.7%¢410.1  22.9%0¢h103  159Pc+(.] 76.4%+ 0.4
NE-3 479°+1.9 2748+ 1.4 18.02Y +0.7 9334435
NE-4 39.0%+55  2143bh£33 19537+ 0.5 79.93+£2.3
NO-1 3049+ 1.0 129+ 1.0 10.894¢+0.8 54.1%+28
NO-2 43320 +27 25080+ 1.1 21.77£0.8 90.09+45
NO-3 59.6+6.0  2622h+07  21.0%7+04 102.8°+0.9
RO-1 39.6°+1.8 18.7%¢4+17  17.2%+13 74.6°+ 4.4

"'mg de curcuminoide/g de material seco. % Los valores se expresan como media + desviacion

estandar (D.S.). 3 Diferentes letras de superindice en la misma columna indican que las

diferencias son significativas con p < 0.05, utilizando el anélisis unidireccional de varianza

(ANOVA) con un Tukey post hoc como prueba estadistica.
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3.2 Optimizacion de la extraccion por PLE mediante un disefio factorial

Se procedié a optimizar la extracciéon de curcuminoides por medio del método de extraccion
liquida presurizada (PLE por sus siglas en inglés), aplicando un disefio factorial. La eficiencia de
la extraccion fue evaluada a través de la cuantificacion de CUR, DMC y BDM por medio de
UHPLC-DAD, para obtener TC en una de las muestras de la region Norte (RN) del pais (RN-1).
En el disefio factorial (DF) se evaluo el efecto de las tres variables descritas en la respectiva seccion
experimental; solvente, temperatura y tiempo estatico de extraccion. Las variables y los niveles
del DF se seleccionaron considerando previos resultados obtenidos para la extraccion de

polifenoles de este y otro tipo de productos.®?

Las variables incluyeron temperatura, 60 °C y 80 °C; acetona y MeOH como disolventes y tiempos
estaticos de extraccion de 6 y 10 min, correspondiendo dentro de cada factor a niveles bajos (—1)
y altos (+1), respectivamente. Los experimentos se llevaron a cabo luego de aleatorizacion. Los
contenidos de curcuminoides totales determinados se muestran en el Cuadro VI, con sus
respectivas condiciones de extraccion. Como se observa en el Cuadro VI, el mayor porcentaje de
curcuminoides se obtuvo con las condiciones de la extraccidon nimero 2, utilizando acetona como
solvente, a una temperatura de 80°C y con un tiempo estatico de 10 minutos. El analisis estadistico

de los resultados del disefio factorial se llevo a cabo utilizando el programa Minitab 17.

El analisis estadistico no mostré un efecto significativo (p < 0.05) para ninguna variable, ni
interacciones de 2 o 3 vias en las graficas de efectos ni de Pareto. Sin embargo, al excluir la
interaccion de 2 vias disolvente-tiempo, que mostraba el menor efecto, los resultados del DF
indicaron una diferencia significativa (p < 0.05) para la temperatura, correspondiente al efecto

estandarizado mas alto, con 80 °C mostrando los mejores resultados.
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Cuadro VI. Contenido de curcuminoides totales obtenido para cada experimento con sus

respectivas condiciones de extraccion, utilizando la muestra en polvo RN-1.

Experimento  Solvente T (°C) Tiempo estatico (min) TC 23

1 Metanol 80 10 88.6*0+ 1.1
2 Acetona 80 10 90.82+3.2
3 Acetona 80 6 86.6*°+13
4 Metanol 80 6 81.0°+0.8
5 Metanol 60 6 65.3°+2.38
6 Acetona 60 6 57.8°4+3.7
7 Acetona 60 10 51.949+47
8 Metanol 60 10 57.794+£1.0

I'TC se expresa como mg/g de material seco > Los valores se expresan como media =+
desviacion estandar (S.D.). ? Diferentes letras de superindice indican que las diferencias son
significativas en p < 0.05 utilizando el analisis unidireccional de varianza (ANOVA) con un

Tukey post hoc como prueba estadistica.

Ademas, las interacciones de 2 vias temperatura-tiempo y solvente-temperatura también mostraron
efectos significativos (p < 0.05), con acetona y tiempo estatico de 10 min ofreciendo los mejores
resultados. Finalmente, el analisis de 3 vias indico que el valor mas alto se encontr6 asociado a la
combinacion de los tres niveles mencionados, por lo tanto, las mejores condiciones para la
extraccion de curcuminoides de muestras de rizomas de C. longa en polvo fueron determinadas

como 80 ° C de temperatura, acetona como disolvente y 10 min de tiempo estatico.

3.3 Cuantificacion de curcuminoides extraidos por medio del método PLE

Se analizaron los extractos de las doce muestras obtenidas con el método de extraccion optimizado

de PLE. Los resultados se muestran en el Cuadro VIII.

Los resultados de TC obtenidos muestran valores que van desde 49.9 mg/g de material seco hasta
125.0 mg/g de material seco, lo que representa porcentajes entre 4.9 y 12.5%, superiores al 3%
minimo establecido por USP.!® Dichos resultados también fueron mayores a los obtenidos por

medio de la extraccion por ultrasonido. En términos regionales, las muestras de la region NE
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mostraron los valores mas altos, con un TC promedio de 107.3 mg de curcuminoides/g de material

seco, mientras que los valores mas bajos se observaron en muestras de curcuma de RN, las cuales

presentaron un valor promedio de TC de 73.3 mg de curcuminoides/g de material seco, 32% mas

bajo que las muestras de NE.

A nivel individual, RN-4 exhibi6 el valor mas bajo (49.9 mg/g de material seco) de las 12 muestras,

mientras que NE-1 mostro el valor mas alto (muestra seca de 125.0 mg/g de material seco), seguida

de NO-3 (118.7 mg/g de material seco).

Cuadro VIII. Muestras analizadas con el método de PLE optimizado a partir del disefio factorial.

Producto CUR (mg/g) "** DMC (mg/g) BDM (mg/g) "> TC (mg/g) >3
RN-1 421*°+03  259%°+£10 21.5%°+30 90.8*°+33
RN-2 38.6%°+1.0 293%+21  150%+1.0 82.7°x26
RN-3 31.89+2.6 19.09+1.3 179%4+1.8 68.79+58
RN-4 25.6 <+ 0.4 13.2¢+0.1 11.1¢+0.1 49.9°¢+0.5
NE-1 50.0f+£0.2 46.6 1+ 1.7 28.47+2.0 12507+ 3.7
NE-2 426°+£08  342°+12  194>9+£05 96.1%+24
NE-3 548+1.2 40.8¢+0.6 22.1°P°+04 117.88+22
NE-4 437%+1.7  251%*+24  21.5%°+12 90.33+2.0
NO-1 3534+£0.6 21.9%+0.1 143%+04 71.6%9+1.1
NO-2 5127+ 1.8 33.4°¢+38 2465720  109.128+6.0
NO-3 62.7¢+£04  305%+£03 256%+03 118.78+1.0
RO-1 3234+2.0 20.09+1.0 1639+0.6 68.69+3.2

"'mg de curcuminoide/g de material seco. % Los valores se expresan como media + desviacion

estandar (D.S.). ? Diferentes letras de superindice en la misma columna indican que las

diferencias son significativas con p < 0.05 utilizando el anélisis unidireccional de varianza

(ANOVA) con un Tukey post hoc como prueba estadistica.

Los reportes de la literatura muestran variabilidad en TC. Por ejemplo, estudios en rizomas de

ctircuma de China® y Tailandia® reportan valores que oscilan entre 5.9 y 28.3 mg/g de material

seco, menores a los resultados de TC obtenidos para las muestras analizadas en el presente estudio.
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Por otro lado, resultados en rizomas de la India®® reportan valores de TC entre 1.4 y 51.2 mg/g de
material seco, donde solo la muestra RN-4 muestra un valor dentro de este rango, mientras que las

otras once muestras costarricenses exhiben mayor contenido.

En términos de extracto, los resultados para las 12 muestras oscilan entre 379.3 y 833.3 mg de
TC/g de extracto. Entre las doce muestras estudiadas, las muestras NE-1 y NO-3 presentaron
extractos especialmente ricos con un TC de 814.1 y 833.3 mg/g de extracto, respectivamente. En
comparacion con la literatura, los resultados obtenidos en el presente estudio se encuentran en el
rango de valores reportados para muestras de India y Malasia, que oscilan entre 435-751 mg de

TC/g de extracto.’”®

En cuanto a los tres curcuminoides individuales, los resultados muestran que CUR presenta el
mayor contenido en las doce muestras, mientras que BDM es el curcuminoide con el contenido
mas bajo. El contenido promedio de CUR para todas las muestras es de 42.5 mg/g de material seco
en comparacion con un promedio de 28.3 mg/g de material seco para DMCy 19.7 mg/g de material
seco para BDM, lo que indica a CUR con un contenido promedio 1.5 y 2.1 veces mayor que los
respectivos curcuminoides. La distribucion de los contenidos de CUR, DMC y BDM en las
muestras presenta variabilidad, con NO-3 mostrando el mayor porcentaje de CUR (52.8%),
mientras que NE-1 muestra el mayor porcentaje de DMC (37.0%) y RN-3 tiene el porcentaje mas
alto para BDM (26.0%). La muestra NE-1 presenta el mayor porcentaje de los metabolitos
secundarios DMC y BDM, donde estos corresponden al 59.4% del contenido de TC. Por otro lado,
DMC y BDM muestran porcentaje mas bajo en NO-3, donde representan el 47.2% del contenido
de TC. Estos resultados son consistentes con resultados previamente reportados en la literatura que
indican que CUR es el curcuminoide mas abundante y que existe variabilidad en la proporcion de

curcuminoides en las muestras. 3+%°

En cuanto a los contenidos de los curcuminoides, los resultados muestran que la proporcion de
cada curcuminoide en el contenido total de los doce rizomas de ctircuma estudiados oscila entre
40.6% a 52.9% para CUR, 25.5% a 35.3% para DMC y 18.1% a 26.0% para BDM, mientras que
otros estudios en rizomas de China, India y Malasia indican que CUR representa de un 52.4 a
68.0%, DMC corresponde de un 16.6 a 32.6% y BDM oscila de un 14.0 a 17.7%. 348788

Finalmente, el contenido total de los metabolitos secundarios DMC y BDM para estos rizomas
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oscila entre 32.0 y 46.8%, mientras que en los rizomas de Costa Rica presenta valores mas altos,

entre 47.2% y 59.4% en las doce muestras.

3.4 Perfil polifendlico de rizomas de C. longa mediante analisis UHPLC-ESI-MS
A través del analisis UHPLC-QTOF-ESI MS se identificaron 33 compuestos polifendlicos en

rizomas costarricenses (n = 12) de C. longa. La Figura 10 muestra los cromatogramas para estos

compuestos.”
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Figura 10. Cromatogramas UHPLC QTOF-ESI MS de iones extraidos de curcuminoides de
rizomas de C. longa utilizando un espectrometro de masas Xevo G2-XS QTOF (Waters™,

Wilmslow, Reino Unido) en un rango de masa de 100 a 1000 amu.*°
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El Cuadro VII resume los resultados del andlisis para los 33 curcuminoides en las muestras de C.

longa costarricenses (n = 12).

Cuadro VII. Perfil de los compuestos fenolicos identificados por UHPLC-QTOF-ESI MS en

rizomas de Curcuma longa de Costa Rica.

, + MS2
Pico Identificacién tentativa®® R.t Fo;‘ mulla (E:;[ +H d Muestras !
(min)  molecular servado praomentos
5-hidroxi-1,7-bis(4- 147,163, 133, RN-1, RN-2, NE-3, NE-4,
! hidroxifenil)hept-1-en-3-ona 7.39 CI9H2104  313.1422 107 NO-1
1,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)pent- NE-1, NE-2, NE-3, NE-4,
2 |-en-3-ona 8.41 CI9H2105  329.1383 137 NO-2, NO-3, RO-1
4-(4-hidroxifenil)-2-oxobut-3-en-1-il RN-1, RN-4, NE-1, NE-2,
3 3-(4-hidroxifenil)acrilato 1147 CISHI705 3251075 147 NE-3, NE-4, NO-3, RO-1
4 Tetrahidrobisdemetoxicurcumina 11.60 CI19H2104  313.1422 149, 107 RN-3, NEE(’)I?IIE_?’ » NE-4,
. RN-2, RN-3, NE-1, NE-3,
5 Calebin-A 11.71  C21H2107 385.1276 177 NE-4, NO-1, NO-2
o . . RN-2, RN-3, RN-4, NE-1,
2-(3d-dihidroxibencilideno)}-3-(-4- 1} 74 191505 323.0022 123,147 NE-3, NE-4, NO-2, NO-3,
hidroxiestirilo)furano-3(2H)-ona RO-1
147,153,171
. 2% 21 RN-2, RN-3, RN-4, NE-1,
7 curcumalongina A 11.83  C20H1706  353.1024 269, é%f;, 321, NE-2, NE-4. NO-1, NO-3
123, 145, 153,
8 curcumalongina B 12.11  C21H1907  383.1140 177,201,294, RN-2, RN-4, NE-1, NE-2,
NE-4, NO-1, NO-3
350, 368
2-(3,4-dihidroxibencilideno)-5-(4- 123. 150. 153 RN-1, RN-2, RN-3, RN-4,
9 hidroxi-3-metoxiestirelo)furano- 12.19  C20H1706  353.1024 ) 77’ 33 7’ 33 8’ NE-1, NE-2, NE-3, NE-4,
3(2H)-ona ’ ’ NO-1, NO-2, NO-3, RO-1
. L RN-1, RN-2, RN-3, RN-4,
10 Srrflelg"l’;;ﬂ;h?st(“l};fr;’gnz 1239 C21H2506 373.1652 1+ 1123; 177, NE-1, NE-2, NE-3, NE-4,
x P NO-1, NO-2, NO-3, RO-1
. . . 107, 119, 137
1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-5-(4- ’ ’ > RN-1, RN-3, NE-1, NE-2,
hidroxifenil)penta-1,4-dieno-3-ona 13.52 CI8HI704  297.1105 145, 114}777’ 173, NE-4, NO-3
(A o ey A 137,145,177 RN-1,NE-1, NE-2, NE-3,
1o 13-bis(@-hidroxi-3-metoxifenil)-1.4- -3 o7 1911905 327.1216 NE-4, NO-1, NO-2, NO-3,

pentadieno-3-ona

RO-1
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MS2

4 +

Pico Identificacién tentativa® R.t Fo;‘ mulla (gM + Hi Muestras !

(min)  molecular bservado Fragmentos

. . o RN-1, RN-2, RN-4, NE-1,
i3 Lrbstbidodfnl 146513 ciomros 2030167 1070 L 1T NE2 NE3NE-4, NO-1.

eptatrieno-3-ona , 199, NO-2, RO-1
. cn . RN-1, RN-2, RN-3, RN-4,
14 [G-hidroxifonld-T-fentlheptl-enc 15 5y C19H1903  295.1313 105,119,147  NE-1,NE-2, NE-4, NO-1,

~>-diona NO-2, NO-3, RO-1
1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7-(4- 107, 131, 137, RN-2, RN-3, NE-1, NE-2,
15 hidroxifenil)hepta-1,4,6-trien-3-ona 15.67  C20HI904  323.1253 161,177,229 NE-3, NE-4, NO-1, NO-3
1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)- 137,145,161, RN-1, RN-4, NE-1, NE-2,
16 1,4,6-heptatrieno-3-ona 1618 C2IH2105  353.1370 177, 225 NE-3, NE-4, NO-2, NO-3
117,133, 145, RN-1,RN-2, NE-1, NE-2,
17 Curcumalongina C 16.21 C21H2107  385.1276 161,177,193, NE-3, NE-4, NO-2, NO-3,
195,219 RO-1
7-(3,4-dimetoxifenil)-1-(4- RN-2, NE-1, NE-2, NE-4,
18 hidroxifenil)hept-1-ene-3,5-diona 16.46 C21H2305  355.1512 119, 147 NO-1

2-(4-hidroxi-3-metoxibencilideno)-5- 137. 177. 201 RN-1, RN-2, RN-3, RN-4,
19 (-4-hidroxi-3-metoxiestirelo)furano- 16.56 C21H1906  367.1176 ’ 323’ > NE-1, NE-2, NE-3, NE-4,
3(2H)-ona NO-1, NO-2, NO-3, RO-1
. . . 107, 147, 161, RN-2, RN-3, NE-1, NE-2,

20 Octahidrobisdemethoxycurcumin  17.25  CI19H2504  317.1733 281 NE-4, NO-1

7-(3,4-dimetoxifenil)-5-hidroxi-1-(4-
21 hidroxi-3-metoxifenilo)hept-1-en-3- 17.75  C22H2706  387.1826 145,177,219 RN-1, RN;\? E)I-\I_%E-L NE-4,
ona
RN-1, RN-2, RN-3, RN-4,
22 Bisdemetoxicurcumina 1790 CI9H1704  309.1137 147, 225 NE-1, NE-2, NE-3, NE-4,
NO-1, NO-2, NO-3, RO-1
. . o RN-1, RN-2, RN-4, NE-1,
23 LTosGdidronten)S g 1g cromios 345336 10019012 NE2 NE3,NE4,NO-I,
OXIMEpE-1-en-2-0 NO-2, NO-3, RO-1

. . . 119, 145, 147, RN-2, RN-3, NE-1, NE-4,

24 Dihidrodemetoxicurcumina 1843 C20H2105  341.1379 177 NO-2, NO-3
117,119, 131, RN-1, RN-2, RN-3, RN-4,
25 Demetoxicurcumina 18.46  C20H1905 339.1262 145,147,177, NE-1, NE-2, NE-3, NE-4,
195, 223 NO-1, NO-2, NO-3, RO-1
RN-2, RN-3, NE-1, NE4,

26 Artamenona 18.51 C17H1703 269.1168 119, 107 NO-1, NO-3
1-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenilo)-7- 145. 147. 161 RN-1, RN-2, RN-4, NE-1,
27 (4-hidroxi-3-metoxifenilo)-1,6- 18.61 C22H2307  399.1408 ’ ¢ > NE-2, NE-3, NE-4, NO-1,

heptadieno-3, 5-diona

177,209

NO-2,NO-3
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MS2

4 +
Pico Identificacién tentativa® R.t Formula — [M+ H] Muestras !
(min) molecular Observado Fragmentos
117, 145. 161, RN-L,RN-2, RN-3, RN-4,
28 Curcumina 19.03  C21H2106  369.1358 . v 02 NE-I,NE-2,NE-3,NE-4,
S NO-1,NO-2, NO-3, RO-1
5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(4- RN-1, RN-3, NE-4, NO-2,
29 7 droxifenilpent lon-3.ona 1907 CISHI9O4  299.1281 137 NO3
2-(3,4-dihidroxi-5-
30 metoxibencilideno)-5-(34- 2215 C22H2107 3971262 191,153 o1 RN-2,RN-4, NE-,
| metoxIb: NE-2, NE-3, NE-4, NO-3
dimetoxiestirelo)furano-3(2H)-ona
o o RN-1, RN-2, RN-3, RN-4,
31 2(5‘4}1}1‘21?20’:;Si;ﬁf)t)%’l‘izgcél(lgﬁgogni " 2288 C20H1705 337.1054 137,147  NE-1,NE-2, NE-3, NE-4,
* NO-1,NO-2, NO-3, RO-1
o RN-1, RN-2, RN-4, NE-1,
32 hzld(r‘;g‘e‘isrt‘l’r’ﬁg)eg‘lcrﬁ;‘f‘;‘(’%HSI)(O‘I‘la 26.16 CI9HISO4  307.0948 107,147  NE-2,NE-3,NE-4,NO-I,
NO-2,NO-3, RO-1
33 4,4'-(3,5-dihidroxiheptano-1,7- 2814  CI9H2506 349.164 149, 163, 177 NE-1, NE-2, NE-4, NO-2,

diil)bis(benceno-1,2-diol)

NO-3

! Regiones: Norte (RN), Noreste (NE), Noroeste (NO), Oeste (RO).

En comparacion con la literatura, los resultados encontrados en los rizomas costarricenses se

alinean con reportes previos en cuanto a la diversidad de estructuras para los diferentes

curcuminoides identificados.”’??

3.5 Evaluacion del potencial antioxidante de las muestras extraidas por medio del método

optimizado del PLE

El potencial antioxidante de los extractos de C. longa, obtenidos a partir del método optimizado

de PLE, se estudio por medio de dos métodos, el andlisis de Folin-Ciocalteu y la evaluacion de

actividad antioxidante por DPPH. Los resultados obtenidos se detallan a continuacion.

3.5.1 Capacidad reductora a partir de la valoracion Folin-Ciocalteu para las muestras

extraidas por medio del método optimizado del PLE

Estudios recientes en polifenoles con diferentes estructuras han demostrado que la determinacion
de Folin-Ciocalteu, ampliamente utilizada para evaluar el contenido polifenolico total, es un
método adecuado para evaluar la capacidad reductora polifenolica, 3%%* el cual se ejerce a través

de un mecanismo de transferencia de un unico electron (SET, Single Electron Transfer).”*% El
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Cuadro IX resume los resultados de capacidad reductora a partir del método de Folin-Ciocalteu

(FC) en los extractos obtenidos por medio de PLE de los rizomas de C. longa (n = 12) en estudio.

Cuadro IX. Capacidad reductora a partir de la valoracion Folin-Ciocalteu para los extractos de C.
longa (n=12)
Producto FC (mg GAE/g) '**  Producto  FC (mg GAE/g) 1:*3

RN-1 25001+ 6.5 NE-3 281.9°+ 1.5
RN-2 2245%+54 NE-4 287.8 °+ 4.8
RN-3 2280°+5.6 NO-1 219.8°+23
RN-4 214.8°+47 NO-2 260.2%4+£3.8
NE-1 278.8£2.0 NO-3 301.0°+£3.3
NE-2 267.19+£2.6 RO-1 2292°+0.3

"' mg de 4cido galico equivalente (GAE)/g de extracto. 2 Los valores se expresan como media =+
desviacion estandar (D.S.). * Las diferentes letras de superindice indican que las diferencias son
significativas en p < 0.05 utilizando el analisis unidireccional de varianza (ANOVA) con un

Tukey post hoc como prueba estadistica.

Los resultados de FC muestran valores que van desde 214.8 mg equivalentes de acido galico
(GAE)/g de extracto a 301.0 mg GAE/g de extracto. El analisis ANOVA unidireccional seguido
de la prueba post hoc de Tukey mostré una diferencia significativa (p < 0.05) entre las muestras
de RN y NE. Las muestras de la region NE presentan los resultados mas altos, con un valor
promedio de FC de 260.3 mg GAE/g de extracto en comparacion con los resultados de las muestras

de la region RN, que exhiben un promedio de 229.3 mg GAE/g de extracto, 12% mas bajo.

A nivel individual, RN-4 muestra el valor mas bajo (214.8 mg GAE/g de extracto) entre las 12
muestras, seguida de NO-1 (219.8 mg GAE/g de extracto), mientras que NO-3 muestra el valor
mas alto (301.0 mg GAE/g de extracto). Esto indica una alta diversidad entre las muestras de la

region NO, mientras que las muestras de la region NE y RN muestran resultados mas homogéneos.

Estudios previos reportados en la literatura han mostrado variabilidad en los resultados de FC para
rizomas de carcuma. Por ejemplo, estudios en muestras de Malasia®® y Tailandia® reportan valores
que oscilan entre 221.7 y 317.6 mg de GAE/g de extracto, similares a los resultados obtenidos en

el presente trabajo. En términos de material seco, un estudio en muestras de Tailandia®® mostro
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resultados entre 42.1 y 50.6 mg GAE/g de material seco, en un rango similar a los resultados
obtenidos para los extractos de muestras de Costa Rica, cuyos valores se encontraron entre 33.3 y
45.2 mg GAE/g de material seco. Por otro lado, evaluaciones en muestras de Corea®’ e India®
reportaron valores de FC entre 2.6 y 10.0 mg de GAE/g de material seco, mas bajos que los

resultados obtenidos en extractos de carcuma costarricense.

Los resultados del andlisis UHPLC-DAD de TC siguen una tendencia similar a la de los resultados
obtenidos en la evaluacion de capacidad reductora de FC. Por ejemplo, la muestra RN-4 con el
contenido mas pobre de TC (49.9 mg/g de material seco) también presento el valor de FC mas bajo
y las muestras NO-3 y NE-1, las cuales presentaron el contenido de TC mas alto (118.7 y 125.0

mg/g de material seco respectivamente), también mostraron los resultados mas altos de FC.

Con el fin de profundizar en esta observacion, se realizé un analisis de correlacion entre los
resultados de la evaluacion de FC y TC, determinado por UHPLC-DAD, obtenidos en todas las
muestras (n = 12), como se observa en la Figura 11.a. Ademas, se evalud la correlacion entre FC
y los contenidos individuales de curcuminoides determinados por UHPLC-DAD (CUR, DMC y
BDM).
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Figura 11. Correlacion de los resultados de capacidad reductora de Folin-Ciocalteu (FC) y: (a)
curcuminoides totales (TC) por UHPLC-DAD, (b) contenidos de curcumina (CUR por UHPLC-
DAD.

Los resultados mostraron correlacion positiva entre FC y TC (r = 0.833, p < 0.05). Con respecto a
los curcuminoides individuales, la mayor correlacion se obtuvo con CUR, donde los resultados
indicaron una alta correlacion positiva con FC (r = 0.867, p < 0.05), como se muestra en la Figura

11b. Este resultado es consistente con estudios previos para FC, que indican que al reemplazar un
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hidrogeno por un grupo metoxilo, un donante de electrones, se promueve la transferencia de
electrones, aumentando asi la capacidad reductora de una molécula.’®*% Este es el caso de la
estructura de CUR, que contiene dos grupos metoxilo en comparacion con DMC con solo un grupo

metoxilo y BDM que no tiene ninglin grupo metoxilo.

3.5.2 Evaluacion del potencial antioxidante por medio del método DPPH para las muestras
extraidas con el método optimizado del PLE
La capacidad de eliminar los radicales libres se puede evaluar convenientemente a través de la
reaccion con un radical libre estable como el DPPH.!® Estudios cinéticos para este ensayo han
demostrado que el paso determinante de la velocidad de reaccion implica una répida transferencia
de electrones de los aniones fenoxido al DPPH, lo que se favorece con disolventes orgéanicos
proticos,'®! como el MeOH, utilizado como medio para la determinacion. Los resultados de la
evaluacion de actividad antioxidante por medio del ensayo DPPH en rizomas de C. longa (n=12)
se presentan en el Cuadro X.
Cuadro X. Capacidad antioxidante, expresada como ICso, obtenida para las muestras

regionales de Costa Rica en estudio.

Producto ICso0 (ug/mL) 12 Producto ICso (ug/mL) 12
RN-1 21.224+0.19 NE-3 19.04 ¢+ 0.65
RN-2 23.32°+0.25 NE-4 18.51 "+ 0.09
RN-3 28.01°+£0.52 NO-1 25.07f+0.72
RN-4 29.124+0.88 NO-2 19.41%+0.16
NE-1 16.07¢£0.10 NO-3 15.218+£0.01
NE-2 19.27 52+ 0.05 RO-1 22.92°+0.03

! Los valores se expresan como media + desviacion estandar (D.S.). 2 Diferentes letras de
superindice indican que las diferencias son significativas en p < 0.05 utilizando el analisis

unidireccional de varianza (ANOVA) con un Tukey post hoc como prueba estadistica.

Los hallazgos de la evaluacion de la actividad antioxidante por medio del método DPPH muestran
la misma tendencia observada para la determinacion de la capacidad reductora de FC y contenidos
de TC. Por ejemplo, para las muestras NO-3 y NE-1, las cuales poseen los valores mas altos de
TC, se obtuvieron los valores mas bajos de ICso (15.21 y 16.07 pg/mL respectivamente), por lo

tanto, exhibieron una mayor actividad antioxidante.

54



El ANOVA unidireccional seguido de una prueba post-hoc de Tukey mostrd diferencias
significativas (p < 0.05) para las muestras de las regiones RN y NE. Las muestras de RN-1 a RN-
4 presentaron los valores mas altos, con un ICsp promedio de 25.42 pg/mL, lo que representa una
menor actividad antioxidante. En contraste, las muestras de NE-1 a NE-4 mostraron el ICso
promedio mas bajo, 18.22 pug/mL, correspondiente a una mayor actividad antioxidante. Estas
observaciones son consistentes con los resultados obtenidos para FC y TC. Asimismo, se evalud
la actividad antioxidante por el método DPPH del estandar Trolox, el cual presentd un ICso de 5.62
pg/mL. A partir de este valor este valor, se obtuvieron las actividades antioxidantes de los extractos
expresadas como equivalentes de Trolox, cuyos valores de ICso se encontraron en un rango entre

0.19y 0.37 pg TE/mL.

En comparacién con la literatura, estudios en rizomas de India®® y Tailandia®® han reportado
valores de ICso que oscilan entre 78.17 y 294.8 ng de material seco/mL, en un rango similar al de
las muestras del presente estudio, que expresadas en términos de masa seca oscilan entre 101.4 y
194.1 pg de material seco/mL. Estudios de actividad antioxidante por DPPH en extractos de
rizomas de otras especies de clircuma han mostrado variabilidad, por ejemplo, los extractos de
rizomas de Curcuma amada presentaron un ICso de 22.01 pg/mL,'"%? similar a los resultados del
presente estudio, mientras que los rizomas de Curcuma caesia exhibieron un ICso de 94 ug/mL,'*
mostrando asi una menor actividad antioxidante que los extractos de las muestras costarricenses

de Curcuma longa.

A nivel individual, la muestra NO-3 present6 la mayor actividad antioxidante (ICso 15.21 pg/mL),
seguida de NE-1 (ICso 16.07 pg/mL) y NE-4 (ICso 18.51 pg/mL). Estos resultados,
complementados con los resultados obtenidos para FC y TC, sugieren que no solo el contenido de
curcuminoides totales TC es importante para la actividad antioxidante, sino que también podria
estar influenciado por el porcentaje de CUR presente. A pesar de no tener el mayor contenido de
TC, NO-3 presenta el mayor porcentaje de CUR (52.8%) en comparacion con NE-1 (40.6%) y
NE-4 (47.5%). Por otro lado, aunque con menor porcentaje, NE-1 presenta mayor contenido de
CUR que NE-4. Estas observaciones son consistentes con la tendencia observada en el ICso de las
muestras y también es consistente con resultados reportados previamente para la actividad

antioxidante de los principales curcuminoides, que indican que CUR presenta la mayor actividad
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antioxidante de los tres, por lo que actia como el principal contribuyente al potencial

antioxidante.'%

Se realiz6 un analisis de correlacion entre la actividad antioxidante determinada por DPPH con los
resultados de capacidad reductora FC, asi como con el contenido TC, como se muestra en la Figura

12.
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Figura 12. Correlacion de la actividad antioxidante evaluada por el método DPPH con: (a)
resultados de Folin-Ciocalteu (FC); (b) contenido total de curcuminoides (TC) medido por

UHPLC-DAD:; (c) contenido de curcumina (CUR) medido por UHPLC-DAD.

Los resultados mostraron una correlacion negativa significativa (p < 0.05) para los valores de
DPPH vy los resultados de FC (r =—0.890). Ademas, los resultados de DPPH y el contenido de TC
de la cuantificacion por UHPLC-DAD también mostraron una correlacion negativa
significativamente alta (r =—0.911, p <0.05). Estos resultados concuerdan con reportes anteriores

que muestran correlacion para los resultados de DPPH y FC en polifenoles. %%
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Ademas, también se evalud la correlacion entre los valores de DPPH y los contenidos de
curcuminoides individuales determinados por UHPLC-DAD. Se mostr6 una correlacion negativa
significativa para los resultados de DPPH y los contenidos de CUR (r = —0.898, p < 0.05), como
se muestra en la Figura 12c¢, la cual presentd la mayor correlacion de los tres. Este resultado es
consistente con reportes previos que indican que los grupos metoxilo facilitan la transferencia de
electrones, como se mencion6 anteriormente,®**** donde la capacidad de reduccion aumenta por
la presencia de los dos grupos metoxilo en CUR, en comparacion con uno en DMC y ninguno en

BDM.

3.6 Aislamiento y purificacion de los tres curcuminoides principales

3.6.1 Aislamiento por columna cromatografica

Se prepar6 una columna cromatografica utilizando silica como fase estacionaria y un gradiente
de elucion de CHClz:MeOH como fase movil, las condiciones especificas se detallan en la seccion
experimental correspondiente. Partiendo de una masa de extracto de 2.6392 g, se obtuvieron 40
fracciones, de las cuales de la 13 ala 16 correspondieron a DMC, con una masa de 101.2 mg, y 18
a 22 correspondieron a BDM, con una masa de 307.6 mg, mientras que de la 9 a la 12 se obtuvo
una mezcla de CUR mayoritariamente con DMC, con una masa de 1088.4 mg. El total de
curcuminoides aislados a partir de la columna correspondi6 a un 56.7% de rendimiento de extracto,
y aun 7.2% de rendimiento por masa seca.

Los cromatogramas de los productos se muestran en la Figura 13. Un estudio por medio de
HRMS permiti6 identificar los iones pseudomoleculares [M+H]" a m/z 309.1137 (Ci9H;704),
339.1262 (C20H1905) and 369.1358 (C21H210s6), para BDM, DMC y CUR respectivamente. Se
encontraron asimismo fragmentos caracteristicos a m/z 177, para CUR y DMC, asi como a m/z
147 para BDM y DMC, como se muestra en la Figura 14.%° Dichos iones y fragmentos fueron
observados para los respectivos compuestos obtenidos del aislamiento por medio de UHPLC-

DAD-MS.
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Figura 13. Cromatogramas de a) los tres curcuminoides, b) BDM, ¢) DMC, d) CUR con DMC.

BDM, DMC: [m/z 147]
CUR: [m/z177]

Compuesto Ri R2
BDM H H
DMC H OMe
CUR OMe OMe

Figura 14. Estructura de los curcuminoides aislados.

Tanto BDM como DMC se han aislado previamente por medio de cromatografia,?'-?

con purezas

reportadas de 98.3% y 98.6%, respectivamente.?> En el presente trabajo, los analisis por UHPLC-

DAD-MS indicaron una purificacion satisfactoria. En cuanto a la fraccion de CUR con DMC, se

procedid a purificar por medio de técnicas de cristalizacion.
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3.6.2 Purificacion de curcumina mediante cristalizacion

Para la purificacion de CUR se llevaron a cabo dos procesos de cristalizacion, cuyos resultados se
muestran en la Figura 15. Después de la segunda cristalizacion se obtuvo una curcumina con un
94.7% de pureza, comparable con resultados previos donde se obtuvieron purezas entre 92.57% y

99.85% por medio de procesos de cristalizacion por enfriamiento controlado.?
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Figura 15. Cromatogramas obtenidos durante el proceso de purificacion para a) fraccion de la
columna de curcumina y demetoxicurcumina, b) curcumina obtenida de la primera cristalizacion,

¢) curcumina obtenida de la segunda cristalizacion

3.6.3 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear (RMN) de los curcuminoides

purificados

Los resultados del analisis de RMN confirmaron el aislamiento y purificacion de cada
curcuminoide, cuyas estructuras se mostraron en la Figura 14. Los espectros de RMN se muestran

en la Figura 16.
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Figura 16. Espectros (I) 'TH-RMN y (II) 3*C-RMN para los curcuminoides aislados (a) CUR
cristalizada, (b) DMC y (c) BDM. Las mediciones se realizaron en un instrumento Bruker de 400

MHz.
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En el andlisis de RMN de CUR, las sefiales de 'H-RMN y *C-RMN (Cuadro XI) son
consistentes con las reportadas en la literatura para este compuesto.’'"1%® De forma
caracteristica, en el '>*C-RMN, se observan los picos a 56.46 ppm y 184.76 ppm, correspondientes
a los grupos metoxilo y a los carbonilos, respectivamente. Adicionalmente, en el 'H-RMN se

observa el singulete a 3.94 ppm de los metoxilos.

Cuadro XI. Sefiales de RMN (MeOD) de CUR aislada y purificada. Las mediciones se realizaron
en un instrumento Bruker de 400 MHz.

#C BC (ppm) 'H (ppm)
3,5 184.76
4,47 150.49
3,3 149.43
1,7 142.14 7.60 (d, J=15.8 Hz, 2 H)
1’1 128.58
6,6 124.13 7.13 (dd, J=8.2, 1.9 Hz, 2 H)
2,6 122.26 6.65 (d, J=15.8 Hz, 2 H)
5,5 116.57 6.85 (d, /=8.2 Hz, 2 H)
2,27 111.72 7.24 (d, J=1.9 Hz, 2 H)
4 101.98 5.99 (s, 2H)
(C3°,C3°")-0-CHs 56.46 3.94 (s, 6 H)

En cuanto a las sefiales aromaticas, se muestra un patréon de desdoblamiento coincidente con
un anillo 1,3,4-trisustiudo, debido a que el pico a 6.85 ppm (H5’, H5””) posee un desdoblamiento
con J=8.2 ppm, el cual es consistente con un acoplamiento al proton orto a 7.13 ppm (H6’, H6’);
este ultimo observado como un doblete de dobletes con un segundo desdoblamiento de J=1.9 Hz

por el acoplamiento con el protén a “J en posicion meta (7.24 ppm, H2’ y H2”").

Por otro lado, las sefiales de BDM, las cuales se presentan en el Cuadro XII, también

coinciden con las reportadas en la literatura.?'-1%7
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Cuadro XII. Sefiales de RMN (MeOD) de BDM aislada. Las mediciones se realizaron en un
instrumento Bruker de 400 MHz.

#C BC (ppm) 'H (ppm)
3,5 184.79
4,47 161.06
1,7 141.84 7.58 (d, J=15.8 Hz, 2
H)
2°,2”,6°,6 131.14 7.49 (d, J=8.6 Hz, 4 H)
1", 17 127.99
2,6 121.97 6.60 (d, J=15.8 Hz, 2
H)
3,37,5,5” 116.88 6.83 (d, J=8.6 Hz, 4 H)
4 101.88 5.94 (s, 2H)

Distintivamente en '3C-RMN se observa la ausencia de sefiales de metoxilo, asi como la
presencia de sefiales que corresponden a un sistema aromatico p-sustituido a 116.88 ppmy 131.14
ppm, que deriva también en un menor numero de sefiales de carbono en la region olefinica, asi
como el desplazamiento del pico de C4’ y C4’’ desde los 150.49 ppm en CUR hasta 161.06 ppm
en BDM.

En '"H-RMN, el cambio mas significativo, ademas de la ausencia de sefiales de metoxilo, se
observa en la region aromatica con la desaparicion de las sefiales a 7.13 ppm y 7.24 ppm, que son
reemplazadas por un doblete a 7.49 ppm que forma parte del sistema p-sustituido junto con el pico
a 6.83 ppm, con una constante de acoplamiento J=8.6 Hz, por tratarse de protones adyacentes en

el anillo aromatico.

Por ultimo, DMC presenta las sefiales que se resumen en el Cuadro XIII, donde se puede
observar una mayor cantidad de sefales tanto en '*C-RMN como en '"H-RMN debido a la pérdida

de simetria en la molécula.
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Cuadro XIII.Sefiales de RMN (MeOD) de DMC aislada. Las mediciones se realizaron en un
instrumento Bruker de 400 MHz.

#C C (ppm) 'H (ppm)
5 184.81
3 184.76
4 161.09
47 150.47
37 149.42
1,7 142.13 7.59 (d, J=15.8 Hz)
2,6’ 131.5 7.51 (d, 8.7 Hz)
1> 128.58
ik 127.99
6 124.12 7.12 (dd, J=8.2, 1.9 Hz)
6 122.29 6.64 (d, J=15.8 Hz)
2 122.25 6.61 (d, J=15.6 Hz)
57 116.89 6.84 (d, J=8.2 Hz)
3,5 116.57 6.84 (d, J=8.2 Hz)
27 111.73 7.23 (d, J=1.9 Hz)
4 102.00 5.98 (s)
(C37*)-0-CH3 56.45 3.93 (s)

En cuanto a las sefales observadas, los picos coinciden en desplazamiento ya sea con CUR
o con BDM, y esto se debe a que posee en una seccion presenta el anillo aromatico con metoxilo
(semejante a CUR) pero en la otra seccion de la molécula tiene un anillo aromatico p-sustituido

(similar a BDM).!%®
3.7 Preparacion y caracterizacion de las nanoparticulas hibridas lipido-polimero de CUR

Se prepararon nanoparticulas hibridas lipido-polimero (LPN) con CUR previamente purificada
utilizando un método previamente optimizado,®?> como se describié en la seccion experimental
respectiva. Las nanoparticulas se denominaron LPN-CUR y su caracterizacion se detalla a

continuacion.

La espectroscopia FT-IR es una técnica apropiada para confirmar la encapsulacion y brindar
informacion acerca de la naturaleza de la posible interaccion quimica que rige la union entre el

82,109

farmaco y los componentes centrales durante el proceso de preparacion, por lo que se llevo a

cabo la determinacion de los espectros FT-IR de PLU, las nanoparticulas blanco LPN-BL, CUR
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libre y LPN-CUR entre 4000 y 800 cm™'. Los resultados se muestran en la Figura 17. Las
principales sefales de CUR en los espectros fueron consistentes con las sefiales previamente

reportadas para este compuesto en estudios previos. !

Los espectros FT-IR del LPN-CUR muestran los picos de absorcion caracteristicos de CUR,
ademas de una mezcla de sefiales del curcuminoide, PLU y CHO. Por ejemplo, las sefiales a 1465
cm 'y 1046 cm ™! corresponden a las flexiones de CH> y CH3 del anillo del CHO.!!! Por otro lado,
se observaron también las principales sefiales caracteristicas de CUR, como la sefial a 3339 cm ™/,
asociada con el estiramiento de los puentes de hidrégeno formados a través de los grupos -OH. En
el espectro se pueden observar también sefiales a 2937 cm’!, asignada a las vibraciones de
estiramiento de metilo (CH3), 2857 cm™!, asociada al estiramiento alifatico C-H y 1648 cm’!,
correspondiente al estiramiento C-H-C. Finalmente, la sefial a 1352 cm™! se asoci6 a la flexion en
el plano del grupo O-H y la sefial a 1055 cm™! al estiramiento C-O. Estas sefiales de CUR en el

espectro FT-IR de LPN-CUR son evidencia de que el farmaco se cargd en el nucleo de las

nanoparticulas preparadas.

Las senales de PLU en los espectros FT-IR de LPN-CUR y el LPN-BL corresponden a 2896 cm-
! correspondiente al estiramiento alifatico C-H, 1369 cm™!, asignada a la flexion en el plano O-H,
y 1045 cm™!, producto del estiramiento C-O del grupo éter alifatico.!!? Estas sefiales proporcionan
informacion sobre la interaccion entre el polimero y el farmaco, que de ocurrir resultaria en
cambios de banda y ampliacion en las sefiales de los grupos funcionales en los espectros FT-IR en
comparacién con los espectros de CUR libre y el polimero.!'!® El analisis espectral de LPN-BL y
LPN-CUR mostr6 picos que fueron una suma de los picos caracteristicos obtenidos con CUR y
los componentes puros, lo que indica que no hay interaccion entre los componentes estructurales
del sistema y las moléculas de CUR. Estos resultados comprueban que no hubo interaccion
quimica entre el compuesto de interés y el portador. Por su parte, el espectro FT-IR mostré una
reduccion en la nitidez de los picos en la nanoformulacion hibrida en comparacion con el farmaco

puro.
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Figura 17. Espectros FT-IR de LPN-BL, LPN-CUR, PLU y CUR.

3.7.1 Porcentaje de eficiencia de encapsulacion (%EE)

El porcentaje de eficiencia de encapsulacion (%EE) determina la cantidad de farmaco que se ha
incorporado en el nucleo interno lipidico de la nanoparticula, y depende de distintos factores. Los
%EE de LPN-CUR indicaron que CUR se cargo6 eficientemente en las nanoparticulas, logrando
una eficiencia de encapsulacion del 99%. Este resultado es consistente con estudios previos para
nanoparticulas hibridas de DMC y BDM.* El alto %EE est4 asociado con la fuerte interaccion
entre los grupos fenilo de la CUR cargada en el nucleo interno con el lipido. Por su parte, PLU
proporciona las fuerzas para la formacion de las nanoparticulas por medio de la atraccion entre los
grupos alquilo del polimero y los grupos aromaticos de CUR.!'!* Debido esta naturaleza anfifilica,
el nucleo externo de la nanoparticula se auto agrega en soluciones acuosas para formar micelas

esféricas con coronas hidrofébicas PEO-PPO-PEO.
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3.7.2 Tamafio y morfologia de las particulas

Los valores medios de tamafio y distribucion de tamafio de particula son pardmetros
fisicoquimicos que deben ser modulados para el desarrollo 6ptimo de una nanoformulacion.
El tamafio medio de particula y el indice de polidispersidad (PDI) de la formulacion LPN-CUR
se muestran en el Cuadro XIV. El tamafo minimo alcanzable depende de factores como la
viscosidad de los materiales y los pardmetros de homogeneizacion. En un estudio previo se
determin6 que una alta velocidad de homogeneizacion (<16000 rpm) facilita la obtencion de
tamafios de particula mas pequeiios.®? Al aplicar estos parametros a la preparacion de LPN-

CUR, se logro la formacion de nanoparticulas con un tamafio inferior a los 50 nm.

Por otro lado, el PDI es una medida adimensional de la amplitud de la distribucion del tamafio

de particula,!!>!1

y su valor debe ser inferior a 0.3, para que la muestra presente un
comportamiento monodisperso.!'!”!''® E1 PDI de LPN-CUR se encontré entre 0.0 y 0.3, lo que
indicé que el tamafio de particula exhibi6 una distribucion estrecha y la formulacion de

nanoparticulas fue adecuada.'"”

Cuadro XIV. Caracteristicas fisicas de LPN-CUR.

Formulacion Tamafo promedio Indice de
(nm) polidispersidad
(PDI)
CUR-NP 49.5+0.8 0.27 +£0.03

En cuanto a la morfologia de la nanoparticula, esta puede ser observada mediante micrografias
TEM, las cuales se muestran en la Figura 18. Como se observa en dicha figura, las
nanoparticulas LPN-CUR presentaron una forma esférica lisa y porosa. con un didmetro
promedio de 50 nm, consistente con las mediciones dindmicas de dispersion de luz. Las
nanoparticulas mostraron una capa externa mas clara, que puede corresponder a la membrana
lipidica externa, y un nucleo interno mas oscuro, el cual contenia la CUR cargada. Dichas

observaciones fueron consistentes con resultados previamente reportados.'?°
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Distribucién de tamafio por

Intensidad (%)

Tamafio (d. nm)

Figura 18. Iméagenes HR-TEM e histograma de distribucion de tamafio de LPN-CUR.
3.7.3 Perfil de liberacion in vitro

La liberacion in vitro de LPN-CUR y CUR libre se estudid en dos medios de disolucion
diferentes, en agua (MD1) y en un medio acuoso de buffer de fosfato con pH regulado a 6.8 y
con un 20% de MeOH (MD?2). El estudio se realizé durante un periodo de 120 min, como se

muestra en la Figura 19.

Aunque no se recomienda el uso de agua como medio de liberacion o disolucion para
moléculas poco solubles en agua, se probd este medio con la intencidon de evaluar la mejora de
la solubilidad acuosa ejercida por el nanosistema preparado. El perfil de liberacion de la CUR
nanoencapsulada en agua fue mayor que el perfil de disolucion obtenido para la CUR libre.
Esta mayor liberacion se puede atribuir a la interaccion hidrofobica entre el curcuminoide y la
bicapa de la nanoparticula, ya que la interaccion hidrofébica se debilita, el nucleo de la capa
de PLU se rompe y esta puede presentar una liberacion rapida y continua de la molécula.!?!
Existen ademas otros factores diversos que pueden contribuir a una liberacion eficiente, como
un alto coeficiente de difusion debido al pequefio tamafio molecular, la baja viscosidad en la
matriz, una alta area superficial y una corta distancia de difusién 6 para el farmaco (es decir,
liberacion desde la region de la superficie externa de la nanoparticula).!*'?* Los resultados

comprobaron la mejora en la solubilidad acuosa de CUR por medio de la nanoencapsulacion.

Por otro lado, en el estudio del perfil de liberacion en el buffer de fosfatos (pH 6.8), CUR libre
y LPN-CUR mostraron un comportamiento similar durante los primeros 30 minutos, después
los resultados indicaron una mayor liberacion de CUR libre con respecto a LPN-CUR. Dicho

comportamiento puede estar asociado a la presencia del MeOH, que provoca una liberacion
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explosiva del curcuminoide libre, mientras que la curcumina nanoencapsulada presenté una

tasa de liberacion mas controlada en el tiempo con respecto a la de CUR libre.

CUR en MD1
CUR en MD2
LPN-CUR en MD1
LPN-CUR en MD2

Porcentaje acumulativo de CUR liberada (%)

Tiempo (min)

Figura 19. Perfil de liberacion de LPN-CUR y tasa de disolucion de CUR libre en dos
medios de disolucion. Las barras de error representan la desviacion estandar de la

concentracion de CUR en los triplicados.
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3.8 Evaluacion de actividades bioldgicas in vitro de las nanoparticulas preparadas

3.8.1 Evaluacion de la actividad antioxidante de la CUR libre y LPN-CUR

La actividad antioxidante de la CUR libre y nanoencapsulada se estudié mediante analisis
DPPH, tal y como se describe en la seccion experimental respectiva. Los resultados se

muestran en el Cuadro XV.

Cuadro XV. Actividad antioxidante de CUR libre y nanoencapsulada.
ICso (n g/mL) 2

Etanol Agua Nanoparticulas®

CUR  9.60°+0.12 2444.80°+ 19.68 9.55*+0. 18

'ICs0 se encuentran expresado en unidades de pg de curcumina aislada /mL. 2 Los
valores se expresan como media + desviacion estandar (DE). * Muestras de
nanoparticulas se prepararon en agua. * Diferentes letras de superindice indican que las
diferencias son significativas con p < 0.05 utilizando el analisis unidireccional de
varianza (ANOVA) con un Tukey post hoc como prueba estadistica.

En primer lugar, los resultados para CUR libre en EtOH presentaron un ICso significativamente
mas bajo, por lo tanto, una mayor actividad antioxidante, con respecto a CUR libre en solucioén
acuosa. Dichos resultados son consistentes con el comportamiento esperado para CUR debido a
su baja solubilidad en agua.'” Por otro lado, las nanoparticulas de CUR mostraron una
disminucidn importante en el ICso con respecto a CUR libre preparada en solucidon acuosa, por lo

tanto, una mayor actividad antioxidante.

El andlisis unidireccional ANOVA indicé que el ICso de nanoparticulas de CUR no mostrd una
diferencia significativa (p < 0.05) con respecto a CUR libre en solucidn etanodlica, lo que demuestra
que la actividad antioxidante se vio significativamente mejorada con la nanoencapsulacion. Estas
observaciones son consistentes con resultados previos obtenidos para formulaciones de
nanoparticulas de mezclas curcuminoides® y curcuminoides individuales CUR,*”'2¢ BDM y

DMC.%
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3.8.2 Evaluacion de la actividad citotoxica por el método MTT de CUR libre, LPN-BL y
LPN-CUR.

En primer lugar, se llevé a cabo el estudio de citotoxicidad de CUR libre, purificada en este trabajo
de investigacion, en dos lineas celulares tumorales: células de adenocarcinoma gastrico (AGS) y
de colon (SW-620). Los resultados obtenidos, expresados como ICso, es decir la concentracion a
la que se logr6 una actividad citotoxica del 50%, para las células AGS fue de 11.9 £ 1.0 pg/mL
(32.5 £ 2.8 uM) y para las células SW-620 fue de 8.5 £ 0.6 pg/mL (23.1 = 1.4 uM). Estudios
previos han reportado valores de ICso para CUR por encima de 16 pM'?7 y 10 uM!2® en células
SW-620. Otros estudios de CUR en distintas células tumorales de colon, reportaron ICso de 50
UM para lineas celulares HCT-116,'% 13.9 p M para las células HCT-15%° y 9.83 uM para las
células DLD-1.13% Reportes de evaluaciones de citotoxicidad en células HT-29 reportaron un ICso
para la CUR de 40.7 uM."*! Todos estos informes demostraron que el efecto citotoxico de la CUR
purificada en el presente proyecto estd en el rango de valores previamente reportados para otras

lineas celulares tumorales de colon.

Por otro lado, los estudios de citotoxicidad de CUR libre en solucion acuosa han reportado que no
se ha observado actividad citotoxica.!*>!* Por esta razon, investigaciones recientes se han
enfocado en el estudio de la nanoencapsulacién como una alternativa para mejorar la solubilidad
y la administracion de la curcumina, y que esto pueda resultar en una mejora en la actividad en

células de carcinoma.'3%!3

Como se describidé en la seccion experimental correspondiente, la formulacion de CUR
nanoencapsulada en estudio se logro dispersar en el medio acuoso utilizado como medio de cultivo
celular para el ensayo de citotoxicidad, evitando el uso de solventes como DMSO,

tradicionalmente utilizados para disolver CUR.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la citotoxicidad, tanto para LPN-BL como para LPN-
CUR, se muestran en la Figura 20, representados como curvas de dosis-respuesta. Los resultados
mostraron que la CUR nanoencapsulada presentd un efecto citotoxico dependiente de la dosis
contra las células de adenocarcinoma géstrico (AGS) y colon (SW-620), después de 48h. El
resultado expresado como ICso para las células AGS (Figura 20.a) fue de 21.6 = 0.8 pg/mL (58.6
+ 2.1 uM) y para las células SW-620 (Figura 20.b) fue de 12.5 £ 0.4 pg/mL (33.9 = 1.0 uM).
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Al presente, existen algunos reportes disponibles para estudios en carcinomas colorrectales. En
comparacion con los resultados del presente proyecto, la evaluacion de citotoxicidad de
nanocristales de celulosa de curcumina-Fe3;O4 estabilizados con una emulsion Pickering no
lograron alcanzar una actividad del 50% con 30 pg/mL, incluso después de 96h, contra células de
carcinoma colorrectal (HCT-116)."%¢ Por otro lado, estudios de citotoxicidad de nanoparticulas de
curcumina-quitosano en células de adenocarcinoma de colon diferentes (HT-29), reportaron
valores de ICso de 10.2 uM!** y 20 uM!*7 después de 48h de tratamiento, menores que los valores
obtenidos en el presente estudio, lo que corresponde a una mejor actividad citotdxica. En células
tumorales gastricas, nanoparticulas lipidicas conteniendo etoposido y curcumina mostraron
resultados de citotoxicidad prometedores con un ICso de 2 uM en adenocarcinoma humano
gastrico SGC7901.1%% Sin embargo, la comparacion de los efectos citotoxicos entre estos estudios
es compleja debido a la composicion diversa de las nanoparticulas y las caracteristicas particulares

de las lineas celulares tumorales utilizadas.

Finalmente, en la Figura 20, también se observa ademdas que en contraste con la CUR
nanoencapsulada, la viabilidad de las células incubadas con LPN-BL se mantuvo en
aproximadamente el 80%, en relacion con las células no tratadas dentro del porcentaje de
nanoparticulas utilizado en el experimento. Esto indica que la toxicidad del portador vacio LPN-

BL era muy baja para las células y confirma su biocompatibilidad.
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Conclusiones

Se obtuvieron doce extractos de rizomas de C. longa de Costa Rica empleando un método
optimizado de Extraccion Liquida Presurizada (PLE). La extraccion por PLE mostré ser un
método adecuado para la obtencion de curcuminoides de muestras secas de curcuma,
permitiendo obtener porcentajes mas altos que en la extraccion por ultrasonido, utilizada en el

método de analisis de curcuminoides establecido por la Farmacopea Estadounidense (USP).

Los extractos obtenidos mostraron una alta diversidad de polifenoles, donde se lograron
identificar 33 compuestos en total entre las doce muestras. Por su parte, la cuantificacion de
curcuminoides evidencié un alto contenido en las doce muestras provenientes de cuatro
regiones distintas del pais, donde todas presentaron un porcentaje superior al 3% minimo

establecido por la USP.

Los extractos de curcuminoides evaluados en este trabajo exhibieron un potencial beneficio
con respecto a su capacidad para proteger contra el estrés oxidativo, debido a los resultados
obtenidos por medio de las evaluaciones de actividad antioxidante, tanto por el método de

Folin-Ciocalteau como por DPPH.

Se aislaron y purificaron los tres curcuminoides principales por medio de cromatografia y
cristalizacion. La caracterizacion por UHPLC-DAD-MS y RMN confirmé el aislamiento de

los curcuminoides con una alta pureza.

A partir de CUR aislada se prepararon nanoparticulas hibridas lipido-polimero (LPN-CUR).
El analisis por FT-IR confirm¢ la encapsulacion y la ausencia de interaccion quimica entre la
curcumina y los componentes de la formulacién. Las nanoparticulas presentaron una alta
eficiencia de encapsulacion, y valores de tamafio medio de particula y PDI dentro de los

parametros establecidos para una formulacién 6ptima.

Los perfiles de liberacion indicaron una alta tasa de liberacion controlada en un medio de
fosfatos con pH 6.8 y con 20% de MeOH. Por otro lado, el estudio de liberacion en agua mostro
una mayor liberacion de la CUR nanoencapsulada con respecto al perfil de disolucion de CUR
libre, indicando una mejora en la solubilidad de CUR por medio de la nanoencapsulacion, lo

que podria contribuir a una mejora de su biodisponibilidad.
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La evaluacion de la actividad antioxidante de LPN-CUR y CUR libre por medio del método
de DPPH, mostré6 una mejora significativa en la actividad antioxidante in vitro de CUR

nanoencapsulada con respecto a CUR libre, ambas preparadas en medio acuoso.

Finalmente, una evaluacion de citotoxicidad de LPN-CUR en células de adenocarcinoma
gastrico (AGS) y colon (SW-620), mostraron un aumento en la actividad anticancerigena con
respecto al portador vacio, y los resultados de ICso indicaron una actividad citotoxica
promisoria por parte de CUR nanoencapsulada con respecto a estudios previos. Por su parte,
la toxicidad del portador vacio LPN-BL fue baja para las células control, resultado que

confirma la biocompatibilidad de la formulacion.
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