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RESUMEN

El cancer de mama es una de las principales causas de muerte en mujeres en todo el mundo.
Para abordar este desafio, el presente trabajo de investigacion se centrd en estudiar la
citotoxicidad de tres compuestos que se pueden encontrar de manera natural: acido cafeico,
1,8-cineol y triptantrina, en dos lineas celulares de cancer de mama, MDA-MB-231 y MCF-
7. Para ello se determino las concentraciones mas adecuadas de estos compuestos para poder
generar datos de viabilidad celular (ensayo MTT) que permitiera calcular el valor ICso para
cada caso: MDA-MB-231 (acido cafeico): 730 uM, MDA-MB-231 (1,8-cineol): 8.095 mM,
MCF-7 (acido cafeico): 1028 uM, MCF-7 (1,8-cineol): 10.34 mM. Con ello se realiz6
ensayos de cicatrizacion celular, corroborando a través de estos que los compuestos
evaluados detienen el crecimiento celular mostrando una diferencia significativa con
respecto al grupo control. Estos resultados destacan el potencial de los compuestos naturales
y aporta informacion para continuar con investigaciones similares que permitan desarrollar

nuevas terapias.

Palabras clave: Cancer de mama, Citotoxicidad, acido cafeico, 1,8-cineol y triptantrina
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ABSTRACT

Breast cancer is one of the leading causes of death in women worldwide. To address this
challenge, this research focused on studying the cytotoxicity of three naturally occurring
compounds: caffeic acid, 1,8-cineole, and tryptantrin, in two breast cancer cell lines, MDA -
MB-231 and MCF-7. To achieve this, the most appropriate concentrations of these
compounds were determined to generate cell viability data (MTT assay) that allowed for the
calculation of the IC50 value for each case: MDA-MB-231 (caffeic acid): 730 uM, MDA-
MB-231 (1,8-cineole): 8.095 mM, MCF-7 (caffeic acid): 1028 uM, MCF-7 (1,8-cineole):
10.34 mM. Scratch assays were conducted, confirming that the evaluated compounds inhibit
cell growth, showing a significant difference compared to the control group. These results
highlight the potential of natural compounds and provide information to support further

similar research that can lead to the development of new therapies.

Keywords: Breast cancer, Cytotoxicity, caffeic acid, 1,8-cineole, and tryptantrin.
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INTRODUCCION

Millones de mujeres se ven afectadas cada afio por el cancer de mama, una de las
enfermedades oncoldgicas mas comunes y peligrosas del mundo. Aunque ha habido mejoras
sustanciales en nuestra comprension de la biologia del cancer de mama y la creacion de
medicamentos mas potentes, continiia la necesidad de una terapia mas dirigida y libre de
toxicos. En este sentido, el trabajo actual se centra en examinar la citotoxicidad de tres
compuestos que pueden encontrase de manera natural en plantas (4cido cafeico, 1,8-cineol

y triptantrina), en dos lineas celulares de cancer de mama, MDA-MB-231 y MCF-7.

Dado que representan dos subgrupos clinicamente significativos de la enfermedad, las lineas
celulares MDA-MB-231 (triple negativo) y MCF-7 (positiva para los receptores de
estrogeno y progesterona) se han convertido en modelos cruciales para la investigacion del
cancer de mama. Estas lineas celulares muestran rasgos distintivos y perfiles de expresion

genética, que contribuyen significativamente a su utilidad en la investigacion oncoldgica.

El presente trabajo busca evaluar la citotoxicidad de los compuestos antes mencionados en
estas lineas celulares, para evaluar su potencial como agentes terapéuticos (elucidando su
concentracion inhibidora media maxima). Para ello, se realizaron una serie de ensayos in
vitro. Estos ensayos evaluaron la viabilidad celular (ensayo MTT), determinaron los valores
ICso y con ello se evalud el efecto de las concentraciones obtenidas en un ensayo de

cicatrizacion celular.

Esta investigacion pretende mejorar nuestra comprension en los efectos letales de estos
compuestos en lineas celulares de cdncer de mama, lo que puede proporcionar nuevos
conocimientos sobre el desarrollo de tratamientos mas seguros y potentes para esta
enfermedad mortal. Abriendo la posibilidad de nuevos estudios que permitan dilucidar los
posibles modos de accion de estos compuestos, lo que podria resultar 1til en la creacion de

planes de tratamiento individualizados para pacientes con cancer de mama.
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HIPOTESIS

Dado que el acido cafeico, el 1,8-cineol y la triptantrina son compuestos con propiedades
potencialmente anticancerigenas, es probable que se pueda determinar la citotoxicidad en las
lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 para el reporte y posterior evaluacion como

alternativas de tratamiento contra el cancer de mama.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar la citotoxicidad del acido cafeico, el 1,8-cineol y la triptantrina en las lineas

celulares MCF-7 y MDA-MB-231.

Objetivos especificos

e Determinar la concentracion efectiva de cada compuesto que induce la muerte celular
en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231.

o Comparar la citotoxicidad de los compuestos en las lineas celulares de cancer de

mama.
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CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1  Cancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia maligna con mayor incidencia en mujeres de todo
el mundo con un aproximado de 2,3 millones de casos nuevos por afio. Esto lo
convierte en un importante problema de salud publica en América Latina y el Caribe
con mas 210 mil casos nuevos por afio y alrededor de 60 mil muertes por afio (1,2).
De acuerdo con el reporte del Ministerio de Salud del Peru del afio 2021, se estima
que la incidencia anual de esta enfermedad en el pais es del 0.028 %, siendo las
regiones de Lima, Callao, Tumbes, Piura, Lambayeque y La Libertad las de mayor
indice. Ademas, el cancer de mama es la segunda neoplasia mas frecuente en el Peru,
afectando principalmente a mujeres mayores a los 35 afios. Segun el Gltimo reporte del
Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades del Perti
del afio 2023, en el Peru el cancer de mama es el segundo tipo de cancer mas comun
(1224 casos en establecimientos MINSA) después del cancer de cuello uterino (3,4).
Este tipo de cancer se divide en 3 tipos segin la presencia o ausencia de diferentes
proteinas en las células. El cancer de mama con receptor hormonal positivo representa
el 70 % de los casos y tiene la proteina receptora de estrogeno (ER) o receptora de
progesterona (PR) en las células cancerosas. El cancer de mama ERBB2 positivo
(anteriormente conocido como HER?2 positivo) representa del 15% al 20% de los casos
de este tipo de cancer y tiene altos niveles de proteina ERBB2 en las células
cancerosas; y el cancer de mama triple negativo que representa el 15% de los casos y
no tiene proteina ER, PR o ERBB2 en las células cancerosas (5,6).

Diferentes tratamientos funcionan para diferentes formas de cdncer de mama. Los
comprimidos antiestrogenos son el tratamiento mas eficaz para el cancer de mama con
receptores hormonales positivos. Algunos pacientes también requieren tratamientos de
quimioterapia por via intravenosa. Los medicamentos intravenosos que abordan
especificamente la proteina ERBB2 aberrante, asi como la quimioterapia intravenosa,
se usan para tratar el cancer de mama positivo para ERBB2 y por su lado la

quimioterapia intravenosa se usa para tratar el cancer de mama triple negativo (5,7).
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1.2 Compuestos bioactivos en la citotoxicidad

A pesar de las diversas opciones de tratamiento, la incidencia del cancer de mama esta
aumentando. Como resultado, la identificacion y deteccion de nuevos medicamentos
con capacidades contra el cancer de mama es fundamental. Diferentes plantas
medicinales tienen un alto contenido de compuestos bioactivos de varias familias
quimicas (flavonoides, alcaloides, terpenoides, acidos fendlicos entre otros) que tienen
propiedades anticancerigenas, incluidos efectos contra el cancer de mama (8—10). Las
investigaciones mas recientes indican que las plantas medicinales y sus compuestos
bioactivos son agentes importantes en el tratamiento del cancer de mama a través de
varios mecanismos. Varias investigaciones in vitro basadas en pruebas de cultivos
celulares demostraron que los extractos de plantas medicinales y los aceites esenciales
presentan efectos anti-proliferativos contra diferentes lineas celulares de cancer de

mama (10-12).

1.3 Acido cafeico

1.3.1 Estructura y fuentes naturales

El 4cido cafeico (3,4-dihidroxicindmico) es un acido hidroxicindmico de la familia
de los acidos fenolicos con estructura fenilpropanoide (C6-C3) que incluye un anillo
aromatico 3,4-dihidroxilado unido a un acido carboxilico. Esta molécula se
biosintetiza en las plantas a través de la via del shikimato endogeno, que es
responsable de la generacion de aminoacidos aromaticos a partir de la glucosa, que
se encuentra normalmente en los tejidos de las plantas. Este polifenol se puede
encontrar en el café, las aceitunas, las papas, las zanahorias, el propdleo, los
arandanos y las manzanas, entre otros alimentos. El 4cido cafeico también se puede
encontrar en ciruelas, arandanos, aronias negras y numerosas hierbas de la familia de
la menta como la salvia, el tomillo, el orégano, la mejorana o la menta verde (13—
16). Estudios de absorcion de este compuesto en el ser humano reportan hasta un
95% de absorcion sugiriendo que la mayoria de este compuesto se absorbe en el

intestino delgado (17).
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Figura N°01: Estructura del acido cafeico (18)

1.3.2 Actividades biologicas reportadas

Las propiedades del acido cafeico son importantes en muchos efectos beneficiosos
para la salud humana. Khan y colaboradores reportaron por ejemplo detalladamente
las propiedades antioxidantes del 4cido cafeico contra numerosos tipos de radicales
libres (19). Ha habido numerosos estudios que describen la accion antiproliferativa
del acido cafeico en varios tipos de células cancerosas. El acido cafeico puede influir
en las células cancerosas solo o en combinacion con medicamentos contra el cancer,
tal vez reduciendo la dosis del tratamiento contra el cancer o previniendo o superando
la resistencia a los medicamentos (16). Ademas de actuar como inhibidor
cancerigeno, también se sabe que posee actividad antioxidante y antibacteriana in
vitro, y puede contribuir a la prevencion de la aterosclerosis y otras enfermedades

cardiovasculares (10,13,20,21).

14 1,8-Cineol
1.4.1 Estructuray fuentes naturales
El 1,8-cineol es una molécula monoterpénica que se produce de forma natural y tiene
un aroma agradable que se usa con frecuencia como agente saborizante en alimentos
y productos quimicos cotidianos (enjuagues bucales y supresores de la tos) (22). El
1,8-cineol también llamado eucaliptol es un compuesto terpénico encontrado en una

amplia gama de plantas como el eucalipto (componente sustancial, hasta un 90 % o
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mas del aceite esencial), el romero, la salvia, el laurel, el laurel de alcanfor, la canela

y el t¢ (23,24).

Figura N°02: Estructura del 1,8-cineol (25).

1.4.2 Actividades biologicas reportadas

Se han observado propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes,
analgésicas y espasmoliticas del 1,8-cineol en una variedad de trastornos como
resfriados, influenza, otras infecciones respiratorias, rinitis y sinusitis. Se ha
demostrado que este compuesto tiene efectos en una variedad de trastornos
inflamatorios, incluidas enfermedades respiratorias, pancreatitis, enfermedades
cardiovasculares y neurolodgicas, y reduccion del dafio del colon (26-28). Ademas,
se ha reportado que este compuesto cuenta con propiedades anticancerigenas

reportadas en distintos estudios (29-31).

1.5  Triptantrina

1.5.1 Estructuray fuentes naturales

La triptantrina es un alcaloide, base débil de amarillo. La nomencaltura quimica de
la sustancia es (6,12-dihidro-6,12-dioxoindolo-(2,1-b)-quinazolina), y es un
antibiotico alcaloidal de indoloquinazolina. Esta formado por un resto de indol con

grupos carbonilo en las posiciones 6 y 12 fusionados a un anillo de quinazolina.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v#==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE %‘é’a CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

Antes de identificarse a partir de la planta medicinal china Strobilanthes cusia Kuntze
(campana de lluvia china), inicialmente se aislo de un cultivo de la levadura Candida
lipolytica. Otras especies de plantas también contienen este compuesto, como Isatis,

Clanthe, Wrightia y Couroupota (32,33).

Figura N°03: Estructura de la triptantrina (34).

1.5.2 Actividades bioldgicas reportadas

La triptantrina tiene una serie de propiedades bioldgicas, como la capacidad de
inhibir el crecimiento de Leishmania donovani, Trypanosoma brucei y Plasmodium
falciparum, asi como la capacidad de inhibir la inflamacién, ya sea inhibiendo la
actividad de la ciclooxigenasa-2 o regulando la expresion de la 6xido nitrico sintasa
(33,35,36). Se ha demostrado que la triptantrina tiene accion anticancerigena in vitro
en varias lineas celulares de cancer, que incluyen leucemia U937, glioma U251,
colon SW620 y pulmén H5229 (35).Ademas de ello se ha reportado propiedades

antimicrobianas, antifiingicas y citotdxicas (37).

1.6  Lineas celulares en el estudio del cancer de mama
Las lineas celulares de cancer de mama se han utilizado ampliamente para el modelado
de cancer de mama que abarca un panel de enfermedades con distintas asociaciones

fenotipicas. En la revision de Dai y colaboradores reportan 84 lineas celulares, dentro
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de ellas las que més destacan en los modelos in vitro podemos encontrar a las lineas

MCF-07 y MDA-MB-23 (38).

1.6.1 MCF-07

La linea celular MCF-7 fue aislada por Soule en 1973 en la Michigan Cancer
Foundation de una mujer de 69 afios con enfermedad metastasica (39). Sirve como
una linea celular modelo util para la investigacion sobre el cancer de mama en todo
el mundo, incluidos los estudios que incluyen medicamentos contra el cancer. Es ER
y PR positivo. MCF-7 es una linea celular con un potencial limitado de metastasis

que también es débilmente agresiva y no invasiva (40-42).

Figura N°04: Linea celular MCF-07 (Fuente propia).

1.6.2 MDA-MB-231

La linea celular MDA-MB-231 es una linea celular epitelial de cancer de mama
humano que se aislo a partir de un derrame pleural de una mujer caucasica de 51 afios
con un adenocarcinoma mamario metastasico en el Centro Oncologico MD Anderson
por J.W. Shay y colaboradores. Se trata de una linea agresiva e invasiva, que carece
de expresion del receptor de estrogeno (ER) y del receptor de progesterona (PR), asi
como de la amplificacion de HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano), por lo tanto, esta linea celular se denomina linea celular de cancer de mama

triple negativo (43—45).
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Figura N°05: linea celular MDA-MB-231 (Fuente propia).

1.7  Evaluacion de la Citotoxicidad

La evaluacién de la citotoxicidad es crucial para determinar los posibles efectos de
ciertos compuestos bioactivos en determinadas lineas celulares empleando distintos
ensayos y técnicas que pueden determinar el nivel de dafio o muerte celular inducido

por estos compuestos. Por ello es importante tener en cuenta los siguientes conceptos:

1.7.1 Citotoxicidad

El efecto de ciertos compuestos que son toxicos para las células se conoce como
citotoxicidad. Los agentes citotoxicos se definen como cualquier agente que inhibe
el crecimiento celular y, en ciertos casos, inducen la muerte celular. La citotoxicidad
puede ser causada por factores quimicos, bioldgicos o fisicos que afectan a las células
en distintos grados. Por ejemplo, compuestos que limitan la sintesis de acidos
nucleicos y proteinas en la célula y que interrumpen las vias de generacion de energia

celular o comprometen la integridad de la membrana celular (46,47).

1.7.2 Viabilidad celular y ensayo MTT

La viabilidad celular se define como el nimero de células sanas en una muestra, se
puede evaluar mediante alteraciones morfoldgicas, cambios en la permeabilidad de
la membrana y/o estado fisiologico deducidos de la exclusion de algunos colorantes

o la captacion y retencion de otros (48). Es entonces que la medicion de la viabilidad
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celular juega un rol importante en muchos trabajos de investigacion siendo los
ensayos mas utilizados el MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), XTT
(2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfophenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida), MTS (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfonatofenil)-2H-
tetrazolio), WST (2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio)
y los métodos basados en resazurina (Azul de Alamar) (49,50).

Entre los ensayos de viabilidad que dependen de la conversion de sustrato en
producto cromogénico por células vivas, el ensayo MTT sigue siendo uno de los
ensayos mas utilizados. El ensayo MTT implica la conversion del colorante amarillo
hidrosoluble MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-11]-2,5-difeniltetrazolio) (Azul
de tiazolil Bromuro de tetrazolio) en cristales de formazan color purpura e insolubles
(por la accién de la reductasa mitocondrial dado que, para la mayoria de las
poblaciones celulares, la actividad mitocondrial total esta relacionada con el numero
de células viables). Una vez obtenido el formazéan este se solubiliza y se determina
la concentracion por densidad Optica a 570 nm. El resultado es un ensayo sensible

con buena linealidad (51,52).

1 ®
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3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl- (E.Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenyl-formazan
2H-tetrazolium bromide (MTT) (formazan)

Figura N°06: Fundamento del ensayo MTT (53)

El ensayo MTT es adecuado para determinar la susceptibilidad a un determinado
compuesto o farmaco tanto en células primarias como en lineas celulares
establecidas. La sensibilidad al compuesto se define tipicamente como la
concentracion necesaria para lograr la inhibicion del crecimiento de las células en
divisién, donde la reduccion en el numero de células significa inhibicion del
crecimiento celular del 50 % frente al crecimiento del control sin tratar (50 % de

concentracion inhibidora: ICso) (54).
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1.7.3 ICso

El concepto de la mitad de la concentracion inhibitoria maxima (ICso) se usa
ampliamente en el mundo farmacéutico como una medida de la eficacia en la
inhibicion de funciones biologicas. El valor ICso indica la concentracion del inhibidor
que se requiere para inhibir a la mitad una determinada funcion bioldgica o
bioquimica (55). Como menciona Sebaugh en su articulo el concepto de ICso se
utiliza al principio del proceso de descubrimiento para evaluar la idoneidad y el
rendimiento de un compuesto o fAirmaco y determinar si las estructuras moleculares
de los compuestos probados tienen las propiedades deseadas siendo el objetivo
descubrir aquellos que tienen mas probabilidades de tener las cualidades deseadas
(56). Para la creacion de medicamentos seguros y eficaces, asi como para la
evaluacion de la toxicidad de las sustancias en la investigacion cientifica, conocer el
ICso es fundamental para comprender la potencia y la selectividad de los compuestos

que influyen en las respuestas biologicas.
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CAPITULO 11

2. METODOLOGIA
2.1 Técnicas para el cultivo celular

2.1.1 Preparacion del medio de cultivo.

Se prepar6 Medio Eagle Modificado de Dulbecco, glucosa elevada (DMEM) de
Sigma-Aldrich. Para esto se sigui6 las indicaciones del inserto del fabricante y para
1 litro de volumen final de medio se pesé en la balanza Pioneer (Ohaus), 13.5 gramos
del medio en polvo y se diluy6 con un volumen de 700 mL de agua ultrapura para
luego agregarle 44 mL de NaHCO:s (solucion inyectable de PharmaGen), una vez
disuelto todo el polvo y homogenizado todo el contenido en el matraz se procedio a
ajustar el pH a 7,4 verificando esto con el potenciometro 827 pHlab (Metrohm).
Finalmente se enrazé al volumen final (1000 mL) y se filtr6 en el sistema Stericup —
Express PLUS (0.10 pm) de Millipore conectado adecuadamente al sistema de vacio.
Todo este procedimiento se realiz6 en la cabina de seguridad Airstream (Esco), asi
mismo, todo el material y equipos utilizados fueron irradiados con luz UV por un
periodo de 15 minutos, antes de dar inicio al procedimiento descrito.

Luego de obtenido el medio, se repartié en alicuotas en tubos conicos de 50 mL,
agregando 44 mL de DMEM, para luego adicionarle SmL de Suero Fetal Bovino
(SFB) (Sigma-Aldrich) previamente descongelado y alicuotado para finalmente
agregarle 500 pL de la solucion estabilizada de Penicilina-Estreptomicina-
Neomicina (Sigma-Aldrich) y 500 pL de la soluciéon de Anfotericina B (Capricorn).
Obteniendo medio DMEM (10% SFB) suplementado con solucion de antibidticos y
antimicotico. También se preparé medio DMEM sin SFB, para obtener diluciones

del medio a diferentes porcentajes de SFB.

2.1.2 Descongelacion, cultivo y criopreservacion de lineas celulares.

Los viales que contienen las lineas celulares criopreservadas se descongelaron a 37°C
y se agregd 500 uL en un T-Flask de 25 cm? con 4 mL de medio DMEM (10% SFB).
Se dejo en incubacion por 48 horas en la Incubadora CO; Series 8000WJ (Thermo
Scientific) a 37°C y 5 % de CO., luego de este periodo de tiempo se observo si el
medio cambio de color (indicacion de cambio de pH) y se hizo observaciones en el
microscopio invertido ZOE (Bio-Rad) para verificar la confluencia celular. De no
llegar a confluencia se cambia de medio y se reemplaza por uno nuevo hasta el

siguiente dia y lograr la confluencia deseada. Una vez que el T-Flask llegd a
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confluencia se procede a la tripsinizacién para obtener volumenes de medio con
cé¢lulas que nos permitiera trabajar en placas de 96 o 6 pocillos o bien hacer mas
repiques en T-Flask de 25 o 75 cm? (importante seguir haciendo observaciones
microscopicas para verificar la integridad y confluencia celular, asi como siempre
rotular el nimero de pase en el que se encuentra la linea celular con la que se esta
trabajando). Después de un periodo de trabajo, las lineas celulares fueron de nuevo
criopreservadas, se prepar6 un vial de criopreservacion con 65 uL de
dimetilsulfoxido (DMSO), 745 pL de SFB y 500 pL de medio DMEM con las células
en suspension, se llevo a -20°C por un periodo de 2 horas, luego a -80°C en la
ultracongeladora U101-Innova (New Brunswick) por un periodo de 6 a 8 horas para
finalmente ser llevado a un tanque de criopreservacion con nitrogeno liquido de

manera permanente.

2.1.3 Tripsinizacion.

Una vez obtenida la confluencia deseada en los T-Flask de trabajo se realizé la
tripsinizacion para cosechar las células obtenidas y ser distribuidas en las placas de
96 0 6 pocillos de trabajo. Para esto se sigui6 el siguiente procedimiento:

Se elimind el medio y se lavé con 2 mL de Buffer Fosfato Salino (PBS 1X) (BioRad),
se le agregd 1 mL de Tripsina — EDTA (Sigma-Aldrich), previamente alicuotada y
descongelada. Se llevd a incubaciéon a 37°C por un periodo de 3 a 5 minutos,
inmediatamente después se agregdé 2 mL de medio DMEM (10% SFB)
homogenizando ligeramente para luego ser recolectado en un tubo conico de
centrifuga de 15 mL, se centrifugd a 1250 rpm por 5 minutos en la centrifuga
Universal 320 (Hettich) culminado este tiempo se elimind cuidadosamente el
sobrenadante y finalmente se agregd entre 1 a 4 mL de medio DMEM (sin SFB)

resuspendiendo el contenido ligeramente.
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listas para conteo y sobrenadante 1250 RPM
viabilidad (azul de 5 minutos
tripan)

Figura N°07: Esquema del procedimiento de tripsinizacion (Elaboracion
propia, creado con BioRender.com)

2.1.4 Conteo celular y evaluacion de la viabilidad.

Obtenidas las células en suspension se procedio a hacer el conteo celular y evaluacion
de su viabilidad, para esto se tomo 10 pL de la suspension de células y en un
microtubo se le agrega a este volumen 10 uL de Azul de Tripan (Sigma-Aldrich), se
hizo una homogenizacion con la ayuda de una micropipeta y se transfirio 10 pL de
la mezcla a un portaobjetos (lamina) de doble camara (BioRad) para luego hacer la
medicion en el contador de células automatizado TC20 (BioRad). El contador da
como resultado los datos de: Células vivas, Células totales y % de viabilidad. Con
estos datos se hicieron los calculos respectivos de dilucidén y se tiene en cuenta

siempre el porcentaje de viabilidad, procurando que este siempre sea superior al 95%.
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viabilidad (azul de
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tripan) Celulas totales
ripan % de viabilidad

Figura N°08: Esquema de procedimiento para el conteo y evaluacion de la
viabilidad con Azul de Tripan (Elaboracion propia, creado con
BioRender.com).

2.2 Preparacion de placas de cultivo (96 o 6 pocillos).

Después de conocer la concentracion celular de la suspension de células, se hace las
diluciones correspondientes (con medio DMEM, 2% SFB) para llegar a las soluciones
de trabajo, para el caso de la linea celular MDA-MB-231 se trabajé a una
concentracion celular de 7x10* cel./mL. Mientras que para la linea celular MCF-7 la
concentracion de trabajo fue de 2x10* cel./mL. Para placas de 96 pocillos el volumen
final de trabajo fue de 150 pL por cada pocillo y en las placas de 6 pocillos este
volumen fue 2.5 mL. Se dejo estas placas por un periodo de 24 horas en incubacion
(37°C y 5% CO3y) para que las células se adhieran a los pocillos, para finalmente
reemplazar el medio utilizado por medio DMEM, 2% SFB con las concentraciones de
los compuestos que se desean evaluar. Para el trabajo en placas de 96 pocillos (para
evaluacion de la viabilidad por MTT) fue necesario considerar 5 columnas de pocillos
para las distintas concentraciones de los compuestos, 1 columna para el control y 1
columna para el blanco. Todas estas columnas con un total de 6 repeticiones y

procurando no utilizar los pocillos de los bordes.

2.3  Preparacion de soluciones stock y soluciones de trabajo de Acido Cafeico,
1,8-Cineol y Triptantrina.

Para las pruebas preliminares y ensayos finales de cada compuesto con ambas lineas

celulares fue necesario generar soluciones stock, para a partir de estas preparar las

diluciones con las concentraciones finales de trabajo.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

2.3.1 Soluciones stock de Acido cafeico.

Para preparar la solucion stock y diluciones de Acido Cafeico (P.M.: 180,16 g/mol)
(Calbiochem) se disolvié el compuesto en DMSO (para biologia molecular, Sigma-
Aldrich), luego se obtuvo soluciones intermedias (disueltas también con DMSO) que
permitieron trabajar a un solo volumen para el pase a concentraciones finales, en este
caso el volumen fue de 10 puL para un volumen final de 2000 puL (medio de cultivo).
Una vez obtenido el medio de cultivo con las concentraciones finales de trabajo se
reemplazo el medio y se dejo por un periodo de 24 horas para evaluar el efecto de

este compuesto a diferentes concentraciones en las lineas celulares seleccionadas.

Tabla N°01: Tabla resumen de concentraciones y volimenes de soluciones stock
de Acido Cafeico para su uso en ensayos de las lineas celulares MDA-MB-231 y

MCF-7.
25 L 40 mM 10 L 200 UV
50 L 80 mM 10 L 400 uM
75 L 120 mM 10 L 600 UM
M
800 m 100 1L 160 mM 10 1L 800 LM
125 L 200 mM 10 pL 1000 pm
150 uL 240 mM 10 L 1200 UM
Solucién | Volumen de la [Concentraciones de la Volume_n de las _Concentracm_nes
., . . . soluciones finales en medio de
Stock solucioén stock |soluciones intermedias ) . .
intermedias cultivo
Vol. final = 500 pL Vol. final=2000 uL

2.3.2 Soluciones stock de 1,8-Cineol.

Para preparar la solucion stock y diluciones de 1,8-Cineol (P.M.: 154,249 g/mol)
(Sigma-Aldrich) se disolvié el compuesto en Etanol (grado HPLC), luego se obtuvo
soluciones intermedias (disueltas también con etanol) que permitieron trabajar a un
solo volumen para el pase a concentraciones finales, en este caso el volumen fue de
20 uL para un volumen final de 2000 puL (medio de cultivo). Una vez obtenido el
medio de cultivo con las concentraciones finales de trabajo se reemplaz6 el medio y
se dejo por un periodo de 24 horas para evaluar el efecto de este compuesto a

diferentes concentraciones en las lineas celulares seleccionadas.
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Tabla N°02: Tabla resumen de concentraciones y volimenes de soluciones stock
de 1,8-Cineol para su uso en ensayos de las lineas celulares MDA-MB-231 y

MCF-7.
25 Ul 200 mM 20 uL 2mM
40 L 400 mM 20 uL 4 mM
60 UL 600 mM 20 L 6 mM
5000 mM
m 80 L 800 MM 20 1L 8 m\
100 pL 1000 mM 20 uL 10 mM
120 yL 1200 mM 20 uL 12 mM
Solucién | Volumen de la [Concentraciones de la Volumer] de las .Concentramo.nes
. . . . soluciones finales en medio de
Stock solucion stock |soluciones intermedias . . .
intermedias cultivo
Vol. final = 500 uL Vol. final=2000 uL

2.3.3 Soluciones stock de Triptantrina.

Para preparar las diluciones de Triptantrina (P.M.: 248.2 g/mol) (Sigma-Aldrich) se
disolvid el stock del compuesto con DMSO (para biologia molecular, Sigma-
Aldrich), el compuesto se encontr6é previamente disuelto a una concentracion de 1
mg/mL (4.03 mM), luego se obtuvo soluciones intermedias (disueltas también con
DMSO) que permitieron trabajar a un solo volumen para el pase a concentraciones
finales, en este caso el volumen fue de 10 uL para un volumen final de 2000 pL
(medio de cultivo). Una vez obtenido el medio de cultivo con las concentraciones
finales de trabajo se reemplazo el medio y se dejé por un periodo de 24 horas para
evaluar el efecto de este compuesto a diferentes concentraciones en las lineas

celulares seleccionadas.

Tabla N°03: Tabla resumen de concentraciones y volimenes de soluciones stock
de Triptantrina para su uso en ensayos de las lineas celulares MDA-MB-231 y

MCF-7.
12,4 UL 100 uM 10 L 200 uM
62 L 500 UM 10 L 400 UM
4,03 mM 124.1 L 1000 M 10 L 600 uM
248.2 1L 2000 uM 10 L 800 UM
- - 10 L (directo) 1000 uM
Solucién | Volumen de la [Concentraciones de la Volume_n de las _Concentracm_nes
., . . . soluciones finales en medio de
Stock solucioén stock |soluciones intermedias . ) .
intermedias cultivo
Vol. final = 500 uL Vol. final=2000 pL
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24  Ensayo MTT y calculo del ICso.

Una vez que las lineas celulares (MDA-MB-231 y MCF-7) estuvieron expuestas por
un periodo de 24 horas con las diferentes concentraciones de los compuestos (Ac.
Cafeico, 1,8-cienol y Triptantrina) se procedié a realizar los ensayos de viabilidad
MTT respectivos. Para esto se siguio el siguiente procedimiento:

Previamente se prepard una solucion stock del reactivo MTT (Azul de tiazolil Bromuro
de tetrazolio) a una concentracion de 5 mg/mL disuelto con PBS 1X, esta solucion
debe estar totalmente homogenizada, almacenada a -20°C y en total oscuridad. Luego
se llevo esta solucion a una concentracion final de 0.5mg/mL disolviendo con medio
DMEM (sin SFB) para su uso inmediato. Una vez se tuvo el reactivo preparado se
retir6 el medio con los diferentes tratamientos y se reemplazé con un volumen de 100
uL para cada pocillo, para luego ser llevado a incubacion a 37°C por un periodo de 4
horas, culminado este tiempo se retir6 el contenido de los pocillos cuidando de no
arrastrar los cristales generados, para luego agregar 100 pL de DMSO a cada pocillo,
se llevo luego a incubacion por 15 minutos para finalmente hacer la lectura a 570 nm
en un lector de microplacas (Biotek Synergy HTX, Agilent Technologies) tomando los
datos obtenidos del software Gen5.

\\

Cultivo de lineas celulares / j - T 100 uL DMEM + MTT
i\}

(DMEM, 2 % SFB) Adicién de compuestos

3000 | 37°Cy 5%C0, | ¢
s —> |8
24 hrs. Q

37°C y 5%CO,
—

Retirar medio con P
compuestos

5[] de compuestos
1 control
1 blanco

37°C Reduttasa
mitocqndrial

v

7

570 nm +|)13|%CL)1L
ANALISIS DE DATOS
VIABILIDAD CELULAR 15 min.

Formazan

ICso 37°C

\p Retirar medio +

MTT

Figura N°09: Esquema de procedimiento para el cultivo de células en placas de
96 pocillos, adicion de compuestos a diferentes concentraciones y ensayo MTT
para evaluar la viabilidad celular (Elaboracion propia, creado con
BioRender.com).
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El célculo del ICso se hizo utilizando el software GraphPad Prism 9, una vez insertados
los datos en la tabla de datos del programa, se utilizo el apartado “Analyse” — “XY
analyses” — “Nonlinear regression (curve fit)”, una vez abierta la nueva ventana se
selecciono la ecuacion “Dose-response — Inhibition™ para luego seleccionar la opcion
“[Inhibitor] vs. normalized response -- Variable slope”, luego de esto el programa

genero una ventana con la tabla de resultados.

2.5  Ensayo de cicatrizacion celular.

El ensayo de cicatrizacion celular se realiz6 una vez obtenidos los valores de ICso para
cada compuesto, para este ensayo se trabajo en placas de 6 pocillos donde se agrego
una suspension de células (2.5 mL) y se esperd por un periodo entre 24 y 48 horas
hasta que todos los pocillos lleguen a confluencia. Una vez obtenida la confluencia
deseada se procedio a retirar el medio y con la ayuda de una puntera P200 (200 pL) se
hizo una cicatriz en el fondo de cada pocillo, procurando que esta sea uniforme y con
la misma direccion, luego se hizo un lavado rdpido con medio DMEM para retirar el

residuo generado.

ICso - Ac. cafeico
24 -48 hrs 1Cso - 1,8-cineol
—

37°C-5% CO,

Células en
suspension
DMEM (SFB 10%)

Medicién de
cicatrices

—

(>

Figura N°10: Esquema de procedimiento del ensayo de cicatrizacion celular
(Elaboracion propia, creado con BioRender.com).
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Seguidamente se agreg6 por triplicados el medio DMEM (2% SFB) conteniendo el
compuesto a evaluar (Ac. Cafeico o 1,8-cineol) a un volumen final de 2.5 mL por cada
pocillo y asi mismo por triplicados medio DMEM (2% SFB) como control del ensayo.
Inmediatamente se procedid a tomar fotografias microscopicas de las cicatrices
utilizando el microscopio invertido Axio Vert.Al (Carl Zeiss) y el software Zen 3.8
para hacer las mediciones correspondientes en los siguientes periodos de tiempo: 0, 3,

6, 12 y 24 horas. Los resultados se expresaron en porcentaje de cicatrizacion.

2.6  Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los resultados se hizo utilizando el software GraphPad Prism
9, el mismo que se utilizd para generar los graficos de la presente tesis. Para los
ensayos de viabilidad celular se trabajéo en placas de 96 pocillos, cada columna
(tratamiento, blanco o control) conto con 6 repeticiones, luego de obtenidos los
resultados se eliminaron los valores atipicos, quedando 5 repeticiones para cada
columna. Con estos datos se tomo en cuenta los valores promedios (X) y de desviacion
estandar (DS) para cada columna y asi mismo se determind el coeficiente de variacion
(CV%). Cada ensayo se realizo por triplicado, obteniendo de esta manera 3 resultados
de viabilidad para cada compuesto evaluado (a los cuales también se les calculo
promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacidon), una vez obtenido el célculo
de ICso para cada compuesto en sus determinadas lineas celulares, se hizo un analisis
estadistico para la comparacion entre los promedios de viabilidad obtenidos con las
diferentes concentraciones utilizadas, para ello se utilizo el analisis de varianza de una
sola via (ANOVA) para saber si existe diferencia significativa entre los grupos
propuestos, asi mismo se hizo una comparacion del promedio de cada concentracion
con el promedio de todas las demas columnas utilizando la test de Tukey, lo cual nos
especifico que columnas de concentracion de compuestos son o no diferentes
(significativamente) con que otras columnas de concentracion de compuestos. Para los
ensayos de cicatrizacion celular se comparé los valores de cada tiempo (Control vs.
ICs0) con una prueba T no emparejada, de esta manera se elucido si existia diferencia
significativa entre el grupo control y el grupo con la concentracion ICso de cada

compuesto en los distintos tiempos de cicatrizacion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Pruebas preliminares

Se realizaron pruebas preliminares para determinar las concentraciones de los
compuestos mas adecuadas, como resultado para la linea celular MDA-MB-231, las
concentraciones de trabajo para el acido cafeico fueron ser: 200, 400, 600, 800 y 1000
uM y para el 1,8-cineol: 2, 4, 6, 8 y 10 mM. Mientras que para la linea celular MCF-
7 las concentraciones de trabajo para el acido cafeico fueron ser: 400, 600, 800, 1000
y 1200 uM y para el 1,8-cineol: 4, 6, 8, 10y 12 mM.

Las pruebas preliminares con la triptantrina no dieron los resultados esperados, la
maxima concentracion a la que se llego de este compuesto en medio fue de 10 000 uM
(teniendo en cuenta no exceder el porcentaje permitido de DMSO presente en medio
DMEM, 0.5%)(57). No se pudo preparar un stock mas concentrado debido a que el
reactivo de triptantrina ya estuvo previamente disuelto a una concentracion de 1
mg/mL (4.03 mM). Considerando esto, las pruebas preliminares en ambas lineas
celulares con este compuesto no pudieron efectuarse a mayor concentracion, esto dio
como resultado curvas que no decaian segun lo esperado, muchas de ellas mantenian
una viabilidad superior al 80% inclusive en las mayores concentraciones, esto impide
hacer el analisis para la obtencion de valores ICso. Por este motivo la triptantrina quedo

descartada para los siguientes ensayos.

3.2  Ensayo MTT
3.2.1 MDA-MB-231

Para la linea celular MDA-MB-231 con las concentraciones propuestas de acido
cafeico se obtuvieron los resultados observados en la tabla N°04. Donde se plasma
los promedios de cada ensayo realizado, los resultados individuales se pueden
observar en el anexo N°01.

Como se puede ver en los resultados mostrados el porcentaje de viabilidad en las 3
repeticiones decae de tal manera que se puede generar una curva de dosis respuesta
inhibitoria. Los resultados obtenidos nos indican que concentraciones entre los 200
a 400 uM mantiene la vialidad por encima del 90%, inclusive se observo en pruebas
preliminares que concentraciones mas bajas a estas favorecia a la viabilidad celular,

en este punto se ha de tener en cuenta que el acido cafeico es un compuesto con
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propiedades antioxidantes y se podria explicar con ello este efecto (58). Por otro lado,
en el rango de concentraciones trabajado se observa que a concentraciones mayores
a los 600 uM la viabilidad cae proporcionalmente y por debajo del 55% de viabilidad.

Esto permite hacer el calculo para determinar el valor de ICs.

Tabla N°04: Tabla de resultados de los ensayos realizados en la linea celular

MDA-MB-231 con acido cafeico.

Ac. Cafeico | Repeticién 1 | Repeticion2 | Repeticion 3 Promedio
DS | %CV
[IuM %Viabilidad | %Viabilidad | %Viabilidad | %Viabilidad
200 105.5851 103.1836 99.7352 102.8347 294 | 2.86
400 95.0000 90.8471 90.9187 92.2553 2.38 | 2.58
600 56.9149 53.0415 51.6812 53.8792 2.72 | 5.04
800 40.7713 39.8522 38.5756 39.7330 1.10 | 2.78
1000 39.6011 39.1131 36.7223 38.4788 154 | 4.00

En cuanto a las concentraciones propuestas de 1,8-cineol se obtuvieron los resultados
observados en la Tabla N°05. Donde se plasma los promedios de cada ensayo

realizado, los resultados individuales se pueden observar en el anexo N°01.

Tabla N°05: Tabla de resultados de los ensayos realizados en la linea celular

MDA-MB-231 con 1,8-cineol.

1,8-cineol | Repeticion1 | Repeticion2 | Repeticion 3 Promedio
DS | %CV
[TmM %Viabilidad | %Viabilidad | %Viabilidad | %Viabilidad

2 106.6475 107.4616 106.6575 106.9222 0.47 | 0.44
4 100.5234 107.6011 101.1728 103.0991 391 | 3.79
6 83.6692 75.3835 82.4422 80.4983 447 | 5.56
8 57.6027 40.9344 49.3963 49.3112 8.33 | 16.90
10 33.4049 25.3835 26.9748 28.5877 4.25 | 14.86

Como se puede apreciar en la Tabla N°05, de una manera similar las concentraciones
mas bajas mantienen la viabilidad celular cercana al 100%, mientras que la mas alta
llega a bajar en promedio por debajo del 30% de viabilidad. Estos resultados son
utiles para posterior calculo del ICso de este compuesto en la linea celular MDA-MB-

231.
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3.2.2 MCF-7
Para la linea celular MCF-7 con las concentraciones propuestas de acido cafeico se
obtuvieron los resultados observados en la Tabla N°06. Donde se reporta los

promedios de cada ensayo realizado, los resultados individuales se pueden observar

en el Anexo N°02.

Tabla N°06: Tabla de resultados de los ensayos realizados en la linea celular
MCF-7 con acido cafeico.

Ac. Cafeico | Repeticién1 | Repeticion2 | Repeticion 3 Promedio
DS | %CV
[IuM %Viabilidad | %Viabilidad | %Viabilidad | %Viabilidad

400 102.0646 102.3469 104.0947 102.8354 1.10 | 1.07
600 92.7740 98.8265 101.0370 97.5458 428 | 4.39
800 82.7157 79.8313 83.9404 82.1625 211 | 257
1000 50.7094 39.8973 44.5094 45.0387 5.43 | 12.05
1200 32.9275 38.9072 39.2715 37.0354 3.56 | 9.62

Como se puede ver en la Tabla N°06, en las dos primeras concentraciones (400 y 600
uM) la viabilidad se mantiene por encima del 95% de viabilidad y posteriormente
decae a valores por debajo del 40% en la concentracion de 1200 uM. Esto permitio
generar una curva dosis vs. respuesta inhibitoria para poder obtener el valor de ICso.
En cuanto a las concentraciones propuestas de 1,8-cineol se obtuvieron los resultados
observados en la Tabla N°07. Donde se muestra los promedios de cada ensayo

realizado, los resultados individuales se pueden observar en el anexo N°02.

Tabla N°07: Tabla de resultados de los ensayos realizados en la linea celular
MCF-7 con 1,8-cineol.

1,8-cineol | Repeticionl | Repeticion2 | Repeticion 3 Promedio
DS | %CV
[1mM %Viabilidad | %Viabilidad | %Viabilidad | %Viabilidad

4 100.5729 109.8765 114.3937 108.2811 7.05 | 651
6 97.3116 104.1358 103.4420 101.6298 3.76 | 3.70
8 72.8955 71.6049 85.1630 76.5545 7.48 | 9.77
10 42.6179 42.9630 54.3416 46.6408 6.67 | 14.30
12 35.5223 41.1111 41.3299 39.3211 3.29 | 8.37
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De esta manera se puede observar en la Tabla N°07, que el promedio de viabilidad
en las concentraciones 4 y 6 mM es cercana al 100% para luego decrecer con el
aumento de estos valores de concentracion, observando que en la concentracion de
12 mM la viabilidad promedio es inferior al 40%. El comportamiento de estos valores
permiti6 de igual manera obtener una curva dosis vs. respuesta inhibitoria para poder
obtener el valor de ICso.

Adicionalmente es relevante tener en cuenta que la desviacion estandar (DS) es
importante porque puede medir la dispersion de los datos. Por otro lado, el
coeficiente de variacion (CV%) es esencial para normalizar esta variabilidad en
relacion con el promedio, lo que facilita la comparacion entre diferentes conjuntos
de datos. Ambas medidas son importantes para evaluar si nuestros datos realmente
no estan dispersos y si podemos trabajar adecuadamente con ellos, teniendo en cuenta

el contexto en el que se estan analizando los datos.

33 ICso
Una vez obtenidos los valores de porcentaje de viabilidad para cada concentracion con

los compuestos y lineas celulares ensayadas, se calculd la concentracion inhibidora

media maxima (ICso). Obteniéndose los siguientes resultados:

3.3.1 MDA-MB-231

Curva dosis-respuesta para el efecto del
Ac. Caféico en la linea celular MDA-MB-231

100
80—

60—

40

% Viabilidad

20+

0 I I I I I
0 200 400 600 800 1000

Ac. Caféico (uM)

Figura N°11: Grafico de curva dosis respuesta del acido cafeico en la linea
celular MDA-MB-231, la linea punteada es la regresion no lineal generada
para el calculo del ICso.
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Diagrama de barras del efecto del
Ac. Cafeéico en la linea celular MDA-MB-231
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Figura N°12: Diagrama de barras que muestra el analisis estadistico
comparativo de las concentraciones del acido cafeico influyendo en el
porcentaje de viabilidad de la linea celular MDA-MB-231.

Como se pudo observar previamente las concentraciones utilizadas generan una
curva en la que el porcentaje de viabilidad decae proporcionalmente al incremento
de la concentracion de este compuesto (Figura N°11). El valor de ICso para este
ensayo es 730 uM de acido cafeico con un intervalo de confianza al 95 % de 673.8 a
795.4 uM.

El andlisis estadistico ANOVA vy la prueba de Tukey para multiples comparaciones
reveld que el promedio de viabilidad celular no tiene diferencias significativas entre
el control y la concentracion de 400 uM y las concentraciones 800 y 1000 uM, pero
si en las concentraciones en donde la viabilidad decae (200 y 800 uM), como se

puede ver en la Figura N°12.
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Curva dosis-respuesta para el efecto del
1,8-cineol en la linea celular MDA-MB-231
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Figura N°13: Grafico de curva dosis respuesta del 1,8-cineol en la linea celular
MDA-MB-231, la linea punteada es la regresion no lineal generada para el
calculo del ICso.

Diagrama de barras del efecto del
1,8 - Cineol en la linea celular MDA-MB-231
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Figura N°14: Diagrama de barras que muestra el analisis estadistico
comparativo de las concentraciones del 1,8-cineol influyendo en el porcentaje
de viabilidad de la linea celular MDA-MB-231.
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El valor de ICso para este ensayo es 8.095 mM de 1,8-cineol (95% CI de 7.766 a
8.445 mM) (Figura N°13)

El analisis estadistico ANOVA y la prueba de Tukey para multiples comparaciones
reveld que el promedio de viabilidad celular no tiene diferencias significativas entre
las concentraciones 2 y 4 mM y el grupo control (100 % de viabilidad), pero si en las
concentraciones en donde la viabilidad decae entre 6 a 10 mM como se puede ver en

la Figura N°14.

3.3.2 MCF-7

Curva dosis-respuesta para el efecto del
Ac. Cafeico en la linea celular MCF-7
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Figura N°15: Grafico de curva dosis respuesta del acido cafeico en la linea
celular MCF-7, la linea punteada es la regresion no lineal generada para el
calculo del ICso.

En la linea celular MFC-7 fue necesario incrementar los valores de concentracion de
los compuestos, obteniendo de esa manera curvas en la que el porcentaje de
viabilidad decae proporcionalmente al incremento de la concentracion de estos
compuestos. El valor de ICso para este ensayo es 1028 uM de acido cafeico (95% CI
de 989.2 a 1070 uM) (Figura N°15).
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Diagrama de barras del efecto del
Ac. Cafeico en la linea celular MCF-7
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Figura N°16: Diagrama de barras que muestra el analisis estadistico
comparativo de las concentraciones del acido cafeico influyendo en el
porcentaje de viabilidad de la linea celular MCF-7.

El andlisis estadistico ANOVA y la prueba de Tukey para multiples comparaciones
reveld que el promedio de viabilidad celular no tiene diferencias significativas entre
las concentraciones 400 y 600 uM y el grupo control (100 % de viabilidad) ademas
de las concentraciones 1000 y 1200 uM, sin embargo, en la zona en la que se da el

decaimiento de viabilidad si se presenta diferencias significativas, como se puede ver

en la Figura N°16.
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Curva dosis-respuesta para el efecto del
1,8 - Cineol en la linea celular MCF-7
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Figura N°17: Grafico de curva dosis respuesta del 1,8-cineol en la linea celular
MCF-7, la linea punteada es la regresion no lineal generada para el calculo del
I1Cso.
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Figura N°18: Diagrama de barras que muestra el analisis estadistico
comparativo de las concentraciones del 1,8-cineol influyendo en el porcentaje
de viabilidad de la linea celular MCF-7.
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Por otro lado, el valor de ICso para el ensayo con 1,8-cineol es 10.34 mM de este
compuesto (95% CI de 9.778 a 11.01 mM) (Figura N°17).

El analisis estadistico ANOVA y la prueba de Tukey para multiples comparaciones
reveld que el promedio de viabilidad celular no tiene diferencias significativas entre
las concentraciones 4 y 6 mM y el grupo control (100 % de viabilidad) ademas de
las concentraciones 10 y 12 mM, pero si de todas estas concentraciones con la
concentracion 8§ mM, zona en la que se da el decaimiento de viabilidad, como se
puede ver en la Figura N°18.

El anélisis estadistico de los resultados anteriormente reportados se puede encontrar

en los anexos N°03 y 04.

3.4  Cicatrizacion celular
Como se mencion6 en el capitulo anterior, una vez obtenidos los valores de ICso de
cada compuesto para cada medio se realizo el ensayo de cicatrizacion celular (anexo

07) obteniéndose los siguientes resultados:

3.4.1 MDA-MB-231
Los resultados de la prueba de cicatrizacion celular para esta linea celular se reportan

en la Tabla N°0S.

Tabla N°08: Tabla de resultados del ensayo de cicatrizacion en la linea celular
MDA-MB-231 con la concentracion ICso obtenida del acido cafeico, los
resultados estan expresados en % de cicatrizacion.

% Cicatrizacion
Hrs CONTROL ICs
A B C A B C

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

3 20.02 20.48 22.20 1.23 11.73 7.78

6 37.43 38.57 37.33 7.09 17.56 13.21
12 42.77 60.95 49.78 8.33 22.05 21.83
24 71.21 81.54 81.02 15.02 27.72 24.09
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Curvas de % de cicatrizacion Control Vs. I1Cs
(Ac. Cafeico) en la linea celular MDA-MB-231
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Figura N°19: Grafico de curvas de cicatrizacion en la linea celular MDA-MB-
231 con el valor ICso obtenido del acido cafeico.

Como se puede observar en la Figura N°19, la cicatrizacion de la prueba con la
concentracion ICso de acido cafeico para la linea MDA-MB-231 presenta diferencia
significativa en las 4 mediciones realizadas, observando la mayor diferencia a las 24
horas donde el porcentaje promedio de cicatrizacion del grupo control se encuentra
por encima del 75% mientras que del grupo con la concentracion ICso se encontraba

por debajo del 25%.

A continuacion, los resultados para la misma linea celular, pero con el compuesto

1,8-cineol, son reportados en la Tabla N°09.
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Tabla N°09: Tabla de resultados del ensayo de cicatrizacion en la linea celular
MDA-MB-231 con la concentracion ICso obtenida del 1,8-cineol, los resultados
estan expresados en % de cicatrizacion.

% Cicatrizacion
Hrs CONTROL ICs
A B C A B C
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 23.73 16.56 24.46 9.20 15.21 12.56
6 45,43 48.87 36.72 13.82 24.17 31.77
12 57.28 60.24 57.22 15.62 34.63 33.02
24 78.29 77.18 77.17 20.52 38.52 34.84

Curvas de % de cicatrizacion Control Vs. I1Cs)
(1,8-Cineol) en la linea celular MDA-MB-231
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Figura N°20: Grafico de curvas de cicatrizacion en la linea celular MDA-MB-
231 con el valor ICso obtenido del 1,8-cineol.

Para el caso del 1,8-cineol (Figura N°20), la cicatrizacion de la prueba con la
concentracion ICso en la linea celular MDA-MB-231 también presenta diferencia
significativa en las 4 mediciones realizadas, observando la mayor diferencia a las 24
horas donde el porcentaje promedio de cicatrizacion del grupo control se encuentra
por encima del 75% mientras que del grupo con la concentracion ICso se encontraba

por debajo del 35%.
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3.4.2 MCF-7

Para la linea celular MCF-7 se realizo el mismo procedimiento obteniendo que, la
cicatrizacion de la prueba con la concentracion ICso del 4cido cafeico para la linea
MCF-7 presenta diferencia significativa en la medicion correspondiente a las 24
horas, siendo esta diferencia del grupo control que se encuentra por encima del 30%
mientras que del grupo con la concentracion ICso se encontraba cercana al 0 %

(Figura N°21). En la Tabla N°10 se reporta los resultados obtenidos.

Tabla N°10: Tabla de resultados del ensayo de cicatrizacion en la linea celular
MCF-7 con la concentracion ICso obtenida del acido cafeico, los resultados estan
expresados en % de cicatrizacion.

% Cicatrizacion
Hrs CONTROL ICs
A B C A B C

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

3 1.12 1.99 12.32 0.09 6.57 0.49

6 1.22 3.77 18.12 -11.88 1.85 -1.68
12 4,99 10.70 25.10 -6.05 4.70 -1.09
24 29.42 31.74 41.27 -7.56 1.47 0.94

Curvas de % de cicatrizacién Control Vs. ICs
(Ac. Cafeico) en la linea celular MCF-7
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Figura N°21: Grafico de curvas de cicatrizacion en la linea celular MCF-7 con
el valor ICso obtenido del acido cafeico.
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Para el caso del 1,8-cineol (Tabla N°I1), la cicatrizacion de la prueba con la

concentracion ICso en la linea celular MCF-7 también presenta diferencia

significativa en las 2 ultimas mediciones realizadas (12 y 24 horas), observando la

mayor diferencia a las 24 horas donde el porcentaje promedio de cicatrizacion del

grupo control se encuentra por encima del 45% mientras que del grupo con la

concentracion ICsp se encontraba por debajo del 15%. Estos resultados se pueden

observar plasmados en la Figura N°22.

Tabla N°11: Tabla de resultados del ensayo de cicatrizacion en la linea celular

MCF-7 con la concentracion ICso obtenida del 1,8-cineol.

% Cicatrizacion
Hrs CONTROL 1Csq
A B C A B C
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 7.42 4,49 3.53 2.21 2.26 -0.35
6 20.32 7.41 3.11 2.25 1.58 -0.49
12 30.94 17.95 14.34 2.76 4.44 3.69
24 58.19 49.82 38.69 9.66 13.11 12.50

Curvas de % de cicatrizacion Control Vs. 1Csg
(1,8-Cineol) en la linea celular MCF-7
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Figura N°22: Grafico de curvas de cicatrizacion en la linea celular MCF-7 con
el valor ICso obtenido del 1,8-cineol.
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Los resultados del ensayo del porcentaje de cicatrizacion celular para cada linea
celular con sus respectivas repeticiones, asi como el analisis estadistico se pueden
observar en el anexo 05.

Después de revisar articulos relacionados, queda claro que existen varios compuestos
que tienen un efecto citotoxico en la linea celular ambas lineas celulares. Estos
compuestos incluyen extractos de caracoles marinos (59), metalofarmacos (60,61),
extractos marinos (62) y extractos de plantas (63,64). Los estudios utilizan diferentes
métodos para evaluar la citotoxicidad, incluyendo el utilizado en la presente tesis, el
ensayo MTT. Los resultados muestran que los compuestos evaluados tienen un efecto
citotoxico, lo que sugiere su potencial uso en quimioterapia. El uso de las lineas
celulares MDA-MB-231 y MCF-7 en estos estudios es particularmente importante
porque es un modelo ampliamente utilizado para estudiar el cdncer de mama. En ese
aspecto, estudios relacionados a estas lineas sugieren un efecto citotdéxico ocasionado
por plantas que contienen alguno de los dos compuestos estudiados (Ac. Cafeico y
1,8-cineol) (65-67), con lo cual el presente trabajo aporta en el conocimiento del
efecto citotoxico de compuestos que hacen parte de los extractos reportados. Asi
mismo resulto importante revisar los mecanismos de accion de estos compuestos, en
los que por ejemplo se ha demostrado que el 4cido cafeico puede inducir apoptosis
en células cancerosas (MCF-7), sugiriendo que el 4cido cafeico puede activar la via
apoptoética intrinseca (expresion de los genes P53, P21 y Mcl-1), lo que lleva a la
activacion de caspasas y la degradacion de proteinas clave involucradas en la
supervivencia celular (68). En células de cancer de mama MCF-7, se ha demostrado
que el acido cafeico induce apoptosis mediante la inhibicion de NF-xB y la activacion
de Fas. Ademas, se ha observado que el 4cido cafeico tiene actividad prooxidante, lo
que puede causar dafio al ADN en presencia de iones de cobre. También se ha
demostrado que tiene efectos inhibidores sobre la proliferacion celular en células de
cancer de fibrosarcoma HT-1080, posiblemente a través de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la induccion de dafio oxidativo en el ADN (69). Por su
parte se reportan la activacion del supresor p53 relacionadas al 1,8-cineol en la linea
celular SF-9, sugiriendo que el 1,8-cineol puede funcionar a través de vias comunes
y mediar sus efectos citotoxicos. dirigiéndose a p53 y su acetilacion (70). Asi mismo
se reportd que, el mecanismo de induccion de apoptosis por 1,8-cineol implica la
inactivacion de survivina y Akt, asi como la activacion de p38. Ademas, se observo

la activacion de p38, una proteina quinasa, en presencia de 1, 8-cineol. Esta
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activacion, junto con la inactivacion de survivina y Akt, conduce a la induccién de
PARP (poli ADP-ribosa polimerasa) escindida y caspasa-3, que son marcadores de
apoptosis. Existiendo estudios que sugieren que el 1,8-cineol suprime el crecimiento
de células de cancer de colon al promover la apoptosis mediante las vias mencionadas

(28).
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CONCLUSIONES

Primera:

Se determind los rangos de concentraciones de trabajo para los compuestos propuestos en
las lineas celulares del presente trabajo. Para el caso del 4cido cafeico entre 200 y 1000 uM
para la linea celular MDA-MB-231 y entre 400 y 1200 uM para la linea MCF-7. El 1,8-
cineol tuvo un rango de trabajo de entre 2 y 10 mM para la linea celular MDA-MB-231
mientras que para la linea MCF-7 el rango fue de ente 4 y 12 mM. Por su parte la triptantrina
no mostro efecto en la disminucion de la viabilidad celular a las concentraciones ensayadas

por los motivos previamente expuestos.
Segunda:

Se pudo determinar la wviabilidad celular en ambas lineas celulares a diferentes
concentraciones de los compuestos propuestos con el ensayo MTT, obteniendo curvas de
dosis vs. respuesta inhibitoria que permitid calcular para cada caso el valor ICs.

Concluyendo que ambos compuestos si tienen un efecto citotoxico.
Tercera:

Se pudo comparar el efecto de las concentraciones ICsp obtenidas en el ensayo de
cicatrizacion celular, observando que en todos los casos (para ambas lineas celulares y ambos
compuestos) el grupo control vs. el grupo con la concentracion ICso presentan diferencias
significativas, corroborando de esta manera que las concentraciones calculadas detienen el

crecimiento celular en los ensayos in vitro realizados.
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RECOMENDACIONES

Primera:

Se recomienda realizar ensayos y pruebas equivalentes con la triptantrina, para ello se tendria
que adquirir un nuevo stock de este compuesto y preparar soluciones mas elevadas que las

propuestas en esta tesis.

Segunda:

Se recomienda trabajar con los valores ICso obtenidos para futuras investigaciones

relacionadas a las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7
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ANEXOS

01 - Resultados individuales ensayo MTT (MDA-MB-231)

MDA-MB-231 / Ac. Caféico (1)

Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[1um 200 400 600 800 1000 | DMSO - -
cells /mL | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 -
0.307 0.223 0.206
0.310 0.202 0.218
g 0320 | 0201 | 0204
0.382 0.197 0.175
0.345 0.234 0.210
Promedio | 0.699 0.619 0.333 0.211 0.203 0.657 0.752 0.090
DS. 0.036 0.010 0.031 0.016 0.016 0.019 0.014 0.003
cV. 5.082 1576 9.405 7.661 8.062 2.945 1.878 3.600
abs cor. 0.609 0.529 0.243 0.121 0.113 0.567 0.662 0.000
%Viabilidad | 92.9255 | 82.3404 | 44.2553 | 28.1117 | 26.9415 | 87.3404 | 100.0000
12.659574
Viabilidad | oq 5 | 950000 | 569149 | 407713 | 39.6011
corregida
MDA-MB-231/ Ac. Caféico (2)
Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[1um 200 400 600 800 1000 | DMSO - -
cells /mL | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 -
0175 0116 0.124
0.183 0.133 0.117
g 0.155 0.124 0.132
0.190 0.130 0.116
0.164 0.132 0.133
Promedio | 0.350 0.306 0173 0.127 0.124 0.339 0.352 0.068
DS. 0.023 0.018 0.014 0.007 0.008 0.015 0.019 0.001
cV. 6.514 5.832 8.142 5.568 6.446 4521 5.462 0.810
abs cor. 0.282 0.239 0.106 0.059 0.057 0.271 0.284 0.000
%Viabilidad | 99.4315 | 87.0049 | 49.2894 | 36.1001 | 35.3610 | 96.2479 | 100.0000
3.7521319
Viabilidad | g 1656 | 90.8471 | 53.0415 | 308522 | 39.1131
corregida
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MDA-MB-231/ Ac. Caféico (3)

Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[Tum 200 400 600 800 1000 DMSO - -
cells/mL | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 -
0.359 0.292 0.261
0.386 0.280 0.274
'fé 0.392 0.279 0.291
0.395 0.292 0.267
0.391 0.285 0.265
Promedio 0.748 0.681 0.385 0.286 0.272 0.750 0.755 0.068
D.S. 0.036 0.036 0.015 0.006 0.012 0.040 0.072 0.001
CV. 4.822 5.354 3.815 2.195 4.353 5.309 9.520 0.810
abs cor. 0.680 0.613 0.317 0.218 0.204 0.682 0.688 0.000
% Viabilidad | 98.9674 90.1509 50.9134 37.8078 35.9545 99.2322 | 100.0000
0.7678051
Viabiligad 99.7352 | 90.9187 | 51.6812 | 38.5756 | 36.7223
corregida
MDA-MB-231/ 1,8 - Cineole (1)
Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[1mM 2 4 6 8 10 EtOH - -
cells/mL | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 -
0.365 0.204
0.428 0.201
8 0386 | 0.205
0.409 0.237
0.379 0.195
Promedio 0.768 0.721 0.593 0.393 0.208 0.717 0.764 0.085
D.S. 0.007 0.019 0.013 0.025 0.016 0.033 0.042 0.002
C.V. 0.913 2.628 2.163 6.367 7.872 4.590 5.504 2.565
abs cor. 0.683 0.636 0.507 0.308 0.123 0.632 0.679 0.000
%/Viabilidad | 100.5234 | 94.3994 | 77.5451 | 51.4787 | 27.2808 | 93.8759 100
6.1241
Viabilic_iad 106.6475 | 100.5234 | 83.6692 | 57.6027 | 33.4049
corregida
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MDA-MB-231/1,8 - Cineole (2)

Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[1mM 2 4 6 8 10 EtOH - -
cells/mL | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 -
0.176 0.125 0.067
0.100 0.067
§ 0.081 0.066
0.106 0.067
0.145 0.067
Promedio 0.302 0.303 0.210 0.111 0.067 0.281 0.287 0.077
D.S. 0.012 0.006 0.027 0.024 0.000 0.031 0.016 0.004
CV. 4.116 1.977 12.700 21.975 0.669 10.926 5.624 5.660
abs cor. 0.226 0.226 0.134 0.035 -0.010 0.204 0.210 0.000
%Viabilidad | 105.3696 | 105.5091 | 73.2915 | 38.8424 | 23.2915 | 97.9079 100
2.0921
Viabilic'iad 107.4616 | 107.6011 | 75.3835 | 40.9344 | 25.3835
corregida
MDA-MB-231/1,8 - Cineole (3)
Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[1mM 2 4 6 8 10 EtOH - -
cells/mL | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 | 7.00E+04 -
0.222 0.086
0.206 0.084
8 0229 | 0.087
- 0.237 0.089
0.189 0.087
Promedio 0.549 0.517 0.408 0.217 0.087 0.510 0.580 0.073
D.S. 0.041 0.040 0.048 0.019 0.002 0.066 0.025 0.006
C.V. 7.479 7.680 11.756 8.860 2.098 12.944 4.362 7.569
abs cor. 0.475 0.444 0.335 0.143 0.013 0.437 0.507 0.000
%Viabilidad | 94.6188 | 89.1342 | 70.4036 | 37.3577 | 14.9362 | 87.9614 | 100.0000
12.0386
Viabili(_iad 106.6575 | 101.1728 | 82.4422 | 49.3963 | 26.9748
corregida
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02 - Resultados individuales ensayo MTT (MCF-7)

MCF-7 / Ac. Cafeico (1)

Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[1uMm 400 600 800 1000 1200 | DMSO - -
cells /mL | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 -
0286 | 0203
0306 | 0215
2 0336 | 0178
0373 | 019
0375 | 0209
Promedio | 0723 | 0653 | 0577 | 0335 | 0201 | 0708 | 0756 | 0.084
DS. 0033 | 0034 | 0029 | 0040 | 0014 | 0022 | 0027 | 0002
C.V. 4527 | 5215 | 4975 | 11840 | 7029 | 3055 | 3532 | 2173
abs cor. 0640 | 0569 | 0493 | 0252 | 0117 | 0624 | 0672 | 0.000
%Viabilidad | 95.712017 | 86.421387 | 76.363155 | 44.356803 | 26.574907 | 93.647433| 100
6.3525675
Viabilidad 1), 46456 | 92.773054 | 82.715723 | 50.70037 | 32.927475
corregida
MCF-7 / Ac. Cafeico (2)
Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[1uMm 400 600 800 1000 1200 | DMSO - -
cells /mL | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 -
033 | 0148 | 0.155
0120 | 0.119
8 0123 | 0154
0160 | 0.127
0143 | 0121
Promedio | 0481 | 0462 | 035 | 0141 | 0135 | 0468 | 0545 | 0081
D.S. 0032 | 0052 | 0030 | 0015 | 0018 | 0011 | 0026 | 0.004
cV. 6551 | 11218 | 8377 | 10557 | 13215 | 2366 | 4821 | 4581
abs cor. 0400 | 0381 | 0278 | 0060 | 0054 | 0388 | 0465 | 0.000
%Viabilidad | 88.2288 | 84.7085 | 65.7132 | 25.7792 | 24.7891 | 85.8819 | 100.0000
14.1181
Viabilidad | ) 5460 | 98.8265 | 70.8313 | 39.8973 | 38.9072
corregida
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MCF-7 / Ac. Cafeico (2)

Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[1um 400 600 800 1000 1200 DMSO - -
cells/mL | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 -
0.227 0.203
0.216 0.202
g 0.254 0.199
0.251 0.229
0.289 0.207
Promedio 0.696 0.673 0.544 0.247 0.208 0.665 0.752 0.102
D.S. 0.030 0.045 0.041 0.028 0.012 0.017 0.043 0.005
C.V. 4.288 6.674 7.540 11.413 5.809 2.621 5.738 4.505
abs cor. 0.593 0.570 0.442 0.145 0.106 0.563 0.650 0.000
%Viabilidad | 92.4754 | 89.4177 72.3212 32.8902 27.6522 88.3807 | 100.0000
11.6193
Viabilic'iad 104.0947 | 101.0370 | 83.9404 | 44.5094 | 39.2715
corregida
MCF-7/1,8-cineole (1)
Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[1mM 4 6 8 10 12 EtOH - -
cells/mL | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 | 2.00E+04 -
0.197 0.107
0.168 0.153
é 0.164 0.108
0.161 0.199
0.181 0.143
Promedio 0.437 0.422 0.312 0.174 0.142 0.435 0.454 0.095
D.S. 0.011 0.043 0.023 0.015 0.038 0.030 0.026 0.012
C.V. 2.554 10.105 7.327 8.528 26.705 6.935 5.754 12.679
abs cor. 0.342 0.327 0.216 0.079 0.047 0.339 0.359 0.000
%Viabilidad | 96.3420 | 93.0807 | 68.6646 | 38.3870 | 31.2913 | 95.7691 | 100.0000
4.2309
Viabi“c_lad 100.5729 | 97.3116 72.8955 | 42.6179 35.5223
corregida
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MCF-7/ 1,8-cineole (2)

53

Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[1mM 4 6 8 10 12 EtOH - -
cells/mL | 1.00E+04 | 1.00E+04 | 1.00E+04 | 1.00E+04 | 1.00E+04 | 1.00E+04 | 1.00E+04 -
0.078 0.079
0.077 0.078
0.078 0.077
0.083 0.074
0.098 0.076
Promedio 0.300 0.281 0.176 0.083 0.077 0.268 0.324 0.082
D.S. 0.039 0.038 0.057 0.009 0.002 0.028 0.030 0.004
C.V. 13.121 13.575 32.206 10.646 2.505 10.452 9.323 4.256
abs cor. 0.204 0.186 0.080 -0.012 -0.018 0.172 0.229 -0.013
%Viabilidad | 92.4691 86.7284 54.1975 25.5556 23.7037 82.5926 | 100.0000
17.4074
Viabilidad | ;g g765 | 1041358 | 716040 | 42.9630 | 411111
corregida
MCF-7/1,8-cineole (3)
Ensayo 1 2 3 4 5 B C DMEM
[1mM 4 6 8 10 12 EtOH - -
cells/mL | 1.00E+04 | 1.00E+04 | 1.00E+04 | 1.00E+04 | 1.00E+04 | 1.00E+04 | 1.00E+04 -
0.294 0.143
0.207 0.150
8 0.245 0.122
0.245 0.167
0.247 0.157
Promedio 0.708 0.624 0.484 0.248 0.148 0.598 0.767 0.100
D.S. 0.047 0.050 0.056 0.031 0.017 0.030 0.036 0.004
C.V. 6.687 8.002 11.596 12.473 11.456 4.998 4.758 3.521
abs cor. 0.613 0.529 0.389 0.152 0.053 0.503 0.672 0.004
%Viabilidad | 92.3338 | 81.3820 | 63.1030 | 32.2816 | 19.2699 | 77.9400 | 100.0000
22.0600
Viabi"c_‘ad 114.3937 | 103.4420 | 85.1630 54.3416 41.3299
corregida




03 -1Cso

[Inhibitor] vs. normalized MDA-MB-231 MCF-7
response -- Variable slope Ac. Cafeico 1,8-cineol Ac. Cafeico 1,8-cineol
Best-fit values
IC50 730 8.095 1028 10.34
HillSlope -2.726 -4.901 -5.218 -4.917
loglC50 2.863 0.9082 3.012 1.014
95% CI (profile likelihood)
IC50 673.8 to 795.4 7.766 to 8.445 989.2 to 1070 9.778 10 11.01
HillSlope -3.46810-2.114 | -6.028 t0 -3.989 | -6.456 t0 -4.199 | -6.483 t0 -3.701
logIC50 2.8291t02.901 | 0.89021t00.9266 | 2.995t03.030 | 0.9903t0 1.042
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 16 16 16 16
R squared 0.936 0.966 0.9558 0.9185
Sum of Squares 893.5 540.7 571.3 1113
Sy.x 7.473 5.813 5.976 8.342
Constraints
IC50 IC50>0 IC50>0 IC50>0 IC50>0
Number of points
# of X values 18 18 18 18
# Y values analyzed 18 18 18 18
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04 - Analisis estadistico (ICso y comparativas entre concentraciones)

MDA-MB-231 MCF-7
ANOVA summary Ac. Cafeico 1,8-cineol Ac. Cafeico 1,8-cineol
F 660.4 152.8 232.2 91.23
P value <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
P Value summary *kkk *khkk *kkk *hkkk
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes Yes Yes Yes
R squared 0.9964 0.9845 0.9898 0.9744
Tukey's multiple Mean Diff. 95.009% Cl of diff. | Below threshold? Summary Adjusted P Value
comparisons test

0 vs. 200 -2.835 -8.462 t0 2.793 No ns 0.5607 A-B
0 vs. 400 7.745 2.117 t0 13.37 Yes o 0.006 A-C
0 vs. 600 46.12 40.49 t0 51.75 Yes ok <0.0001 A-D
0 vs. 800 60.27 54.64 to 65.89 Yes i <0.0001 A-E
0 vs. 1000 61.52 55.89 t0 67.15 Yes ok <0.0001 AF
o 200 vs. 400 10.58 4.952 10 16.21 Yes ok 0.0004 B-C
2 200 vs. 600 48.96 433310 54.58 Yes ok <0.0001 B-D
8 200 vs. 800 63.1 57.47 t0 68.73 Yes ok <0.0001 B-E
$ 200 vs. 1000 64.36 58.73 t0 69.98 Yes ok <0.0001 B-F
400 vs. 600 38.38 32.75 t0 44.00 Yes g <0.0001 c-D
400 vs. 800 52.52 46.89 to 58.15 Yes ded <0.0001 C-E
400 vs. 1000 53.78 48.15 t0 59.40 Yes ok <0.0001 C-F
- 600 vs. 800 14.15 8.519 0 19.77 Yes ided <0.0001 D-E
& 600 vs. 1000 15.4 9.77310 21.03 Yes ok <0.0001 D-F
g 800 vs. 1000 1.254 -4.373 10 6.882 No ns 0.9712 E-F
z 0vs. 2 -6.922 -19.34 to 5.496 No ns 0.4609 A-B
g 0vs. 4 -3.099 -15.52 10 9.319 No ns 0.9542 A-C
0vs.6 19.5 7.083 10 31.92 Yes * 0.0021 A-D
0.8 50.69 38.27 10 63.11 Yes ok <0.0001 AE
0vs. 10 71.41 58.99 to 83.83 Yes ok <0.0001 AF
_ 2vs.4 3.823 -8.595 to 16.24 No ns 0.8974 B-C
8 2v5.6 26.42 14.01 to 38.84 Yes ok 0.0001 B-D
5 2.8 57.61 45.19 10 70.03 Yes g <0.0001 B-E
3 2vs.10 78.33 65.92 t0 90.75 Yes ded <0.0001 B-F
4v5.6 226 10.18 t0 35.02 Yes ik 0.0006 c-D
4vs.8 53.79 41.37 to 66.21 Yes dad <0.0001 C-E
4vs. 10 74,51 62.09 to 86.93 Yes ok <0.0001 C-F
61s.8 31.19 18.77 t0 43.61 Yes i <0.0001 D-E
6vs. 10 5191 39.49 to 64.33 Yes ok <0.0001 D-F
8vs. 10 20.72 8.305 to 33.14 Yes w 0.0012 E-F
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Tukey's multiple

comparisons test Mean Diff. 95.00% ClI of diff. Below threshold? Summary Adjusted P Value
0 vs. 400 -2.835 -11.94 to 6.266 No ns 0.893 A-B
0 vs. 600 2.454 -6.648 to 11.56 No ns 0.9377 A-C
0 vs. 800 17.84 8.736 t0 26.94 Yes il 0.0003 A-D
0 vs. 1000 54.96 45.86 to 64.06 Yes faloleiad <0.0001 A-E
0 vs. 1200 62.96 53.86 to 72.07 Yes fololelal <0.0001 A-F
o 400 vs. 600 5.29 -3.812 to 14.39 No ns 0.4194 B-C
ﬁ 400 vs. 800 20.67 11.57 t0 29.77 Yes fololelel <0.0001 B-D
S 400 vs. 1000 57.8 48.69 to 66.90 Yes faloleial <0.0001 B-E
<r.(5 400 vs. 1200 65.8 56.70 to 74.90 Yes fleiolel <0.0001 B-F
600 vs. 800 15.38 6.282 to 24.49 Yes el 0.0011 C-D
600 vs. 1000 52.51 43.41t0 61.61 Yes ool <0.0001 C-E
600 vs. 1200 60.51 51.41t0 69.61 Yes falolaial <0.0001 C-F
800 vs. 1000 37.12 28.02 10 46.23 Yes faloleiad <0.0001 D-E
~ 800 vs. 1200 45.13 36.03 to 54.23 Yes fololelal <0.0001 D-F
L 1000 vs. 1200 8.003 -1.099 t0 17.11 No ns 0.0977 E-F
g 0vs. 4 -8.281 -23.10 10 6,535 No s 0.4582 AB
0vs. 6 -1.63 -16.45 t0 13.19 No ns 0.9988 A-C
0vs. 8 23.45 8.630 to 38.26 Yes il 0.002 A-D
0vs. 10 53.36 38.54 t0 68.18 Yes faloieled <0.0001 A-E
0vs. 12 60.68 45.86 to 75.49 Yes folokelel <0.0001 A-F
_ 4vs. 6 6.651 -8.165 to 21.47 No ns 0.6663 B-C
§ 4vs. 8 31.73 16.91 to 46.54 Yes okl 0.0001 B-D
=] 4vs. 10 61.64 46.82 to 76.46 Yes falaieled <0.0001 B-E
°,°.— 4vs. 12 68.96 54.14 t0 83.78 Yes fleiolel <0.0001 B-F
6vs. 8 25.08 10.26 to 39.89 Yes o 0.0011 C-D
6vs. 10 54.99 40.17 t0 69.80 Yes falsieied <0.0001 C-E
6vs. 12 62.31 47.49 10 77.12 Yes fololelal <0.0001 C-F
8vs. 10 29.91 15.10 to 44.73 Yes faoled 0.0002 D-E
8vs. 12 37.23 22.42 t0 52.05 Yes fololelal <0.0001 D-F
10vs. 12 7.32 -7.496 t0 22.14 No ns 0.5793 E-F
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05 - Analisis estadistico (ensayo de cicatrizacion)

MDA-MB-231
Ac. Cafeico 1,8-cineol
Table Analyzed 3 hrs 6hrs 12hrs 24 hrs 3 hrs 6hrs 12hrs 24 hrs
Column B 1C50 1C50 1C50 1C50 1C50 1C50 1C50 1C50
VS, VS, VS, VS, VS, VS, VS, VS, VS,
Column A Control Control Control Control Control Control Control Control
Unpaired t test
P value 0.0111 0.0012 0.0084 0.0004 0.039 0.0322 0.0078 0.0011
P Va|Ue sumrmry * *%x *%k *kk * * *%k *%x
Significantly different (P < 0.05)? Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed
t, df t=4.466, df=4 t=8.213, df=4 t=4.843, df=4 t=11.01, df=4 t=3.023, df=4 t=3.224, df=4 t=4.946, df=4 t=8.406, df=4
How big is the difference?
Mean of column A 20.9 37.78 51.17 77.92 21.58 43.68 58.25 77.55
Mean of column B 6.913 12.62 17.41 22.28 12.32 23.25 27.76 31.29
Difference between means (B - A) + SEM | -13.99 +3.132 | -25.16 + 3.063 | -33.76 +6.972 | -55.65+5.054 | -9.259 + 3.063 | -20.42 +6.334 | -30.49 + 6.165 | -46.25 + 5.502
95% confidence interval -22.68 t0 -5.291 | -33.67 t0 -16.65 | -53.12 to -14.40 | -69.68 to -41.62 |-17.76 to -0.7561| -38.01 to -2.835 | -47.61 t0 -13.38 | -61.53 to -30.98
R squared (eta squared) 0.8329 0.944 0.8543 0.9681 0.6956 0.7221 0.8595 0.9464
MCF-7
Ac. Cafeico 1,8-cineol
Table Analyzed 3 hrs 6hrs 12hrs 24 hrs 3 hrs 6hrs 12hrs 24 hrs
Column B 1C50 1C50 1C50 1C50 1C50 IC50 1C50 1C50
VS, VS, VS, VS, VS, VS, VS, VS, VS,
Column A Control Control Control Control Control Control Control Control
Unpaired t test
P value 0.5438 0.1573 0.0994 0.0039 0.0601 0.155 0.0262 0.003
P value summary ns ns ns *x ns ns * *x
Significantly different (P < 0.05)? No No No Yes No No Yes Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed
t, df t=0.6626, df=4 | t=1.738, di=4 t=2.138, df=4 t=5.978, df=4 t=2.599, df=4 t=1.750, df=4 1=3.445, df=4 t=6.463, df=4
How big is the difference?
Mean of column A 5.145 7.703 13.6 34.14 5.147 10.28 21.08 48.9
Mean of column B 2.386 -3.903 -0.8121 0.2866 1.374 1.115 3.633 11.76
Difference between means (B - A) + SEM | -2.759 +4.164 | -11.61 +6.678 | -14.41 +6.740 | -33.85+5.663 | -3.773+1.452 | -9.167 +5.238 | -17.44 +5.064 | -37.14 + 5.747
95% confidence interval -14.32t0 8.801 | -30.15t0 6.937 | -33.12 t0 4.306 | -49.58 t0 -18.13 | -7.805 t0 0.2577 | -23.71 t0 5.376 | -31.50 to -3.385 | -53.10 t0 -21.18
R squared (eta squared) 0.09891 0.4302 0.5332 0.8993 0.6281 0.4337 0.7479 0.9126
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06 - Ensayo MTT (fotografias microscopicas)

MDA-MB-231
Control Ac. Cafeico
—— 400 uM 500 1M 800 uM 1000 uM

Control

1,8-cineol

2 mM

4 mM

6 mM

8 mM

10 mM




MCF-7

Control

Ac. Cafeico

400 uM

600 UM

800 uM

1000 uM

1200 uM

Control

1,8-cineol

4 mM

6 mM

8 mM

10 mM

12 mM




07 - Ensayo de cicatrizacion (fotografias microscopicas)

MDA-MB-231 Tiempo
Ac. Cafeico 0 hrs. 3 hrs. 6 hrs. 12 hrs. 24 hrs.
Control
ICs,
MDA-MB-231 Tiempo
1,8-cineol 0 hrs. 3 hrs. 6 hrs. 12 hrs. 24 hrs.
Control
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MCEF-7 Tiempo
Ac. Cafeico 0 hrs. 3 hrs. 6 hrs. 12 hrs. 24 hrs.
Control
ICs,
MCF-7 Tiempo
1,8-cineol 0 hrs. 3 hrs. 6 hrs. 12 hrs. 24 hrs.
Control
ICs,
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