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RESUMEN

El cAncer de mama es la neoplasia maligna mas comun en las mujeres de los Estados
Unidos, con mas de 40 000 muertes cada afio. Estos tumores de mama estan
compuestos por poblaciones fenotipicamente de diversas células de cancer de mama.
Los estudios han demostrado que la planta peruana Lepidium meyenii (Maca) posee
una propiedad citoprotectora in vitro e in vivo. La implicacién del sistema
endocannabinoide ha indicado ser un posible mecanismo de accion; ya que, algunas
Macamidas demostraron tener una relacion dosis-dependiente de la actividad
inhibidora de la FAAH. Algunos de los constituyentes lipofilicos de la Maca, tales
como las Macamidas, han sido reportados por poseer propiedades farmacoldgicas
significativas como se muestra en el cultivo celular. Sin embargo, su amida hidrolasa

de acido graso (FAAH) no determind la actividad inhibitoria.

Esta tesis tiene como objetivo explorar el efecto inhibitorio de las Macamidas sobre
la enzima FAAH y la relacion entre las diferentes concentraciones de la Macamida 71

sobre las células MDA- MB-231 del cancer de mama.

Se tuvo como alternativa tres tipos de Macamidas como tratamiento para el cancer
de mama, las cuales fueron sometidas a un ensayo para determinar la capacidad
inhibitoria sobre la enzima FAAH y de esta manera lograr obtener la Macamida con
mayor efectividad. La actividad inhibitoria de la enzima FAAH es apoyada por la
estadistica de significancia, el cual indic6 una diferencia significativa en la viabilidad

entre el control y los grupos de tratamiento (p < 0.05).

Este estudio se centr6 en la comprension de la viabilidad de las células MDA-MB-
231 en 24,48y 72 tras ser expuestas a la Macamida con mayor actividad inhibitoria
(Macamida 71) de la enzima FAAH en las siguientes concentraciones: 1, 3, 10 y 30
MUM. Para determinar los efectos sobre la viabilidad celular, se realiz6 un ensayo de

proliferacion celular de MTS.

Para establecer un perfil adecuado del tratamiento, se usO diferentes
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concentraciones del Celecoxib ante la viabilidad de las células MDA-MB-231 en 24,
48 y 72 horas, se realizé un ensayo de proliferacion celular MTS. Los inhibidores de
la COX-2, como el Celecoxib estan siendo utilizados en terapias del cancer afectando

el crecimiento tumoral.

Ademas, del efecto producido por la Macamida (con mayor actividad inhibitoria
sobre la enzima FAAH) y el Celecoxib en la viabilidad de las células MDA-MB-231
individualmente, se optdé en combinar ambos tratamientos para potenciar el efecto
antineoplasico con concentraciones de 3, 10, 30 y 90 uM de la Macamida con mayor
efectividad sobre la enzima FAAH con 10 puM del Celecoxib para de esta manera

comprobar la existencia de algun tipo de sinergismo.

El presente estudio concluye que la Macamida 71 tiene el mayor efecto inhibitorio
sobre la enzima FAAH, y al evaluar su actividad en la linea celular MDA- MB-231
produce una disminucion significativa de la viabilidad celular al igual que el

Celecoxib, sin embargo la combinacién de ambos tratamientos no tiene sinergismo.

Palabras Clave: Viabilidad celular, Macamida, Celecoxib.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most common malignancy in women in the United States, with
more than 40,000 deaths each year. These breast tumors are composed of
phenotypically populations of various breast cancer cells. Studies have shown that the
peruvian plant Lepidium meyenii (Maca) possesses a cytoprotective property in vitro
and in vivo. The involvement of the endocannabinoid system has indicated to be a
possible mechanism of action, as some macamides demonstrated a dose-dependent
relationship of FAAH inhibitory activity. Some of the lipophilic constituents of Maca,
such as macamides have been reported to possess significant pharmacological
properties as shown in cell culture. However, its fatty acid amide hydrolase (FAAH)

did not determine inhibitory activity.

This thesis aims to explore the inhibitory effect of Macamides on the FAAH
enzyme and the relationship between the different concentrations of macamide 71 on
breast cancer MDA-MB-231 cells.

Three types of macamides as a treatment for breast cancer were used as alternatives,
which were tested to determine the inhibitory capacity on the enzyme FAAH and in
this way to obtain macamide with more effectiveness. The inhibitory activity of the
enzyme FAAH is supported by the statistic of significance, which indicated a
significant difference in viability between control and treatment groups (p < 0.05).

This study focused on understanding the viability of MDA-MB-231 cells at 24, 48
and 72 after being exposed to the macamide with the highest inhibitory activity
(Macamide 71) of the enzyme FAAH in the following concentrations: 1, 3, 10 and 30
uM. To determine the effects on cell viability, an MTS cell proliferation assay was

performed.
In order to establish an adequate treatment profile, different concentrations of

Celecoxib were used for the viability of MDA-MB-231 cells at 24, 48 and 72 hours;
an MTS cell proliferation assay was performed. COX-2 inhibitors, such as Celecoxib,
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are being used in cancer therapies that affect tumor growth.

In addition, the effect of macamide (with greater inhibitory activity on the FAAH
enzyme) and Celecoxib on the viability of MDA-MB-231 cells individually, it was
decided to combine both treatments to enhance the antineoplastic effect with
concentrations of 3, 10, 30 and 90 uM of the Macamide with greater effectiveness on
the enzyme FAAH with 10 uM of Celecoxib in order to verify the existence of some

kind of synergism.

The present study concluded that Macamide 71 has the greater inhibitory effect on
the FAAH enzyme, and to evaluate the activity on MDA-MB-231 cells, produce a
significant decrease in cell viability as Celecoxib; however, the combination of both

treatments does not have a synergistic effect.

Keywords: Cell Viability, Macamide, Celecoxib.
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INTRODUCCION

En el continente americano, el cancer es la segunda causa de muerte. Se estima que
2,8 millones de personas son diagnosticadas cada afio y 1,3 millones de personas
fallecen por ello.! Asimismo, segin la OMS, el cancer de mama es la neoplasia
maligna méas comun en las mujeres de los Estados Unidos, con més de 40 000 muertes
cada afio. En el Peru se presentan cerca de 4 000 nuevos casos cancer de mama cada

afio y fallecen alrededor de 4 mujeres diariamente.??

Los pacientes con cancer de mama en la misma etapa de la enfermedad pueden
tener respuestas diferentes al tratamiento. Los predictores mas fuertes para las
metastasis (por ejemplo, el estado de los ganglios linfaticos y el grado histoldgico) no
se clasifican con precision debido al comportamiento clinico de los tumores de mama.
La quimioterapia o terapia hormonal reduce el riesgo de metastasis a distancia en
aproximadamente un tercio. Ninguna de las firmas de la expresion génica del cancer

de mama reportadas hasta la fecha permite estrategias de terapia adaptadas al paciente.®

Sin embargo, se ha observado que los farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINE) reducen el riesgo relativo de cancer de mama. Esto motivo hacer uso de un
quimiopreventivo como lo es el Celecoxib, un bloqueador especifico de la

ciclooxigenasa 2 (COX-2), contra la carcinogénesis mamaria.*

Los inhibidores de la COX-2, como lo es el Celecoxib, estan siendo investigados
ampliamente como agentes contra el cancer. En el presente estudio se evalud los
mecanismos por los cuales un inhibidor altamente selectivo de la COX-2, el Celecoxib,
afecta el crecimiento tumoral de dos lineas de células de cancer de mama humano
invasivas diferencialmente.> Asimismo, el estudio del sistema endocannabinoide
revel6 que los cannabinoides son capaces de inducir un aumento dependiente de la
concentracion de actividad FAAH en células cancerosas.®

Los tratamientos convencionales para el cancer de mama son costosos y tienen

efectos secundarios graves. Tratamientos naturales no convencionales han ganado
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amplia aceptacion debido a su promesa de una cura con efectos secundarios minimos
0 no, pero presentan poca evidencia cientifica. Uno de estos remedios comunes es la
semilla de la planta Lepidium sativum, la cual puede actuar contra el cancer de mama,
donde se encontro que la fragmentacion del ADN resulté para ambas células (MCF-7
y HFS), de una manera dependiente del tiempo y de la dosis. Ambas células, en todas
las concentraciones de extracto, no mostraron diferencias significativas en el nimero
de células vivas, muertas, apoptoticas y necroticas. Finalmente, los resultados pueden
indicar que los cambios apoptéticos en MCF-7 pueden ser independientes de la
caspasa-3, que esta implicada en la apoptosis.” Diversas macamidas se han sintetizado
y evaluado frente a distintas lineas celulares.

De acuerdo a esta problematica, el presente estudio tuvo como objetivo principal
evaluar el efecto in vitro de la Macamida 71, Macamida 89 y Macamida 94 sobre el
FAAH y viabilidad celular en combinacion con el Celecoxib en la linea celular MDA-

MB-231 de cancer de mama.
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HIPOTESIS

Dado que existen antecedentes investigativos que indican la actividad inhibitoria de
las macamidas sobre lineas celulares de cancer de mama, y que el Celecoxib ha sido
usado en el tratamiento de este cancer; es probable que la combinacion de las
macamidas y el Celecoxib modifique su actividad inhibitoria sobre las células

cancerosas de mama MDA-MB-231.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

e Evaluar el efecto in vitro N-(Piridin-3-ilmetil) oleamida, N-(6-Cloropiridin-3-
ilmetil) oleamida y (9Z, 122)-N-(Piridin-3-ilmetil) octadeca-9,12-dienamida sobre
el FAAH vy viabilidad celular en combinacion con el Celecoxib en la linea celular
MDA-MB-231 de cancer de mama.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Evaluar el efecto de las tres Macamidas sintéticas sobre la actividad inhibitoria de

la enzima amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH).

e Analizar el efecto de las Macamidas y el Celecoxib individualmente en la viabilidad
celular de las MDA-MB-231.

e Evaluar la actividad de las Macamidas en combinacion con el Celecoxib
provocando la sensibilizacion de la linea celular de cancer de mama MDA-MB-
231.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1. Cancer de mama

El cancer de mama o de seno es uno de los canceres mas comunes que afectan a las
mujeres mas que en hombres.® Inicia cuando las células en el pecho comienzan a crecer
fuera de control y de manera acelerada. Por lo general, estos tumores tienden a
malignizarse invadiendo tejidos circundantes o incluso extenderse a otras areas
distantes del cuerpo, llegando asi a un proceso de metastasis. Como otros tumores
malignos, el cancer de mama es consecuencia de alteraciones en la estructura y funcion

de los genes. Los carcinomas de mama suponen mas de 90% de los tumores malignos.®
1.1. Caracteristicas Anatomicas

La mama es una glandula situada en la cara anterior del térax, su porcion externa
comprende el pezén, en el cual drenan los conductos de la leche y la areola (circulos
oscuros que rodean el pezon). El interior de la mama esta compuesto por tejido de
fibra adiposo, multiples I6bulos y lobulillos unidos por ductos o conductos
galactoforos que llevan la leche hacia pezon. Esta glandula esta rodeada de tejido
graso que le su consistencia y volumen. La mama a su vez, esta irrigada por dos
arterias (axilar y la mamaria interna) y una red de venas que drenan a las venas axilar
y la de la mamaria interna. También, esta constituida por vasos linfaticos que recogen
la linfa. Los vasos linfaticos confluyen en los ganglios linfaticos que se sittan en la
axila, en ambos lados del esterndn y en la clavicula.’®!* En la Fig. 1 se muestra la

ilustracién de la anatomia del seno y su constitucion.

El proceso canceroso inicia a partir de diferentes partes de la mama. En la
mayoria de los canceres de mama el desarrollo del proceso cancerigeno inicia en los
conductos que llevan la leche al pezon y toman el nombre de canceres ductales. Otros
comienzan en las glandulas que sintetizan la leche materna y es Ilamado cancer
lobular. Un pequefio nimero de canceres comienza en otros tejidos de la mama tales
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como sarcomas y linfomas. Cabe destacar, que la mayoria de los bultos en los senos
no son cancer, ya que en ocasiones suelen ser benignos, sin embargo pueden

aumentar el riesgo de contraer cancer de mama.'?

Ganglios
Linfaticos  ————

Musculo

Lobulillos

Conductos

P

-~ Tejido Adiposo
Areola / (Grasa)

Fig. 1 Vista Frontal del seno.™
1.2. Epidemiologia

Gran parte del mundo presenta una creciente incidencia de cancer de mama, pero
con recursos limitados en su tratamiento. La mayoria de los nuevos casos y de las
muertes por cancer de mama se producen con mas frecuencia en las regiones menos
desarrolladas del mundo.'* En el Pert en los afios 1990-1999, en mujeres, el cancer
de mama ocup0 el primer lugar con una tasa de incidencia de 24,28 por 100 000
habitantes, seguido del cancer de cérvix tomando como referencia a Lima
Metropolitana. Esta preocupante tendencia se mantuvo creciendo y tomando un
rostro femenino, pues cada dia afecta mas a mujeres, sea cual fuese su condicién

social o econémica. 4
El cancer de mama representa el 10% de todos los canceres diagnosticados

anualmente a nivel mundial. En el afio 2000 constituyeron el 22% de todos los nuevos

tipos de cancer en mujeres, lo que lo convierte en el mas comdn. Se observaron
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aumentos claros en la incidencia y la mortalidad por cAncer de mama hasta principios
de los afios ochenta tanto en los paises desarrollados y subdesarrollados. Las tasas de
mortalidad por cancer de mama en Europa occidental y América del Norte son del
orden de 15-25 por 100 000 mujeres, siendo un poco mas de un tercio de las tasas de

incidencia, que es de aproximadamente 50-60 por 100 000 casos.!6:’

La incidencia del cancer de mama en los Estados Unidos ha ido aumentando
gradualmente durante las Gltimas tres décadas, se estima que el cancer de mama
cobro la vida de mas de 39 000 hombres y mujeres en 2012, con mas de 229 000

nuevos diagndsticos en el mismo afio.*’

En todo el mundo, se estima que 1,4 millones de mujeres al afio reciben un
diagnostico de cancer de mama, mientras que 458 000 mueren de la enfermedad. En
promedio, 1 de cada 8 mujeres sera diagnosticado con cancer de mama en su vida.
Las proyecciones hacia el afio 2 020 ascienden a una tasa equivalente de 33,12 x 100

mil habitantes a nivel del mundo.®

1.3. Etiologia y Patogénesis

Se ha relacionado el desarrollo de cualquier tipo de cancer por alteraciones
genéticas en el ADN y ello puede aumentar significativamente el riesgo de cancer de
mama. Las hormonas desempefian un rol importante en los diversos tipos de cancer,

aunque no se conoce totalmente como ocurre esto en el cancer de mama.*®
1.3.1. Mutaciones en el ADN

Las células de los senos normales se convierten en cancerosas debido a
cambios (mutaciones) a nivel del ADN. Los genes tienen las instrucciones sobre
como funcionan nuestras células.’> Algunas mutaciones en el ADN son
hereditarias, es decir se adquieren de los padres. Esto significa que las mutaciones
estan en cada célula del cuerpo. Un ADN mutado puede dar lugar a genes mutados.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Los genes controlan: cudndo crecen nuestras células, cuando se dividen para
formar nuevas celulas y cuando mueren. Los cambios o las alteraciones en estos

genes estan vinculados al cancer.!%20

Son mutaciones habituales en los genes BRCA1 y BRCAZ2. Las mutaciones
en el gen BRCAL1 predisponen predominantemente al cAncer de mama y cancer de
ovario, mientras que las mutaciones en el gen BRCA2 predisponen al cancer de
mama, tanto en mujeres como en varones. Aproximadamente del 5 al 10% de todas
las mujeres con cancer de mama pueden tener mutaciones de las células de la linea
germinal en los genes BRCA1 y BRCA2.2! Estos genes funcionan como genes
supresores de tumores, es decir actian dependiente del ciclo celular y se especula
que los dos participan, tanto en la activacion de la transcripcion de diversos genes,
asi como en la reparacion del DNA. El manejo de pacientes con mutaciones en estos
genes debe efectuarse por un equipo multidisciplinario. No obstante, la asignacion

de riesgo, al asesoramiento genético debe ser realizado de manera cuidadosa.®2

1.3.2. Oncogenes

Los protooncogenes son genes que influyen en el crecimiento celular.
Cuando un protooncogén padece de una alteracion genomica, la célula crece fuera
de control y de manera acelerada, lo que conlleva al desarrollo de un oncogén,
principal causante del cancer. Estas alteraciones son usualmente eventos somaticos,
aungue las mutaciones en la linea germinal pueden predisponer a una persona a
heredar un tipo de cancer. Un solo cambio genético rara vez es suficiente para el
desarrollo de un tumor maligno. La mayoria de las pruebas apuntan a un proceso

de maltiples etapas de alteraciones secuenciales.?>%3

1.3.3. Genes supresores
Los genes supresores de tumores son genes normales que desaceleran la

division celular, reparan los errores en el ADN, o indican a las células cancerosas

cuando deben morir.12
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1.3.4. Cambios genéticos hereditarios

En la actualidad existen pruebas genéticas que pueden identificar a algunas
mujeres que han heredado las mutaciones en genes supresores de tumores como el
BRCAL1 o el gen BRCA2 (con menor frecuencia en genes PTEN o TP53). Dado el
caso, se puede tomar medidas preventivas para disminuir el riesgo de desarrollar el
cancer de seno, o identificar cambios en sus senos a fin de ayudar a descubrir el

cancer en una etapa mas temprana para que esta pueda ser tratable.?*

El BRCA1 se localiz6 en cromosoma 17q por enlace genético en 1990 y
posteriormente se clon6 en 1994. Estudios realizados hasta la fecha sugieren que el
gen BRCAL es el causante de la mayoria de las familias que contienen multiples

casos de cancer de mama y de ovario.?®

El BRCA2 se localizé en el cromosoma 13q en 1994 y fue clonado en 1995.
Hay particularmente evidencia clara de que los genes BRCAl y BRCA2
probablemente se involucran en la mayoria de los canceres de mama y ovario. Las
mutaciones en el gen BRCAZ2 contienen casos masculinos. Con mas frecuencia, las
mutaciones de baja penetrancia o variaciones genéticas son un factor en el
desarrollo de cancer. Puede que cada una de estas tenga un pequefio efecto en el
desarrollo del cancer en cualquier persona, aunque el efecto general en la poblacion
puede ser considerable ya que las mutaciones son comunes, y las personas a menudo
tienen mas de una al mismo tiempo. Los genes involucrados pueden afectar los
niveles hormonales, el metabolismo u otras cosas que impactan los factores de
riesgo para el cancer de seno. Estos genes pueden causar la mayor parte del riesgo

de cancer de seno que abunda en familias.81%242°

Por otro lado, los cambios genéticos adquiridos surgen en las células del seno
alo largo de la vida de una mujer y no suelen ser heredados. Estas mutaciones puede
ser el resultado de diversos factores, como radiaciones o sustancias quimicas que

contribuyen al desarrollo del cancer.?
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1.4. Factores de Riesgo

Toda mujer tiene algun grado de riesgo de desarrollar cancer del seno durante su
vida y ese riesgo aumenta a medida que la mujer tiene mas afios. Sin embargo, el
riesgo no es el mismo para todas las mujeres, ya que existen diversos factores a saber
que aumentan las probabilidades de desarrollar esta enfermedad y que a continuacion

se sefialan.?®

1.4.1. Historia Familiar

Las mujeres con antecedentes hereditarios de cancer de mama tienen mayor
riesgo de padecer la enfermedad. Otras familias tienen un patron de herencia
autosémico dominante y son frecuentes las mutaciones en los genes BCRAL y
BRCA2.1819
1.4.2. Género

Las mujeres tienen mayor riesgo de desarrollar el cdncer de mama, por poseer
un tejido mamario mas amplio que de los hombres y por la hormona femenina que
es el estrdgeno que promueve el desarrollo de ello.?®

1.4.3. Alteraciones Genéticas

Las alteraciones especificas en ciertos genes hacen a la mujer méas susceptible

de desarrollar cancer del seno.?’
1.4.4. Biopsias Anormales
Las mujeres con ciertas condiciones anormales en el seno, como hiperplasia

tienen un riesgo mayor. Esto s6lo se puede determinar mediante un estudio
anatémico-patoldgico de una biopsia de mama. Las mujeres de 45 afios de edad o
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mayores cuya mamografia muestra una densidad mayor del tejido del seno tienen

un riesgo elevado.?°

1.4.5. Estilo de vida

El consumo del alcohol, el sobrepeso después de la menopausia y fumar

incrementan el riesgo de desarrollar un cancer de mama.2%2

1.4.6. Historia Reproductiva

Las mujeres que alcanzan la menarguia a una temprana edad y las mujeres
que llegan a la menopausia a una edad avanzada tienen mas posibilidades de
desarrollar el cancer de mama.?®

El cancer de mama también se ha asociado con el riesgo de leucemia
miel6gena aguda, y es parte de un sindrome de cancer familiar que incluye sarcomas
de tejidos blandos. En adicién, las mujeres que han tenido un carcinoma en las
glandulas salivales tienen un riesgo de desarrollar cancer 4 veces mas que el de la
poblacion general. Hasta la actualidad no se conoce la causa especifica del cancer
de mama, no obstante se vincula a varios factores relacionados directa o
indirectamente con las hormonas reproductivas como lo son los estrogenos y la

progesterona.?

1.5. Sintomas y signos

Con los avances en deteccion y tratamiento, el nimero de mujeres que
sobreviven al cancer de mama se ha incrementado significativamente en los Gltimos
afios. El cancer de mama puede darse en una etapa precoz y con una sintomatologia
poco especifica 0 no podria presentarla, lo cual podria dificultar su diagnostico en
una fase inicial. El 80% de los canceres de mama se diagnostican por los sintomas
en este caso un bulto indoloro. EI 10% manifiesta tener dolor sin bulto perceptible,
hipersensibilidad, calor, secrecion del pezon o retraccion de la piel.? En la Tabla N°
1 se sefialan estos sintomas y signos.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

Tabla N° 1 Sintomas y signos del cancer de mama

Estadio temprano Avanzado
» Masa del seno. « Cambios en el tamafio o contorno
« Secrecion del pezon. de la mama.

 Crusting, descamacion, descamacion | « Eritema de la mama.
del pezon. » Lupus axilar o supraclavicular
 Dolor de seno (raro).
* Inversion del pezon.
« Soltura o retraccion de la piel.
« Mamografias anormales,  micro
calcificaciones sospechosas, masas,

densidades asimétricas.

Fuente: Ponirovskaya (2000)

1.6. Diagnostico

1.6.1. Mamografia

Muchos estudios clinicos han demostrado que el prondéstico del cancer de
mama se relaciona con el estadio del diagndstico y tratamiento. La mamografia es
un método de deteccion de cancer de mama en una etapa temprana, incluso en una
etapa in situ, y por lo tanto tiende a ser la principal evaluacion radiologica en la
evaluacion de pacientes con anomalias de la mama. Otras modalidades de imagen
se han desarrollado para paliar sus deficiencias en la diferenciacion entre quistes y
tumores sélidos, siendo el método méas empleado el ultrasonido.?

La mamografia (también Ilamada mastografia) es una imagen plana de la
glandula mamaria obtenida con rayos X.*° La imagen se forma cuando los rayos X
atraviesan la mama. La imagen bidimensional de radiacién atenuada por la mama
incide sobre el receptor de imagen y alli se forma una imagen latente que es hecha
visible por un proceso quimico o electrénico. Un estudio mastografico de escrutinio
consiste de 2 pares de imagenes: una proyeccion craneo-caudal y una medio-lateral-
oblicua, para cada mama.2%3°
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La mamografia es un método de imagen por rayos X que se utiliza para
examinar los senos para la deteccidén temprana de cancer y otras enfermedades del
seno. Se usa como herramienta tanto de diagndstico como de cribado.®* En un
mamograma, se coloca el seno del paciente sobre una placa de soporte plana y se
comprime con otra placa paralela, una maquina de rayos X produce una pequefia
dosis de rayos X que atraviesan el seno hacia un detector ubicado en el lado opuesto.
Estas imagenes tienen el nombre de mamograma de pelicula. Las areas de baja
densidad, como el tejido adiposo, aparecen translucidas, mientras que las areas de
tejido denso, como el tejido conectivo y glandular o los tumores, aparecen mas
blancas en un fondo negro. De esta manera se identifica las posibles anomalias que

podrian llevar a un cancer de mama.?

1.6.2. Ecografia

La ecografia envia ondas sonoras de alta frecuencia a través de la mama y las
convierte en imagenes en una pantalla de visualizacion. El uso de la ecografia
mamaria no sélo se limita a la diferenciacion entre lesiones solidas versus quisticas,
sino que, ofrece detalles morfoldgicos adicionales y mediante Doppler de color
evalUa la vascularizacion de los nédulos sélidos, permitiendo una mejor distincion

entre lesiones benignas y malignas.?

1.6.3. Resonancia Magnética Nuclear

La resonancia magnética nuclear de la mama, es considerada una técnica de
diagndstico por iméagenes que complementa a la mamografia desde hace méas de una
década. No obstante, suele ser una evaluacion poco accesible por el costo elevado
y su disponibilidad.®?

La resonancia magnética de mama es técnicamente exigente y se beneficia
de estrategias de imagen avanzadas (imagen en paralelo), gradientes potentes (> 20
mT/m) y alto campo (> 1T). Deben emplearse bobinas de superficie receptoras
especificas para el estudio de las mamas. Las bobinas multielementos ofrecen
mayor relacion sefial-ruido y la posibilidad de imagen en paralelo.®
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1.6.4. Biopsia

La mayoria de los resultados de biopsia no indican que se trata de cancer,
pero esta evaluacion es la Gnica manera de saber con certeza si hay o no céncer.
Durante una biopsia, se obtiene células del area que causa sospecha para que se
puedan examinar en un laboratorio, y asi saber si existen células cancerosas.
Diversas técnicas indican la aspiracion con aguja fina, la biopsia nuclear y la
excisional o incisional.® La citologia en la biopsia con aspiracion con aguja fina es
rapida y ayuda a confirmar la presencia de un carcinoma. En la actualidad esta
técnica es la mas favorable para detectar o diferenciar tumores benignos y

malignos.'234

1.7. Estadificacion del cancer

Se han tomado como referencia los estadios establecidos por el Comité

Conjunto Americano del Cancer basados en la clasificacion TNM edicion del 2010.

1.7.1. Tumor (T)

Tabla N° 2 Descripcién de un tumor

Tumor | Descripcion

TX | No se puede evaluar el tumor primario.

TO | No hay evidencia de cancer en la mama.

Se refiere al carcinoma in situ. EI cancer se limita a los conductos o
Tis | los lobulillos del tejido mamario y no se ha diseminado al tejido
circundante de la mama.

T1 La parte invasiva del tumor en la mama mide 20 milimetros (mm) o
menos en su area Mas ancha.

La parte invasiva del tumor mide mas de 20 mm pero menos de

T2
50 mm.

T3 La parte invasiva del tumor mide méas de 50 mm.

El tumor se extiende fuera del seno, hacia las arterias o venas
T4 principales que se encuentran cerca de él. EI tumor T4 no se puede

extirpar por completo con una cirugia.
Fuente: La Rosa (1991)
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Mediante el sistema TNM, se utiliza la “T” mas una letra o numero de 0 a 4

para describir el tamafio y la ubicacion del tumor.3*

1.7.2. Ganglio (N)
La “N” en el sistema TNM corresponde a la abreviacion para ganglio
linfatico, que forma parte del sistema inmunitario del cuerpo ya que tiene por

funcion combatir las infecciones y las enfermedades.®*

Tabla N° 3 Descripcion de un ganglio linfatico

Ganglio | Descripcién

NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos.

No se encontré presencia de cancer en los ganglios
N0 linfaticos.
N1 El cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos

Fuente: La Rosa (1991)

1.7.3. Metéstasis (M)

La “M” del sistema TNM indica si el cancer se ha diseminado a otras partes

del cuerpo, lo que se conoce como metastasis a distancia.'

Tabla N° 4 Descripcion de un cancer diseminado

Ganglio | Descripcion

MX No se puede evaluar la metéstasis distante.

MO El cancer no se ha diseminado a otro lado del cuerpo.

M1 El cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo,

incluidos los ganglios linfaticos distantes..

Fuente: American Cancer Society (2017)
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1.7.4. Agrupacion de los estadios del cancer

Los médicos dan el estadio del cancer mediante la clasificacion T, N y M.%

Tabla N° 5 Clasificacion de los estadios del cancer

Estadio

Descripcion

Estadio 0

Se refiere al cancer in situ, se limita a los conductos y lobulillos del
tejido mamario y que no se ha diseminado al tejido circundante de la

mama. También se denomina cancer no invasivo (Tis, NO, MO0).

Estadio 1A

El tumor es pequefio, invasivo y no se ha diseminado a los ganglios
linfaticos (T1, NO, MO).

Estadio IB

El céncer se ha diseminado solo a los ganglios linfaticos y mide méas
de 0.2 mm, pero menos de 2 mm. (TO o T1, N1mic, MO).

Estadio I1A

« No hay evidencia de un tumor en la mama, pero el cancer se
ha diseminado a los ganglios linfaticos axilares (T0, N1, M0).

e EIl tumor mide 20 mm o menos y se ha diseminado a los
ganglios linfaticos axilares (T1, N1, MO0).

e El tumor mide més de 20 mm pero menos de 50 mm y no se

ha diseminado a los ganglios linfaticos axilares (T2, NO, M0).

Estadio 1B

e Eltumor mide mas de 20 mm. pero menos de 50 mm y se ha
diseminado a un numero de uno a tres ganglios linfaticos
axilares (T2, N1, MO0).

e El tumor mide méas de 50 mm pero no se ha diseminado a los

ganglios linfaticos axilares (T3, NO, MO).

Estadio |1

El tumor se ha diseminado a las arterias, venas y/o ganglios linfaticos

cercanos, pero no a otras partes del cuerpo (T4, N1, M0).

Estadio IV

El tumor puede tener cualquier tamafio y se ha diseminado a otros
6rganos, como huesos, pulmones, cerebro, higado, ganglios
linfaticos distantes o pared toracica (cualquier T, cualquier N, M1).

Fuente: Junta Editorial del Cancer (2017)
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1.8. Tratamiento
1.8.1. Tratamientos Locales
1.8.1.1. Cirugia

El manejo quirdrgico ha experimentado una transformacion vertiginosa
en el tratamiento del cancer de mama. La cirugia es un tratamiento comun para
este cancer, y su propoésito primordial es eliminar tanto del cancer como sea
posible. Hay diferentes tipos de cirugias, pero todas tienen el mismo fin, como el
de eliminar completamente el c&ncer, evaluar para saber si existe la propagacion
a ganglios linfaticos debajo del brazo y aliviar los sintomas. Asimismo, en la
mastectomia la extirpacion incluye totalmente el seno, el tejido mamario y en

ocasiones otros tejidos cercanos. Hay varios tipos distintos de mastectomias.*?

1.8.1.2. Radioterapia

La radioterapia es el uso de rayos X u otras particulas con alta potencia
para matar las células cancerosas. El tipo mas frecuente de tratamiento con
radiacién se denomina radioterapia con un haz externo, que es radiacion
administrada desde una maquina externa al cuerpo. Los Estados Unidos en 2002,
aproximadamente el 42% de las mujeres con cancer de mama recibieron

radioterapia adyuvante después de la cirugia.®®%’

La radiacion adyuvante después de la cirugia conservadora de mama
disminuye el riesgo de recidiva local en dos tercios y da como resultado una
supervivencia equivalente a la alcanzada por los pacientes tratados con
mastectomia.*® La radiacion también se recomienda a pacientes sometidos a una
mastectomia pata reducir el riesgo de recurrencia y posiblemente mejorar la

supervivencia.*

Los pacientes con cancer de mama izquierdo que son tratados con

radiacién tienen un mayor riesgo de exposicion de radiacion cardiaca y mayores
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tasas de mortalidad cardiovascular que los pacientes con cancer de mama
derecho.”’ La dosis diferencial de radiacion cardiaca recibida por pacientes con
cancer de mama izquierdo y derecho, permite a los investigadores utilizar datos
observacionales para estimar el riesgo de mortalidad cardiaca por radiacion. No
existen sesgos de seleccion conocidos para diferenciar de otro modo a los
pacientes por lateralidad tumoral, y se espera una distribucion igual de riesgos

entre pacientes con tumores de lado izquierdo y derecho.3®4

1.8.2. Tratamientos Sistémicos

1.8.2.1. Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento con medicamentos contra el cancer
que se pueden administrar por via intravenosa (inyectados en la vena) o por via
oral. Los medicamentos pasan a través del torrente sanguineo para llegar a las
células cancerosas en la mayoria de las partes del cuerpo.*

Después de la cirugia, la quimioterapia adyuvante se utiliza después de la
cirugia para tratar de eliminar las células cancerosas que puedan haber quedado o
que se hayan propagado, pero que no pueden verse, ni siquiera en estudios por
imagenes. Si a estas células se les permitiera crecer, podrian establecer nuevos
tumores en otras partes del cuerpo. La quimioterapia adyuvante puede reducir el

riesgo de que el cancer de seno regrese.*?

Antes de la cirugia (quimioterapia neoadyuvante). Esta terapia es para
reducir el tamafio del tumor para posteriormente extirparlo mediante una cirugia

menos extensa.*244

Los farmacos mas utilizados para la quimioterapia adyuvante y
neoadyuvante en el cancer de mama son: antraciclinas, como la doxorrubicina
(Adriamycin) y la epirrubicina (Ellence); taxanos, como el paclitaxel (Taxol) y el
docetaxel (Taxotere); 5-fluorouracilo (5-FU); Ciclofosfamida (Cytoxan); y
Carboplatino (Paraplatin).*?
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Algunos medicamentos de quimioterapia Utiles en el tratamiento de
mujeres con cancer de seno que se ha propagado son: mitoxantrona (Novantrone);
Ixabepilona (Ixempra); paclitaxel ligado a albumina (nab-paclitaxel o Abraxane);

y eribulina (Halaven).42-44

Algunos de los posibles efectos secundarios mas comunes incluyen: caida
de pelo, cambios en las ufias, Glceras en la boca, pérdida o aumento de apetito,

nauseas y vomitos.*?4

La quimioterapia puede afectar las células productoras de sangre de la
médula désea, lo que causa: aumento de la probabilidad de infecciones, tendencia

a presentar moretones o sangrados facilmente, cansancio y diarrea.*>#4

1.8.3. Terapia hormonal

Es recomendable posterior a la cirugia para ayudar a reducir el riesgo de que
el cancer regrese. Generalmente se administra por un lapso de 5 afios.*® Los
canceres de mama con receptores de hormonas positivas. Las células cancerosas de
mama tienen receptores que se unen a las hormonas estrégeno (céanceres ER-
positivo) o progesterona (canceres PR-positivo). Altos niveles de estrogeno
promueven a las células cancerosas a crecer y a propagarse.*® Existen diferentes
tipos de terapia hormonal que utilizan distintas formas para evitar que el estrégeno
ayude a que el cancer se prolifere.*

1.8.3.1. Tamoxifeno

El tamoxifeno bloquea los receptores de estrogeno en las células
cancerosas del seno. Evita que el estrdgeno se adhiera a las células cancerosas y
les indique que crezcan y se dividan. Los efectos secundarios mas comunes del
tamoxifeno son: cansancio, acaloramientos, secrecion o resequedad vaginal y
cambios de humor.*’
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1.8.3.2. Fulvestrant (Faslodex)

El fulvestrant bloquea los receptores de estrgeno, y los elimina
temporalmente. El fulvestrant se usa para tratar el cancer de mama en un estadio
metastasico, con mas frecuencia después que otros medicamentos hormonales han
dejado de surtir efecto. Los efectos secundarios comunes a corto plazo pueden

incluir: acaloramientos, sudores nocturnos, nauseas leves y cansancio.*

1.8.3.3. Inhibidores de la aromatasa

Los inhibidores de la aromatasa son medicamentos que detienen la
produccidn de estrogeno. Hay tres inhibidores de la aromatasa que parecen todos
funcionar casi igual de bien en el tratamiento del cancer de seno: letrozol
(Femara), anastrozol (Arimidex) y exemestano (Aromasin).*®

1.8.3.4. Ablacién de los ovarios

En las mujeres premenopausicas, la extirpacion o suspension de la
funcion de los ovarios (ablacién ovarica), que son la fuente principal de estrogeno,
les convierte en posmenopausicas. Puede que esto permita que algunas terapias

hormonales, como los inhibidores de la aromatasa, sean mas eficaces.*

1.8.4. Terapia dirigida

Las células cancerosas tienen demasiada cantidad de una proteina que
promueve el crecimiento, conocida como HER2/neu (o simplemente HER2), en sus
superficies. Estos tipos de cancer, conocidos como céanceres de seno HER2-
positivos, tienden a crecer y a propagarse de manera mas agresiva. No obstante, se
han desarrollado varios medicamentos que atacan a esta proteina: trastuzumab
(Herceptin), este medicamento es un anticuerpo monoclonal, una version artificial
de una proteina muy especifica del sistema inmunitario.®® Pertuzumab

(Perjeta), este anticuerpo monoclonal se puede administrar con trastuzumab vy
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quimioterapia. Los efectos secundarios de la terapia dirigida para el cAncer de seno
HER2 positivo son: dafio cardiaco, cansancio, diarrea e hinchazén de las piernas.®!

Por otro lado, los inhibidores de CDK4/6, tales como: el palbociclib (Ibrance)
y el ribociclib (Kisgali), son medicamentos que bloquean las proteinas en la célula
Ilamadas quinasas dependientes de ciclinas (CDK), particularmente CDK4 y
CDK®6. El bloqueo de estas proteinas en las células del cancer de seno con
receptores hormonales positivos ayuda a detener la division de las células. Los
efectos secundarios de estos medicamentos suelen ser leves y pueden incluir bajos
recuentos sanguineos, cansancio, nduseas, vomitos, Ulceras bucales, pérdida de
cabello, diarrea y dolores de cabeza. Un recuento muy bajo en el nivel de glébulos

blancos puede aumentar su riesgo de infecciones graves.>?

2. Sistema endocannabinoide

En Europa, se utilizaron a finales del siglo X1X para tratar el dolor, espasmos, asma,
trastornos del suefio, depresion y pérdida del apetito. En la primera mitad del siglo XX
los cannabinoides redujeron su uso, en parte porque los cientificos no pudieron
establecer la estructura quimica de los ingredientes de la planta del cannabis. Sélo en
1964 se definio estereoquimicamente el (-)-trans-delta-9-tetrahidrocannabinol (THC,
dronabinol), principal ingrediente activo del cannabis. Esto, seguido por el
descubrimiento del propio sistema cannabinoide del cuerpo con receptores especificos
y ligandos enddgenos, marcé el comienzo de una investigacion intensiva sobre el
Sistema endocannabinoide y la relevancia clinica de Medicamentos a base de

cannabis.>®

Hasta la fecha, dos receptores cannabinoides endégenos han sido identificados. La
ubicacién predominantemente céntrica del receptor CB1 se clond en 1990 y el receptor
CB2 periférico, expresado principalmente por células del sistema inmunoldgico, 3
afios después. Mientras tanto, los receptores CB1 también se han demostrado no sélo
en el SNC, sino también en muchos érganos y tejidos periféricos. Por ejemplo, en las

células inmunes, bazo, glandulas suprarrenales, simpatico, ganglios, pancreas, piel,
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corazon, vasos sanguineos, pulmon, partes del tracto urogenital y tracto

gastrointestinal >

Solo la activacion del receptor CB1 mas no del receptor CB2 conduce a los bien
conocidos efectos psicotrépicos. En 1992 se demostraron agonistas endogenos de los
receptores cannabinoides. Los dos endocannabinoides mas importantes son
anandamida (araquidonoil etanolamida) y 2-araquidonoil-glicerol. Desde el
descubrimiento de este complejo receptor cannabinoide enddgeno ha sido evidente que
los cannabinoides tengan acciones fisioldgicas. Hay una gran variedad de
interacciones entre los CB1 y muchos neurotransmisores diferentes, asi como
neuromoduladores en el centro periférico nervioso. Por ejemplo, la activacion de
Receptores CB1 conduce a la inhibicion retrégrada, liberacion neuronal de
acetilcolina, dopamina, GABA, histamina, serotonina, glutamato, colecistoquinina, D
-Aspartato, glicina y noradrenalina. El receptor CB1 es el receptor de la proteina G
méas ampliamente distribuido en el SNC. Estas interacciones complejas no solo
explican el gran namero de acciones fisiologicas de Cannabinoides, sino también los

efectos farmacoldgicos de preparaciones de cannabis.>*

La posible relacién entre endocannabinoides y la inmunidad sigue siendo
claramente determinada, a pesar del gran interés por los receptores endocannabinoides

y los cannabinoides dentro del sistema inmune.>

Una serie de lineas de células tumorales ademas de gliomas demostraron poseer
uno o méas componentes del endocannabinoide, tales como la capacidad de sintetizar
uno o méas endocannabinoides, receptores o transportadores de membrana AEA y/o
FAAH, que cooperan en la inactivacion de endocannabinoides. Sin embargo, ahora
parece claro que el efecto de los endocannabinoides sobre las poblaciones de células
en proliferacion es especifico de tipo celular y difiere del efecto de los productos

naturales o sintéticos.>®

Las investigaciones llevadas a cabo durante los Gltimos afios han demostrado que

la administracién de cannabinoides ejerce una accion inhibitoria del crecimiento en
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diversos tipos de células cancerosas. Sin embargo, a pesar de los progresos
considerables que se han hecho hacia la comprension de los mecanismos moleculares
que subyacen a las acciones antitumorales de los cannabinoides, en la actualidad no
existe un mecanismo universal por el cual los cannabinoides pueden afectar la
viabilidad y la proliferacién celular, ademas no se han establecido relaciones claras
entre estructura-actividad.*

En algunos casos, los cannabinoides (endo) actuan a través de receptores
cannabinoides (CBR) y / o receptores vanilloides (potencial transitorio del receptor
vanilloide tipo 1, TRPV1), mientras que en otros estudios se ha informado que inhiben
el crecimiento de células tumorales por mecanismos no relacionados con el receptor
estimulo. Se ha informado de que en las células tumorales los cannabinoides actdan
preferentemente a través de la via de la ceramida y la muerte apoptética, pero se han
documentado otros mecanismos como la detencion del ciclo celular, el dafio por estrés

oxidativo y el aumento de la concentracion de calcio.>

Los cannabinoides también pueden actuar dirigiéndose a la angiogénesis y la
migracion celular, asi como interferir con la accion de algunos factores de crecimiento,
blogueando de esta forma los canceres mitogénicos dependientes del factor. Ademas,
intrigantes investigaciones proponen que los farmacos que modulan el sistema
cannabinoide endogeno (ECS) pueden ser utilizados en la terapia del céancer,
proporcionando proteccion contra el crecimiento y la propagacion del cancer. El
sistema endocanabinoide incluye amidas y ésteres de acidos grasos poliinsaturados,
como la N-araquidonoiletanolamina (anandamida, AEA), las enzimas que sintetizan
(N-acil-fosfatidiletanolaminas-hidrolizando fosfolipasa D, NAPE-PLD) o degradan
AEA (amida hidrolasa de acidos grasos, FAAH) y los receptores CBR y TRPV1 de
union a la AEA. Ademas, el ECS incluye congéneres AEA como 2-
araquidonoilglicerol, para los cuales se han descubierto recientemente enzimas
biosintéticas especificas e hidroliticas. Sin embargo, el 2-araquidonoilglicerol no
parece jugar un papel importante en el control de la eleccion celular entre la

supervivencia y la muerte.>
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Se han recogido pruebas sustanciales que apoyan un papel fundamental para el
metabolismo del acido araquiddénico (AA) catalizado por lipoxigenasa (LOX) vy
ciclooxigenasa (COX) en el desarrollo del cancer. En particular, 5-LOX y COX-2 son
las isoenzimas mas implicadas en el control del crecimiento celular y la muerte dentro
del SNC.®

3. Acido graso de amida hidrolasa (FAAH)

Es un miembro de la familia de enzimas serina hidrolasa. Se demostrd primero que
podia romper la anandamida en 1993. En los seres humanos, esta codificada por el gen
FAAH. EI FAAH es una membrana hidrolasa integral con un Unico dominio de
transmembrana, N-terminal. EI FAAH tiene actividad de esterasa y amidasa in vitro.
In vivo, el FAAH es la principal enzima catabdlica para una clase de lipidos bioactivos
[lamados las amidas de acidos grasos (FAAS). Los miembros de las FAA incluyen:
anandamida (N-araquidonoiletanolamina), un endocannabinoide; la oleamida lipidica
inductora del suefio; las N-aciltaurinas, que son agonistas de la familia de potencial
transitorio del receptor (TRP) de los canales de calcio; y otras tales como las N-

aciletanolaminas, N-oleoiletanolamina y N-palmitoiletanolamina.>*

FAAH en ratones muestran niveles muy elevados de N-aciletanolaminas y N-
aciltaurinas en diversos tejidos (> 15 veces). Debido a sus niveles significativamente
elevados de anandamida, los FAAH tienen un fenotipo analgésico, mostrando una
sensacion de dolor reducida en la prueba de placa caliente, la prueba de formalina 'y la
prueba de flick de la cola. Por Gltimo, debido a su capacidad disminuida para degradar
la anandamida, FAAH también muestran supersensibilidad a la anandamida exogena,

un agonista de los receptores cannabinoides.>*

Una mutacion en FAAH inicialmente estaba vinculada provisionalmente a la
drogadiccion y la dependencia, pero esto no se confirmo en los estudios posteriores.
Estudios en células y animales incluso en células humanas han demostrado que la
inhibicién de FAAH puede ser una estrategia Util para tratar los trastornos de ansiedad.
Cabe destacar un agonista de vital importancia como la palmitoiletanolamida. Se ha
demostrado que la palmitoiletanolamida (PEA) actla en sinergia con la anandamida
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(araquidonoiletanolamida, AEA), un agonista endégeno del receptor cannabinoide
tipo 1 (CB1). Este efecto sinérgico se redujo por el antagonista del receptor
canabinoide CB2 SR144528, aunque la PEA no activa ni los receptores CB1 ni los
receptores CB2. Aqui se demuestra que la PEA potencia potentemente los efectos
antiproliferativos de AEA en las células humanas de cancer de mama (HBCC), en parte
por la inhibicion de la expresion de acido graso amida hidrolasa (FAAH), la principal
enzima que cataliza la degradacion de AEA. EI PEA (1-10 \ mu M) potencié de manera
relacionada con la dosis el efecto inhibidor de AEA tanto en la proliferacion de HBCC
basal como en el factor de crecimiento nervioso (NGF), sin inducir ningln efecto
citostatico por si mismo. El efecto de la PEA se debi6 en parte a la inhibicion de la
degradacion de AEA, ya que el tratamiento le provoco una regulacién negativa de
aproximadamente 30-40% de la expresion y actividad de FAAH. Sin embargo, la PEA
también aumentd el efecto citostatico del agonista de receptores cannabinoides HU-
210, aunque de manera menos potente que con AEA.>

4. Celecoxib

El celecoxib tiene como nombre IUPAC 4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)
pirazol-1-il]benzeno sulfonamida (Fig. 2) y es un inhibidor de la ciclooxigenasa tipo
2 (COX2) que pertenece a los medicamentos antiinflamatorio no esteroideo (AINE).
Este farmaco tiene diferentes propiedades farmacologicas efectos tales como
analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios.*® Ademas, el celecoxib fue uno de los
primeros inhibidores selectivos de COX-2 aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) y por la European Medicines Agency (EMEA), para el
tratamiento de artritis reumatoide, osteoartritis y para el alivio del dolor agudo

asociado a la cirugia dental y la dismenorrea primaria.
4.1. Celecoxib como inhibidor de la COX-2

La ciclooxigenasa es una enzima que produce prostaglandinas a partir del acido
araquiddnico (AA) y se dan las 3 isoformas conocidas como COX-1, COX-2 y COX-
3. El &cido araquidonico permite la sintesis de prostaglandinas. Inicialmente la

formacion del acido araquidonico se da mediante los fosfolipidos que estan en la

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ot DE SANTA MARIA

membrana mediado por la fosfolipasa A2, luego la COX-2 convierte el &cido

araquidonico en prostaglandinas, prostaciclina y tromboxanos.*

La COX-1 se encuentra en muchas células normales y en la mayoria de los
tejidos, de la misma manera es participe de algunos procesos como la regulacion
homeostatica celular y la regulacion del tono vascular. La COX-2 se expresa
mediante la liberacién de citocinas inflamatorias. La COX-3 posee una alta
sensibilidad al acetaminofén y se report6 que hay una mayor expresion en el cerebro
y el corazon. ElI Celecoxib ¢ 4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)pirazol-1-il)
benzenosulfonamida], contiene un grupo sulfonamida en sustitucion del grupo
carboxilo de &cidos antiinflamatorios no esteroideos, presentes en los AINE no
selectivos. Los anillos fenilo del celecoxib tiene una propiedad catalitica potente

sobre la COX-2, lo cual lo hace selectivo.®®
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Fig. 2 Estructura del Celecoxib.>’
4.2. Celecoxib y el cancer de mama

Estudios moleculares recientes de tumores de mama indican que la COX-2 es
indebidamente inducida y que tanto la COX-2 como la COX-1 estan reguladas en las

células malignas.®®

Ademas, la prostaglandina principal, PGE2, induce especificamente la region
promotora del gen Il de la aromatasa del citocromo P-450 (CYP-19). Este efecto
paracrino de PGE2 potencia, por tanto, la biosintesis local de estrégeno y proporciona

un vinculo critico entre la cascada de prostaglandina y desregulacién de la biosintesis
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de estrdgenos en la carcinogénesis mamaria. Los efectos antiinflamatorios de los
AINE provienen del bloqueo de la cascada de prostaglandinas mediante la inhibicion
de su enzima limitante de velocidad, COX.%" El celecoxib tiene propiedades
antiinflamatorias y analgesicas significativas, asi como menor toxicidad que otros
AINE como la aspirina y el ibuprofeno que también inhiben tanto la COX-1 como la
COX-2 pero no con la eficacia del celecoxib sobre la COX-2.%°7

La sobreexpresion de COX-2 se ha asociado con el comportamiento tumoral y
con prondstico en varios canceres. La inhibicion selectiva de la actividad COX-2 en
varios modelos animales se ha asociado con una disminucién de la produccion de
nUevos vasos sanguineos en tumores, en la formacion de nuevos vasos, y el aumento
de la apoptosis de células cancerosas como la del pulmon y de mama. Asimismo, La
sobreexpresion de COX-2 se asocia con la carcinogénesis, invasividad y con la
metastasis de tumores malignos. El papel del celecoxib en la prevencién y el
tratamiento de los tumores han estado atrayendo en los Gltimos afios debido a su
carécter selectivo y especifico.®® Se revela que los endocannabinoides se metabolizan
por COX-2 y amida hidrolasa de &cidos grasos (FAAH). Asi, probablemente la
inhibicion de COX-2 y FAAH por celecoxib podria conducir a niveles de
cannabinoides enddgenos elevados (Fig. 3).>°

Antinocicepcion

t

Receptores CB1

OH
HZN/\/

Acido Araquidénico Etanolamina PGE,-Etanolamina

Fig. 3 Celecoxib sobre COX-2 y FAAH.%
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4.3. Efectos secundarios del celecoxib

Suelen ser poco frecuentes y la mayoria se dan en 1 de cada 100 pacientes. Entre
ellos tenemos: dolor de estomago, diarrea, digestion pesada, gases, mareo, insomnio,
congestion nasal, sinusitis, faringitis, retencion de liquidos, erupcion de la piel e

hinchazon de las piernas y tobillos.*

5. Macamidas

Conocido en el sur de América como “Maca” (Lepidium meyenii), es una
cosecha andina que se encuentra sélo en una zona muy restringida del centro del Peru
en el departamento de Junin y Pasco, en el sector agroecoldgico superior a 4000 m
donde la temperatura es baja y los vientos limitan otros cultivos, pero puede
cultivarse fuera de su actual habitat “natural™. La Maca es una planta herbacea bienal,
cuya parte subterranea es el hipocétilo lo cual es comestible y altamente valorado por

su nutricion (especialmente proteinas y minerales).%!

El hipocotilo también se ha utilizado para tratar a las mujeres con menopausia
cuyos sintomas que incluyen sofocos, pechos sensibles, sequedad vaginal,
osteoporosis, etc. Los alcaloides de la maca como los esteroides, glucosinolatos,
sotiocianatos y macamidas son probablemente responsables de su efecto afrodisiaco,
hormonal, adaptogénico, anabélico e inmunoestimulante.®? Varios estudios han sido
realizados con la maca, la mayoria de ellos examinando sus efectos sobre la
sexualidad, asi como sus funciones reproductivas en roedores y humanos. Otros
estudios surgieron en los trastornos de la menopausia, la fertilidad femenina, los
efectos "anti-estrés" y acciones sobre el sistema nervioso central lo cual afectan la
memoria y neuronas por lo cual hay necesidad de estudios farmacoldgicos

adicionales para caracterizar propiedades de esta planta.®*
5.1. Descripcion botanica

La maca se caracteriza por una parte de ella en la superficie y una parte
subterranea. La parte de la superficie es pequefia y plana en apariencia. Esto es debido
a un resultado de un proceso de adaptacion para evitar impactos de fuertes vientos.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =<2 DE SANTA MARIA

La parte principal y la parte comestible de la planta es un tubérculo tipo rabano que
constituye el hipocétilo y la raiz de la planta. Este eje hipocotilo-raiz es de 10-14 cm
de largo y 3-5 cm de ancho, constituye un 6rgano de almacenamiento un alto
contenido de agua. Después del secado, los hipocotilo son drasticamente reducido en
tamafio a aproximadamente 2-8 cm de diametro. El peso medio de los hipocotilos
secos puede variar considerablemente que van desde 7,64 g en hipocoétilos de maca
negra en Yanacancha, Chupaca, a 23,88 g en maca negra de Carhuamayo, Junin
(ambos en los Andes centrales peruanos). Hay muchos tipos de maca que se pueden
caracterizar por el color de sus hipocotilos. En Carhuamayo, Junin, en el Altiplano
peruano, 13 colores de maca han sido descritos, que van desde el blanco al negro.
Recientemente, se ha demostrado que diferentes tipos de maca (segun su color) tienen

diferentes propiedades biol6gicas.®®

Para que la maca crezca necesita de un suelo rico en materia organica y &cido.
De hecho, nuestros estudios revelaron que los extractos acuosos de maca son &cidos.
En 1982, el Consejo Internacional para la Proteccion de los recursos declararon que
la maca esté en peligro de extincion como la planta.®* En los tltimos 10 afios, debido
al interés de los mercados europeos, norteamericanos y japoneses, la produccioén de
maca ha aumentado notablemente. El género incluye aproximadamente 175 especies,
lo que lo convierte en uno de los géneros mas grandes de la familia Brassicaceae.
Las hojas son verdes, fragantes, y se encuentran en la superficie del suelo en una
roseta que se renueva continuamente desde el centro hacia las hojas cuando mueren.
El principal tallo es corto y estd conectado a un drgano de almacenamiento
subterraneo. Las flores son blanquecinas, autofértiles y se llevan sobre un racimo
central; ellos son seguidos por frutos siliculosos de 4-5 mm, cada uno conteniendo
dos pequefias (2-2,5 mm) semillas ovoides rojizo-grises. Las semillas son el Unico
método de reproduccidn; puesto a que germinan dentro de los cinco dias de madurez
bajo condiciones adecuadas. Los hipocoétilos pueden variar mucho en tamafio y
forma, pueden ser conicos, ovoides, esférica o cilindrica. Los hipocétilos de la maca
pueden ser oro crema, rojo, purpura, negro o verde. Cada una se considera una
variedad genéticamente Unica, como las semillas de las plantas madres que crecen
para tener raices del mismo color.®*
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5.2. Origen, Distribucion y cultivacion

El género probablemente se origino en la cuenca mediterranea, donde la mayor
parte de las especies diploides se encuentran. Poco se sabe sobre el tiempo de origen
y los mecanismos responsables de su actual distribucion mundial. Las especies de
Lepidium andino pertenecen principalmente a las secciones Dileptium y Monoploca,

que son interesantes porque crecen a grandes altitudes.®

La Taxonomia de las especies cultivadas ha sido cuestionada en base a
observaciones morfologicas. Un cambio en el nombre de Lepidium peruvianum
Chacon ha sido propuesto; por lo tanto, ambos nombres se usan como sinénimos para
todos los ecotipos de Maca. Ninguna de las especies salvajes de Lepidium son
idénticas a la Maca cultivada, ya que debido a las duras condiciones climaticas en las
que crece contribuyen a sus propiedades farmacologicas. EI Pera es el Unico
productor de Maca, y la Unica region geografica con condiciones optimas para su
produccion y se encuentra en el departamento de Junin, 230 km de Lima a una altitud
de 4300 m. En el momento de Cosecha, las plantas se arrancan y los hipocétilos se
separan de las partes aéreas. Después de la limpieza, los hipocétilos se separan para
el secado con el sol, que toma varias semanas a 3 meses. Los hipocétilos secos se

pueden almacenar con seguridad durante afios, es mas hasta que se consuman.®

El 5% de la cosecha anual se utiliza separadamente para la produccion de
semillas, estas plantas son trasplantadas a otros campos para crecer hasta que las
semillas maduren en 6 a 7 meses, momento en el cual las plantas son cosechadas y
secadas en su forma entera. Las semillas se separan agitando las plantas. Para iniciar

un nuevo cultivo se necesitan 3,5 kg de semillas por hectarea.®®
5.3. Fitoquimica

Los hipocétilos de maca representan los érganos de almacenamiento de las
plantas y con alta proporcién de carbohidratos. Los sacaridos hidrolizables
constituyen 50-60% de los hipocotilos de maca seca. Otros constituyentes primarios
son las proteinas (10-12%), lipidos (2-3%), fibra (8-9%) y cenizas (4-5%). El
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contenido de agua de los hipocétilos frescos puede ser tan alto como 80% Yy en el
contenido de agua residual es 10-12%. La composicion de aminoacidos muestra un
excelente perfil, ya que cuenta con un alto contenido de aminoacidos esenciales tales
como treonina (33.1), tirosina (30,6), fenilalanina (55,3), valina (79,3), metionina
(28,0), Isoleucina (47,4), leucina (91), lisina (54,5) y triptéfano (10,0) expresado
como mg de aminoécidos por g de proteina. Por otro lado, la maca tiene
concentraciones del &cido linoleico (32,6%), cido palmitico (23,8%) y acido oleico
(11,1%). La fraccion esteroide consiste principalmente en brassicasterol (9,1%),
Ergosterol (13,6%), campesterol (27,3%), ergostadienol (4,15%) y Sitosterol
(45,5%).5

Las alquilamidas son derivados lipidicos presentes en los hipocoétilos de maca,
que se consideran constituyentes interesantes debido a su similitud estructural a los
compuestos endogenos encontrados en los vertebrados que forman el Sistema
Endocannabinoide. Las alquilamidas benciladas (macamidas) han sido aislados de
los extractos de hexano de maca; N-bencil-5-0x0-6E, 8 y N-bencilhexadecanamida
fueron las dos primeras macamidas, junto con el acido ceto aciclico 5-oxo-6E y el
acido 8-Eoctadecadienoico. Los acidos grasos que forman parte de las macamidas

tienen caracteristicas quimicas Unicas, y en la forma libre se designan macaenos.®’

Estudios adicionales han llevado al aislamiento y caracterizacion de cinco
Alquilamidas nuevas: N-bencil-9-oxo0-12Z-octadecenamida, N-bencil-9-0x0-12Z,
15Z-octadecadienamida, N-bencil-13-o0x0-9E, 11E-octadecadienamida, N-bencil-
15Z-tetracosenamida y N-(m-metoxibencil)hexadecanamida. Otras investigaciones
han conducido a la identificacion de N-benciloctade-canamida, N-
bencilpentadecanamida, N-bencil-heptadecanamida, N-bencil-9Z-octadecenamida,
N-bencil-9Z, 12Z-octadecadienamida, y N-bencil-9Z, 12Z, 15Z-octadecatrienamida,

asi como las formas metoxiladas de los compuestos insaturados.®’

Las alquilamidas tienen una distribucion restringida en el reino vegetal, se
encuentran principalmente en cuatro familias de plantas: Piperaceae,
Aristolochiaceae, Rutaceae y Asteraceae. Las alquilamidas aisladas de la maca
(Brassicaceae) son una excepcion a esta distribucion sistematica, y estos compuestos

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

no han sido reportados en otras especies de Lepidium. Por lo tanto, estos compuestos
podrian usarse como marcadores para la normalizacién y su seleccién farmacologica

es un paso importante al establecer la importancia de Lepidium meyenii.®®

5.4. Actividad Farmacoldgica

Esta planta es usada para mejorar la fertilidad y el comportamiento sexual tanto
en hombres como en mujeres. Ademas, se utiliza para prevenir enfermedades

cronicas y retardar los efectos perjudiciales del envejecimiento.5t

Los extractos acuosos de maca se han evaluado con varios métodos para la
actividad antioxidante in vitro. Las células mamarias cancerosas también fueron
expuestas a extractos de maca en una gama de concentraciones para evaluar su
actividad proliferativa como indicador de estrogenicidad. Sin embargo, la relacion
entre la ingesta de maca y sus efectos en el sistema reproductivo masculino ain no
se ha determinado. Los estudios en animales no indicaron efectos de la maca en los
niveles de estradiol, progesterona, testosterona y otras hormonas. La maca también
es Util para el tratamiento de la osteoporosis posmenopausica. Derivados, que a su
vez podria neutralizar carcin6genos por un antioxidante o mediante la activacion de
las enzimas hepaticas para proteger contra carcindgenos. Estudios demostraron que
la Maca redujo significativamente los sintomas asociados con la menopausia,
incluyendo efectos significativos como ansiedad y depresion. Otros estudios clinicos
recientes también han demostrado los efectos beneficiosos de los hipocétilos de Maca
sobre el inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina (ISRS) inducida por la

disfuncion sexual.%®
6. Cultivo celular
Son los procedimientos que permiten la conservacién de células in vitro,
preservando al maximo sus propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas. Se

consiguen mantener clones de un solo tipo de células de origen animal y/o vegetal bajo

condiciones especificas de cada linea celular bien definidos a partir de cada cultivo
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celular. Si se logra mantenerlas como se describe, se puede alcanzar una mayor
viabilidad en las células lo que, hace que los cultivos celulares sean Optimos para

trabajos de investigacion basica.’”®

6.1. Cultivo celular primario

Los cultivos primarios se derivan directamente de tejido animal normal
extirpado y cultivos ya sea como cultivo explante o después de la disociacion en una
unica suspension celular por digestion enzimética. La preparacion de cultivos
primarios es intensiva y puede mantenerse in vitro sélo por un periodo limitado de
tiempo. Durante su vida util relativamente limitada, las células primarias suelen

conservar muchas de las caracteristicas diferenciadas de la célula in vivo.”®

6.2. Linea Celular

Células de un tipo Unico (humano, animal o vegetal) que se han adaptado para

crecer continuamente en el laboratorio y que se usan en investigacion.”

6.3. Pasaje Celular

La transferencia de células, con o sin dilucion, de un recipiente de cultivo a

otro.”®

6.4. Células MDA-MB-231

La linea celular MDA-MB-231 es una de las méas utilizadas para el estudio
experimental in vitro del cAncer de mama hormona-independiente. Se ha comprobado
que estas células presentan un crecimiento rapido en medios pocos enriquecidos.
Poseen abundantes receptores de membrana para el factor de crecimiento epidérmico
(EGF), pero paraddjicamente no se sobreestimulan con dicho factor. Los estudios
bioquimicos y genéticos con estas células han contribuido enormemente a la

investigacion del cancer de mama y al desarrollo de farmacos para ayudar a
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combatirlo. Esta linea celular se establecio a partir de una sola muestra de efusion
pleural obtenida el 17 de octubre de 1973, de una mujer blanca de 51 afios de edad,
que habia tenido una mastectomia radical derecha en enero de 1969 por un tumor
tumor mal diferenciado. Este paciente también tenia un carcinoma intraductal. Un
derrame pericardico y un derrame pleural izquierdo aparecieron en junio y julio de
1973, respectivamente. Ambos contenian células malignas compatibles con un tumor

primario de la mama.”

6.5. Ensayo de viabilidad celular (MTS)

El ensayo MTS es un ensayo colorimétrico para la evaluacion de la viabilidad
celular en ensayos de citotoxicidad o proliferacion. El Reactivo de Solucion CellTiter
96® AQueous One contiene una nueva sal interna de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio] o MTS y un reactivo de
acoplamiento de electrones (etosulfato de fenazina, PES). PES ha mejorado la

estabilidad quimica, lo que permite combinarla con MTS para formar una solucién

estable.”
OCH:COOH OCH;COOH
SO3 S0;
N N
2 \/N/©/ \N\/©/
N:N{{s CH, —_— N=NHY3 CHy
v e
CH 3 CH 3
MTS Formazan

Fig. 4 Reaccion del MTS Assay.’2

La enzima oxidorreductosa celular NAD(P)H, refleja el numero de células
viables presentes. Estas enzimas son capaces de reducir el colorante de tetrazolio
MTS que es de color amarillo a formazan que es de color pdrpura en las células vivas.
El producto formazan tiene un méaximo de absorbancia a 490-500nm en solucién
salina tamponada con fosfato. El ensayo de MTS se describe a menudo como un

ensayo de MTT de un solo paso, que ofrece la oportunidad de afiadir el reactivo
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directamente al cultivo celular sin los pasos intermitentes requeridas en el ensayo de
MTT. Los ensayos con MTS se realizan generalmente en la oscuridad ya que el
reactivo MTS es sensible a la luz. La cantidad de producto de formazan medida por
absorbancia a 490 nm es directamente proporcional al nimero de células vivas en

cultivo.”

Debido a que el producto formazan de MTS es soluble en medio de cultivo de
tejidos, el Ensayo de Solucion CellTiter 96® AQueous One requiere menos etapas

de procedimientos que utilizan compuestos de tetrazolio tales como MTT o INT.”3

6.6. Ensayo FAAH

Los endocannabinoides primarios, araquidonoiletanolamida (AEA) y 2-
araquidonoil glicerol (2-AG), se liberan a peticion de los precursores de lipidos y se
unen a los receptores cannabinoides (CB1) en el cerebro o receptores CB2 en los
tejidos periféricos. La amida hidrolasa de acido graso (FAAH) es una serina hidrolasa
citosolica responsable de la degradacion de amidas de acidos grasos, incluyendo
AEA. Encontrar inhibidores de FAAH podria ofrecer un enfoque beneficioso para el
tratamiento del dolor, la obesidad y diversas enfermedades neuroldgicas, donde una
mayor actividad endocannabinoide seria beneficioso. El kit Cayman’s FAAH
Inhibitor Screening Assay proporciona un método conveniente basado en la
fluorescencia para el cribado de inhibidores de FAAH. FAAH hidroliza AMC-
araquidonoil amida dando como resultado la liberacion del producto fluorescente, 7-
amino-4-metilcumarina (AMC). El fluordforo se puede analizar facilmente usando
una longitud de onda de excitacion de 340-360 nm y una longitud de onda de emision
de 450-465 nm."
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

1. Materiales, reactivos y equipos

1.1. Material Bioldgico y otros

e Camaras de conteo desechables de la casa Nexcelom

e Linea celular cancerosa mamaria MDA-MB-231 de la casa ATCC

e Placas de 96 pocillos estériles de la casa Thermo Scientific

e Placas de 96 pocillos estériles de color negro de la casa Thermo Scientific
e Micropipetas de un solo canal de la casa VWR®

e Alcohol al 70%

1.2. Reactivos

Medio Eagle Modificado de Dulbecco, DMEM, (con 4.5 g/L de glucosa, L-

glutamina y piruvato de sodio), de la casa Cellgro®

e Suero bovino fetal (10%), de la casa Global Cell Solutions

e Solucion de penicilina-estreptomicina (10,000 unidades/mL de Penicilina 'y
10,000 pg/mL de estreptomicina) de la casa HyClone®

e Solucion de tripsina-EDTA (0.25%) de la casa ATCC®

e Solucion CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay de
la casa Promega.

e Dimetil sulféxido (DMSO)

e Fosfato Buffer Salino (PBS)

e Inhibidores Cayman’s FAAH Inhibitor Screening Assay

1.3. Equipos

e Centrifugador de la casa Dynac Il
e Microscopio invertido CKX31 de la casa OLYMPUS®
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e Tanque criogénico de nitrégeno liquido en fase de vapor, de la casa Bio-
Cane™

e Incubadora de CO> con chaqueta de agua VWR® Symphony 3078.

e Vortex Genie 2 de Fisher Brand®

e Cellometer® Auto T4 (contador automatico de células), de la casa Nexcelom

e Equipo Synergy HT (Lector multimodal de microplacas) de Bio-Tek®.

e Cabina de bioseguridad clase Il tipo A2 de la casa ESCO®

e Comparador manual de masas CCE106 de la casa Sartorius®

e Equipo de Bafo Maria Fisher Lab Armor Bead Baths

e Equipo de Ultrasonido de la casa VWR® Symphony™

e Refrigeradora de - 80°C de la casa REVCO

e Refrigeradora de -20°C de la casa Thermo Scientific

2. Métodos

2.1. Cultivo celular

2.1.1. Preparacion del medio

Fig. 5 Medio blanco y medio enriquecido DMEM.

Fuente: Elaboracion propia

Se prepar6 dos medios utilizando dos frascos de medio Dulbecco's Modified
Eagle's (DMEM) de 500 mL.
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El primero fue el medio blanco, al cual se le agregd 5 mL de una solucién de
penicilina - estreptomicina, para mantener la asepsia y esterilidad del medio.

El segundo fue el medio enriquecido con suero bovino fetal (SBF), el cual
fue preparado por medio del retiré de 50 mL del medio DMEM; luego se afiadi6 50
mL de SBF en sustitucion de los 50 mL del medio extraido, llegando a una
concentracion final del SBF de 10%; finalmente se afiadié 5 mL de una solucion de

penicilina estreptomicina. Finalmente se rotulé como se muestra en la Fig. 5.

2.1.2. Acondicionamiento celular

Fig. 6 Tanque de nitrégeno liquido — Fase vapor.
Fuente: Elaboracion propia

Las células MDA-MB-231 fueron crio-preservadas en viales dentro de un
tanque de nitrégeno liquido como se muestra en la Fig. 6 a una temperatura

aproximada de -190 °C.

Fig. 7 Viales de células humanas criogenizados
Fuente: Elaboracion propia
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Seguidamente, se sacé el vial que contiene la suspension primaria de las
celulas MDA-MB-231 del tanque criogénico de nitrdgeno liquido como se ilustra
en la Fig. 7 y se llevo a bafio maria a 25 °C, por un lapso de 2 horas. Posterior a
ello, se llevé a la cabina de bioseguridad y se coloco 1 mL de ésta suspensién en un
frasco estéril. Se afadio el medio enriquecido hasta completar un volumen de
14mL. Finalmente se llevo el frasco a la incubadora con una atmdsfera de 5% COo,
95% aire a 37 °C por 3 dias.

2.1.3. Obtencion de la suspension celular

Fig. 8 Cabina de Bioseguridad

Fuente: Elaboracion propia

Pasado los 3 dias de incubacidn, se llevo el frasco a la cabina de bioseguridad
(Fig. 8), alli se descartd el medio en un recipiente que contenia lejia que evita la
contaminacion, quedando un pellet de células. Luego se enjuagdé con 1 mL de
tripsina para eliminar los restos de SBF. Posteriormente, se le afiadié nuevamente
3 mL de tripsina para lograr desmembrar la capa de células adheridas a la superficie
del frasco. Dado el proceso de disociacién, se procedid a incubar el frasco por un
lapso de 15 minutos, agitando suavemente cada 5 minutos; seguidamente, se
inactivo a la tripsina con 6 mL del medio blanco. Rapidamente tras los 15 minutos
se transfirié todo el contenido a un tubo de centrifuga de 50 mL, se centrifugd por
5 minutos a 1000 rpm, se descartd el liquido sobrenadante y se resuspendié las
células con 5 mL de nuevo medio enriquecido con SBF. Suspension celular que se
utiliza para realizar un nuevo pasaje y ensayos experimentales.
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2.1.4. Obtencion del nuevo pasaje celular

Fig. 9 Incubacion con una atmosfera d 5% COz, 95% aire a 37 °C.
Fuente: Elaboracion propia
De la suspension anteriormente obtenida, se transfiri6 2 mL, en un nuevo
frasco de la misma capacidad, adicionando aproximadamente 5 mL del medio
enriquecido con SBF hasta completar el volumen y se llevo el frasco a la incubadora
con una atmésfera de 5% CO», 95% aire a 37 °C por un lapso de 5 dias como se

muestra en la Fig. 9.

2.1.5. Determinacion del nimero de células viables en la suspension celular.

En un tubo eppendorf se puso 20 puL de azul de tripan y 20 pL de la
suspension celular previamente preparada, se mezcl6 cuidadosamente evitando la
aparicion de burbujas los cuales su formacion interfieren en el conteo celular,
seguidamente se tomo 20 pL de esta mezcla y se coloco en la camara de recuento
celular desechable (CRCD), la cual debi¢ estar totalmente cubierta por la mezcla,

posterior a ello se coloc6 la CRCD en el Cellometer Auto T4.

En el software del equipo se colocd los pardmetros correspondientes

indicando el tipo de células a contar, ya sea el caso de las células MDA-MB-231.

Finalmente se eligio la opcion contar y el equipo mostré el nimero de células
viables/mL de suspensién celular, asi como el porcentaje de viabilidad. El
porcentaje de viabilidad debi6 ser mayor al 90% para continuar con los siguientes
ensayos.
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2.2. Soluciones a distintas concentraciones de las macamidas

Se usaron tres principios activos aislados de la maca (Lepidium meyenni), los
cuales fueron N-(Piridin-3ilmetil)oleamida, (9Z,12Z)-N-(Piridin-3-ilmetil)octadeca-
9,12-dienamida y N-(6-Cloropiridin-3-ilmetil)oleamida, nombrados y adquiridos

como Macamida 71, Macamida 89 y Macamida 94 respectivamente.

El primer paso consistio en disolver los 3 tipos de macamidas; 23,70 mg de la
Macamida 71 en 7,32 mL de la solucion DMSO, 5,10 mg de la Macamida 89 en
1,377 mL DMSO y 8.35 mg de la Macamida 94 en 2,05 mL DMSO obteniendo una

solucion stock de 10 mM de cada una.

A partir de ellas se prepararon 2 mL de cada dilucién a distintas concentraciones
en un rango entre 1 uM - 3 uM — 10 uM - 30 uM con cada uno de los tipos de las
Macamidas con 10% DMSO , luego se adiciond 1 800 pL del vehiculo que esta
constituida de 75% de PBS (solucidn isot6nica de pH 7.4 y baja toxicidad) y 25% de
PEG.

Tabla N° 6 Concentraciones de las Macamidas

Diluciones a partir del Concentraciones en el pocillo
Stock (uM) de cada de 200pL (M) de cada tipo
tipo de las Macamidas de las Macamidas
1 10
3 30
10 100
30 300

Fuente: Elaboracion propia

Se utiliz6 un volumen de 20 uL de cada una de las diluciones preparadas a partir
del Stock. Las concentraciones de las diluciones vertidas en cada uno de los pocillos
de 200 uL, fueron diluidas nuevamente obteniendo las concentraciones en el pocillo

que se muestra en la Tabla N° 6.
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C1xV1=C2%V2

XuM * 20 pL = 1 uM * 200 pL

C=10uM

Tabla N°7 Preparacion de dilucion de 1uM

1 uM (10% DMSO)

Volumen del Stock Original 2 pL
Volumen de DMSO 198 pL
Nuevo Volumen de PEG 450 puL
Nuevo Volumen de PBS 1350 pL

Fuente: Elaboracién propia

Para la elaboracion de cada dilucidn establecida en la Tabla N° 7, se prepar6 2
mL de cada una de las diluciones con 10% de DMSO. Posterior a ello, se determind
el volumen de DMSO, PBS y PEG que deberian contener cada una de las

concentraciones para obtener un volumen final de 2000 pL.

C1xV1=C2xV2
10 000 uM * V' = 10uM * 2000 uL
V =2ulL

2.3. Método del FAAH

Tabla N°8 Preparacion de las concentraciones de Macamidas

Macamida 71 | Macamida 89 | Macamida 94 | Volumen de 20 uL/pocillo | DMSO
3 uM 3 M 3 pM 6 uL 1994 pL
10 pM 10 uM 10 pM 20 pL 1980 pL
30 uM 30 uM 30 uM 60 pL 1940 pL

Fuente: Elaboracion propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

QL :
TESIS UCSM ~  DE SANTA MARIA

Se prepararon los stocks de 10 mM de las Macamidas de 71, 89 y 94, luego se
preparacion 2 mL o 2000 uL de las siguientes diluciones mostradas en la Tabla N°8
de cada Macamida y se determind cuél de ellas tiene un mejor efecto en la inhibicion
del FAAH.

2.3.1. Preparacién del FAAH inhibitor Screening Assay Kit

Primero se prepar6 2 mL del buffer FAAH assay con 18 mL de agua
ultrapura. Seguidamente; la enzima FAAH fue afiadida a cada vial (120 pL), luego
esta fue diluida con 480 uL del buffer en el mismo vial (350 pL, 200 pL, 650 uL

3900uL de Buffer).

Finalmente; se coloco 1,5 mL de 400 uM de la amida araquidonil (sustrato
FAAH) en cada vial.

2.3.2. Preparacion del Ensayo FAAH

Tabla N°9 Esquema de las diluciones del FAAH

Grupos Experimentales Buffer DMSO Enzima | Sustrato
Blanco 120 pL 20pL | mmeeeee- 60 pL
Control 90 pL 20 pL 60 pL 30 pL
3 uM 90 pL 20 pL 60 pL 30 pL
Macamida 10 uM 90 pL 20 pL 60 pL 30 pL
71 30 uM 90 pL 20 pL 60 pL 30 pL
3uM 90 pL 20 pL 60 pL 30 pL
Macamida 89 10 uM 90 pL 20 pL 60 pL 30 pL
30 uM 90 pL 20 pL 60 pL 30 pL
3 uM 90 pL 20 pL 60 pL 30 pL
Macg;"ida 10 pM ouL | 20pL 60 pL 30 uL
30 uM 90 pL 20 pL 60 pL 30 pL

Fuente: Elaboracion propia
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Una vez que se prepararon las concentraciones de las Macamidas para cada
pocillo, se trabajo con un grupo blanco, un grupo control y con las Macamidas 71,
89 y 94 en las concentraciones de 3 uM, 10 uM y 30 uM cada una. Luego, se
ubicaron en la placa de 96 pocillos con las cantidades respectivas y en el orden

mostrado en la Tabla N°9. Luego, fueron cubiertas para evitar la contaminacion.

Todo este procedimiento se realizd por triplicado dentro de la CB.
Finalmente, se llevo las placas a la incubadora por 24 horas con una atmdsfera de
5% COz2, 95% aire a 37°C. Luego, se adicion0 el sustrato 30 minutos antes de
cumplir las 24 horas de incubacion, para posteriormente realizar las lecturas en el
Equipo Synergy HT (Lector multimodal de microplacas).

Cabe mencionar que en el presente estudio se leyd por fluorescencia a una
longitud de onda de 340 nm-360 nm o emision de 450-465 nm. Este analisis permite
evidenciar la Macamida que posee mayor efecto de inhibicion de la enzima FAAH,
para posteriormente realizar ensayos de viabilidad celular frente a la Macamida con

mayor efecto inhibitorio.

2.4. Efecto de las Macamidas 71 en combinaciéon del Celecoxib sobre la

viabilidad Celular

Posterior al conteo celular, se tomé la cantidad necesaria de la suspension celular
para obtener un total de 10 000 células por cada pocillo, seguidamente se complet6
con el medio enriquecido hasta 180 uL y finalmente se completd a 200 uL (que es la
capacidad del pocillo) con 20 pL de la correspondiente concentracion de la
Macamida 71.

Los grupos control se exceptuan de este paso, ya que son células sin dafio alguno,
por tanto se procedid en ellos adicionar solo la cantidad de 10 000 células por pocillo
como el anterior caso y se completd a 200 uL con el medio enriquecido. Se dejo

incubar por 24 horas a 37°C con una atmosfera de 5% de COx.
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Tabla N° 10 Concentraciones de la Macamida y diluciones por cada pocillo

Volumen Final de SBF + Volumen
Macamida o
la Combinacion 10 000 Células Total
1uM 20 pL 180 pL 200 pL
3uM 20 pL 180 pL 200 pL
10 uM 20 L 180 pL 200 pL
30 uM 20 L 180 pL 200 pL

Fuente: Elaboracion propia

Una vez que se obtuvo la concentracion de células vivas en la suspension celular,

se calculd el volumen de ésta suspension para transferir 10 000 células en cada

pocillo. Se trabajaron con tres grupos de estudio. ElI primer grupo de estudio

consistieron concentraciones de 1, 3, 10 y 30 uM de la Macamida con mayor
efectividad (Tabla N° 10).

Tabla N° 11 Concentraciones del Celecoxib con las diluciones por cada pocillo

Volumen Final de SBF + Volumen
Celecoxib B
la Combinacion | 10 000 Células Total
3 UM 20 puL 180 uL 200 pL
10 uM 20 pL 180 pL 200 pL
30 uM 20 L 180 pL 200 pL
100 uM 20 pL 180 pL 200 pL

Fuente: Elaboracion propia

El segundo grupo de estudio consistio en trabajar con concentraciones de 3, 10,

30 y 100 uM del Celecoxib (Tabla N° 11), que por bibliografia se sabe que este

farmaco logra tener un gran efecto en lineas celulares cancerigenas.

Para el segundo grupo de estudio, se trabajaron con cuatro concentraciones del

Celecoxib, de la misma manera, se trabajo a partir de la suspension celular, es decir

con 10 000 celulas, seguidamente se complet6 a 180 pL con medio enriquecido y
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finalmente se adiciono 20 uL de 10 uM del Celecoxib exceptuando al grupo control.

Se dejo incubar por 24 horas a 37°C con una atmosfera de 5% de COa.

Tabla N° 12 Concentracién de la combinacién de la Macamida con el Celecoxib

Volumen Final de SBF + Volumen
la Combinacion 10 000 Células Total

Macamida Celecoxib

3 uM 10 uM 20 pL 180 pL 200 pL
10 uM 10 pM 20 pL 180 pL 200 pL
30 uM 10 pM 20 pL 180 pL 200 pL
90 pM 10 pM 20 pL 180 pL 200 pL

Fuente: Elaboracion propia

Para el grupo final de estudio, se determinaron cuatro concentraciones de la
Macamida 71 (3, 10, 30 y 90 uM ) con 10 uM del Celecoxib (Tabla N° 12), buscando
analizar el efecto antineoplasico, si produce algun efecto sinérgico o antagonico.
También se trabajo con un grupo control descrito en los grupos de estudios anteriores
para evitar un resultado errdneo. Para lo cual se usé 10 000 células a partir de la
suspension celular y se completo a 180 uL con medio enriquecido. Se adicion6 10
uL de la Macamida correspondiente con los 10 uL del Celecoxib exceptuando de ello
al grupo Control. Finalmente, se dejo incubar por 24 horas a 37°C con una atmosfera
de 5% de CO: por 24 horas.

2.5. Viabilidad celular frente al tratamiento

Luego de la incubacion de las placas, se agregd 10 pL del reactivo CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 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, el MTS fue reducido por las
células vivas formando el producto formazan obteniéndose una coloracion azulada
en el medio. Después de la incubacion se llevo la placa al equipo Synergy HT (Lector
multimodal de microplacas), donde se midio la absorbancia de cada pocillo a 490
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nm, ésta absorbancia es directamente proporcional al nimero de células vivas en el

cultivo.

2.6. Métodos estadisticos

Los resultados fueron expresados como media = SEM, ademas de las pruebas de
significancia como la prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido
del test de Tukey para comparaciones multiples, a una p<0.05, para esto se utilizo el

software estadistico Statgraphics Centurion.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION
1. Obtencion del cultivo celular
1.1. Células MDA-MB-231
El desarrollo y comportamiento de la linea celular MDA-MB-231 fue 6ptimo, se
obtuvo la confluencia deseada mayor al 80% vy la viabilidad celular esperada mayor

a 90%, debido a que se le brindo las condiciones adecuadas. Su crecimiento fue

favorecido por el medio selectivo DMED.

;._._..'"' : \ 4 O .4

Fig. 10 Desarrollo de células MDA-MB-231 tras 12 horas de incubacién.

Fuente: Elaboracién propia

Las imagenes realizadas por el microscopio optico invertido con un objetivo de
4X de la Fig. 10 muestran el crecimiento del primer pasaje tras 12 horas de
incubacién en las condiciones requeridas para la proliferacién celular, donde su
desarrollo es dado por los factores de crecimiento que son contribuidos por el medio
enriquecido.
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Fig. 11 Células MDA-MB-231 tras 48 horas de incubacion a 4X.

Fuente: Elaboracion propia

En la Fig. 11 tras 48 horas de incubacion se aprecian cambios morfoldgicos
definidos, incremento de confluencia celular y el crecimiento celular deseado. Una
vez alcanzada la confluencia adecuada se da la realizacion de nuevos pasajes (nueva

generacion de células) y los ensayos deseados.

La proliferacion y diferenciacion son caracteristicas muy importantes para llevar
a cabo las siguientes pruebas; por lo cual, el desarrollo celular es cuidadosamente
observado en diferentes dias; evidenciandose un cambio morfol6gico y aumento del
numero de células con el paso del tiempo. El crecimiento exponencial celular se logro
satisfactoriamente debidos a los factores de crecimientos aportados por el medio

selectivo para esta linea celular.

2. Exclusién de viabilidad celular

2.1. Conteo de células viables en la suspension celular

Para el conteo de células viables en la suspension celular descrito en la
metodologia, se utilizo el colorante azul de tripan, el cual permite diferenciar las
células vivas de las muertas como lo refieren muchos investigadores.” La

diferenciacion se da debido a que las células vivas presentan una membrana celular
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intacta que impide su coloracion, mientras que las otras no responden de forma

similar.

El conteo celular se realiz6 mediante el uso del cellometer® Auto T4, el cual
brind6 el nimero de células vivas y muertas, asi como la concentracion de células
vivas en la suspension. Las células MDA-MB-231 se desarrollaron al cabo de 48
horas y se puede observar una confluencia mayor al 80%, la cual es Optima para
realizar la suspension celular y determinar la cantidad de células vivas de las muertas
como muchas investigaciones lo refieren y lo recalcan como parametro en todas las

determinaciones con células.’®

Tabla N° 13 Conteo celular y porcentaje de viabilidad de las células MDA-MB-231
Linea Celular MDA-MB-231

Volumen de suspension
% Células |
Células/mL ( que contiene 10 000 Uso en efecto de:
viables
células (nL)

2,28 x 10° 97% 44,0 uL Macamida 71, Celecoxib*
3,72 x 10° 97% 27,0 uL Macamida 71, Celecoxib*
3,10 x 10° 95% 32,3 uL Macamida 71, Celecoxib*
2,23 x 10° 94% 44,8 L Macamida 71+ Celecoxib**
4,54 x 10° 97% 22,0 uL Macamida 71 + Celecoxib**
3,59 x 10° 95% 27,9 puL Macamida 71 + Celecoxib**
Promedio 95% -

*Suspension empleado para el efecto individual de la Macamida 71 y el Celecoxib

** Suspension empleado para el efecto de la Macamida 71 en combinacién del Celecoxib.

Fuente: Elaboracién propia

Se observa de la misma manera en la Tabla N° 13 la concentracién de células

en las suspensiones estuvieron en un rango de 2.28 x 10° — 5.26 x 10° células/mL
para las células MDA-MB-231, estas concentraciones fueron empleadas para
determinar el volumen necesario de la suspension celular con el objetivo de transferir
10 000 células a cada pocillo de la placa de ensayo como lo declaran algunos

antecedentes.’’
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3. Ensayo del FAAH

Se evaluo el porcentaje de inhibicion tras la exposicion de la enzima FAAH (KIT
Cayman’s FAAH Inhibitor Screening Assay), a diferentes concentraciones de las
Macamidas 71, 89 y 94 (3 uM — 30 uM), durante 24 horas. Ademas, el anélisis
estadistico muestra que el porcentaje de inhibicion de los tipos de Macamidas
empleadas tras la exposicion de la enzima FAAH es estadisticamente significativo

(p<0.05) a concentraciones iguales 0 mayores a 3 pM.

Inhibicion del FAAH por la N-(Piridin-3
ilmetil)oleamida tras 24 horas de incubacién

100 +

% Inhibicién de la
a
(8]
o

20 - =

0 SR
Control 3 uM 10 uM 30 uM

-
o
I

Fig. 12 La Macamida 71 inhibe la enzima FAAH en concentraciones de 3 UM,
10 uM y 30 puM. Los valores representan el promedio + S.E.M.* (p<0.05).
ANOVA con post-hoc test de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 12 muestra el efecto inhibitorio concentracion-dependiente (3 uM - 30 uM)

luego de 24 horas de exposicion a la Macamida 71.

Los datos experimentales del efecto inhibitorio de la Macamida 71 sobre la enzima
amida hidrolasa de Acidos Grasos (FAAH) fueron analizados mediante una prueba de
ANOVA (analisis de varianza) con post-hoc Test de Tukey, utilizando el software
Statgraphics Centurion.
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Tabla N° 14 Resumen Estadistico de la Macamida 71 a distintas concentraciones

Expg"i’;%?lstales Cantidad | Promedio Zist\éﬁg;?n Minimo | Méaximo
Control 4 0,00 0,00 0,00 0,00
3uM 4 20,79 2,00 18,18 22,78
10uM 4 50,22 3,67 47,13 55,53
30uM 4 70,25 1,01 69,25 71,63
Total 16 35,31 27,88 0,00 71,63

Fuente: Elaboracion propia

Tabla N° 15 ANOVA de los grupos experimentales de la Macamida 71

Fuente Cﬁ:;nrzggs Df Clﬁgg%do F-Ratio | Valor-p
Entre grupos 11601,70 | 3 3867,22 | 838,65 | 0,0001
Dentro de Grupos o B 12 4.61
Total (Corr.) 11657,00 | 15

Fuente: Elaboracién propia

Los datos experimentales de la Tabla N° 14 fueron analizados mediante una prueba
de ANOVA (andlisis de varianza) de la Tabla N° 15.

Inhibicién del FAAH por la (9Z,12Z)-N-(Piridin-3-
ilmetil)octadeca-9,12-dienamida
tras 24 horas de Incubacion

40 -
© 35 A
LI 30 ~
5% 25 1
(&)
:_§ g 20 -

[<B]

X 10 ~ *

5 \

Control 3 UM 10 uM 30 uM

Fig. 13 La Macamida 89 inhibe la enzima FAAH en concentraciones de 3 uM
a 30 uM. Los valores representan el promedio + S.E.M.* (p<0.05). ANOVA

con post-hoc test de Tukey.
Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 13 muestra el efecto inhibitorio de la enzima FAAH concentracion-
dependiente (0.3 uM - 30 uM) luego de 24 horas de exposicion a la Macamida 89.
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Tabla N° 16 Resumen Estadistico de la Macamida 89 a distintas concentraciones

Expt(asrwnp;%stales Cantidad | Promedio Zii\gfg;?n Minimo | Maéaximo
Control 4 0,00 0,00 0,00 0.00
3uM 4 6,56 1,10 5,35 7.88
10uM 4 11,09 1,28 10,13 12.86
30uM 4 13,19 0,64 12.63 13.93
Total 16 7,71 5,28 0,00 13.93

Fuente: Elaboracién propia

Tabla N° 17 ANOVA de los grupos experimentales de la Macamida 89

Fuente b)yia de Df Cuadr_ado F-Ratio Valor-p
cuadrados medio
Entre grupos 408.93 3 136.31 167.98 0.0001
Dentro de
Grupos 9.74 12 0.81
Total (Corr.) 418.67 15

Fuente: Elaboracién propia

Los datos experimentales de la Tabla N° 16 fueron analizados mediante una prueba
de ANOVA (andlisis de varianza) de la Tabla N° 17 con post-hoc Test de Tukey
(ANEXO), utilizando el software Statgraphics Centurion;.

Con el que se evidencid que a partir de la concentracion de 3 uM de la Macamida

89 existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) comparada con el

control (ausencia de la Macamida 89). Es decir, la Macamida 89 inhibe la enzima

FAAH a concentraciones de 3 uM, 10 uM y 30 uM tras 24 horas de incubacion.
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Inhibiciéon del FAAH por la N-(6-Cloropiridin-3-
ilmetil)oleamida tras 24 horas de incubacion
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enzima FAAH
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Fig. 14 La Macamida 94 inhibe la enzima FAAH en concentraciones de 3 uM
a 30 uM. Los valores representan el promedio £ S.E.M.* (p<0.05). ANOVA

con post-hoc test de Tukey.
Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 14 muestra el porcentaje de inhibicion de la enzima FAAH concentracion-
dependiente (3 uM - 30 uM) después de 24 horas de exposicion frente a la Macamida
94.

Tabla N° 18 Resumen Estadistico de la Macamida 94 a distintas concentraciones

ExpSrErL;pe?]Stales Cantidad | Promedio Zesi\g;lg;?n Minimo | Méaximo
Control 4 0,00 0,00 0,00 0,00
3 uM 4 26,29 1,28 24,93 27,96
10 uM 4 38,92 1,77 37,18 41,36
30 uM 4 48,40 1,53 46,82 50,17
Total 16 28.40 18.81 0,00 50,17

Fuente: Elaboracion propia

Los datos experimentales de la Tabla N° 18 fueron analizados mediante una
prueba de ANOVA (anélisis de varianza) de la Tabla N° 19 con post-hoc test de
Tukey.
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Tabla N° 19 ANOVA de los grupos experimentales de la Macamida 94

Fuente ciz?rzggs Df Clﬁgdr%do F-Ratio | Valor-p
Entre grupos 5287,13 3 1762,38 993,34 0,0001
Dentro de Grupos 21,29 12 1,77
Total (Corr.) 5308,42 15

Fuente: Elaboracién propia

La Tabla N° 19 utilizando el software Statgraphics Centurion; se evidencié que a
partir de la concentracion de 3 puM de la Macamida 94 existe una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) comparada con el control (ausencia de la

Macamida 94).

Inhibicién de la enzima FAAH por las tres Macamidas
71, 89 y 94 a una concentracion de 3 uM tras 24 horas
de incubacion

50 -

= _ 40
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Control Macamida 71 Macamida 89 Macamida 94

Fig. 15 Las Macamidas 71, 89 y 94 inhiben la enzima FAAH en concentraciones
de 3 uM. Los valores representan el promedio + S.E.M. (p<0.05). ANOVA con
post-hoc Test de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 15 muestra el efecto inhibitorio de la enzima FAAH concentracion-

dependiente 3 uM de las Macamidas 71, 89 y 94 tras 24 horas de incubacion.
Tras la evaluacion del efecto inhibitorio de la enzima FAAH frente a las distintas

concentraciones de las Macamidas 71, 89 y 94, también se determiné la Macamida con
mayor efecto inhibitorio sobre la enzima FAAH para lo cual se opto realizar el analisis
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estadistico correspondiente por cada concentracion empleada de las diferentes

Macamidas en 24 horas de incubacion.

Tabla N° 20 Resumen Estadistico de las Macamidas 71, 89 y 94 a 3 uM.

Grupos Desviacio
"up Cantidad | Promedio n Minimo | Maximo
Experimentales .
estandar
Control 4 0,00 0,00 0,00 0,00
Macamida 71 4 20,79 1,99 18,18 22,78
Macamida 89 4 6,55 1,09 5,35 7,88
Macamida 94 4 26,29 1,28 24,93 27,96
Total 16 13,41 10,98 0,00 27,96

Fuente: Elaboracion propia

Tabla N° 21 ANOVA de los grupos experimentales de las Macamidas 71, 89 y 94

Fuente g e Df Cuadr_a <0 F-Ratio | Valor-p
cuadrados medio
Entre grupos 1788,71 3 596,23 348,64 0.0001
Dengiofdle 20,52 12 171
Grupos
Total (Corr.) 1809,23 15

Fuente: Elaboracién propia

Los datos experimentales de la Tabla N° 20 fueron analizados mediante una prueba
de ANOVA (anélisis de varianza) de la Tabla N° 21 con post-hoc Test de Tukey,

utilizando el software Statgraphics Centurion; con el que se evidencio que a partir de

la concentracion de 3 uM de las tres Macamidas existe una diferencia estadistica

significativa (p<0.05) comparada con el control. Asi mismo el test de Tukey evidencia

que la Macamida 89 tiene un efecto significativo a las Macamidas 71 y 94, es decir la

Macamida 89 a una concentracién de 3 uM tiene un mejor efecto inhibitorio sobre la

enzima FAAH.
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Inhibicion de la enzima FAAH por las tres Macamidas
71, 89y 94 a una concentracion de 10 uM
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**k*
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enzima FAAH
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Control Macamida 71 Macamida 89 Macamida 94

10

Fig. 16 Las Macamidas 71, 89 y 94 inhiben la enzima FAAH en
concentraciones de 10 uM. Los valores representan el promedio £ S.E.M.*
(p<0.05). ANOVA con post-hoc test de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 16 muestra el porcentaje de inhibicion de la enzima FAAH concentracion-

dependiente de 10 uM de las Macamidas 71, 89 y 94 después 24 horas de exposicion.

Tabla N° 22 Resumen Estadistico de las Macamidas 71, 89 y 94 a 10 uM

Expg;r:run%?mstales Cantidad | Promedio Ziigfg;?n Minimo | Méaximo
Control 4 0,00 0,00 0,00 0,00
Macamida 71 4 50,21 3,66 47,13 55,53
Macamida 89 4 11,09 1,28 10,13 12,86
Macamida 94 4 38,92 1,77 37,18 41,36
Total 16 25,06 21,05 0,00 55,53

Fuente: Elaboracion propia

Los datos experimentales de la Tabla N° 22 fueron analizados mediante una
prueba de ANOVA (analisis de varianza) de la Tabla N° 23 con post-hoc test de
Tukey.
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Tabla N° 23 ANOVA de los grupos experimentales de las Macamidas 71, 89 y 94

Fuente Suma de Df Cuadr_ado F-Ratio | Valor-p
cuadrados medio

Entre grupos 6592,15 3 2197,38 483,19 0,0001

Dentro de

54,57 12 4,55
Grupos

Total (Corr.) | 6646,72 15

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla N° 23, utilizando el software Statgraphics Centurion; se evidencio que a
las concentraciones de 10 uM de las tres Macamidas existe una diferencia estadistica
significativa (p<0.05) comparada con el control. Asi mismo el Test de Tukey evidencia
que la Macamida 71 tiene un efecto inhibitorio significativo a las Macamidas 89 y 94,
es decir la Macamida 71 a una concentracion de 10 uM tiene un mejor efecto

inhibitorio sobre la enzima FAAH.

Inhibicién de la enzima FAAH por las tres Macamidas 71, 89 y

94 a una concentracion de 30 uM
80 -

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

**k*

**

% Inhibicion de la
enzima FAAH

*

i

0 T 1
Control Macamida 71 Macamida 89 Macamida 94

Fig. 17 Las Macamidas 71, 89 y 94 inhiben la enzima FAAH en
concentraciones de 30 pM. Los valores representan el promedio + S.E.M.*
(p <0.05). ANOVA con post-hoc Test de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 17 muestra el efecto inhibitorio de la enzima FAAH concentracion-
dependiente 30 uM de las Macamidas 71, 89 y 94 tras 24 horas de exposicion.
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Tabla N° 24 Resumen Estadistico de las Macamidas 71, 89 y 94 a 30 uM

G(upos Cantidad | Promedio DeS\{lacmn Minimo Maximo
Experimentales estandar
Control 4 0,00 0,00 0,00 0,00
Macamida 71 4 70,25 1,01 69,25 71,63
Macamida 89 4 13,19 0,64 12,63 13,93
Macamida 94 4 48,40 1,53 46,82 50,17
Total 16 32,96 28,79 0,00 71,63

Fuente: Elaboracion propia

Tabla N° 25 ANOVA de los grupos experimentales de las Macamidas 71, 89 y 94

Fuente Suma de Df Cuadrado

cuadrados medio F-Ratio_| Valor-p

Entre grupos | 12424.2 3 4141.39 | 4410.29 | 0.0001

Dentro de
Grupos

Total (Corr.) | 12435.4 15

Fuente: Elaboracién propia

11.26 12 0.94

Los datos experimentales fueron analizados mediante una prueba de ANOVA
(andlisis de varianza) de la Tabla N° 24 con post-hoc Test de Tukey, utilizando el
software Statgraphics Centurion como se evidencia en la Tabla N° 25; con el que se
evidencid que a la concentracion de 30 uM de las tres Macamidas existe una diferencia
estadistica significativa (p<0.05) comparada con el control. Asi mismo el Test de
Tukey evidencia que la Macamida 71 tiene un efecto significativo a las Macamidas 89
y 94, es decir la Macamida 71 a una concentraciéon de 30 uM tiene un mejor efecto

inhibitorio sobre la enzima FAAH.

Las Macamidas 71, 89 y 94 inhiben la enzima FAAH significativamente, a su vez
la Macamida 94 a una concentracion de 3 uM obtuvo mejores resultados tras 24 horas;
sin embargo, la Macamida 71 mostré tener mejor efecto en las concentraciones de 10
UM y 30 uM tras 24 horas de exposicion permitiéndonos mediante el Test de Tukey

optar como la mejor opcién para el tratamiento de las células MD-MB-231.
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Inhibicion de la enzima FAAH por las tres Macamidas
71,89y 94 a concentraciones de 3, 10 y 30 uM tras 24
horas de incubacion
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N-(Piridin-3-ilmetil)oleamida --> Macamida 71
0(9Z,12Z)-N-(Piridin-3-ilmetil)octadeca-9,12-dienamida --> Macamida 89

ON-(6-Cloropiridin-3-ilmetil)oleamida --> Macamida 94

Fig. 18 Las Macamidas 71, 89 y 94 inhiben la enzima FAAH en
concentraciones de 3, 10 y 30 uM.

Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 18 evidencia el efecto inhibitorio de las Macamidas 71, 89 y 94 sobre la
enzima FAAH tras 24 horas de exposicion, donde se determind que los tres tipos de
Macamidas tienen un efecto significativo a las concentraciones realizadas a

comparacion del grupo control.

En trabajos de investigacion realizados con anterioridad por Almukadi y
colaboradores, en el 2013, descubrieron que uno de los analogos a las Macamidas
utilizadas en este estudio, tiene un efecto inhibitorio en la enzima FAAH, que es una
enzima importante involucrada en la degradacion de los endocannabinoides.”
Ademas, los Inhibidores de FAAH podrian ser neuroprotectores prometedores debido
a la fuerte participacion en los endocannabinoides.”
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Las Macamidas descritas en este trabajo de investigacion, logran un efecto
inhibitorio destacando como la mejor opcion la Macamida 71, considerando que su
funcién inhibitoria sobre la enzima FAAH es dada efectivamente tras 24 horas en

comparacion de los otros tipos de Macamidas (Macamida 89 y Macamida 94).

4. Efecto de la Macamida 71y el Celecoxib sobre la viabilidad celular

4.1. Efecto de las Macamidas sobre la viabilidad celular

La viabilidad celular en el cancer de mama se mide y se compara en la ausencia
y la presencia del efecto de las diferentes concentraciones de la Macamida 71 en
relacion con el control (DMSO 1% y PBS) en las células MDA-MB-231. Las
concentraciones de la Macamida 71 fueron tomadas de antecedentes investigativos

donde se trabajaron con esta misma planta.®%8!

El efecto que produce la Macamida 71 sobre las células MDA-MB-231 se evaluo

determinando la viabilidad celular por el método de MTS.

100 ~
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MDA-MB-231
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Fig. 19 Inhibicién de la viabilidad celular, luego de la exposicién de las células MDA-
MB-231 a diferentes concentraciones (1 uM — 30 uM) de la Macamida 71 tras 24
horas. Los valores representan el promedio + S.E.M.* (p<0.05). ANOVA con post-
hoc Test de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 19 muestra el efecto antineoplasico concentracion-dependiente de la
Macamida 71 (1 uM-30 uM) sobre las células MDA-MB-231 luego de 24 horas de

exposicién a la Macamida 71.
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Tabla N° 26 Resumen estadistico de las Macamidas 71 tras 24 horas de Incubacion

Grupos Cantidad Promedio DeS\{iacion Minimo Maximo
Experimentales estandar
Control 18 100,00 0,59 98,87 101,13
1uM 18 85,88 1,03 84,14 87,83
3 uM 18 90,26 0,69 88,68 91,11
10 uM 18 94,78 0,91 93,30 96,32
30 uM 18 77,97 0,91 76,51 80,36

Fuente: Elaboracidn propia

El porcentaje de células viables de la Tabla N° 26 se determind mediante una
prueba de ANOVA (analisis de varianza).en la Tabla N° 27.

Tabla N° 27 ANOVA de los grupos experimentales de las Macamidas 71 tras 24
horas de Incubacion

Fuente ci:anrzggs Df Ct:sgdr%do F-Ratio Valor-p
Entre grupos 5119,58 4 1279,90 1815,60 0,0001
Dentro de Grupos 59,92 85 0,70
Total (Corr.) 5179,50 89

Fuente: Elaboracion propia

Los datos experimentales fueron analizados por el Test de Tukey; con el que se

evidencid que a partir de la concentracion de 1 uM de la Macamida 71 existe una

diferencia estadistica significativa (p<0.05) comparada con el control (crecimiento

de células en ausencia de la Macamida 71).

Los resultados de la viabilidad celular muestran que las células MDA-MB-231

al ser tratadas con las diferentes concentraciones (1 uM, 3 uM, 10 uM y 30 uM) de

la Macamida 71 son consistentes y se evidencia el efecto antineoplasico de la

Macamida 71 en las células MDA-MB-231 in vitro habiendo diferencia significativa

en todas las concentraciones comparadas con el grupo control (células sin dafio).
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Fig. 20 Inhibicién de la viabilidad celular, luego de la exposicion de las células
MDA-MB-231 a diferentes concentraciones (1 uM — 30 uM) de la Macamida
71 tras 48 horas. Los valores representan el promedio £ S.E.M.* (p<0.05).
ANOVA con post-hoc Test de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 20 muestra el efecto antineoplasico concentracion-dependiente de la
Macamida 71 (1 uM - 30 uM) sobre las células MDA-MB-231 luego de 48 horas de

exposicion a la Macamida 71.

Tabla N° 28 Resumen Estadistico de las Macamidas 71 tras 48 horas de Incubacion

Expg;rm%?jtales Cantidad | Promedio Dg‘gﬁg;?_n Minimo Méaximo
Control 18 100,01 0,49 99,12 100,70
1uM 18 81,49 0,90 79,17 82,64
3 uM 18 86,42 0,72 84,77 87,38
10 uM 18 88,16 0,77 86,64 89,30
30 uM 18 66,99 0,88 65,98 69,15

Fuente: Elaboracion propia

El porcentaje de celulas viables de la Tabla N° 28 se determind mediante una
prueba de ANOVA (analisis de varianza) que se evidencia en la Tabla N° 29.
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Tabla N° 29 ANOVA de los grupos experimentales de las Macamidas 71 tras 48
horas de Incubacion

Fuente Suma de Df Cuad r_ado F-Ratio Valor-p
cuadrados medio
Entre
10319,30 4 2579,83 4383,48 0,0001
grupos
Dentro de 50,02 85 0,59

Grupos

Total

(Corr.) 10369,30 89

Fuente: Elaboracion propia

Los datos experimentales fueron analizados por el Test de Tukey, utilizando el

software Statgraphics Centurion; con el que se evidencié que a partir de la

concentracion de 1 pM de la Macamida 71 existe una diferencia estadistica

significativa (p < 0.05) comparada con el control.

100‘

§ L
2l N N N -
N N N Y N

Macamida 71 (uM)

Fig. 21 Inhibicidn de la viabilidad celular, luego de la exposicion de las células
MDA-MB-231 a diferentes concentraciones (I uM — 30 uM) de la Macamida
71 tras 72 horas. Los valores representan el promedio £ S.E.M.* (p < 0.05).

ANOVA con post-hoc test de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 21 muestra el efecto antineoplasico concentracion-dependiente de la
Macamida 71 (1 uM - 30 uM) sobre las células MDA-MB-231 luego de 72 horas de
exposicion a la Macamida 71.
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Tabla N° 30 Resumen Estadistico de las Macamidas 71 tras 72 horas de Incubacion

Grupos Cantidad Promedio DeS\{iacion Minimo Maximo
Experimentales estandar
Control 18 100,00 0,83 99,13 101,55
1uM 18 71,00 0,41 70,49 71,51
3 uM 18 72,57 0,36 71,89 73,04
10 uM 18 73,73 0,35 73,29 74,18
30 uM 18 53,05 0,65 51,78 53,82

Fuente: Elaboracidn propia

Tabla N° 31 ANOVA de los grupos experimentales de las Macamidas 71 tras 72
horas de Incubacion

Fuente Pple Df Sl r_ado F-Ratio Valor-p
cuadrados medio
Entre grupos 20265,30 4 5066,31 16611,05 0,0001
Dentro de 25,02 85 0,30
Grupos
Total (Corr.) 20291,20 89

Fuente: Elaboracion propia

El porcentaje de células viables de la Tabla N° 30 se determiné mediante una
prueba de ANOVA (analisis de varianza) que se evidencia en la Tabla N° 31. Los
datos experimentales fueron analizados con el Test de Tukey, utilizando el software
Statgraphics Centurion; con el que se evidencio que a partir de la concentracion de 1
uM de la Macamida 71 existe una diferencia estadistica significativa (p < 0.05)

comparada con el control (células sin dafio alguno).

Los resultados de la viabilidad celular muestran que las células MDA-MB-231
al ser tratadas con las diferentes concentraciones (1 uM, 3 uM, 10 uM y 30 uM) de
la Macamida 71 son consistentes y se evidencia el efecto antineoplasico de la
Macamida 71 en las células MDA-MB-231 in vitro habiendo diferencia significativa
en todas las concentraciones comparadas con el grupo control (células sin dafio

alguno).
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Inhibicion de la Viabilidad Celular de la Macamida 71 a las 24,
48 y 72 horas de tratamiento
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Fig. 22 Concentraciones utilizadas de Macamida 71 (1 uM — 30 uM) vy el

grupo Control en la inhibicion de la viabilidad celular a las 24, 48 y 72 horas.
Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 22 evidencia el efecto inhibitorio de las Macamida 71 sobre la viabilidad
celular de la linea celular MDA-MB 231 tras 24, 48 y 72 horas de exposicion, donde
se determin0 tienen un efecto significativo a las concentraciones realizadas a

comparacion del grupo control.

4.2. Efecto del Celecoxib sobre la viabilidad celular

La viabilidad celular en el cancer de mama se mide y se compara en la ausencia
y la presencia del efecto de las diferentes concentraciones del Celecoxib en relacion
con el control (DMSO 1 % y PBS) en las células MDA-MB-231. Se uso el Celecoxib
por ser un AINE que ha demostrado inhibicion de los tumores de mama e intestinales
en modelos animales, también es un inhibidor selectivo de la COX-2 que puede ser
un mecanismo importante 0 una estrategia para la prevencién y el tratamiento del

cancer como lo refieren algunos antecedentes investigativos.®?
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Fig. 23 EI Celecoxib en células MDA-MB-231, luego de la exposicion con
diferentes concentraciones del Celecoxib (3 puM — 100 pM) durante 24 horas.
Los valores representan el promedio + S.E.M. * (p < 0.05). ANOVA con post-
hoc Test de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados de la viabilidad celular muestran que las células MDA-MB-231
al ser tratadas con las diferentes concentraciones (3 uM, 10 uM, 30 uM) y 100 uM)
del Celecoxib son consistentes y se evidencia el efecto antineoplasico en las células
MDA-MB-231 in vitro habiendo diferencia significativa en todas las concentraciones

comparadas con el grupo control (células sin dafio alguno).

Tabla N° 32 Resumen Estadistico del Celecoxib tras 24 horas de Incubacién

Grupos Cantidad Promedio DeS\{lacmn Minimo Maximo
Experimentales estandar

Control 18 100,00 0,74 98,62 101,02
3 uM 18 96,27 0,80 94,88 97,33
10 uM 18 91,33 0,67 90,31 92,21
30 uM 18 76,02 0,66 74,94 77,28

100 uM 18 65,22 0,76 63,92 66,58
Total 90 85,77 13,21 63,92 101,02

Fuente: Elaboracion propia
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El analisis estadistico evidencia la disminucion de la viabilidad celular que es
estadisticamente significativa (p < 0.05) como se muestra en Tabla N° 32 a
concentraciones iguales o mayores a 3 UM, con el cual inhibi6 significativamente el

crecimiento celular. Estos estudios mencionados utilizaron la misma linea celular.8®

Tabla N° 33 ANOVA de los grupos experimentales del
Celecoxib tras 24 horas de Incubacion

Fuente Suma de Df Cuad rgdo F-Ratio Valor-p
cuadrados medio
Entre 1549760 4 3874,40 7287.03 0.0001
grupos
Dentro de 45.19 85 053

Grupos

Total

(Corr) 15542 80 89

Fuente: Elaboracion propia

Se evidencia en la Tabla N° 33 los datos estadisticos y el Test de Tukey. Donde
cabe destacar que los resultados mostrados de la efectividad tras las 24 horas de
incubacion, ratifican y guardan semejanza al estudio de Half y Rezaei con sus
respectivos colaboradores, tras su estudio con el Celecoxib en lineas cancerosas del

seno.8284
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Fig. 24 El Celecoxib en células MDA-MB-231, luego de la exposicién con
diferentes concentraciones del Celecoxib (3 pM — 100 uM) durante 48 horas.
Los valores representan el promedio £ S.E.M.*(p<0.05). ANOVA con post-
hoc Test de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia

% Celulas Viables,
MDA-MB-231
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La Fig. 24 muestra el efecto antineoplasico concentracion-dependiente del
Celecoxib (3 uM - 100 uM) sobre las células MDA-MB-231 luego de 48 horas de

exposicion al Celecoxib.

Tabla N° 34 Resumen Estadistico del Celecoxib tras 48 horas de Incubacién

Gl_’upos Cantidad Promedio DeS\{lacmn Minimo Maximo
Experimentales estandar

Control 18 100,00 0,48 99,19 100,85
3 uM 18 92,19 0,69 90,67 93,64
10 uM 18 79,64 0,60 78,57 80,52
30 uM 18 75,50 0,74 74,54 77,14

100 uM 18 46,47 0,66 4541 47,92
Total 90 78,76 18,47 45,41 100,85

Fuente: Elaboracion propia

El porcentaje de células viables de la Tabla N° 34 se determiné mediante una

prueba de ANOVA (andlisis de varianza) que se evidencia en la Tabla N° 35.

Tabla N° 35 ANOVA de los grupos experimentales
del Celecoxib tras 48 horas de Incubacion

Suma de Cuadrado .
Fuente CR o5 Df medic F-Ratio Valor-p
Entre 303435 4 7585.88 18389.75 0.0001
grupos
Dentro de 35.063 85 0.412506
Grupos
Total (Corr.) 30378.6 89

Fuente: Elaboracion propia

Los datos experimentales fueron analizados con el Test de Tukey, utilizando el
software Statgraphics Centurion; con el que se evidencid que a partir de la
concentracion de 3 uM del Celecoxib existe una diferencia estadistica significativa

(p<0.05) comparada con el control (células sin dafio alguno).
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Fig. 25 El Celecoxib en células MDA-MB-231, luego de la exposicion con diferentes
concentraciones del Celecoxib (3 uM — 100 uM) durante 72 horas. Los valores
representan el promedio £ S.E.M.*(p<0.05). ANOVA con post-hoc test de Tukey.

Fuente: Elaboracién propia

La Fig. 25 muestra el efecto antineoplasico concentracion-dependiente del
Celecoxib (3 uM - 100 uM) sobre las células MDA-MB-231 luego de 72 horas de

exposicion al Celecoxib.

Tabla N°36 Resumen Estadistico del Celecoxib tras 72 horas de Incubacion

Expg;rli’;%?lstales Cantidad | Promedio Deii\é?g;érn Minimo Maximo
Control 18 10,02 0,62 98,96 101,3
3 uM 18 73,50 0,81 72,08 75,17
10 uM 18 71,20 1,00 68,97 72,92
30 uM 18 62,04 0,87 61,02 64,16
100 uM 18 39,20 1,17 36,51 40,82
Total 90 69,19 19,74 36,51 101,30

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla N° 37 ANOVA de los grupos experimentales del
Celecoxib tras 72 horas de Incubacion

Fuente Suma de Cuad rgdo F-Ratio Valor-p
cuadrados medio
Entre 34626,90 4 8656,72 1040550 0,0001
grupos
Dentro de 70,71 85 0,83
Grupos
Total (Corr.)  34697,60 89

Fuente: Elaboracién propia

El porcentaje de células viables de la Tabla N° 36 se determiné mediante una
prueba de ANOVA (anélisis de varianza) que se evidencia en la Tabla N° 37. Los
datos experimentales fueron analizados con el Test de Tukey (ANEXO), utilizando
el software Statgraphics Centurion; con el que se evidencié que a partir de la
concentracion de 3 uM del Celecoxib existe una diferencia estadistica significativa

(p<0.05) comparada con el grupo control (células sin dafio alguno).

Los resultados de la viabilidad celular muestran que las células MDA-MB-231
al ser tratadas con las diferentes concentraciones (3 uM, 10 uM, 30 uM y 100 uM)
del Celecoxib son consistentes y se evidencia el efecto antineoplésico en las células
MDA-MB-231 in vitro habiendo diferencia significativa en todas las concentraciones
comparadas con el grupo control (células sin dafio alguno). Cabe destacar que los

resultados mostrados de la efectividad son tras 72 horas de incubacion.

La ciclooxigenasa-2 (COX-2) promueve la carcinogénesis, la proliferacion
tumoral, la angiogénesis, la prevencion de la apoptosis y la inmunosupresion.
Mientras tanto, la sobreexpresién de COX-2 se ha asociado con el comportamiento

del tumor y el prondstico en varios canceres.

Este estudio investigd los efectos antitumorales del inhibidor selectivo de la

COX-2, el Celecoxib, sobre el cancer de mama in vitro.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
QUINE CATOLICA
TESIS UCSM = DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Estudios realizados con anterioridad informan que el Celecoxib inhibe la
proliferacion de dos lineas celulares, MCF-7 y MDA-MB-231 in vitro donde se
observo el tiempo y forma dependiente de la dosis. EI Celecoxib efectivamente regula

la expresion de COX-2.8°8¢

Inhibicién de la Viabilidad Celular del Celecoxib a las 24, 48 'y
72 horas de tratamiento
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Fig. 26 Concentraciones utilizadas de Celecoxib (3 uM —100 uM) y el grupo

Control en la inhibicidn de la viabilidad celular a las 24, 48 y 72 horas.
Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 26 evidencia el efecto inhibitorio del Celecoxib sobre la viabilidad
celular de la linea celular MDA-MB 231 tras 24, 48 y 72 horas de exposicion, donde
se determind tienen un efecto significativo a las concentraciones realizadas a

comparacion del grupo control.
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4.3. Efecto de la combinacion de la Macamida 71 y el Celecoxib sobre la
viabilidad de células MDA-MB-231

En el presente estudio se evalud el efecto que produce la combinacion de
diferentes concentraciones de la Macamida 71 (3uM — 90 uM) con el Celecoxib a
una concentracion de 10 uM. La concentracion de 10 uM del Celecoxib fue tomada
como referencia de antecedentes investigativos para evaluar un posible escenario de
potenciacion antineoplasico tras la combinacién con las concentraciones de la
Macamida 71.

Existe evidencia experimental de que la combinacion de la Macamida 71 con el
Celecoxib mantiene un efecto antineoplasico en todas las combinaciones en las
primeras 24 horas; sin embargo, su efectividad es menor a lo esperado tras la
combinacion de ambos tratamientos, es decir su efecto antineoplasico

individualmente es mucho mejor que estando en combinacion.

e
N 0 O O =
o O O o o

N W B U
o O o o

% C¢élulas Viables, MDA-MB-231
. o)
o o

o

Control 3uM+10uM 10uM+10uM 30uM+10uM 90uM+10uM

Fig. 27 Efecto de la Macamida 71 y el Celecoxib en células MDA-MB-231,
luego de la exposicion con diferentes combinaciones de la Macamida 71(3 uM

- 90 uM) y Celecoxib (10 uM), durante 24 horas. Los valores representan el
promedio + S.E.M. * (p < 0.05) ANOVA con post-hoc Test de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 27 muestra el efecto antineoplasico de la combinacion de la Macamida
71y el Celecoxib en las células MDA-MB-231.
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En este estudio, el Celecoxib afiadido a la Macamida 71 dio lugar a la muerte
celular, pero los efectos antagonicos aparentemente fueron consistentes tras 24 horas
de exposicion de la linea celular MD-MB-231 en las combinaciones de las

concentraciones mas altas de la Macamida 71 con el Celecoxib.

Tabla N°38 Resumen Estadistico de la Macamida 71 con Celecoxib tras 24 horas

de Incubacién

Expg’?;ic:liales Cantidad Promedio Zﬁ;ﬁgﬁn Minimo Maximo
Control 18 100,00 0,73 98,89 101,29
3 UM+10 pM 18 78,69 0,99 76,98 80,47
10 uM+10 uM 18 81,90 0,86 80,47 83,71
30 uM+10 pM 18 84.,76 0,76 83,71 85,95
90 uM+10 pM 18 87,57 1,20 85,05 89,42
Total 90 86,58 7,42 76,98 101.29

Fuente: Elaboracién propia

No obstante, se realizo el analisis estadistico que se observa en la Tabla N° 38,
el analisis de varianza ANOVA de Tabla N° 39 con post hoc Test de Tukey, donde
se evidencio una disminucion significativa de la viabilidad celular (p<0.05)

comparado con el grupo control tras las combinaciones.

Tabla N°39 ANOVA de los grupos experimentales 24 horas de incubacion

Fuente ci:gnriccilgs Df Cl:sggi%do F-Ratio | Valor-p
Entre grupos 4832.61 4 1208.15 1412.68 0.0001
Dentro de Grupos 72.69 85 0.85
Total (Corr.) 4905.31 89

Fuente: Elaboracion propia
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Fig. 28 Efecto de la Macamida 71 y el Celecoxib en células MDA-MB-231,
luego de la exposicion con diferentes combinaciones de la Macamida 71(3 uM

- 90 uM) y Celecoxib (10 pM), durante 48 horas. Los valores representan el
promedio = S.E.M. * (p<0.05). ANOVA con post-hoc Test de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia

La Fig. 28 muestra el efecto antineoplasico de la combinacion de la Macamida
71y Celecoxib en las células MDA-MB-231.

Tabla N°40 Resumen Estadistico de la Macamida 71

con el Celecoxib tras 48 horas de Incubacién

ExpS'E;%%iales Cantidad | Promedio Zﬁ;ﬁgﬁn Minimo Méaximo
Control 18 10,00 0,68 98,58 101,27
3 uM+10 uM 18 87,58 0,87 86,06 89,05
10 uM+10 uM 18 89,79 0,72 88,54 91,09
30 pM+10 uM 18 92,58 0,86 91,07 93,92
90 uM+10 pM 18 102,74 0,99 101,11 104,33
Total 90 94,54 5,95 86,06 104,33

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla N°41 ANOVA de los grupos experimentales 48 horas de incubacion

Fuente Suma de Df Cuad r_ado F-Ratio Valor-p
cuadrados medio
Entre grupos 3091,95 4 772,99 111141 0,0001
Dentro de 59,12 85 0,69
Grupos
Total (Corr.) |  3151,07 89

Fuente: Elaboracion propia

Se realizo el analisis estadistico que se observa en la Tabla N° 40, el anélisis de
varianza ANOVA de la Tabla N°41 con post hoc Test de Tukey, donde se evidencio
una disminucion significativa de la viabilidad celular (p<0.05) comparado con el

grupo control tras el grupo de combinaciones.

Se observa que existe diferencia significativa casi en todas las combinaciones
exceptuando la concentracion de 90 uM de la Macamida 71 con 10 uM del Celecoxib
donde no se da la diferencia significativa tras 48 horas de incubacion puesto a que se
da un aparente antagonismo y resistencia a la vez.; no obstante, estas células
aparentemente presentan mayor efectividad en concentraciones de 3 uM de la
Macamida 71 con 10 pM del Celecoxib, y 10 uM de la Macamida 71 con 10 uM del
Celecoxib, tal como se dio en las primeras 24 horas. Sin embargo, se evidencia que
los porcentajes de células viables MDA-MB-231 por cada combinacion pierden
cierta efectividad sobre la linea celular mencionada, pero ain se mantiene constante

dicha diferencia significativa.

Es decir, ya que no se conoce el mecanismo de accion de la Macamida 71, se da
la posibilidad que el Celecoxib antagonice algunas de las vias antitumorales de la
Macamida 71, provocando un porcentaje de efectividad menor a lo esperado. Dicha
accion similar hace referencia Bijman et al, cuya investigacion consistio en la
combinacion del Celecoxib con el Cisplatino, donde el Celecoxib indujo la
fosforilacion de una proteina involucrada en la efectividad del Cisplatino,
antagonizando las vias de apoptosis que usaba el Cisplatino ante diversas lineas

celulares cancerosas.?”
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Por otro lado, Cussimano et al., informa en su estudio la interaccion entre el
Celecoxib y una droga de experimentacion PI MG132 en dos lineas celulares HepG2
y HA22T / VGH. Cuyos datos mostraron que cada inhibidor redujo la proliferacion
y la apoptosis inducida de forma dosis-dependiente en ambas lineas celulares.
Ademas, la combinacion del Celecoxib con MG132 inhibi¢ sinérgicamente la
viabilidad celular y aumentd la apoptosis, tanto solos como en combinacién, en otras
palabras, ambos farmacos tienen similar mecanismo de accion ya que ambos
indujeron a un estrés del reticulo endoplasmatico (ER) donde se da la expresion de

diversos genes comprometidos en el desarrollo tumoral.8®
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CONCLUSIONES

1. El presente estudio concluye que la Macamida 71 tiene el mayor efecto inhibitorio
sobre la enzima FAAH, y al evaluar su actividad en la linea celular MDA- MB-
231 produce una disminucion significativa de la viabilidad celular al igual que el
Celecoxib, sin embargo la combinacion de ambos tratamientos no tiene

sinergismo.

2. Las tres Macamidas sintéticas (Macamida 71, Macamida 89 y Macamida 94)
podrian producir la actividad inhibitoria de la enzima Amida Hidrolasa de Acidos
Grasos (FAAH); sin embargo, la respuesta a la enzima mencionada FAAH, se
realiz6 para seleccionar a la Macamida con mayor efecto inhibitorio, logrando
optar por la Macamida N-(Piridin-3-ilmetil) oleamida o declarada como

Macamida 71, debido a su mejor efecto inhibitorio durante las primeras 24 horas.

3. LaMacamida 71 podria producir la inhibicién de la actividad de la enzima FAAH
sobre la exposicion de las células humanas MDA-MB-231; cabe destacar, la
respuesta de las células frente a la Macamida 71 no es constante y uniforme,
debido a que existen proteinas que promueven la rapida proliferacion celular y la

resistencia a multiples farmacos.

4. Las distintas concentraciones del Celecoxib podrian afectar a la viabilidad de las
células MDA-MB-231 del cancer de mama, mostrando dafio significativo en todas

las concentraciones y siendo uniformes y constantes.

5. Después de la exposicion de las células humanas MDA-MB-231 a la Macamida
71y el Celecoxib individualmente, se evidencié su efectividad inhibitoria dosis-

dependiente.

6. La combinacion de las distintas concentraciones de la Macamida 71 con el
Celecoxib, se podria afirmar que muestran una efectividad tras las primeras 24
horas; sin embargo, mientras el tiempo va transcurriendo estas mismas van
perdiendo su capacidad inhibitoria y muestran un antagonismo aparente frente a
las células MDA-MB-231.
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SUGERENCIAS

1. Ampliar las pruebas realizadas en este trabajo de investigacion con nuevos tipos
de macamidas y con la combinacion de ellas para crear un sinergismo citotoxico

en diversas lineas celulares.
2. Extender dicha investigacion sobre la Macamida 71 logrando asi conocer los
distintos mecanismos de accién en lineas celulares de los tipos de cancer

predominantes en nuestro pais, para optimizar su efectividad anticancerigena.

3. Evaluar el efecto anticancerigeno de la investigacion expuesta en animales de

experimentacion.
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Anexo 1
TEST DE TUKEY PARA CADA UNA DE LAS MACAMIDAS EN TODAS
SUS CONCENTRACIONES SOBRE EL ENSAYO FAAH
Test de Tukey de la Macamida 71 tras 24 horas de incubacion

Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
Control 4 0.00 X

3 uM 4 20.79 X

10 uM 4 50.21 X

30 uM 4 70.25 X

Fuente: Elaboracién Propia

Test de Tukey de la Macamida 89 tras 24 horas de incubacion

Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
Control 4 0.00 X

3 uM 4 f-53 &

10 uM 4 11.09 X

30 uM 4 13.19 X

Fuente: Elaboracién Propia

Test de Tukey de la Macamida 94 tras 24 horas de incubacion

Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
Control 4 0.00 X

3uM 4 26.29 X

10 uM 4 38.92 X

30 uM 4 48.40 X

Fuente: Elaboracion Propia
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Anexo 2
TEST DE TUYEK EN COMPARACION DE LAS MACAMIDAS A
DIFERENTES CONCENTRACIONES

Test de Tukey de las distintas Macamidas a una concentracion de 3 pM tras 24

horas
Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
Control 4 0.00 X
Macamida 71 4 20.79 X
Macamida 89 4 6.55 X
Macamida 94 4 26.29 X

Fuente: Elaboracion Propia

Test de Tukey de las distintas Macamidas a una concentracion de 10 uM tras 24

horas
Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
Control 4 0.00 X
Macamida 71 4 50.21 X
Macamida 89 4 11.09 X
Macamida 94 4 38.92 X

Fuente: Elaboracion Propia

Test de Tukey de las distintas Macamidas a una concentracion de 30 uM tras 24

horas
Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
Control 4 0.00 X
Macamida 71 4 70.25 X
Macamida 89 4 13.19 X
Macamida 94 4 48.40 X

Fuente: Elaboracién Propia
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Anexo 3
TEST DE TUKEY EN EL TRATAMIENTO CON MACAMIDA 71

Test de Tukey de las distintas concentraciones de la Macamida 71 tras 24 horas
de incubacion

Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
30 pM 18 77.97 X
10 uM 18 94.78 X
3uM 18 90.26 X
1uM 18 85.88 X
Control 18 100.00 X

Fuente: Elaboracion Propia

Test de Tukey de las distintas concentraciones de la Macamida 71 tras 48 horas
de incubacion

Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
30 pM 18 66.99 X

10 uM 18 88.16 X

3uM 18 86.42 X

1uM 18 81.49 X
Control 18 100.01 X

Fuente: Elaboracion Propia

Test de Tukey de las distintas concentraciones de la Macamida 71 tras 72 horas
de incubacion

Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
30 uM 18 53.05 X
10 uM 18 73.73 X
3uM 18 72.57 X
1uM 18 71.00 X
Control 18 100.00 X

Fuente: Elaboracion Propia
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Anexo 4
TEST DE TUKEY EN EL TRATAMIENTO DE CELECOXIB
Test de Tukey de las distintas concentraciones del Celecoxib tras 24 horas de

incubacion
Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
100 uM 18 65.22 X
30 uM 18 76.02 X
10 uM 18 91.33 X
3uM 18 96.27 X
Control 18 100.00 X

Fuente: Elaboracion Propia

Test de Tukey de las distintas concentraciones del Celecoxib tras 48 horas de

incubacion
Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
100 pM 18 46.47 X
30 uM 18 75.50 X
10 uM 18 79.64 X
3uM 18 92.19 X
Control 18 100.00 X

Fuente: Elaboracion Propia

Test de Tukey de las distintas concentraciones del Celecoxib tras 72 horas de

incubacion
Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
100 uM 18 39.20 X
30 uM 18 62.04 X
10 uM 18 71.20 X
3uMm 18 73.50 X
Control 18 100.02 X

Fuente: Elaboracién Propia
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Anexo 5
TEST DE TUKEY EN LA COMBINACION DE MACAMIDA 71 Y
CELECOXIB

Test de Tukey de la combinacion de la Macamida 71 con el celecoxib tras 24
horas de incubacion

Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
3 UM+10 uM 18 78.69 X
10 uM+10 pM 18 81.90 X
30 uM+10 pM 18 84.76 X
90 pM+10 UM 18 87.57 X
Control 18 100.00 X

Fuente: Elaboracion Propia

Test de Tukey de la combinacién de la Macamida 71 con el celecoxib tras 48
horas de incubacion

Nivel Cantidad Media Grupos homogéneos
3 uM+10 puM 18 87.58 X
10 uM+10 uM 18 89.79 X
30 UM+10 UM 18 92.58 X
90 uM+10 M 18 102.74
Control 18 100.00 X

Fuente: Elaboracion Propia
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