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RESUMEN http://dx.doi.org/10.30827.ars.v57i2.4963

Objetivos: Estudiar el efecto del 1-O-undecilglicerol sobre la proliferaciéon de células de cancer de mama
MCEF-7 y de mama normales 184B5.

Meétodos: Se realiz6 seguimiento a tiempo real de la viabilidad de ambas lineas celulares, con empleo del
analizador de células en tiempo real. Se determiné la densidad celular apropiada para el estudio, y se
trataron las células con dos concentraciones de 1-O-undecilglicerol durante 48 horas. Se compararon las
pendientes del indice celular en cada experimento.

Resultados: El 1-O-undecilglicerol redujo significativamente la proliferacion de las células MCF-7, mien-
tras que fue poco citotoxico sobre las células 184B5 hasta 75uM. A la concentracion de 150uM fue cito-
téxico para ambas lineas, pero invirti6 la pendiente del indice celular de las células de cancer de mama.

Conclusiones: El 1-O-undecilglicerol podria ser candidato para futuros estudios en modelos in vivo de
cancer de mama, asi como para la profundizacién en el mecanismo involucrado en este efecto.

Palabras clave: alquilgliceroles, analisis celular en tiempo real, MCF-7, 184B5

ABSTRACT:

Aim: To study the effect of 1-O-undecylglycerol on the proliferation of human breast cancer cells MCF-7
and 184B5 normal breast cells.

Methods: Real time following of both cell lines was performed, by Real Time Cell Analyzer. Appropriat-
ed cell density was selected, and cells were treated with two concentrations of 1-O-undecylglycerol for
48 hours. Cell index slopes were compared in each experiment.

Results: 1-O-undecylglycerol induced significant reduction of MCF-7 cell viability, and was less cytotox-
ic on 184B5 cells with 75uM. At 150pM was cytotoxic for both lines, but cell index slope of breast cancer
cells was negative.

Conclusion: 1-O-undecilglicerol could be a candidate for future studies in in vivo models of breast can-
cer, and for further experiments about the mechanism involved in this effect.
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INTRODUCCION

El aceite de higado de tiburdn tiene actividad antineoplési-
ca en varios tipos de células tumorales!, relacionada con el
contenido de 1-O-alquilgliceroles (AQG), que representan
alrededor del 20% del aceite, donde el bajo contenido de
AQG reduce la actividad antineoplésica en células trans-
formadas®. Los AQG son alquil-éteres lipidicos, estructu-
ra para la que se ha descrito la inhibicién selectiva de la
proliferacion de células neoplésicas, con muy pocos efectos
en células normales’. Estudios previos muestran la accion
antiproliferativa de AQG en células de cancer de mama
MCE-7'4,

El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto del 1-O-un-
decilglicerol (UDG) sobre la proliferacion de células MCE-7
de céncer de mama, en comparacién con células de mama
normales 184B5, mediante analisis celular en tiempo real
(Real Time Cell Analyzer, RTCA).

METODOS:
Células

Las células de adenocarcinoma de mama MCF-7 (ATCC,
EUA) fueron cultivadas en Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), suplementado con suero fetal bovino
10%. Las células de mama normales 184B5 (ATCC, EUA) se
cultivaron en medio DMEM/F12-HAMS, con suero equino
5%, insulina 10 pg/ml, EGF 20 ng/mL, toxina célera 100
ng/mL, e hidrocortisona 0,5 pg/mL. Ambas fueron incuba-
das a37°Cy 5% CO,.

El 1-O-undecilglicerol se sintetiz6 en el Instituto de Farma-
cia y Alimentos de la Universidad de la Habana, con 95%
de pureza, mediante sintesis de Williamson, como se des-
cribe previamente®. Se preparé una solucién madre 50 mM
en etanol absoluto, la cual fue diluida en cada experimento
en medio completo hasta 150 pM como solucién de trabajo.

Analisis celular en tiempo real

La cinética de crecimiento en tiempo real de las células
MCF-7 y 184B5, en presencia o ausencia de UDG se estudi6
en un analizador celular en tiempo real (xCELLigence Sys-
tem®, Roche Applied Science, Alemania). El sistema RTCA
emplea una placa que contiene microelectrodos interdigi-
tados, integrados en el fondo. El nimero de células, viabi-
lidad, morfologia y grado de adherencia de las células en
contacto con los electrodos afecta el ambiente iénico local, y
conlleva a incremento de la impedancia. Esto se representa
como indice celular (IC) y refleja el calculo, mediante un al-
goritmo interno del sistema, de la impedancia dependiente
de frecuencia, en ausencia o presencia de células adheri-

das a la superficie de los pocillos. Para cada experimento se
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afiadi6é 100 pL de medio a las placas para lectura de fondo.
La suspension celular se adicioné en 100 pL de medio. Lue-
go de anadir el tratamiento a las 24 h, el volumen final fue
200 pL. Las placas fueron incubadas a 37°Cy 5% CO,, y mo-
nitoreadas en el Sistema RTCA a intervalos de 15 minutos,
hasta las 72 horas.

El IC se determiné por sustraccion del valor de pocillos con
medio del IC de pocillos con medio y células. Se realizaron
tres repeticiones de cada condicién experimental. La pen-
diente de las curvas de IC se determiné mediante la férmu-
la: IC = pendiente * tiempo + intercepto. Los valores de IC
se registraron por el equipo y al andlisis se realizé6 mediante
el software RTCA version 1.2.1. Se consideraron diferentes

los valores de pendiente para p<0,01.

RESULTADOS

Con el proposito de seleccionar la densidad celular apro-
piada, se ensayaron 6000 y 12000 células/pocillo con la li-
nea MCF-7. Las curvas fueron registradas automaticamen-
te (Figura 1A). E1 IC para 6000 células/pocillo no crecié por
encima de 1.0, lo que indica insuficiente cantidad de células
para demostrar citotoxicidad. Al tratar esta densidad ce-
lular con UDG no se observaron cambios en el IC. Ambos
tipos de células (12000 células) se trataron con UDG a 75
y 150 pM, segin muestra la figura 1B y C. UDG provocé
disminucién del IC en las células MCF-7 luego de 12 horas,
pero las células normales recuperaron la viabilidad alrede-
dor de las 6h después del tratamiento con 75 uM. Sélo las
células MCF-7 exhibieron IC negativo.

La pendiente de las curvas se calcul6 y compard, y se apre-
ciaron diferencias significativas con los respectivos con-
troles celulares (Figura 2). La pendiente del IC de la linea
MCEF-7 se redujo significativamente, y estuvo por debajo de
-1.0 a 150 uM de UDG. Esto indica que UDG es més activo
en las células de cancer de mama con respecto a las norma-

les, que no alcanzaron citotoxicidad absoluta.

DISCUSION

Los AQG tienen impacto como inmunoestimulantes®, anti-
neoplasicos’, promotores de la absorcion en la barrera he-
mato-encefalica®, entre otras acciones reportadas’. Aunque
su accion selectiva se ha basado en su similitud estructural
con los alquilfosfolipidos!, su toxicidad sobre células nor-
males ha sido apenas estudiada.

La accién citotoxica de los AQG en células MCF-7 ha sido
reportada como dependiente de concentracién?, lo cual
coincide con los resultados del estudio. Las células norma-
les fueron mucho menos afectadas por el tratamiento con

UDG. Un posible mecanismo para explicar estas diferen-
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cias es el mayor contenido de AQG en células neoplasicas
en comparacioén con las normales, debido a la ausencia de
la enzima responsable de la escisién del enlace éter de los
AQQG, alquilglicerol monoxigenasa (AGMO)™, que esta pre-
sente en tejidos normales, pero en muy bajos niveles en cé-
lulas neoplésicas'. Segun el Atlas Humano de Proteinas, no
existe expresion detectable de AGMO en las células MCE-7,
y hay muy baja concentracion en células mioepiteliales de

mama normal2,

La pendiente del IC permite diferenciar efectos citotéxicos
en lineas celulares®, con la variacién de este pardmetro pos-
terior a tratamiento. Esto es una ventaja del sistema xCE-
LLigence sobre ensayos tradicionales de punto final, que
son invasivos y se miden a tiempos fijos™. Las células MCF-
7 mostraron pendiente significativamente diferente respec-
to a las células normales, lo que sugiere accién citotoxica
selectiva del UDG sobre células neoplasicas. El seguimien-
to continuo del IC mostré que luego de la adicion de UDG,
las células MCF-7 dejaron de proliferar. Sin embargo, las
células normales 184B5 se recuperaron luego del tratamien-
to con UDG.

CONCLUSION

Los datos obtenidos permiten concluir que el UDG provoca
efecto selectivo de inhibicién de la proliferaciéon sobre las
células MCF-7 con respecto a células normales de mama. El
UDG podria ser candidato para futuros estudios en mode-
los in vivo de cancer de mama, asi como para la profundiza-
cién en el mecanismo involucrado en este efecto.
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FIGURAS

Figura 1. Efecto del 1-O-undecilglicerol (UDG) en el indice celular de células MCF-7 y 184B5. (A) Efecto de la densidad
celular de la linea MCEF-7 en la citotoxicidad del UDG, mostrada como Indice celular, de 0 a 72 horas, obtenida en ana-
lizador de células en tiempo real. (B) Efecto del UDG en el indice celular de células MCF-7 (12000 células/pocillo) a las
concentraciones indicadas, por 48 horas. (C) Efecto del UDG en el Indice celular de células 184B5 (12000 células/pocillo) a
las concentraciones indicadas, por 48 horas.

15
A ﬂ%w == 12000 células
. %lmlllnnw | == 6000 células
& MM““ | = 12000 células + UDG 75uM
" f | == 6000 células + UDG 75uM
3% — = 12000 células + UDG 150uM
. UHEHETT == 6000 células + UDG 150uM
i L T T 11111 celulas + 81
. Wnnmn :
; mm.,m.,.,..i,,.m,“”:‘,,m SNERNES
00 120 2240 ®»0 430 800 20
Time (in Hour)
&0 B 11l

7 i
|

Cell Inde
8 H
E ==
Cell Index

T o }}HIHIII]I|HI|||||I||III1IIII]II|l|
. ; T lllHlllllIHIIIHIIHIIHHIIIHT]T

no

Time (in Hou) Time (n Hou)

mcélulas controles =células + UDG 75uM= células + UDG 150uM

Figura 2. Pendiente de las curvas de indice celular determinada luego de 48 horas de tratamiento con UDG en células
MCEF-7 y 184B5, mediante software RTCA version 1.2.1. *t p<0.01 en comparacion con el control correspondiente.
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