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INTRODUCCION

Lepidium meyenii (Maca) es una planta herbacea peruana la cual crece a una altitud de
4000 m.s.n.m. y es ampliamente consumida en los Andes debido a sus propiedades
nutricionales y su influencia sugerida sobre el comportamiento sexual. Las
investigaciones de su perfil farmacologico demostraron que la Maca regula la
actividad hormonal, aumenta la fertilidad en ratas macho y hembra, tiene efectos
ansioliticos y también es capaz de mejorar la memoria y el aprendizaje en ratas. La
planta de maca contiene macamidas, las que pueden ser extraidas con n-pentano. Las
macamidas tienen una estructura similar a los endocannabinoides. Se ha demostrado
que el extracto de Maca inhibe la amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH), que es la
enzima responsable del metabolismo de anandamida (AEA) en &cido araquidénico y
etanolamina. La AEA es un endocannabinoide que influye en sistemas fisiologicos
como el dolor, la regulacidn del apetito y el placer. Se podria ofrecer otro enfoque en
el tratamiento del dolor, la obesidad y diversas enfermedades neurolégicas si se
descubren inhibidores de la FAAH donde seria beneficiosa una mayor actividad

endocannabinoide.

El celecoxib es un inhibidor de la COX-2 que tradicionalmente se usa como AINE
para tratar afecciones como la artritis reumatoide y también para reducir el efecto del
crecimiento sobre las células cancerosas. Por esta razdn, a veces se usa en tratamientos

para de cancer de pulmon y cancer de mama. Sin embargo, se desconoce el mecanismo
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exacto de accién, aunque se han identificado algunos factores que influyen en los

efectos apoptéticos del celecoxib.

El objetivo de esta investigacion es evaluar el potencial efecto protector de dos
macamidas naturales, N-(3-methoxybenzyl)-palmitamida y la N-(3-methoxybenzyl)-
tetradecanamida, en las células de cancer de mama humano (MDA-MB 231) y a su
vez evaluar el efecto inhibidor del Celecoxib en combinacion con las macamidas ya
mencionadas. Asi mismo, medir la potencial inhibicion de la FAAH de ambas

macamidas.

Los disefios experimentales que se utilizaron en este trabajo de investigacion incluyen:

ensayo de viabilidad celular y ensayo de inhibicion de la FAAH.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo principal evaluar el efecto de la N-(3-
methoxybenzyl)-palmitamida (HW-79) y la N-(3-methoxybenzyl)-tetradecanamida
(HW-91) en células de adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB 231) y su

relacion con la inhibicion de la amida hidrolasa de &cidos grasos (FAAH).

A su vez se evaluo dichas macamidas en combinacién con el celecoxib, con tal fin se
desarrollaron las evaluaciones mediante ensayos de viabilidad y ensayos de inhibicion
de la FAAH, evidenciandose que existe diferencias significativas estadisticamente
comparadas entre el control y todas las concentraciones utilizadas, asi mismo, dichas
evaluaciones fueron realizadas en tres diferentes intervalos de tiempo, 24 horas, 48

horas y 72 horas.

Se evalud el porcentaje de fluorescencia emitida utilizando el método de
espectroscopia de fluorescencia donde se determind que es inversamente proporcional
al porcentaje de inhibicion de la FAAH, ésta se vio afectada a medida que se iba
incrementando las concentraciones de macamidas que fueron de 1 uM, 3 uM, 10 uM
y 30 uM. El resultado mostré que el mayor efecto de inhibicién se dio por la N-(3-

methoxybenzyl)-tetradecanamida (HW-91).

PALABRAS CLAVE: Macamidas, cancer de mama, viabilidad celular, FAAH
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ABSTRACT

The main objective of the present study was to evaluate the effect of N- (3-
methoxybenzyl) -palmitamide (HW-79) and N- (3-methoxybenzyl) -tetradecanamide
(HW-91) on human breast adenocarcinoma cells ( MDA-MB 231) and its relation to
the inhibition of fatty acid amide hydrolase (FAAH).

In turn, these macamides were evaluated in combination with celecoxib, for which
purpose the evaluations were developed by means of viability tests and FAAH
inhibition tests, showing that there are statistically significant differences between the
control and the used concentrations, were also performed the test in three different
time intervals, 24 hours, 48 hours and 72 hours.

The fluorescence percentage was evaluated using the fluorescence spectroscopy
method where it was determined that it is inversely proportional to the inhibition
percentage of FAAH, this was affected as it was increasing the concentrations of
macamides that were 1 uM, 3 uM, 10 uM and 30 uM. The result showed that the
highest inhibition effect was given by N- (3-methoxybenzyl) -tetradecanamide (HW-
91).

KEY WORDS: Macamides, breast cancer, cell viability, FAAH
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HIPOTESIS

Dado que existen referencias sobre la capacidad de las macamidas para inhibir la
actividad de lineas celulares, MDA-MB-231, de cancer de mama; es probable que la
asociacion con el celecoxib, farmaco utilizado en el tratamiento de cancer, produciria
un efecto inhibidor sinérgico sobre el crecimiento de las células de cancer de mama

usadas.
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OBJETIVOS

1. Evaluar el efecto de las macamidas N-(3-methoxybenzyl)-palmitamida y la
N-(3-methoxybenzyl)-tetradecanamida sobre la viabilidad celular en células
de cancer de mama MDA-MB-231.

2. Evaluar el efecto de las macamidas N-(3-methoxybenzyl)-palmitamida y la
N-(3-methoxybenzyl)-tetradecanamida en combinacion con el celecoxib

sobre la viabilidad celular en células de cancer de mama MDA-MB-231.
3. Evaluar el efecto de las macamidas N-(3-methoxybenzyl)-palmitamida y la

N-(3-methoxybenzyl)-tetradecanamida sobre la amida hidrolasa de acidos
grasos FAAH.
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GLOSARIO

AEA: Anandamida

AINE: Antiinflamatorios No Esteroideos

COX-2: Ciclooxigenasa 2

DMEM: Dulbecco’s modified eagle médium

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico

FAAH: Amida Hidrolasa de Acidos Grasos

FAP: Poliposis Adenomatosa Familiar

FHS: Hormona Foliculoestimulante

HL: Hormona Luteinizante

LPE: Periodo De Latencia de la Ereccion

MCAQO: Intraluminal Middle Cerebral Artery Occlusion

MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5(3-carboxymethonyphenol)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium

STZ: Estreptomicina

SNC: Sistema Nervioso Central
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1. PLANTA DE MACA
1.1. ORIGEN Y DESCRIPCION

El nombre cientifico que botanicamente es aceptado de la planta de la maca es
Lepidium meyenii, descrita por primera vez por el botanico Wilhelm Gerhard
Walpers®. Esta planta se clasifica en la familia Brassicaceae. La maca crece en un
entorno Unico pues requiere suelos duros, climas frios y altitudes elevadas (por encima
de 4000 m s. n. m.) estas condiciones son importantes para el desarrollo de su perfil
quimico como farmacoldgico. Por lo tanto, se cultiva exclusivamente en la parte
central del Perd, en las montafias de los Andes, una region geografica que tiene las

condiciones Optimas para la produccion de maca.

La maca cultivada puede contar de 12 a 20 hojas que surgen de una raiz de color
marron granate que tiene una forma parecida a la de un rabano. Las raices pueden
medir hasta 8 cm de didmetro y, si se hace un corte transversal son de color blancas.
Después de la cosecha, las raices se secan en el clima de congelacion, se vuelven

verdes y negras y se reducen el tamafio para tomar la forma de un pequefio higo®.
La parte principal de la planta de la maca utilizado es el hipocétilo, una estructura

subterranea que se fusiona con la raiz para formar un cuerpo en forma de pera invertida
aspera, tal como se puede apreciar en la figura 1.1. Los hipocotilos de la maca varian
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en color, tamafio y forma, que pueden ser de color amarillo, rojo, parpura, azul o negro.

Ademas, pueden ser circulares, esféricos o conicos.

Figura 1.1 Maca cosechada y el hipocétilo®.

1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

Tabla I.1. Division taxonémica de Lepidium meyenii 3.

REINO Vegetal
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida o Dicotiledonea
SUB CLASE Dilleniidae
ORDEN Capparales
FAMILIA Brassicaceae o Crucifera
TRIBU Lepidieae
ESPECIE Lepidium sp.
NOMBRE COMUN Maca

1.3. FITOQUIMICA
Los estudios quimicos de los* hipocdtilos han demostrado que la maca contiene

varios compuestos, que incluyen hidratos de carbono en un rango de 59 %, proteinas

entre 10.2 %, &cidos grasos de 2.2 % vy fibra entre 8.5 %. En cuanto al contenido de
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agua representa aproximadamente el 80% del peso de hipocétilos de maca fresca,

mientras que el contenido se reduce a 10-12% en hipocotilos desecados.

El contenido de proteina de maca es rica en aminoacidos esenciales® tales como acido
aspartico (91.7 mg/g de proteina), arginina(99.4 mg/g de proteina), leucina (91 mg/g
de proteina), valina (79.3 mg/g de proteina), fenilalanina (55.3 mg/g de proteina),
lisina (54.5 mg/g de proteina), isoleucina (47.4 mg/g de proteina), treonina (33.1 mg/g
de proteina), tirosina (30.6 mg/g de proteina), metionina (28.0 mg/g de proteina) y
acido glutamico (156.5 mg/g de proteina). Asi mismo los hipocétilos de maca
contienen &cidos grasos de 12-24 carbonos de longitud. Estos &cidos grasos incluyen
altas concentraciones de acido linoleico (32.6%), acido palmitico (23.8%) y &cido

oleico (11.1%). Los mismos que se presentan en la tabla 1.2.

Tabla 1.2 Acidos grasos presentes en los hipocotilos de la maca

ACIDOS GRASOS PRESENTES EN LA MACA

o

Acido Linoleico

Acido Palmitico H3C/\/\/\/\/\/\/\)LOH

Acido Oleico )k/\/\/\/__\/\/\/\/c}|3
HO

Fuente: Elaboracion propia

La maca contiene una fraccion de esteroides como brassicasterol (9.1%), ergosterol
(13.6%), campesterol (27.3%), ergostadienol (4.5%) y sitosterol (45.5%)°.

Ademas, se han identificado un nimero de metabolitos secundarios y han sido

aislados de las raices de maca e incluyen alcaloides, isotiocianatos, glucosinolatos,
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esteroles, catequinas y alquilamidas (macamidas), este Gltimo, que son derivados de

lipidos con estructuras similares a las de los endocanabinoides®”.

1.4. USOS TRADICIONALES Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

Tradicionalmente la maca se utiliza como alimento y con fines medicinales
alternativos. La poblacion en Peru ha utilizado hipocétilos de maca durante siglos
como planta medicinal para mejorar el desempefio y aumentar la energia, la

resistencia y para reducir el estrés y sintomas de la menopausia®.

Los hipocétilos de maca también se utilizan para mejorar el metabolismo de lipidos,
la glucosa, para mejorar la fertilidad y el comportamiento sexual en hombres y
mujeres®. La maca también se usa para prevenir las enfermedades cronicas y
neurodegenerativas. Ademas, es usada para tratar la pérdida de memoria, el cancer y

la depresion®.

Los estudios realizados en ratas han demostrado una serie de efectos farmacoldgicos
de la maca’®, como el aumento del nimero de espermatozoides y la motilidad de
ondulaciones permanentes, y mejora el comportamiento sexual masculino. El
extracto de lipidos de maca mejoro la funcidn sexual en ratones y ratas mediante la
mejora del numero de intromisiones completas y apareamientos en ratones normales
y disminuyendo el periodo de latencia de la ereccién (LPE) en ratas con disfuncion

eréctil.

Clinicamente, la administracion oral de la maca en adultos sanos (comprimidos que
contienen hipocétilos desecados en 1.5 0 3.0 g/dia) durante 4 meses incrementé los
parametros seminales como el volumen seminal, recuento de espermatozoides por
eyaculacion, recuento de motilidad de espermatozoides y movilidad de los
espermatozoides. Cuando se midieron los niveles de hormonas en suero de HL, FSH,
prolactina, testosterona y estradiol antes y después del tratamiento, no se observaron

diferencias!®.
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En el trabajo denominado “Study of the hypoglycaemic activity of Lepidium sativum
L. aqueous extract in normal and diabetic rats” *? concluyeron que los efectos de
un extracto acuoso de maca sobre el metabolismo de la glucosa se han evaluado en
ratas normales y diabéticas inducidas por estreptomicina (STZ). El extracto acuoso
de maca (20 mg/kg) se administrd por via oral una vez para representar una
dosificacion aguda o se administro una vez al dia durante 15 dias para representar la
administracion crénica. Los niveles de glucosa en sangre se evaluaron a diario en
ratasenayunas 1, 2, 4, y 6 horas después de administrada la dosis. Para la dosificacion
cronica, el nivel de glucosa se evalud después de 2 y 4 dias y después de 1y 2 semanas
desde el inicio de la administracion por via oral una vez al dia. Como resultado, el
extracto de maca acuosa causé una disminucion significativa en los niveles de
glucosa en sangre en ratas normales y en las diabéticas inducidas por STZ y después
de los tratamientos agudos y cronicos, sin afectar a las concentraciones de insulina en

plasma basal.

Ademas, los componentes de la maca son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica debido a su lipofilia. Algunos estudios han planteado la hipétesis
de que ciertas actividades de maca son producidas por la actividad de los
componentes lipofilos sobre el SNC. Por ejemplo, los efectos de la maca negra sobre
el aprendizaje y la memoria se demostraron en ratas ovariectomizadas y en ratones
macho con alteraciones de la memoria inducida por escopolamina. En este estudio,
los ratones con deterioro de la memoria se trataron durante 35 dias con dos dosis
diferentes de ambos extractos acuoso de maca negra (0.5 y 2 g/kg) e hidroalcoholico
(0.25 y 1 g/kg). Después del tratamiento, la memoria y el aprendizaje fueron
evaluados y el resultado demostrd que el extracto de maca mejora la memoria después
de la ovariectomia y el tratamiento con escopolamina. Se piensa que la disminucion
de la actividad de la acetilcolina estearasa en los cerebros de las ratas
ovariectomizadas y de las tratadas con escopolamina es el posible mecanismo para la

mejora de la memoria®3,

Los estudios de Pino-Figueroa sobre el extracto de maca 4, han demostrado que

tienen efectos neuroprotectores tanto in vitro como in vivo. In vitro, los efectos

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

neuroprotectores de un extracto de pentano de maca los evalud en células de
neuroblastoma de rata sometidas a peroxido de hidrogeno (H20.). Las células las pre-
trat6 con vehiculo de extracto pentanico de maca a concentraciones que van de 0.5 a
5 ug/ml durante una hora antes de la exposicion a H>O> (0.3 mM), que causa el dafio
oxidativo. La viabilidad celular la determind 24 horas mas tarde con el ensayo
dimetiltiazol-carboxymethoxypheny-sulfofenilo-tetrazolio (MTS). Como resultado
el extracto pentanico demostrd una respuesta neuroprotectora dosis dependiente en la
que la viabilidad celular se increment6 significativamente en respuesta a
concentraciones de extracto a la maca de 1.5 y 5 ug/ml, en comparacién con las

células control tratadas con H>O» solamente.

1.5. MACAMIDAS

Las macamidas son compuestos que son estructuralmente similares a los
endocannabinoides que tienen efectos neuroprotectores®®. Si bien la macamida
aislada con mayor frecuencia en la literatura es la N-bencilpalmitamida, diecinueve
de estas macamidas se han identificado en extractos de maca en la Gltima década.
Todas las macamidas son N-bencilamidas, algunas son amidas de acidos grasos
saturados (C8 y C15-18), mientras que otras son derivados de los &cidos grasos

insaturados comunes C18, acido oleico, linoleico y linolénico®.

El sistema endocannabinoide también contiene ligandos o endocannabinoides
enddgenos como la anandamida (figura 1.2) o la araquidonoiletanolamida (AEA),
2-araquidonoilglicerol y palmitoiletanolamida. Los endocannabinoides se
sintetizan cuando es necesario para regular la liberacion de otros
neurotransmisores de forma retrograda, y sus efectos finalizan por la captacion de
células mediada por el portador y el metabolismo por varias enzimas hidrolasas.
La AEA se hidroliza en &cido araquidonico y etanolamina principalmente por el
efecto de la hidrolasa de acido graso (FAAH), mientras que el 2-AG se degrada
principalmente por la monoacilglicerol lipasa. Es importante mencionar que los
inhibidores de FAAH poseen efectos farmacoldgicos como analgesia,

antiinflamatorio y neuroprotector®. Por lo tanto, los autores sostienen que las
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macamidas podrian ser usados como indicadores de estandarizacion y también sus

hallazgos farmacoldgicos podrian establecer la importancia de Lepidium meyenii.

Figura 1.2. Estructura quimica de anandamida (Endocannabinoide).

1.6. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS Y MEDICINALES DE LA
MACA

En la Universidad Peruana Cayetano Heredia se elabor6 una revision de la

literatura cientifica de la actividad farmacologica de Lepidium meyenii, la cual sera

presentada en la tabla I.5.

Como vemos en la mencionada tabla se muestra las actividades farmacoldgicas
experimentadas en animales que desde el afio 2000 hasta la fecha se publicaron en
diversas investigaciones, dichos estudios muestran principalmente efectos sobre la
actividad sexual, incremento de la calidad y cantidad de esperma, capacidad

reproductiva, mejoras en memoria y aprendizaje y su valor nutricional.

Las investigaciones en cuanto a sus propiedades farmacoldgicas y medicinales de
la maca son de continuo estudio y cada vez es mas consumida por la poblacion,

incrementando la produccién comercial en sus diversas presentaciones.
La maca es una planta con un gran potencial como adaptdgeno y parece ser

prometedora como nutracéutico en la prevencion de varias enfermedades, por eso

merece mayor valor agregado como producto andino.
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Tabla 1.3. Propiedades de la maca después de la administracion in vivo’.
ESPECIE PROPIEDADES

Rata Incremento de la cantidad y motilidad de esperma.

Incremento del comportamiento sexual masculino.

Efecto Nutricional

Efecto Anti estrés

Prevencion de testosterona hiperplasia de préstata

Reversién de osteoporosis

Efecto Neuroprotector

Proteccion contra radiacion UV, antioxidante, efectos sobre el

metabolismo de glucosa y de lipidos.

Ratoén Incremento de comportamiento sexual masculino.
Incremento de supervivencia de embriones.
Prevencion de testosterona hiperplasia de prostata.
Incremento de nimero de crias.
Mejoras en memoria y aprendizaje.

Cuy Incremento de ndmero de crias.

Peces Nutricional

Incremento de supervivencia de embriones.

Ganado  Incremento en calidad y cantidad de esperma

Vacuno  No se demostraron efectos sobre el apareamiento.

2. SISTEMA ENDOCANNABINOIDE
La expresion "endocannabinoide”, inicialmente acufiado a mediados de la década
de 1990 después del descubrimiento de los receptores de membrana para el
principio psicoactivo en Cannabis, A9-tetrahidrocannabinol y sus ligandos
enddgenos, ahora indica todo un sistema de sefializacién que comprende receptores
de cannabinoides, ligandos enddgenos y enzimas para biosintesis e inactivacion de
ligandos, su identificacion ha desencadenado un crecimiento exponencial de los
estudios que exploran el sistema endocannabinoide y sus funciones reguladoras en

la salud y la enfermedad82°,
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Dichos estudios se han facilitado en gran medida mediante la introduccion de
antagonistas selectivos de los receptores de cannabinoides e inhibidores del

metabolismo y el transporte de los endocanabinoides®®®

3. CULTIVOS CELULARES
3.1. INTRODUCCION
El cultivo de las células humanas es una técnica ampliamente utilizada, que
permite el estudio del metabolismo y fisiologia humana que no es facilmente
posible in vivo. Las alternativas son utilizar cortes de tejido y biopsias, que,
aunque conservando la estructura in vivo, por lo general tienen que ser
utilizados de inmediato debido a su viabilidad celular a corto plazo. Con las
células, si es que se pueden aislar a partir del tejido, existe la posibilidad de
establecer cultivos de células durante un periodo de dias a semanas.

Las células pueden ser obtenidas a partir de tejido normal (por ejemplo,
biopsia de piel), si los procedimientos clinicos y consideraciones éticas lo
permiten y también de tejido enfermo (por ejemplo, biopsia del tumor del
higado) eliminado durante la cirugia como parte del tratamiento de los
pacientes para su enfermedad. Con el cultivo de células, se puede investigar
el comportamiento de los distintos tipos de células sin la influencia de las
variaciones sistémicas que puedan surgir durante la homeostasia normal in

Vivo.

El cultivo de células es por lo general en forma de una suspension de células
dispersas tomada de tejido original (por metodologia enzimatica, mecanica, o
la disociacién quimica), un cultivo primario o una linea celular y se lleva a
cabo bajo estrictas condiciones de esterilidad y un ambiente controlado de
temperatura, gases y presion. Se debe imitar el entorno in vivo para que las
células sean capaces de sobrevivir y que la proliferacion sea de una manera
controlada. Aunque el cultivo de células humanas se ha realizado durante
muchos afios y, a pesar del rapido avance en las técnicas de la biologia
molecular y técnicas de analisis y ensayos que se pueden utilizar ahora son
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muy sensibles, da una necesidad en curso para el cultivo de celulas de todos

los érganos/tejidos del cuerpo humano.

3.2. MEDIO DE CULTIVO
Para conservar las células se deben “cultivar” en Medio de Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés Dulbecco’s modified eagle
médium), adicionando un 10% de suero bovino fetal (FBS, por sus siglas en
inglés Fetal Bovine Serum) (v/v) y una solucion de penicilina-estreptomicina
al 1% (v/v). Para su crecimiento deben ser incubadas a 37°C en una atmosfera
htimeda con 5% de CO24.

Para los ensayos in vitro son usadas aproximadamente entre 1000 a 1000000
células por pozo en platos de 96 pozos, y llegar a ocupar hasta en un 85-90%
el volumen del pozo. Ya en este estado, las células pueden ser expuestas a
diferentes tipos de agentes nocivos para imitar los mecanismos de accion de

lesiones que se cree, ocurren in vivo.

3.3. ENSAYOS COMUNMENTE UTILIZADOS
La viabilidad celular es uno de los indicadores indirectos de dafio celular, de
tal manera que es necesario hacer pruebas preliminares para evidenciar que las
drogas a utilizar en los cultivos no produzcan dafio celular tal que pueda ser

confundido con alguna conclusion del experimento que vaya a realizarse.

Esta puede ser determinada mediante varios métodos: microscopia directa para
determinar cambios morfol6gicos como la forma (esférica o dendritica) o la
longitud de las dendritas; exclusién por tintura es otro procedimiento
microscopico para evaluar el nimero de células viables y no viables, siendo
contadas en un hemacitometro y estimando la viabilidad celular al medir los
cambios en la absorbancia o fluorescencia después del tratamiento de las
células con reactivos que pueden ser modificados por procesos metabolicos
normales en las mismas, dichos métodos fueron utilizados exitosamente en

estudios sobre la maca en cuanto a sus efectos neuroprotectores®.
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4. CANCER DE MAMA
4.1. INTRODUCCION
El cancer de mama se inicia cuando las células del seno comienzan a crecer
fuera de control. Estas células normalmente forman un tumor que a menudo
se puede ver en una radiografia o la sensacién de un bulto. El tumor es maligno
(canceroso) si las células pueden crecer e invadir los tejidos circundantes o
propagarse (metastasis) a areas distantes del cuerpo. El cancer de mama se
produce casi exclusivamente en las mujeres, pero los hombres pueden
conseguirlo, también. Las células en casi cualquier parte del cuerpo pueden
convertirse en cancer, y pueden extenderse a otras areas del cuerpo?.
Los canceres de mama pueden comenzar desde diferentes partes de la mama.
La mayoria de los canceres de mama comienzan en los conductos que llevan
leche al pezon (canceres ductales). Algunos comienzan en las glandulas que
producen la leche materna (canceres lobulares) pero estos son menos
comunes. Un pequefio nimero de canceres comienzan en otros tejidos de la
mama, estos canceres se llaman sarcomas y linfomas y no son realmente

considerados como los canceres de mama.

Aungue muchos tipos de cancer de mama pueden causar un bulto en el pecho,
no todos lo hacen. También es importante entender que la mayoria de los
tumores de seno no son cancerosos, son benignos. Los tumores benignos de
mama son crecimientos anormales, pero no se extienden fuera del seno y no
son potencialmente mortales. Sin embargo, algunos tumores de seno benignos
pueden aumentar el riesgo de contraer cancer de mama de una mujer.
Cualquier bulto en el pecho o el cambio tiene que ser revisado por un médico
para determinar si es benigna o cancer, y si pueden afectar su riesgo de cancer

de futuro.
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Anatomia de la mama femenina
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Figura 1.3. Anatomia de la mama femenina?!

4.2. INCIDENCIAY MORTALIDAD
Calculo del numero de casos nuevos y defunciones por cancer de mama (solo
mujeres) en Estados Unidos en 201622
Casos nuevos: 246.660.
Defunciones: 40.450.

El cancer de mama es el cancer extra cutaneo mas frecuente en las mujeres
estadounidenses; se calcula que, en 2016, se presentardn 61.000 casos de
enfermedad in situ, 246.660 casos nuevos de enfermedad invasora y 40.450
defunciones??. Por tanto, menos de 1 de cada 6 mujeres diagnosticadas con
cancer de mama muere por esta enfermedad. En comparacion, se estima que
cerca de 72.160 mujeres estadounidenses morirdn por cancer de pulmon en
20162,

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el Peru al afio se
presentan cerca de 4 mil nuevos casos de cancer de mama y fallecen alrededor
de 4 mujeres diariamente. Esta enfermedad aparece generalmente en mujeres
entre los 40 y 50 afios y no presenta sintoma en etapa inicial, por ello la
importancia de realizarse examenes preventivos anualmente para evitar la
enfermedad, pues el 85% de los casos de cancer de mama se diagnostican en
estadios avanzados y s6lo 15% en etapa inicial®.
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4.3. FACTORES DE RIESGO

La edad mas avanzada es el factor de riesgo mas importante para el cancer de

mamaZ*. Los siguientes son otros factores del cancer de mama:

e Antecedentes familiares®.

e Susceptibilidad significativa a un factor hereditario?2"2

e Mutaciones de la linea germinal en los genes BRCA1l y BRCA2 y otros
genes que predisponen al cancer de mama?°30:31:32.33,

e Ingesta de alcohol3+35:3,

e Densidad del tejido mamario (mamografico)3%.

e Estrogeno (endogeno)3’:38:39.40

e Antecedentes menstruales (menarquia prematura 0 menopausia
tardia)*14243,

¢ Nuliparidad.

e Edad avanzada en el momento del primer parto.

e Antecedentes de tratamiento hormonal®*,

e Terapia de remplazo hormonal (TRH) combinada, estrogeno mas
progesterona?® 46 46 47 48,

e Obesidad®.

e Antecedentes personales de cancer de mama>Z.

e Antecedentes personales de formas proliferativas de enfermedad mamaria
benignaSZ 53 54 55 56 57 58

e Raza*® %,

4.4. LINEA CELULAR MDA-MB 231
Para el estudio experimental in vitro del cAncer de mama la linea celular MDA-
MB-231 es una de las mas utilizadas. Estas células fueron aisladas por Cailleau
y sus colaboradores en 1973, a partir de una muestra de derrame pleural de una
paciente con cancer de mama que fallecid de esta enfermedad en el Anderson
Hospital (Houston, EEUU)®. Se ha comprobado que estas células presentan
un crecimiento extraordinariamente rapido en medios de cultivo poco

enriquecido, en parte por una regulacion autocrina a partir de factores de
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crecimiento celular que ellas mismas secretan al medio. Poseen abundantes
receptores de membrana para el factor de crecimiento epidérmico (EGF), pero
paraddjicamente no se sobre estimulan con dicho factor®?. Los estudios
bioguimicos y genéticos con estas células han contribuido enormemente a la
investigacion del cancer de mama y al desarrollo de farmacos para ayudar a

combatirlo.

5. DROGA UTILIZADA
5.1. CELECOXIB
Celecoxib, un inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), se clasifica
como es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE), con una estructura
de pirazol sustituida con diario. La inhibicion de la sintesis de prostaglandina
E2 que (un mediador del dolor) resulta de la inhibicién de la COX-2 y ayuda a
aliviar los sintomas del dolor. celecoxib se usa para tratar la artritis reumatoide,
la osteoartritis y la poliposis adenomatosa familiar (FAP). Debido a su falta de
efectos plaquetarios, el celecoxib no es un sustituto de la aspirina para la
profilaxis cardiovascular. La inhibicién de COX-2 puede dar como resultado

apoptosis y una reduccion en la angiogénesis y metéstasis tumoral®,

El nombre IUPAC asignado es 4-[5-(4-methylphenyl)-3-
(trifluoromethyl)pyrazol-1-yl]benzenesulfonamide, de descripcion fisica

sdlida, color amarillo palido®.

Celecoxib estd indicado para aliviar los signos y sintomas de la artritis
reumatoide y la osteoartritis, para el alivio del dolor de la dismenorrea
primaria, reducir el numero de pdlipos colorrectales adenomatosos en
pacientes con pdélipos adenomatosos familiares, como complemento de la
atencion habitual, también para el alivio del dolor agudo calificado como

moderado a severo, como después de una cirugia dental u ortopédica®.
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Figura 1.4. Estructura quimica del celecoxib.

6. CULTIVO CELULARY ESTUDIOS
En 1907, cuando Harrison cultivd en un codgulo linfatico médula espinal de
anfibio, en realidad se trataba de explantes, es decir, fragmentos de tejido
cultivados sin la separacion celular propia de los cultivos actuales. No es hasta
principios de la década de los 70’s cuando se depura la técnica de cultivo y se
produce una desbordante irrupcién de publicaciones cuyos resultados se basan en
el cultivo celular. Al igual que en otros tipos de cancer, los principales
conocimientos in vitro que tenemos sobre el cancer de mama se basan en esta
técnica. En este apartado nos centramos en resumir los aspectos esenciales de la
misma®4. Muchas veces ocurre que estas células cancerosas pueden crecer sin
fijarse a ninguna superficie y proliferan en una placa de cultivo hasta una densidad
mucho mayor que las células normales. En ciertos casos estas propiedades de las
células neoplasicas pueden inducirse en células normales, transformandolas con
un virus o con sustancias quimicas mutagénicas, constituyéndose una linea celular

transformada.

6.1. LINEAS CELULARES

A pesar de que todas las células de una linea celular son muy similares entre si, a
menudo no son idénticas. La uniformidad genética de una linea celular puede
mejorarse con el clonaje celular, mediante el cual se aisla una Unica célulay se le

permite proliferar hasta obtener una colonia de células idénticas.
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Esta linea celular transformada es capaz de provocar tumores si es inyectada a un
animal de experimentacion. Las lineas celulares en cultivo, transformadas o no,
tienen gran interés ya que permiten obtener cantidades ingentes de células del
mismo tipo y ademas porque pueden conservarse en nitrégeno liquido a -196°C
durante un periodo indefinido de tiempo, siendo perfectamente viables una vez
descongeladas No obstante, es importante reconocer que las células de ambos tipos
de lineas celulares casi siempre difieren de las células progenitoras de los tejidos

de las que derivan, y a veces, en caracteristicas importantes®.

6.2. MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo constituye el medio extracelular en condiciones in vitro y
contiene los nutrientes necesarios para la proliferacion de las células, permitiendo
a la célula un constante intercambio de moléculas y electrolitos. Para cultivos
rutinarios es frecuente utilizar medios liquidos que contienen sales, glucosa,
aminoacidos, vitaminas y, muchas veces, proporciones mal definidas de
macromoléculas en forma de suero de caballo, suero fetal de ternera, etc.
Evidentemente estos medios son inadecuados para estudiar las necesidades de
macromoléculas que un tipo celular determinado tiene para proliferar y funcionar
normalmente. Esto ha conducido al desarrollo de medios definidos quimicamente

y libres de suero®.

6.3. VIABILIDAD CELULAR Y MTS

El ensayo de viabilidad celular ha ganado mucha atencion como una alternativa al
uso de animales. Es util, por ejemplo, para seleccionar una gran cantidad de
productos quimicos para determinar su citotoxicidad en diversas células. También
se ha usado en la quimioterapia contra el cancer para seleccionar un medicamento
contra el cancer y su dosis®®. MTS Es un ensayo colorimétrico para evaluar la
actividad metabolica celular, (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil)
-2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazolio), en presencia de metosulfato de fenacina (PMS),
produce un formazan producto que tiene un maximo de absorbancia a 490 nm en

solucion salina tamponada con fosfato®®.
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CAPITULO 1l
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1. MATERIALES, REACTIVOSY EQUIPOS
1.1. UNIDADES BIOLOGICAS
Se utilizé la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231
(ATCC®), esta se encontrd almacenada a -200°C en una cdmara de nitrégeno
liquido en los laboratorios de investigacion de Massachusetts College of
Pharmacy and Health Science University, Boston, USA.
La muestra bioldgica se reconstituyd por incubacion en medio de cultivo a

condiciones adecuadas para su proliferacion.

1.2. MATERIAL Y REACTIVOS
Para la realizacion de este trabajo de investigacion se:
e Una camara de flujo laminar de presion positiva (Esco®, Class Il Type
A2)
e Microscopio invertido (Olympus®, CKX31)
e Celulémetro o contador de células (Nexcelum BioScience®, AutoT4)

e Espectrofotometro con lector de 96 celdas (Biotek Synergy HT)
Los reactivos usados en la presente investigacion fueron:

e Solucion de trypan blue

e Buffer fosfato salino.
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e Medio Dulbecco Modified Eagle (DMEM)

e Tripsina-EDTA

e Suero fetal de bovino (FBS)

e MTS-assay fueron obtenidos de ATCC®.

e Celecoxib obtenido de Sigma-Aldrich Co.

e Kit de ensayo de inhibicion de la FAAH de Cayman Chemical Co.

Se utilizd asi mismo las macamidas sintetizadas N-(3-methoxybenzyl)-
palmitamida (figura 11.1) y N-(3-methoxybenzyl)-tetradecanamida (figura 11.2)
proporcionadas por Alejandro Pino-Figueroa, PhD. Estas macamidas se
encontraban almacenadas en los laboratorios de investigacion de postgrado en
Massachusetts College of Pharmacy and Health Science University, Boston,
USA.

Figura I1.2. Estructura quimica de N-(3-methoxybenzyl)-tetradecanamida
(HW-91)
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Figura 11.3. Camara de flujo laminar (Esco®, Class Il Type A2)

1.3. LUGAR DE INVESTIGACION
La investigacion se realizo en los laboratorios de post-grado de School of
Pharmaceutical Sciences de Massachusetts College and Health Science
University (MCPHS University), Boston, USA.

1.4. METODOLOGIA Y ANALISIS
1.4.1. PREPARACION DE LAS DROGAS UTILIZADAS
A. PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE HW-91, (PM
348 g/mol).
Se disolvio 10 mg de HW-91 en 2.66 ml de DMSO para obtener la
disolucion de la droga obteniéndose la concentracion de 10 mM.
(mmol/L)

10 mg o 1 mmol o 1000 mL
2.66 mL 348 mg 1L

=10 mM

A partir solucion stock preparada anteriormente cuya concentracion es de
10 mM se prepard soluciones para elaborar los ensayos requeridos. Las
concentraciones usadas fueron de 1, 3, 10 y 30 uM. La siguiente ecuacién

esquematiza la dilucion.

10 000 uM xX (mL de solucion)=Concentracion deseada (uM) X2 mL
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Las soluciones se realizan de igual forma en DMSO por lo que se calcula

la cantidad a agregar necesaria.

B. PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE HW-79, (PM
376 g/mol).
Se disolvio 10 mg de HW-79 en 2.87 ml de DMSO para obtener la

disolucién de la droga obteniéndose la concentracion de 10 mM. (mmol/L)

10 mg < 1 mmol ><1000mL_ 10 mM
287mL . 376 mg 1L ("

A partir solucion stock preparada anteriormente cuya concentracién es de
10 mM se prepar6 soluciones para elaborar los ensayos requeridos. Las
concentraciones usadas fueron de 1, 3, 10 y 30 uM. La siguiente ecuacion

esquematiza la dilucion.
10 000 uM xX (mL de solucion)=Concentracion deseada (uM) x2 mL

Las soluciones se realizan de igual forma en DMSO por lo que se calcula
la cantidad a agregar necesaria.

C. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE CELECOXIB
(PM 381.37 g/mol)
Se disolvio 25 mg de celecoxib en 6.55 ml de DMSO para obtener la

disolucion de la droga obteniéndose la concentracion de 10 mM. (mmol/L)

25mg y 1 mmol ><1000mL_10 u
655mL . 38137 mg L "

A partir solucion stock preparada anteriormente cuya concentracion es de
10 mM se prepar6 soluciones para elaborar los ensayos requeridos. Las
concentraciones usadas fueron de 3, 10, 30 y 100 uM. La siguiente

ecuacion esquematiza la dilucién.
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10 000 uM xX (mL de solucién)=Concentracion deseada (uM) x2 mL

Las soluciones se realizan de igual forma en DMSO por lo que se calcula

la cantidad a agregar necesaria.

1.4.2. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
La preparacion de los medios de cultivo para las lineas celulares se realizd
en una cdmara de flujo laminar esterilizada, todos los medios de cultivo
utilizados fueron de la casa ATCC®, en presentacion de 500 mL, de los
frascos se retird 50 mL del medio y se agregé 50 mL de FBS para
enriquecer los medios, ademds se afiadi6 5 mL de antibidtico

(penicilina/estreptomicina) para mantener los medios estériles.

1.4.3. CULTIVO CELULAR
El proceso de cultivo celular se realizd en condiciones estériles en una
camara de flujo laminar de presion positiva y se evitd la proliferacion

microbiana usando etanol al 70%.

Se trabajo con una linea celular MDA-MB 231 correspondiente a
adenocarcinoma de mama humano, almacenada en una cdmara de
nitrogeno liquido a -200°C. Se adecuo la temperatura para poder alcanzar
una temperatura ambiente de 37°C mediante bafio maria y se procedio a
incubar en un frasco de 40 mL con medio Dulbecco Modified Eagle
Medium (DMEM) adicionado con 10% de suero fetal de bovino (FBS).

La incubacién se realizé a temperatura de 37°C y una atmosfera de 5% de
CO2. Luego de cuatro a cinco dias, se comenzo a evidenciar el desarrollo
de las células mediante la formacion de sus dendritas, a esta etapa se le

denomina primer pasaje a partir del cual se pueden realizar nuevos pasajes.
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Figura I1.4. Estufa de incubacién

Para realizar nuevos pasajes, se desecho el medio que contenia el frasco de
incubacién con el primer pasaje. Las células estaban adheridas a la base del
frasco debido a que producen colégeno, con el fin de desprender las células
se agrega 5 mL de Tripsina-EDTA y se realizd una ligera agitacion para
luego desechar el liquido. Luego de ello, adicionamos nuevamente 5 mL
de Tripsina-EDTA y se deja incubando a 37°C en una atmosfera de 5% de
CO2 por un intervalo de tiempo entre 10 a 12 minutos agitando cada 3

minutos.

En este proceso vemos el desprendimiento de las células que se evidencia
como una pelicula grasa suspendida en el frasco. Luego de realizada la
incubacién se agregd 10 mL de medio DMEM sin FBS adicionandolo al
contenido del frasco de incubacion, se realiza una pequefia agitacion y se
transfiere a un tubo de 50 mL para centrifugarlo a 1000 rpm por 5 minutos.
De evidencia la formacion de un pellet (precipitado de células) en el fondo
del tubo, luego se procede a remover el medio sobrenadante y se agrego 10
mL de medio DMEM con 10% de FBS, se realiza una agitacion para que
el pellet se pueda mezclar con el medio, a esto se denomina suspension de

células.

1.4.4. CONTEO DE CELULAS VIABLES
Se sac6 20 uL de la suspension de células y esta cantidad se coloco en un
tubo eppendorf mezclando con 20 pL de solucion de tripan blue. De esta

mezcla se colocd 20 uL en una celda para conteo.
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El contador de células (Celulémetro) fue configurado para el conteo de
células MDA-MB 231, entonces se coloco la celda para conteo dentro del
celulémetro. Finalmente, el equipo determind el nimero de células por mL

de medio y el porcentaje de viabilidad.

Una cantidad optima de células para poder realizar ensayos es de 1x106

células/mL con una viabilidad mayor del 95%.

1.45. SOLUCIONES A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE LAS
MACAMIDAS
Se utilizaron dos principios activos aislados de la maca (Lepidium
meyenni), los cuales fueron N-(3-methoxybenzyl)-palmitamida y N-(3-
methoxybenzyl)-tetradecanamida, conocidos como HW-79, HW-91

respectivamente.

A partir de soluciones de 10 mM se prepararon 2 mL de cada dilucién a
distintas concentraciones: 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM, con 10% DMSO,
luego se afiadié 1 800 uL 75% de PBS y 25% de PEG.

Se extrajo un volumen de 20 uL de cada una de las diluciones preparadas
anteriormente. Las concentraciones de las diluciones vertidas en cada uno
de los pocillos de 200 uL, fueron diluidas nuevamente obteniendo las

concentraciones finales en el pocillo de 10 pL, 30 pL, 100 puL y 300 uL

1.4.6. EFECTO DE HW-91 Y HW-79 EN COMBINACION CON
CELECOXIB SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR
Para evaluar el efecto tanto de HW-91 y HW-79 sobre la viabilidad
celular se tom0 la cantidad necesaria de la suspension celular para obtener
un total de 10 000 células por cada pocillo, completandose con el medio

hasta 180 pL y finalmente se complet6 con 20 uL de las concentraciones,

1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM, de HW-91 y HW79.
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El procedimiento para evaluar el efecto del celecoxib, igualmente se tomo
la misma cantidad de células completando los pocillos con 180 uL de
medio y 20 uL de celecoxib a 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM de

concentraciones.

En cuanto al efecto tanto de HW-91 y HW-79 en combinacion con el
celecoxib, se prepar6 2 mL de una dilucién que contenia 1800 uL
solucion vehiculo, 20 puL de la macadamida respectiva, celecoxib a
diferentes volumenes (6 pL, 20 uL, 60 uL y 180 uL) completando el
volumen a 2 mL con DMSO, se trabajé con la misma cantidad de células
en los pocillos, adicionando 20 pL de la disolucion preparada

completando el volumen del pocillo con DMSO.

Para los grupos control se desarrollé el mismo procedimiento a excepcion
de la adicion de las macamidas y celecoxib, segun sea el caso, el volumen
del pocillo se completd con el medio. Se dejo incubar por 24, 48 y 72

horas a 37°C con una atmosfera de 5% de CO2.

1.4.7. VIABILIDAD CELULAR MTS FRENTE AL TRATAMIENTO
Pasado el tiempo de incubacion, se adiciono6 10 uL de la soluciéon de MTS
a cada pocillo. Este reactivo tiene un compuesto de tetrazolio [3-(4,5-
dimetil-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio
(MTS) y se incubd por 3 horas mas, el MTS fue reducido por las células
vivas formando el producto formazdn obteniéndose una coloracion

azulada en el medio.

Luego de la incubacién se llevo la placa al espectrofotometro, donde se
midi6 la absorbancia a 490 nm, la absorbancia es directamente
proporcional al nimero de células vivas , es decir la viabilidad celular es

proporcional a la cantidad de formazan®’.
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1.4.8. METODO FAAH
Se prepararon los stocks de 10 mM de las HW-91 y HW-79, luego se
preparacion 2 000 uL de las siguientes diluciones, 3 uM, 10 uM y 30
MM de cada una, agregando 6 pL, 20 pL, 60 pL a cada pocillo
respectivamente y se determind el efecto en la inhibicion del FAAH.
Para la preparacion del ensayo FAAH, tal como muestra el protocolo®,

con las concentraciones anteriores.

2. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS
2.1. ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados fueron expresados como promedio del porcentaje de la viabilidad
celular £+ SEM. Ademas, se realiz6 un analisis de varianza de una via (one-way
ANOVA) con post-hoc test de Tuckey con un nivel de confianza de 95 %,

utilizando el software SigmaPlot 12.0 y Statgraphics Centurion XV.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

1. PREPARACION DE LAS SUSTANCIAS UTILIZADAS
1.1. PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE HW-91, (PM 348
g/mol).
Se utilizo la preparacion de la solucién stock mencionada en el capitulo 1l de
éste trabajo de investigacion, y se prepararon las concentraciones mostradas

en la tabla 111.1

Tabla I11.1. Soluciones de HW-91.

CONC.DESEADA  uL DE SOL. STOCK uL DE
(UM) (10 mM) DMSO

1 2 L 1998

3 6 uL 1994

10 20 pL 1980

30 60 pL 1940

Fuente: Elaboracion propia

1.2. PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE HW-79 (PM 376
g/mol).
La solucion stock mencionada en el capitulo Il se utilizé para realizar las

siguientes diluciones mencionadas en la tabla I11.2.
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Tabla 111.2. Soluciones de HW-79.

CONC. DESEADA  uL DE SOL. STOCK uL DE
(LM) (10 mM) DMSO

2 uL 1998

3 6 uL 1994

10 20 pL 1980

30 60 uL 1940

Fuente: Elaboracion propia

1.3. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE CELECOXIB (PM 381.37
g/mol)
Como se muestra en el capituo I, se realizo la preparacion de la solucion stock

de celecoxib, para luego realizar las siguientes disoluciones mostradas en la

tabla 11.3.
Tabla 111.3. Soluciones de celecoxib
CONC. DESEADA pL DE SOL. STOCK puL DE
(LM) (10 mM) DMSO
3 6 uL 1994
10 20 uL 1980
30 60 puL 1940
100 200 pL 1800

Fuente: Elaboracion propia

2. CULTIVO CELULAR
La linea celular en estudio fue el adenocarcinoma MDA-MB-231 (ATTC®), dicha
linea celular tiene las siguientes caracteristicas: adenocarcinoma, perteneciente a
una mujer de 51 afios de edad, tejido de glandula mamaria / mama, derivado del
sitio metastasico: derrame pleural. En la figura Il1l.1 se puede observar el
crecimiento y desarrollo de MDA-MB-231 luego de 2 dias de incubacién. Pasados

los dias se nota la confluencia de 80% - 90% Optima para realizar pasajes®.
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Figura 111.1. Adenocarcinoma MDA-MB-231 Después de 2 dias de
desarrollo (izquierda, baja densidad), después de 4 dias de desarrollo
(derecha, alta densidad).Fuente: ATCC®.

3. CONTEO DE CELULAS VIABLES
Para realizar el conteo de células viables se necesitd de azul de tripan, colorante
que ayudo en la evaluacion de viabilidad celular. Aquellas células que no
contengan su membrana celular integra no seran tefiidas por el colorante; en cuanto
al conteo se realizo en un Celulometro, obteniendo el numero de células tanto vivas

como muertas.

4. EFECTO DE HW-91 Y HW-79 SOBREVIABILIDAD CELULAR
Se realizaron los ensayos de viabilidad celular utilizando MTS, método ya
mencionado en el capitulo I1, se realizaron pruebas por triplicado, cabe resaltar que
se realizaron ensayos a las 24 horas, 48 horas y 72 horas, obteniendo los siguientes

resultados:

4.1. EFECTO DE HW-91 SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR
En la figura I111.2, muestra que existe una diferencia estadistica significativa
(p<0.001) de viabilidad celular, entre el grupo control y la concentracion de 1
uM y 30 uM, las deméas concentraciones no muestran diferencias
significativas frente al grupo control pasadas las 24 horas de exposicion
(Anexo, Tabla IV.1) .
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Efecto HW-91 a 24hrs

150 +

0 I

Control 10uM 30uM
Concentracion

% Células Viables
(O3]
o

Figura 111.2. Efecto de HW-91 sobre la viabilidad celular — 24 hrs.

A las 48 horas de exposicion, se observa en la figura 111.3 diferencia estadistica
significativa entre el grupo control y las concentraciones de 1 uM, 3 uM y 30

uM, siendo 10 uM semejante al grupo control.

Efecto HW-91 a 48hrs

150 +

- I I l
0 I I

Control 10uM 30uM
Concentracion

% Células Viables
(O]
o

Figura 111.3. Efecto de HW-91 sobre la viabilidad celular — 48 hrs.

Pasadas las 72 horas de exposicion, se observa en la figura 111.4 la diferencia
significativa entre el grupo control y todas las concentraciones, notandose que
la viabilidad que se mantenia sin diferencia significativa a 30 uM, en las

anteriores figuras, pasadas las 72 horas si existe la diferencia estadistica.
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Efecto HW-91 a 72hrs
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Figura 111.4. Efecto de HW-91 sobre la viabilidad celular — 72 hrs.

Viabilidad Celular de HW-91

M 24hrs

% de Viabildiad

= 48hrs

Control 1uM 3uM 10uM 30uM m 72hrs
24hrs 100 92.4011084 | 99.0185254 (102.6467205|126.3034567
48hrs 100 84.08607749|93.32378201|97.91095263(117.9632269
72hrs 100 82.40936601| 87.154021 |92.55815676(102.2011764

Concentracion

Figura I11.5. Efecto de HW-91 sobre la viabilidad celular —24hrs, 48 hrsy
72 hrs.

En la figura 111.5, se observa en resumen la comparacion entre las horas de

exposicion, la viabilidad celular y las concentraciones, analizando que a las

72 horas es cuando se nota con mayor facilidad la disminucion de la viabilidad

celular.
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4.2. EFECTO DE HW-79 SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR
En la figura I11.6, se observa que a 30 uM no existe diferencia estadistica
significativa (p<0.001) frente al grupo control, notandose que aumenta la

viabilidad celular en 24 horas de exposicién

Efecto HW-79 a 24hrs

120 -
100

80 -
60 -
40 -
20 A
0

Control 10uM 30uM

Concentracion

% Célilas Viables

Figura I11.6. Efecto de HW-79 sobre la viabilidad celular — 24 hrs.

Pasadas las 48 horas y 72 horas de exposicion se observa en las figuras 111.7 'y
I11.8 respectivamente, la diferencia estadistica significativa frente al grupo

control existe con todas las concentraciones.

Efecto HW-79 a 48hrs

120
100 -

80 -
60 -
40 -
20 -
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Figura I11.7. Efecto de HW-79 sobre la viabilidad celular — 48 hrs.
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Efecto HW-79 a 72hrs
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Figura 111.8. Efecto de HW-79 sobre la viabilidad celular — 72 hrs.

En la figura I11.9, se muestra como con el aumento de exposicién frente a la
macamida, existe disminucion de viabilidad, exceptuando la concentracion de

30 uM que en vez de disminuir aumenta la proliferacion celular.

Viabilidad Celular de HW-79
120 -
100 -
T 80 -
O
o)
O 60 - M 24hrs
>
S
2 40 - m 48hrs
M 72hrs
20 -
0 .
Control 1uM 3uM 10uM 30uM
24hrs 100 92.27237407 | 93.37671271 | 95.82720146 | 98.41435209
48hrs 100 80.68182171 | 82.6536658 | 85.60408704 | 90.13268781
72hrs 100 69.88710208 | 73.07790325 | 78.29699394 | 81.99914945
Concentracion

Figura 111.9. Efecto de HW-79 sobre la viabilidad celular —24 hrs, 48 hrs 'y
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4.3. EFECTO DE CELECOXIB SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR
Luego de una exposicion de 24 horas podemos observar que existe diferencia
significativa estadistica (p<0.001) entre el grupo control y 3 uM 10 uM, 30

uM y 100 uM, es decir en todas las concentraciones como se observa en la

figura 111.10.
Efecto Celecoxib a 24hrs
120 ~
2 100 -
o)

.g 80 -
,_% 60 -
@ 40
s 20 -
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Control 10uM 30uM 100uM
Concentracion

Figura 111.10. Efecto del celecoxib sobre la viabilidad celular — 24 hrs.

Al igual que en las 24 horas, las figuras 111.11 y 1I1.12 tienen el mismo
comportamiento, vemos que pasadas las 48 horas y 72 horas respectivamente,
existe diferencia significativa entre el grupo control y las concentraciones
trabajadas, observando asi la disminucion de la viabilidad celular a medida
que va aumentando la concentracién del tratamiento.

Efecto Celecoxib a 48hrs

1111

Control 10uM 30uM 100uM
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Figura I11.11. Efecto de celecoxib sobre la viabilidad celular — 48 hrs.
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Figura 111.12. Efecto de celecoxib sobre la viabilidad celular — 72 hrs.

En la figura 111.13, se observa como el efecto del celecoxib sobre la viabilidad
celular a las 24 horas, 48 horas y 72, horas, disminuyen cuando la

concentracion aumenta, existiendo diferencias significativas frente al grupo

control
Viabilidad Celuar de Celecoxib
120 -
100 -
B
© 80 -
s
® 4 M 24hrs
£ 60
3 40 -
X ™ 48hrs
20 -
0 1 W 72hrs
Control 3uM 10uM 30uM 100uM
W 24hrs 100 90.5464942 [ 87.0471421 | 80.904058 | 74.3207215
m 48hrs 100 81.7815192 | 77.6470709 | 68.0849585 | 61.6989242
m 72hrs 100 63.3541109 | 60.0747978 | 48.262939 | 42.9787146
Concentracion

Figura 111.13. Efecto de celecoxib sobre la viabilidad celular —24hrs, 48

hrsy 72 hrs.
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4.4, EFECTO DE HW-91 EN COMBINACION CON CELECOXIB SOBRE
LA VIABILIDAD CELULAR
En la figura 111.14, se observa como la viabilidad celular disminuye
estadisticamente significante frente al grupo control, existiendo diferencias
estadisticas significativas con todas las concentraciones. Igualmente, a las 48

horas y las 72 horas.

Efecto HW-91 + Celecoxib a 24hrs
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Figura 111.14. Efecto de HW-91 en combinacion con celecoxib sobre la

viabilidad celular —24hrs

Efecto HW-91 + Celecoxib a 48hrs
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Figura 111.15. Efecto de HW-91 en combinacion con celecoxib sobre la
viabilidad celular —48hrs
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Efecto HW-91 + Celecoxib a 72hrs
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Figura 111.16. Efecto de HW-91 en combinacion con celecoxib sobre la

viabilidad celular —72hrs

Viabilidad Celular de NW-91 + Celecoxib
120 -
100
T 80
i)
8 60
>
G
[S)
¥ 40 H 24hrs
= 48hrs
20 m 72hrs
0 10uM 10uM 10uM
uM + uM + uM +
Control 10uM + 1uM 10uM 30uM 100uM
24hrs 100 93.8963308 | 89.41951167 | 86.24144984 | 79.44385159
48hrs 100 91.66105785 | 89.67220639 | 84.81555975 | 84.63572179
72hrs 100 90.86410042 | 87.78521378 | 80.76532769 | 82.08424866
Concentracion

Figura 111.17. Efecto de HW-91 en combinacion con celecoxib sobre la
viabilidad celular —24, 48 y 72hrs
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4.5. EFECTO DE HW-79 EN COMBINACION CON CELECOXIB SOBRE
LA VIABILIDAD CELULAR
En las figuras 111.18, 111.19 y 111.20, a 24 horas, 48 horas y 72 horas

respectivamente, se evidencia la disminucion de la viabilidad celular

estadisticamente significante frente al grupo control con todas las

concentraciones.

120

80
60
40
20

% Células Viables

100 -

Efecto HW-79 + Celecoxib a 24hrs

Figura 111.18. Efecto de HW-79 en combinacion con celecoxib sobre la

viabilidad celular —24hrs
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Efecto HW-91 + Celecoxib a 48hrs

11111

Control 10uM + 10uM + 10uM + 10uM +
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Figura 111.19. Efecto de HW-79 en combinacion con celecoxib sobre la

viabilidad celular —48hrs
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Efecto HW-91 + Celecoxib a 72hrs
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Figura 111.20. Efecto de HW-79 en combinacion con celecoxib sobre la

viabilidad celular —72hrs

Viabilidad Celular de NW-79 + Celecoxib
120 -
100 -
o
T 80 -
=
© 60 -
>
Q
© 40 -
®
20 -
R 10uM 10uM 10uM
uivl + uivl + uivl +
Control 10uM + 1uM 10uM 30uM 100uM
24hrs 100 93.21399732 | 91.73833503 | 85.77763447 | 81.5940479
48hrs 100 90.19737525 | 81.89611803 | 73.71536895 | 82.19616826
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Figura 111.21. Efecto de HW-79 en combinacion con celecoxib sobre la
viabilidad celular —24, 48 y 72hrs
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4.6. COMPARACION DEL EFECTO DE CELECOXIB, MACAMIDA HW-
91 EN COMBINACION CON CELECOXIB Y MACAMIDA HW-79 EN
COMBINACION CON CELECOXIB SOBRE LA VIABILIDAD
CELULAR A LAS 72HRS
En la figura 111.22 se evidencia que existe diferencia estadistica significativa
entre la comparacion de los grupos, después de las 72 horas de exposicién. El
primer grupo corresponde a soélo celecoxib, el segundo la combinacion de
celecoxib y HW-79 y el tercero a la combinacion de celecoxib y HW-91 sobre
la viabilidad celular. Esto evidencia que el efecto del celecoxib muestra
disminucion en la viabilidad celular, sin embargo en combinacion con las dos
macamidas su efecto disminuye y se expresa en una mayor viabilidad celular,
en especial con la combinacion de HW-91 y celecoxib donde existe mayor
viabilidad celular (méas del 80%), logrando evidenciar proliferacién de células
cancerosas.

Efecto de celecoxib, HW-91 + celecoxib y HW-79
+ celecoxib a las 72hrs

90
80
70
60
50
40
30
20
10

% de Viabilidad

100uM 10uM + 100uM 10uM + 100uM

Celecoxib 72hrs HW-91+ Celecoxib 72hrs =~ HW-79 + Celecoxib 72hrs

Figura 111.22. Efecto de celecoxib, HW-91 + celecoxib y HW-79 +

celecoxib sobre la viabilidad celular —72hrs
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5. METODO FAAH
El porcentaje de fluorescencia emitida es inversamente proporcional al porcentaje
de inhibicion de la FAAH, es decir conforme pasan los minutos la fluorescencia
incrementa pero ésta se ve afectada a medida que se va incrementando la

concentracion de las macamidas, tal como vemos en las figuras 111.22 y 111.23
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Figura 111.23. Porcentaje de fluorescencia versus tiempo por
concentraciones de HW-79
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Figura 111.24. Porcentaje de fluorescencia versus tiempo por

concentraciones de HW-91
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Se evalud el porcentaje de inhibicidn, con el procedimiento descrito en el protocolo
mencionado en el capitulo I, se utilizaron las macamidas HW-79 y la HW-91
respectivamente, a concentraciones de 1 uM, 3 uM, 10 uM y 30 uM, como se
observa en las figuras 111.24 y 111.25, se muestra estadisticamente significativo la

inhibicién de la FAAH conforme se va aumentando la concentracion.
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Figura 111.25. Porcentaje de Inhibicion de FAAH por HW-79
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Figura 111.26. Porcentaje de Inhibicién de FAAH por HW-91
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En la figura Il 26, vemos como comparadas las macamidas, la N-(3-
Methoxybenzyl)palmitamide (HW-79) tiene mayor efecto inhibidor que la N-(3-
Methoxybenzyl)tetradecanamide (HW-91).
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Figura 111.27. Porcentaje de Inhibicion de FAAH por HW-79 y HW-91

Como hemos podido observar en este trabajo de investigacion el uso de macamidas
para el tratamiento de cancer de mama, no fue satisfactorio como lo esperado, es
este caso con las macamidas utilizadas no son las ideales para abordarlas como
tratamiento, esto no quiere decir que no existan macamidas que puedan tener
buenos resultados, tal como le sucedid a Xiao Xia Liang y colaboradores en su
trabajo de investigacion denominado “Sintesis y evaluacion bioldgica de los
derivados de macamidas como potentes inhibidores de la célula de cAncer de mama
MCF-77°, los resultados que obtuvieron luego de sintetizar y evaluar una serie de
macamidas y analogos sintéticos, mostraron que solo dos macamidas y un analogo

sintético presentaban actividades inhibidoras a las demas.
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En cuanto al celecoxib, obtuvimos resultados que disminuia la viabilidad celular
en funcion a la concentracion utilizada, pensando que en combinacién con
macamidas se podria obtener mejores resultados, si bien se mostraron algunas
concentraciones de sinergismo entre las macamidas y el celecoxib, no fueron del
todo satisfactorias ya que en algunos casos incluso fomentaban la proliferacion, lo
que si se tiene claro es que el celecoxib tal como Chaolin Huang’, Randall
Harris’?, etc. Concluyen que dicho farmaco se puede utilizar en el tratamiento de

cancer de mama.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

PRIMERA: Se evalu6 el efecto de las macamidas N-(3-methoxybenzyl)-palmitamida
(HW-79) y la N-(3-methoxybenzyl)-tetradecanamida (HW-91) sobre la viabilidad
celular en células de cancer de mama MDA-MB-231, concluyendo que si hay
diferencia estadistica significativa, tanto en las horas de exposicion como en las
concentraciones. Esto lleva a la conclusion que al exponer las células de cancer de
mama MDA-MB-231 las macamidas causan un efecto de aumento de la viabilidad

celular a altas concentraciones.

SEGUNDA: Se evaluo el efecto de las macamidas N-(3-methoxybenzyl)-palmitamida
(HW-79) y la N-(3-methoxybenzyl)-tetradecanamida (HW-91) en combinacion con el
celecoxib sobre la viabilidad celular en células de cancer de mama MDA-MB-231,
teniendo como resultados que si existe diferencias significativas, ya sea en los tiempos
de exposicién y concentraciones. Esto lleva a la conclusion que al exponer las células
de céncer de mama MDA-MB-231 al efecto del celecoxib se evidencia una
disminucion considerable de la viabilidad celular, sin embargo, al combinar el
celecoxib con las macamidas causan que el efecto del celecoxib se vea disminuido y
no se tenga el mismo efecto sobre la viabilidad celular de las células de cancer de

mama.

TERCERA: Se evaluo el efecto de las macamidas N-(3-methoxybenzyl)-palmitamida
(HW-79) y la N-(3-methoxybenzyl)-tetradecanamida (HW-91) sobre la inhibicion de
la amida hidrolasa de &cidos grasos FAAH, resultando siendo la N-(3-methoxybenzyl)-

palmitamida, la que mayor porcentaje de inhibicidn presento.
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ANEXOS

Tabla V.1 Reporte del Andlisis de Varianzay Tuckey entre la viabilidad
celular y HW-91 — 24 hrs.

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 92401 1.65 0.952
Row 3 3 0 99.019 2156  1.245
Row 4 3 0 102.647 3.163  1.826
Row 5 3 0 126.303 2.178  1.257
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 2023.79 505.948 114.388 <0.001
Residual 10 44231 4.423
Total 14 2068.02

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =

<0.001).
Power of performed test with
alpha = 0.050: 1.000
All Pairwise Multiple Comparison
Procedures (Tukey Test):
Comparisons for factor:
. Diff of
Comparison Means p Q P P<0.050

Row 1 vs. Row 2 7.599 5 6.258  0.009 Yes
Row 1 vs. Row 3 0.981 5 0.808 0.976 No
Row 1 vs. Row 4 2.647 5 2.18  0.562 No
Row 1 vs. Row 5 26.303 5 21.663 <0.001  Yes
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Tabla 1.2 Reporte del Andlisis de Varianza y Tuckey entre la viabilidad
celular y HW-91 — 48 hrs

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Group Name N Missing Mean  Std Dev SEM
Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 8408 1834  1.059
Row 3 = 0 93324 1646 0.95
Row 4 3 0 97911 1726 0.996
Row 5 3 0 117963 2249 1.298
Source of

Variation PIR = S 3 P
Between Groups 4 1847.54 461.884 163.687 <0.001
Residual 10 28.218 2.822

Total 14 1875.75

The differences in the mean values among the treatment groups are
greater than would be expected by chance; there is a statistically
significant difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:
Diff of

Comparison Means p q P P<0.050
Row 1 vs. Row 2 15.914 5 16.409 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 3 6.676 5 6.884 0.005 Yes
Row 1 vs. Row 4 2.089 5 2154 0572 No
Row 1 vs. Row 5 17.963 5 18.522 <0.001 Yes
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Tabla 1.3 Reporte del Andlisis de Varianza y Tuckey entre la viabilidad
celular y HW-91 — 72 hrs

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Group Name N Missing Mean  Std Dev SEM
Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 82409 1802 1.04
Row 3 3 0 87.154 25 1443
Row 4 3 0 92558 2275 1313
Row 5 3 0 102201 2.163  1.249
Source of

Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 840.306 210.077 54.283 <0.001
Residual 10 38.701 3.87

Total 14 879.007

The differences in the mean values among the treatment groups are
greater than would be expected by chance; there is a statistically
significant difference (P = <0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Diff of
Comparison Means p q P P<0.050
Row 1 vs. Row 2 17.591 5 15.488 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 3 12.846 5 1131 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 4 7.442 5 6552 0.007 Yes
Row 1 vs. Row 5 2.201 5 1938 0.658 No
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Tabla 1V.4 Reporte del Analisis de Varianzay Tuckey entre la viabilidad
celular y HW-79 — 24 hrs

One Way Analysis of
Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Std
Group Name N Missing Mean Dev SEM
Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 92272 1813  1.047
Row 3 3 0 93.377 2108 1.217
Row 4 3 0 95827 1577 0.911
Row 5 3 0 98414 1305 0.753
Source of Variation DF §S MS F P
Between Groups 4 1279 31.975 13.412 <0.001
Residual 10 2384 2384
Total 14 151.74

The differences in the mean values among the treatment groups are greater
than would be expected by chance; there is a statistically significant
difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.998

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Diff of
Comparison Means p q P P<0.050
Row 1 vs. Row 2 7.728 5 8.669 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 3 6.623 5 7.43 0.003 Yes
Row 1 vs. Row 4 4.173 5 4681 0.049 Yes
Row 1 vs. Row 5 1.586 5 1779 0.721 No
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Tabla IV.5 Reporte del Andlisis de Varianza y Tuckey entre la viabilidad
celular y HW-79 — 48 hrs

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Group Name N Missing Mean  Std Dev SEM
Row 1 3 0 100 0 0

Row 2 3 0 80.682 1317 0.76
Row 3 3 0 82.654 2776  1.603
Row 4 3 0 85.604 3.192  1.843
Row 5 3 0 90.133 2.261  1.305
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 708.767 177.192 35.808 <0.001
Residual 10 49.483 4.948

Total 14 758.25

The differences in the mean values among the treatment groups are greater
than would be expected by chance; there is a statistically significant
difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050:
1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey

Test):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of p q P P<0.050
Means

Row 1 vs. Row 2 19.318 5 15.042 <0.001 Yes

Row 1 vs. Row 3 17.346 5 13.506 <0.001 Yes

Row 1 vs. Row 4 14.396 5 11.209 <0.001 Yes

Row 1 vs. Row 5 9.867 5 7.683 0.002 Yes
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Tabla 1.6 Reporte del Andlisis de Varianza y Tuckey entre la viabilidad
celular y HW-79 — 72 hrs

One Way Analysis of
Variance

Data source: Data 1 in

Notebook1

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 69.887 1.813 1.046
Row 3 3 0 73.078 2.477 1.43
Row 4 3 0 78.297 2 1.155
Row 5 3 0 81.999 1.352 0.78
Source of Variation DF SS MS F P

Between Groups 4 1664.868 416.217 136.492 <0.001
Residual 10 30.494 3.049

Total 14 1695.362

The differences in the mean values among the treatment groups are greater
than would be expected by chance; there is a statistically significant
difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha =
0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures
(Tukey Test):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of p a P P<0.050
Means
Row 1 vs. Row 2 30.113 5 29.868 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 3 26.922 5 26.703 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 4 21.703 5 21527 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 5 18.001 5 17.854 <0.001 Yes
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Tabla 1V.7 Reporte del Analisis de Varianzay Tuckey entre la viabilidad

celular y Celecoxib — 24 hrs.

One Way Analysis of
Variance

Data source: Data 1 in

Notebook1

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 92272 1.813 1.047
Row 3 3 0 93377 2.108 1.217
Row 4 3 0  95.827 1.577 0.911
Row 5 3 0 98.414 1.305 0.753
Source of

Variation DF SS MS F P

Between Groups 4 127.9 31.975 13.412 <0.001
Residual 10 23.84 2.384

Total 14 151.74

The differences in the mean values among the treatment groups are greater
than would be expected by chance; there is a statistically significant
difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.998

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Diff p q P P<0.050
Comparison of
Means
Rowlvs.Row2 7.728 5 8.669 <0.001 Yes
Row1lvs.Row3 6.623 5 7.43 0.003 Yes
Row lvs.Row4 4173 5 4,681 0.049 Yes
Row 1lvs.Row5 1586 5 1.779 0.721 Yes
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Tabla IVV.8 Reporte del Andlisis de Varianzay Tuckey entre la viabilidad

celular y Celecoxib — 48 hrs

One Way Analysis of
Variance

Data source: Data 1 in

Notebook1

Group Name N Missing Mean Std Dev  SEM
Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 80.682 1.317 0.76
Row 3 3 0 82.654 2.776 1.603
Row 4 . 0 85.604 3.192 1.843
Row 5 3 0 90.133 2.261 1.305
Source of

Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 708.767 177.192 35.808 <0.001
Residual 10 49.483 4.948

Total 14 758.25

The differences in the mean values among the treatment groups are
greater than would be expected by chance; there is a statistically
significant difference (P = <0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050:
1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures
(Tukey Test):

Comparisons for factor:

Diff of

Comparison Means p

q P P<0.050

Row 1vs. Row?2 19.318
Row 1vs. Row3 17.346
Row 1vs. Row4 14.396
Row 1 vs. Row 5 9.867

15.042 <0.001 Yes
13.506 <0.001 Yes
11.209 <0.001 Yes
7.683 0.002 Yes
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Tabla I1VV.9 Reporte del Andlisis de Varianzay Tuckey entre la viabilidad

celular y Celecoxib — 72 hrs

One Way Analysis
of Variance

Data source: Data 1
in Notebook1

Group Name N Missing Mean Std Dev  SEM
Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 69.887 1.813  1.046
Row 3 8 0 73.078 2.477 1.43
Row 4 3 0 78.297 2 1155
Row 5 3 0 81.999 1.352 0.78
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 1664.868 416.217 136.492 <0.001
Residual 10 30.494 3.049

Total 14 1695.362

The differences in the mean values among the treatment groups are
greater than would be expected by chance; there is a statistically
significant difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha =
0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison
Procedures (Tukey Test):

Comparisons for

factor:
] Diff of
Comparison Means p q P P<0.050
Row 1 vs. Row 2 30.113 5 29.868 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 3 26.922 5 26.703 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 4 21.703 5 21.527 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 5 18.001 5 17.854 <0.001 Yes
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Tabla 1V.10 Reporte del Analisis de Varianzay Tuckey entre la viabilidad
celular HW-91y Celecoxib — 24 hrs

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Group Name N Missing Mean  Std Dev SEM
Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 9389 1434 0.828
Row 3 3 0 8942 1062 0.613
Row 4 3 0 86.241 0989 0.571
Row 5 3 0 79.444 1.04  0.601
Source of

Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 722.633 180.658 172.221 <0.001
Residual 10 1049 1.049

Total 14 733.123

The differences in the mean values among the treatment groups are
greater than would be expected by chance; there is a statistically
significant difference (P = <0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050:
1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of p q P P<0.050

Means
Row 1vs. Row5 20.556
Row 1lvs. Row4 13.759
Row 1 vs. Row 3 10.58
Row 1 vs. Row 2 6.104

34.763 <0.001 Yes
23.267 <0.001 Yes
17.893 <0.001 Yes
10.322 <0.001 Yes

o1 o1 o1 O1
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Tabla 1V.11 Reporte del Andlisis de Varianza'y Tuckey entre la viabilidad
celular HW-91y Celecoxib — 48 hrs

One Way Analysis of
Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Group Name N Missing Mean  Std Dev SEM

Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 91.661 1.64 0.947
Row 3 3 0 89.672 1.401 0.809
Row 4 3 0 843816 2.347 1.355
Row 5 3 0 84.636 0.722 0.417
Source of

Variation DF SS MS F 2

Between Groups 4 475192 118.798 55.592 <0.001
Residual 10 "wRiNEier 2.137

Total 14 496.562

The differences in the mean values among the treatment groups are
greater than would be expected by chance; there is a statistically
significant difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050:
1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey

Test):
Comparisons for factor:
Diff of
Comparison Means p q P P<0.050

Row1vs. Row5 15.364
Row 1vs. Row4 15.184
Row 1vs. Row 3 10.328
Row 1 vs. Row 2 8.339

18.204 <0.001  Yes
17.991 <0.001 Yes
12.237 <0.001  Yes

9.88 <0.001 Yes
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Tabla 1V.12 Reporte del Analisis de Varianzay Tuckey entre la viabilidad
celular HW-91y Celecoxib — 72 hrs

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Std
Group Name N Missing Mean Dev SEM
Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 90.864 1.374 0.794
Row 3 3 0 87.785 2.263 1.306
Row 4 3 0 80.765 1.357 0.783
Row 5 3 0 82.084 2.019 1.166
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 717.409 179.352 69.372 <0.001
Residual 10 25.854 2.585
Total 14 743.263

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050:
1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey

Test):
Comparisons for factor:

Diff of
Comparison Means p q P P<0.050
Row 1 vs. Row 4 19.235 5 20.72 <0.001 Yes
Row 1lvs.Row5  17.916 5 19.299 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 3 12.215 5 13.158 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 2 9.136 5 9.841 <0.001 Yes
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Tabla 1V.13 Reporte del Analisis de Varianza'y Tuckey entre la viabilidad
celular HW-79 y Celecoxib — 24 hrs

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Group Name N Missing Mean Std Dev  SEM

Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 - 0 93214 1.927 1.112
Row 3 3 0 91738  0.995 0.574
Row 4 3 0 85.778 2.438 1.408
Row 5 3 0 81.59% 1.797 1.038
Source of Variation DF SS MS F P

Between Groups 4 602.279 150.57 54.259 <0.001
Residual 1 Qe 27.75 2.775

Total 14 630.029

The differences in the mean values among the treatment groups are greater
than would be expected by chance; there is a statistically significant
difference (P = <0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

. Diff of
Comparison Means q P P<0.050
Row 1 vs. Row 5 18.406 5 19.138 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 4 14.222 5 14788 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row 3 8.262 5 8.59 0.001 Yes
Row 1 vs. Row 2 6.786 5 7.056 0.004 Yes
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Tabla 1V.14 Reporte del Analisis de Varianza'y Tuckey entre la viabilidad
celular HW-79 y Celecoxib — 48 hrs

One Way Analysis of
Variance

Data source: Data 1 in

Notebook1

Group Name N Missing Mean Std Dev  SEM
Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 90.197 2.553 1.474
Row 3 3 0 81.896 2.488 1.437
Row 4 3 0 73.715 1.708 0.986
Row 5 3 0 82.196 2.123 1.226
Source of

Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 1185.135 296.284 73.57 <0.001
Residual 10 40.272 4.027

Total 14 1225.408

The differences in the mean values among the treatment groups are greater
than would be expected by chance; there is a statistically significant
difference (P =<0.001).

Power of performed test with alpha =
0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey

Test):
Comparisons for factor:
Diff of
Comparison Means p q P P<0.050

Row1vs. Row4 26.285
Row 1lvs. Row3 18.104
Row1lvs. Row5 17.804
Row 1 vs. Row 2 9.803

22.686 <0.001 Yes
15.625 <0.001 Yes
15.366 <0.001 Yes

8.461 0.001 Yes

o1 o1 o1 O1
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Tabla 1V.15 Reporte del Analisis de Varianza'y Tuckey entre la viabilidad
celular HW-79 y Celecoxib — 72 hrs

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Group Name N Missing Mean Std Dev  SEM
Row 1 3 0 100 0 0
Row 2 3 0 76.801 2.463 1.422
Row 3 3 0 72.28 1.16 0.67
Row 4 3 0 62.918 1.48 0.855
Row 5 3 0 64.017 1.826 1.054
Source of

Variation DF SS MS F P
Between Groups 4 2706.128 676.532 261.462 <0.001
Residual 10 25.875 2.587

Total 14 2732.003

The differences in the mean values among the treatment groups are
greater than would be expected by chance; there is a statistically
significant difference (P = <0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor:

Diff of

Comparison Means p q P P<0.050
Row 1vs. Row4 37.082 5 39.928 <0.001 Yes
Row 1 vs. Row5 35.983 5 38.746 <0.001 Yes
Row 1lvs. Row3 27.72 5 29.848 <0.001 Yes
Row 1vs. Row 2 23.199 5 24.98 <0.001 Yes
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Tabla 1V.16 Reporte del Analisis de VVarianza y Tuckey entre la comparacion de

viabilidad celular de celecoxib, HW-91 + celecoxib y HW-79 + celecoxib — 72 hrs

Celecoxib | HW-91 + celecoxib | HW-79 + celecoxib

41.60 93.26 66.53

41.77 73.25 56.12

43.48 80.23 64.79

36.15 77.56 69.48

43.66 80.85 65.20

46.75 82.40 67.46
ANALISIS DE VARIANZA

Grados Promedio Valor
Origen de las Suma de de de los critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F  Probabilidad para F
Entre grupos 4609.0107 2 2304.5054 87.88 5.2117E-09 3.68
Dentro de
los grupos 393.3434 15 26.2229
Total 5002.3541 17
Multiple Range Tests
Method: 95.0 percent Tukey HSD
Count |Mean Homogeneous
Groups

Celex 6 42.235 (X
Celex+91 |6 81.2583 | X
Celex+79 |6 64.93 X
Contrast Sig. |Difference |+/- Limits
Celex - Celex+91 * -39.0233 7.71225
Celex - Celex+79 * -22.695 7.71225
Celex+79 - Celex+91 | * |-16.3283 7.71225

* denotes a statistically significant difference.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




