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Resumen.

Introduccidn: El cdncer es la segunda causa de muerte en Chile y el mundo, siendo el de mama
la primera causa de muerte oncolégica en mujeres chilenas, por lo cual se considera necesario
indagar nuevos tratamientos y cuidados paliativos para tratar este tipo de cancer, ¢Cual es el
efecto de los extractos de Skytanthus acutus sobre la viabilidad en lineas celulares de cancer
de mama?

Método: Se realizd un estudio cuantitativo experimental, donde se analizé el porcentaje de
viabilidad celular de 3 lineas celulares de mama, dos cancerigenas y una no tumoral, tratadas
con 3 extractos de Skytanthus acutus a diferentes concentraciones. Los datos se obtuvieron
utilizando el protocolo de trabajo para el analisis de productos naturales (Anexo 1) mediante
tincion con Sulforodamina B. Se obtuvo un total de 1008 resultados expresados en
absorbancia, los cuales fueron convertidos a viabilidad celular porcentual respecto a los
controles. Para el proceso de analisis estadistico se utilizaron los programas Microsoft Office
365, Excel, Word y Statsoft Statistica.

Resultados: En las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231, y MCF-10A se puede observar una
relacidon inversamente proporcional entre las concentraciones de los extractos (Hexano,
Diclorometano, Etanol) y la viabilidad celular.

Como excepcidn, se observa que en la linea MCF-7 a la concentracion de 250 pg/mL de Etanol
(ET) presenta un menor porcentaje de viabilidad celular respecto a la concentracion de 500
ug/mL

Asimismo, en la linea MCF-10A el extracto Hexano (HEX) obtuvo un porcentaje menor de
viabilidad celular para la concentracion de 250 pg/mL, en cambio, para la de 500 pg/mL
alcanzd un mayor porcentaje de viabilidad celular.

Conclusiones: Los extractos de Skytanthus acutus disminuyen la viabilidad celular de las lineas
cancerigenas, pero a su vez, se observd que también reduce la viabilidad en la linea celular no

tumoral

Palabras clave: Cancer de mama, Skytanthus acutus, Cacho de Cabra, Extractos,
Apocynaceae.

Introduccion.
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La esperanza de vida de la poblacién mundial ha ido en aumento durante las ultimas

décadas, conllevando a un proceso de envejecimiento acelerado, lo que ha significado un
cambio epidemioldgico, principalmente en los paises que se encuentran en desarrollo o en
vias de éste. Chile no queda exento de ello, segun el Instituto Nacional de Estadistica (INE) la
esperanza de vida al nacer en el afio 2017 era de 77 anos para los hombres y, en el caso de
las mujeres de 82 afios de edad, valores mayores en comparacidn con los paises de la region
y que cada vez se parece mas a paises desarrollados (1). Este aumento en la esperanza de vida
se debe a una mejoria en los tratamientos y deteccién temprana de enfermedades que antes
se consideraban catastréficas, con una disminucion de la mortalidad durante la nifiez, la

maternidad y la senescencia.

Por otra parte, se ha generado disminucién en la natalidad. El promedio mundial para
el afio 2016 fue de 2,44 hijos por mujer. En Chile, a partir de los afios 60 se produjo una baja
considerable en los nacimientos, segun el Banco Mundial se redujo de 5,1 hijos por mujer en
los afios 60 a 1,7 hijos por mujer en un transcurso de 56 afios (2). Cabe mencionar que esta
disminucion de la natalidad se debe en su mayoria a la masificacién de los métodos
anticonceptivos, dentro de estos se encuentran las pildoras orales las cuales fueron

dispensadas y vendidas a partir del 23 de abril de 1960 (3).

En conjunto, el aumento de la esperanza de vida con la baja natalidad ha hecho que
el envejecimiento poblacional haya aumentado considerablemente en estos ultimos afios,
generando asi diversos problemas, entre ellos el aumento de las enfermedades o patologias
crénicas no transmisibles, causando una disminucién en la calidad de vida de las personas. En
nuestro pais y el mundo, la principal causa de muerte son las enfermedades cardiovasculares,
en segundo lugar, no muy lejano, se encuentran los tumores malignos o neoplasias, las cuales
durante las ultimas décadas han ido en aumento (4), se proyecta que las defunciones por
cancer a nivel mundial continuardan incrementdndose, y se calculan 12 millones de
defunciones para el afio 2030, debido a esta causa (5). En Chile, en el afio 1997 se reportaron
17.000 defunciones por cancer, 19 anos después, se elevd a 26.027 muertes (6), lo que
corresponde al 23% del total de defunciones anuales (7). Uno de cada seis fallecimientos

producidos es atribuible a esta patologia a nivel mundial (8).
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Alrededor de un tercio de las muertes por cancer se debe a los cinco principales
factores de riesgo conductuales y dietéticos: indice de masa corporal elevado, ingesta
reducida de frutas y verduras, falta de actividad fisica, consumo de tabaco y consumo de
alcohol (8). Todos estos factores son modificables, es por esto que, para prevenir esta

patologia, uno de los pilares fundamentales es mantener un estilo de vida saludable.

Al analizar las causas de mortalidad especifica por tipo de cdncer y sexo al afio 2015
en Chile, encontramos que dentro de los tipos de cdncer mas comunes en los hombres se
encuentra el cancer de estémago, de préstata y de pulmdn (6), con 25.2, 23.5y 20.7 muertes
por cada 100.000 habitantes, respectivamente. Por otro lado, el cdncer de mama o seno con
16.6 muertes por cada 100.000 habitantes, se considera como la primera causa de muerte
oncoldgica en mujeres chilenas, seguido del cancer de bronquios y pulmdn con 13.8 muertes

por cada 100.000 habitantes (9).

El cancer de mama es de vital importancia, ya que ha cobrado la vida de 1.499
personas durante el afio 2016, segun el Instituto Nacional de Estadisticas (INE) (4), cifras que
han ido en aumento durante los Ultimos anos y que se han visto influenciadas por distintos
factores de riesgo, entre ellas al aplazamiento de una gestacion o la decisién de no gestar, lo
gue esta estrechamente relacionada con la transicién demografica que se vive a nivel

mundial.

Dentro de las politicas publicas que se han hecho en Chile para resolver la
problematica del cancer de mama se ilustra que en el afio 2001, se incluyd la toma de
mamografias en la atencidén primaria de salud, lo que mejord el prondstico y la calidad de vida
de las mujeres, ya que logrd establecer un protocolo de seguimiento, el que ha ido en
mejoramiento continuo gracias a la creacién de guias anticipatorias especificas de esta

patologia por parte del Ministerio de Salud (10) (11).

En el afio 2004 se cred el Acceso Universal con Garantias Explicitas en Salud (AUGE),

gue posteriormente cambié de nombre a Garantias Explicitas en Salud (GES). Cuando
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comenzd a regir el 1 de julio del 2005 cubria 25 patologias, dentro de éstas se incluyeron 13

tipos de canceres mas comunes, entre ellos el de mama (12), para el afio 2007 abarco 56
problemas de salud, aumentd a 80 enfermedades en el afio 2011, y durante el afio 2019 se

agregaron 5 patologias mas, es decir, a fin de afio habra un total de 85 patologias GES (13).

Las Garantias Explicitas en Salud constituyen un conjunto de beneficios garantizados
por Ley para las personas afiliadas a Fonasa e ISAPRES.
Las cuales son exigibles:
- Acceso: Derecho por Ley de la prestacién de Salud.
- Oportunidad: Tiempos mdaximos de espera para el otorgamiento de las prestaciones.
- Proteccion financiera: La persona beneficiaria cancelara un porcentaje de la afiliacién.
- Calidad: Otorgamiento de las prestaciones por un prestador acreditado o certificado

(14).

Hasta el dia de hoy, el cdncer de mama forma parte de las GES, lo que implica que,
ante cualquier sospecha tanto en hombres como en mujeres sobre 15 afios, se tiene acceso
a confirmacion diagnéstica, tratamientos, rehabilitacién, seguimiento y cuidados paliativos
con un plazo definido para cada etapa (11). Cabe destacar que la mayor incidencia del cancer
de mama ocurre desde los 50 a 59 anos, por lo tanto, la pesquisa es primordial en tales rangos

de edad, debido a que avanza de manera rdpida, progresiva y silenciosa.

Por lo antes expuesto, es de vital importancia fiscalizar que el tamizaje en la atencion
primaria de salud sea operativo, para asi dar una buena educacién a toda la poblacién sobre
los signos y sintomas que se pueden tener y de esta manera estar en alerta para acudir a los

servicios de salud.

Por otro lado, serd necesario indagar sobre nuevos tratamientos y cuidados paliativos
para tratar el cancer, y asi, mejorar la calidad de vida de las personas, en este mismo sentido
los tratamientos naturales deben tomar un papel relevante como una alternativa

complementaria a los tratamientos convencionales.

10
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Pregunta de Investigacion.

¢Cudl es el efecto de los extractos de la planta Cacho de Cabra (Skytanthus acutus) sobre la

viabilidad en lineas celulares de cancer de mama?

Hipétesis.

Los extractos de la planta Cacho de Cabra (Skytanthus acutus) disminuyen la viabilidad de las
lineas celulares del cancer de mama, resultando favorable como tratamiento

complementario.

Objetivo General.

Determinar el efecto de los extractos de la planta Cacho de Cabra (Skytanthus acutus) sobre

la viabilidad en las lineas celulares de cancer de mama.

Objetivos Especificos.

- Determinar el efecto de los extractos de la planta Cacho de Cabra (Skytanthus acutus)
con mayor efecto beneficioso sobre las lineas celulares del cancer de mama.

- Contrastar los efectos que tiene la planta Cacho de Cabra (Skytanthus acutus) en el
crecimiento entre las lineas celulares del cancer de mama.

- Comparar los efectos de los extractos de la planta Cacho de Cabra (Skytanthus acutus)
en el crecimiento de las lineas celulares del cdncer de mama y una linea celular de

tejido mamario no tumoral.

11
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Operacionalizacidn de Variables.

1. Determinar la concentracién de extracto de Skytanthus acutus con mayor efecto
beneficioso sobre las lineas celulares del cancer de mama.
Variable Definicidn Tipo de Dimensién Indicador Subindicadores | Fuente de
variable verificacién

Extracto de El extracto de Cuantitativa | Extractos que Mas Frecuencia en Lector de
Skytanthus acutus | Skytanthus /continua. actuaron enlos | beneficiosa porcentajes microplacas
que genera acutus que sea casos entre los (%).
efectos beneficiosa en favorables. extractos.
beneficiosos en lineas celulares
lineas celulares. MCF-7 en céncer

de mama.
Concentracién Concentracién de | Cuantitativa | Concentracion Mas Frecuencia en Lector de
con mayor efecto | Skytanthus /continua. de extracto que | beneficiosa porcentajes microplacas
de los extractos acutus que actuaron enlos | entre las (%).
de Skytanthus genera un mayor €asos concentracio
acutus efecto, de los favorables. nes (500,
beneficiosos en extractos 250, 125,
lineas celulares. beneficiosos, en 62,5y 25

lineas celulares pg/mL

MCF-7 en Cancer

de mama.
Extracto de El extracto de Cuantitativa | Extractos que Mas Frecuencia en Lector de
Skytanthus acutus | Skytanthus /continua. actuaron en los | beneficiosa porcentajes microplacas
que genera acutus que sea casos entre los (%).
efectos beneficiosa en favorables. extractos.
beneficiosos en lineas celulares
lineas celulares. MDA-MB-231 en

cancer de mama.
Concentracion Concentracion de | Cuantitativa | Concentracion Mas Frecuencia en Lector de
con mayor efecto | Skytanthus /continua. de extracto que | beneficiosas porcentajes microplacas
de los extractos acutus que actuaronenlos | entrelas (%).

de Skytanthus
acutus
beneficiosos en

lineas celulares.

genera un mayor
efecto, de los
extractos

beneficiosos, en

Casos

favorables.

concentracio
nes (500
ug/mL, 250
pug/mL 125

12
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lineas celulares

MDA-MB-231.

ug/mL, 62,5
ug/mL, 25

ug/mL

Tabla 1: Operacionalizacién de variables. Determinacion de la concentracion de extracto de Skytanthus acutus con mayor

efecto beneficioso sobre las lineas celulares del cdncer de mama. Elaboracién propia.

2. Contrastar los efectos que tiene la Skytanthus acutus en el crecimiento de las lineas

celulares del cancer de mama.

Variable Definicion Tipo de Dimension Indicador | Codificaciéon | Fuente de
variable verificacion
Extracto de El extracto de Cualitativa/ Detencion del Si Si (0) Lector de
Skytanthus Skytanthus acutus Ordinal. crecimiento microplacas.
acutus genera | genera detencidn del celular.
detencidn del | crecimiento celular de No No (1)
crecimiento MCF-7.
celular.
El extracto de Cualitativa/ | Detencidn del Si Si (0) Lector de
Skytanthus acutus Ordinal. crecimiento microplacas.
genera detencién del celular
crecimiento celular de No No (1)
MDA-MB-231.
Extracto de El extracto de Cualitativa/ | Proliferacién Si Si (0) Lector de
Skytanthus Skytanthus acutus Ordinal. celular. microplacas.
acutus genera | genera proliferaciéon
proliferacidn celular de MCF-7. No No (1)
celular.
El extracto de Cualitativa/ Proliferacién Si Si (0) Lector de
Skytanthus acutus Ordinal. celular. microplacas.
genera proliferacion
celular de MDA-MB- No No (1)
231.
Extracto de El extracto de Cualitativa/ Disminucién Si Si (0) Lector de
Skytanthus Skytanthus acutus Ordinal. celular. microplacas.
acutus genera | genera disminucién
disminucién celular de MCF-7. No No (1)
en la cantidad
celular. El extracto de Cualitativa/ | Disminucion Si Si (0) Lector de
Skytanthus acutus Ordinal. celular. microplacas.
genera disminucion

13
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celular de MDA-MB-231. No No (1)

Tabla 2: Operacionalizacidn de variables. Efectos que tiene la Skytanthus acutus en el crecimiento de las lineas celulares del

cancer de mama. Elaboracion propia.

3. Comparar los efectos de la planta Skytanthus acutus en el crecimiento de las lineas

celulares del cdncer de mama y lineas celulares de tejido sano.

Variable Definicion Tipo de Dimensidn Indicador Codificaciéon | Fuente de

variable verificacion
Efectos de la planta Efectos de la planta | Cualitativa | Efectos en el Beneficioso | Beneficioso Lector de
Skytanthus acutus en | Skytanthus acutus /Ordinal crecimiento de (0) microplacas
el crecimiento de las en el crecimiento lineas celulares
lineas celulares del de MCF-7 del del céncer de Toxico
cancer de mama. cancer. de mama mama. Toxico (1)
Efectos de la planta Efectos de la planta | Cualitativa | Efectos en el Beneficioso | Beneficioso Lector de
Skytanthus acutus en | Skytanthus acutus /Ordinal crecimiento de (0) microplacas
el crecimiento de las en el crecimiento lineas celulares
lineas celulares del de MDA-MB-231 del céncer de Toxico
cancer de mama. del cancer de mama. Toxico (1)

mama.

Efectos de la planta Efectos de la planta | Cualitativa | Efectos en el Beneficioso | Beneficioso Lector de
Skytanthus acutus en | Skytanthus acutus /Ordinal crecimiento de (0) microplacas
el crecimiento de en el crecimiento lineas celulares
lineas celulares de de lineas celulares de tejido sano. | Toéxico
tejido sano. de tejido sano. Toxico (1)

Tabla 3: Operacionalizaciéon de variables. Comparacion de los efectos de la planta Skytanthus Acutus en el crecimiento de las

lineas celulares del cancer de mama y lineas celulares de tejido sano. Elaboracidon propia.

14
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Marco Tedrico.

I. Cancer

Fisiolégicamente, las células humanas crecen y se dividen para formar nuevas células
a medida que el cuerpo las necesita. Cuando las células normales envejecen o se dafian,
mueren, y células nuevas las reemplazan. En algunas ocasiones, se produce un crecimiento
descontrolado de células anormales en el cuerpo humano, suele suceder cuando hay
modificaciones en el material genético, produciendo que estas células se dividan
constantemente y no mueran como lo hacen las células normales (15). Este aumento celular
anormal forma una masa que recibe el nombre de tumor, el cual puede ser benigno o maligno,

este Ultimo es el mas daiiino, y el que da origen al cancer como tal (16).

El cancer puede ser localizado, es decir, ubicado en un solo lugar del cuerpo o se puede
diseminar a otros sectores del organismo, originando una metdstasis (17), que tiene lugar,
cuando algunas células cancerosas se desprenden y se mueven a sitios distantes del cuerpo
por medio del sistema circulatorio o del sistema linfatico y forman nuevos tumores lejos del

tumor original (18).

Los tumores malignos (cancer) son la segunda causa de muerte a nivel nacional y
tienen mayor incidencia en las edades avanzadas en ambos sexos: en 2015, el 70% de las
defunciones ocurrieron en personas de 65 afios 0 mdas. Asimismo, provocaron mdas muertes

en hombres que en mujeres: 13.503 y 12.261 descensos, respectivamente (19).

Habitualmente, se utiliza la cirugia para diagnosticar el cancer, mediante una
extraccidn del tejido (biopsia) al que posteriormente se le realizaran distintas pruebas, las que
pueden ser con microscopio o con pruebas de laboratorio. La cirugia, también, tiene como
funcién el prevenir, determinar la etapificacion y tratar el cancer, razén por la que se
clasificaron con distintos nombres, entre ellas se encuentra la cirugia curativa, que consta de
la localizacidon y extirpacidn de un tumor local, la cirugia para reducir el cancer, en la cual no
se puede eliminar el tumor por completo, por lo que solo se realiza la reseccion de una parte,

también se encuentra la cirugia paliativa, en las que se tratan las complicaciones asociadas o

15
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causadas por el cancer en sus etapas avanzadas, la cirugia de apoyo que es para facilitar la

administracidon de farmacos o extraccidn de sangre a partir de un instrumento localizado en
una vena de gran tamafio, la cirugia reconstructiva, la que se utiliza para mejorar la apariencia
fisica, en el caso del cancer de mama, la reconstruccién mamaria y la cirugia preventiva o

profilactica, que se utiliza para extirpar tejidos que pudiesen convertirse en cancer (20).

Uno de los tratamientos utilizados para mitigar el cancer es la quimioterapia, ésta
consta de la administracidon de farmacos, los cuales dependen del desarrollo de cancer vy el
tipo (21). Esta se puede aplicar de diferentes maneras, antes de la cirugia o también llamada
guimioterapia neoadyuvante, cuya funcién es reducir el tamafio del tumor, y después de la
cirugia o quimioterapia adyuvante, en la cual se busca eliminar las células cancerigenas que

pudiesen haber quedado o que se hayan diseminado.

Dentro de los efectos secundarios que se pudieran observar en personas tratadas con
quimioterapia, se encuentra la caida de pelo, nduseas y/o vomitos, Ulceras bucales, diarrea,
por ende, un cambio en el peso o pérdida del apetito y cambios en las ufias, por otro lado, se
puede observar cansancio, un incremento en la probabilidad de generar infecciones y la
tendencia a sangrados o de producirse hematomas (22). Existen distintas alternativas para
sobrellevar estos efectos adversos, dentro de ellas se encuentra la acupuntura y la
aromaterapia las cuales son utilizadas para tratar las nauseas y algunos tipos de dolores.
También existen tratamientos como la hipnosis, distintos masajes, yoga, musicoterapia,
meditacion, entre otras, que ayudan a mejorar el estrés, la fatiga y la ansiedad. Por ultimo,
pero no menos importante estd el hacer ejercicio, esto mejoraria los signos y sintomas del

tratamiento oncoldgico (23).

La quimioterapia se diferencia de la radioterapia, en que la primera de ellas afecta
sistematicamente a todas las células del cuerpo, independiente de si son cancerosas o no, en
cambio, la radiacién, se caracteriza porque afecta a la parte del cuerpo que se encuentra

comprometida por el cancer.

16
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La radioterapia supone la utilizaciéon de particulas u ondas de alta frecuencia. La

funcién de la “radiacidon es actuar sobre el ADN que se encuentra dentro de las células
produciendo pequefias roturas. Estas roturas evitan que las células cancerosas crezcan y se
dividan, y les causan la muerte” (24), por lo que afecta a las células que poseen una alta tasa

de division celular.

Por ultimo, esta el trasplante de células madre que se utiliza habitualmente en
afecciones sanguineas o relacionadas con el sistema linfatico, tales como la leucemia, linfoma

o mieloma multiple (25).

II. Cancer de mama

El cdncer de mama es una enfermedad en la cual las células de la mama se multiplican
sin control (26), se considera una enfermedad heterogénea dividida en subtipos, siendo un

75-80% de las neoplasias mamarias dependientes del estimulo estrogénico (27).

El inicio de la patologia comienza con diversos cambios o mutaciones en los genes de
un organismo. Una célula que inicia el proceso carcinégeno es alta y descontroladamente
proliferativa (28) e inmortal, debido a que no responde a las sefiales de entrar en apoptosis,
es incapaz de corregir los errores que se van acumulando en su material genético, y

probablemente no envejezca.

Este tipo de cancer esta conformado por un grupo de neoplasias malignas que se
origina en la proliferacion acelerada a causa de la pérdida del control del ciclo celular por
alteracion en al menos uno de los siguientes genes: BRCA1, BRCA2, P53 y PTEN, y en otros

casos por razones desconocidas (29).

Se pueden considerar dos términos importantes, uno de ellos es carcinoma in situ, se

refiere al tipo de cancer que se encuentra aislado en la luz de los ductos o de los lobulillos

glandulares, sin invadir los tejidos adyacentes (29). Por otro lado, el carcinoma invasivo
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prolifera hasta romper la membrana basal y propagarse hacia los tejidos que rodean a los

ductos y lobulillos mamarios, ingresando asi al tejido circundante.

Estadios del Cancer de Mama.

Dentro de los factores de riesgo mas comunes para contraer esta patologia se
encuentra la edad, el sobrepeso u obesidad, mujeres que no han amamantado, que no han
tenido hijos, terapia hormonal de reemplazo (22), antecedentes familiares y/o personales de
cancer de mama, entre otras (24). Cabe sefialar que tanto mujeres como hombres pueden
desarrollar este cancer, en el caso de los varones, esta neoplasia es poco frecuente, pero
tienen peor prondstico. Para el ano 2014 fallecieron 14 hombres por esta causa,

representando menos del 1% de los casos de cdncer de mama (10).

Por otro lado, existen factores protectores para el cancer de seno, dentro de ellos se
encuentra el ejercicio, un embarazo en edad temprana, la lactancia materna, entre otros mas

(212).

Para comenzar el diagndstico en este tipo de usuarias se realiza una evaluacién inicial,
incluyendo examen fisico de mamas, mamografia en mujeres sobre los 50 afios o, en su
defecto, ecotomografia en usuarias de menor edad, resonancia magnética y/o biopsias del

tejido afectado (21).

Las mamografias se clasifican en:
- BI-RADS 0: Estudio incompleto el cual necesita de estudios adicionales.
- BI-RADS 1: Normal, examen negativo.
- BI-RADS 2: Normal o con hallazgos no patolégicos.
- BI-RADS 3: Anormalidad (hallazgos probablemente benignos).
- BI-RADS 4: Anormalidad sospechosa de malignidad.
- BI-RADS 5: Alta probabilidad de malignidad.
- BI-RADS 6: Cancer de mama (30).
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Dentro de los tratamientos para combatir este tipo de cdncer, se encuentra la cirugia,

radioterapia, quimioterapia y hormonoterapia, la terapia se elige segun el estadio del cancer

(31).

La sobrevida de las mujeres dependera del estadio que estén cursando, esto queda
demostrado en el articulo “Resultados del tratamiento del cancer de mama, Programa
Nacional de Cancer del Adulto” donde se analizaron 5.119 registros de pacientes con
diagndstico de cancer de mama en Chile entre el 2000 y el 2010, donde a mayor estadio, la
sobrevida disminuye: Estadio I: 93,3%, estadio Il: 84,2%, estadio Ill: 61.8% y estadio IV: 26,6%
(32).

Quienes se someten a quimioterapia se ven enfrentados a los multiples efectos
adversos producidos por la farmacocinética de los actuales tratamientos lo que va
disminuyendo su calidad de vida, tales como fiebre, diarrea, vomitos, erupcidn cutdnea. En
los ultimos afios se ha comenzado a utilizar terapias complementarias y alternativas, como
llevar una alimentacidn estricta, aumentar el consumo de vitaminas, productos herbarios o
remedios homeopaticos (32), a los efectos secundarios producidos por la quimioterapia, de
esta manera las personas tratadas se sienten protagonistas de la mejoria de su salud y

bienestar.

Ill. Cacho de Cabra

Esta planta fue descrita por primera vez en el afio 1834 por Franz Julius Ferdinan
Meyen, quien fue un médico, botdnico y zodlogo alemdn (33). El Cacho de Cabra pertenece a
la familia Apocynaceae, ésta es una familia de angiosperma que se encuentra distribuida en
lugares tropicales, semitropicales y en regiones templadas como la India, Malasia, Australia,

Africa y América continental (34).
La fitoquimica de esta familia contiene glucésidos cardiotdnicos, alcaloides reserpina,

rescinamina, vincristina, aspidospermina, quebrachamina, hipoquebrachina, aspidosamina,

vinblastina, quebrachina y yohimbina (34).
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Los alcaloides de la familia Apocynaceae tienen un fuerte efecto biolégico y medicinal
(35). Algunas especies como Thevetia peruviana (Pers) Shum y Nerium oleander L. contienen
glucdsidos cardiotdnicos, los cuales son utilizados en el tratamiento de enfermedades
cardiacas, por otro lado, la Rauvolfia serpentina (L.) Kurz produce los alcaloides reserpina y
rescinamina, éstas poseen propiedades hipotensoras y sedantes. A partir de Catharanthus
roseus (L.) G. Don, se obtiene mas de 90 alcaloides; entre ellos la vincristina y la vinblastina
gue son drogas modernas para el tratamiento de leucemia, coriocarcinomas, entre otras (36),

esto debido a que producen una interrupcién en el proceso de la divisién celular (37) (38).

Cacho de cabra o también llamado cuerno de cabra (Skytanthus acutus) es una especie
de arbusto poco frecuente con flor endémica, compuesta por 5 pétalos de color amarillo, que
se da en el norte arenoso chileno, en regiones como Antofagasta, Atacama y Coquimbo y en
el extremo norte argentino, mide aproximadamente 1 metro. Crece en suelos arenosos o

pedregosos de preferencia cerca del mar o en lugares con influencia de aire himedo (39).

La planta Skytanthus acutus estd compuesto por una esquitantina o skytantina la cual
es un alcaloide monoterpénico, es decir, un metabolito secundario producido por la sintesis
de plantas formado por dos moléculas de isoprenos también recibe el nombre de
monoterpenos, quienes se encuentran habitualmente en los aceites esenciales de algunas

plantas (40).

Las esquitantinas fueron aisladas por primera vez de las hojas del Skytanthus acutus
en 1960 (41). La estructura de este alcaloide se establecid sobre la regla del isopreno y se
confirma a través del producto de deshidrogenacién de Skytantina. Por medio del examen
TLC (Cromatografia en capa fina) y GLC (Cromatografia de gas-liquido) se evidencid la
presencia de diferentes fracciones de Skytantina. Tras esta prueba se describen 3 fracciones
gue resultaron ser Skytanthina isomérica C11H21N y la cuarta una Skytanthina deshidratada.
A través de GLC se logra establecer la configuracion de estas sustancias, utilizando

Iridomirmecina, Acido nepetalico, Acido nepetalico 85°, Acido nepetalico 115°; obteniendo
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tres Skythanthines naturales, designadas como a- Skytanthine, B-Skytanthine y 6-Skytanthine

(42).
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Figura 1: Estructura quimica Skythantine alfa, beta y gama. Extraido de “Skythanthine a new group of natural alkaloids”.
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Metodologia

Materiales:

Etanol.

Extractos Skytanthus acutus (HEX, DCM, ET).
Matraces.

Placas de 96 pocillos.

Pipetas de diversa capacidad.
Puntas de pipeta estéril.
Guantes.

Pipeta graduada.

Balanza analitica.

Agitador Vortex.

Agua MilliQ estéril.

Agua destilada.
Sulforodamina B.

Trisbase.

Refrigerador

Campana

Lector de placas

Lineas celulares: Dos de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 y una linea celular

normal MCF-10A.

Computador con el programa Microsoft Office 365, para utilizar Excel y Word. Ademas

del programa Statsoft Statistica.

Método:

Protocolo de trabajo para el andlisis de productos naturales (Anexo 1) mediante

tincion con Sulforodamina B.

1.- Soluciones:
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Se utilizardn 3 extractos de la planta Skytanthus acutus: Hexano (HEX), Diclorometano

(DCM) y Etanol (ET), y se observardn los efectos en 3 lineas celulares: dos lineas de cancer de
mama, MCF-7 y MDA-MB-231, y una linea celular normal MCF-10A.
- Se preparard una solucion madre con cada extracto de la planta “Cacho de Cabra”.
- Para preparar la solucién madre “Hexano” se ocupara 50 mg del extracto por 1mL de
Etanol.
- Para preparar la solucién madre “Diclorometano” se ocuparda 50 mg por 1 mL de
Etanol.

- Para preparar la solucién madre “Etanol” se ocupara 50 mg por 1 mL de Etanol.

Solucidn de trabajo:

Cada vez que se comience a trabajar en una nueva placa se preparard una solucién de
trabajo, en la cual se extraerd 20 ulL de la solucién madre (la que contendra etanol al 100%) y
se le agrega 180 uL de agua estéril, es decir, se diluye la solucién madre (50 mg/mL) 10 veces,
guedando una concentracidon de 5 mg/mL con Etanol al 10%. Posteriormente, cuando se
anade al medio celular volimenes de 10 - 5 - 2,5 - 1,25 - 0,5 yL de los extractos
correspondientes por lo cual el Etanol se encontrard al 1% de concentracién final en el medio

celular.

2.- Placas
La densidad celular de siembra en los pocillos serd entre 3 - 5 x103 cel/pocillo, las
células seran incubadas a 37 °C en un incubador con atmdsfera 5% CO; y 95% O, y finalmente

tratadas con los compuestos durante 72 hrs.

Se utilizaran placas de 96 pocillos, 4 placas corresponderan a la linea celular MDA-MB-
231, 4 placas a MCF-7 y 4 placas que pertenecen a la linea celular MCF-10A con células no
tumorales, cada placa se dividira en 3 columnas de 32 pocillos cada una. Cada columna serd

tratada con un extracto la primera columna con HEX la segunda con DCM y la tercera con ET.
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La primera y ultima fila de las 3 columnas correspondera al control negativo, es decir,

no se le agrega ningun extracto o solucion. La segunda fila de todas las columnas

corresponderd al control solvente, al cual se le afiade Etanol a la concentracion final 1%.

Para la obtencién de resultados se hara el siguiente procedimiento:
- Se fijara la placa con 25 ul de Acido Tricloroacético (TCA) (25 uL/pocillo) durante 1
hora a 4°C.
- Se lavara con agua destilada 3 veces por inmersion y se tefiird con Sulforodamina B al
0,1% (50 pL/pocillo) por 30 minutos.
- Se lavard por inmersién con Acido Acético 3 veces.

- Se leerd Trisbase 10 mM 100 pL.

Diseio:

Es un estudio de tipo experimental, ya que se trabajara en un laboratorio evaluando
los efectos de los extractos de la planta (Skytanthus acutus) sobre las lineas celulares del

cancer de mama. Ademads de ser prospectivos por haber participacion de los investigadores.

Universo:

Se utilizaran dos lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231) y una

linea celular no tumoral (MCF-10A) para realizar esta investigacion.

Muestra:

Ambas lineas celulares a utilizar seran de cancer de mama. La primera linea celular a
utilizar es MCF-7 (Michigan Cancer Foundation - 7), la cual se aislé en una mujer de 69 afios
con enfermedad metastasica en el afio 1973 por el Dr. Soule y colaboradores en un Instituto

de Detroit (43).

En el caso de la linea celular MDA-MB-231, esta se aislé por primera vez en una mujer

de 51 afios con adenocarcinoma mamario (44).
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La tercera linea celular que se ocupard es MCF-10A, es una linea celular de tejido

epitelial mamario humano no tumoral.

Para el proceso de analisis estadistico se utilizaron los programas Microsoft Office 365,
Excel, Word y Statsoft Statistica. Los datos recolectados a partir de la lectura de placas de las
lineas celulares (n= 1008 datos), expresados en absorbancia fueron convertidos a viabilidad
celular porcentual. Estos ultimos datos, fueron ordenados en una planilla de Excel. A partir de
esta planilla se obtuvieron graficos de barra por linea celular con los valores de la media y

desviacién estandar, de cada extracto y sus concentraciones.

Se realiza un andlisis para determinar la distribucidon de los datos, determinando si
estos son paramétricos o no paramétricos. En este estudio, los resultados de todas las lineas
fueron no paramétricos segun Friedman ANOVA, entonces se utilizo el test de Kruskall-Wallis

para determinar la significancia (P) las que fueron menor a 0,05 de las variables en cuestion.

El total de la muestra analizada correspondié a 1008 datos de viabilidad celular
porcentual, donde cada linea celular cuenta con 336 datos, y cada extracto por linea celular

112 datos.

Criterios de Inclusion y Exclusion:
Criterios de Inclusion:

- Lineas celulares como MCF-7, MDA-MB-231, MCF-10A
Criterios de Exclusion:

- Células contaminadas.

Instrumento de recoleccion de datos

- Lector de microplacas.

Fuentes de informacion

- Unidad de estudio: Lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 (cancer de mama) y MCF-

10A (linea celular normal) tratadas con extracto de la planta Skytanthus acutus.
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- Unidad informante: Planilla Excel con datos obtenidos a partir de la lectura de placas

de las lineas celulares mencionadas.
- Unidad referencial: Espacio fisico y equipos del laboratorio Bruno Gilinther y

laboratorio de la Universidad de Valparaiso, Facultad de medicina, edificio R3.
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Analisis Estadistico.
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Figura 1: Efectos de diferentes extractos de Skytanthus acutus (Hexano, Diclorometano y Etanol) sobre Ila
viabilidad de la linea celular MCF-7. Elaboracion propia.

*: Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (C-) p<0,05.
#: Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (C-) p<0,05.
S: Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (C-) p<0,05.

En la figura 1 se puede observar que el extracto Hexano (HEX) presenta una relacion
inversamente proporcional respecto al porcentaje de viabilidad de la linea celular MCF-7.
Produciendo una diferencia significativa respecto al control en las concentraciones 500, 250
y 125 pg/ml, reflejando un porcentaje de viabilidad celular de 12,3%, 19,01% vy 39,47%

respectivamente.

Respecto al extracto Diclorometano (DCM), a mayor concentracién presenta un
menor porcentaje de viabilidad celular. De esta forma se presenta una diferencia significativa
respecto al control en las concentraciones 500 y 250 pg/mL, con porcentaje de viabilidad

celular de 11,01% y 21,25% respectivamente.

Finalmente, el extracto Etanol (ET) actua de forma similar a los extractos anteriores

salvo por la concentracién de 250 pg/mL la cual presenta un menor porcentaje de viabilidad
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celular respecto a la concentracion de 500 pug/mL, de 21,60% y 22,76% respectivamente. De

esta manera se presenta una diferencia significativa respecto al control en las

concentraciones de 500, 250 y 125 pg/mL.

Linea celular MDA-MB-231
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Figura 2: Efectos de diferentes extractos de Skytanthus acutus (Hexano, Diclorometano y Etanol) sobre la
viabilidad de la linea celular MDA-MB-231. Elaboracion propia.

*: Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (C-) p<0,05.

#: Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (C-) p<0,05.

S: Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (C-) p<0,05.

En la figura 2 se puede observar que en la linea celular MDA-MB-231 la viabilidad
depende de la concentracién del extracto, a mayor concentracion menor porcentaje de
viabilidad, esto sucede de la misma manera para los tres extractos: Hexano (HEX),
Diclorometano (DCM) y Etanol (ET). Todos ellos tuvieron diferencia estadisticamente
significativa en los porcentajes de viabilidad con respecto al control en las concentraciones

de 500, 250,125y 62.5 pg/mL.
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El extracto con mayor efectividad fue distinto para las diferentes concentraciones, A

los 500 pg/mL fue el de DCM con un porcentaje de viabilidad del 19.48%, a los 250 ug/mL el
de hexano tiene menor porcentaje de viabilidad con un 27,05%, el mismo extracto es quien
tiene mayor efectividad a los 62.5 pg/mL con un 52,00% de viabilidad, y a los 125 pg/mL es el

de etanol el que tiene el menor porcentaje de viabilidad con 37.84%

Linea celular MCF-10A
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Figura 3: Efectos de diferentes extractos de Skytanthus acutus (Hexano, Diclorometano y Etanol) sobre Ila
viabilidad de la linea celular MCF-10A. Elaboracién propia.

*: Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (C-) p<0,05.
#: Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (C-) p<0,05.
S: Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (C-) p<0,05.

En la figura 3 se puede rescatar que la viabilidad celular de la linea MCF-10A tratadas
con el extracto Hexano (HEX) presentan una diferencia estadisticamente significativa con
respecto al control en las concentraciones de 500-250-125-62,5 pug/mL. La concentracién de
250 pg/mL tuvo el menor porcentaje de viabilidad (7,76%), en cambio, la viabilidad celular

aumenta a la concentracion de 25 pg/mL (76,77%) respecto al control.
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Por otro lado, con respecto al extracto Diclorometano (DCM) la viabilidad celular no

presenta grandes cambios entre las distintas concentraciones siendo diferentes

estadisticamente las concentraciones de 500-250-125-62,5 pg/mL.

Para finalizar, el extracto Etanol (ET) presenta caracteristicas muy similares al DCM, ya
que los valores de viabilidad celular de las concentraciones 500-250-125-62,5 pg/mL son
todos ellos diferentes estadisticamente con respecto al control, con valores de viabilidad

celular aproximados entre el 10-20%.
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Discusion.

Cabe seiialar que no existe estudio previo de la actividad bioldgica del Cacho de cabra
(Skytanthus acutus), siendo éste el primero en analizar la actividad citotéxica sobre lineas

celulares del cancer.

Un estudio publicado en la Revista Brasilefia de Ciencias Farmacéuticas en el afio 2010
analizo el efecto de la Janaguba, planta perteneciente también a la familia Apocynaceae, en
el tratamiento del tumor Sarcoma 180, donde mostrd actividad anticancerigena en ratones
albinos machos suizos, evidenciando una inhibicién del crecimiento tumoral del 67,7% y 68%

a dosis de 300 mg / kg y 400 mg / kg, respectivamente (45).

Dentro de la familia Apocynaceae también han mostrado efecto antiproliferativo en
otras especies, pero no en todas, tal como se menciona en el estudio “Andlisis
antiproliferativos y fitoquimicos de extractos de hojas de diez especies de Apocynaceae”. Los
extractos de hojas de Alstonia angustiloba, Calotropis gigantea, Catharanthus roseus, Nerium
oleander, Plumeria obtusa y Vallaris glabra mostraron actividades positivas de efecto
antiproliferativo. En cambio, los extractos de Allamanda cathartica, Cerbera odollam, Dyera

costulata y Kopsia fruticosa no mostraron actividad antiproliferativa (45).

En esta investigacion, Skytanthus acutus mostré reducir la viabilidad celular de las
lineas cancerigenas MCF-7 y MDA-MB-231. En la investigacidén antes mencionada se establece
gue extractos de C. gigantea y N. oleander fueron mas activos o comparables a los

compuestos estandar de Xanthorrhizol, Curcumina y Tamoxifeno (46).

En un estudio de dos extractos de Tecoma stans, mostraron actividad antiproliferativa

en la linea celular MCF-7 (47), esto es relevante porque de esa planta se obtiene el alcaloide

esquitantina el que fue aislado por primera vez en skytanthus acutus (42).
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Conclusiones.

Este tipo de investigaciones aporta significativamente a la ciencia, la cual se encuentra
en busqueda de un tratamiento efectivo contra el cancer, enfermedad que ha ido en aumento
durante las ultimas décadas y que seguira siendo un problema de salud a nivel mundial, por
esta razén es que se recomienda continuar investigando y generando interés en los
investigadores para que prontamente se encuentre una cura definitiva, o en su defecto, un
tratamiento complementario que no produzca efectos secundarios tan marcados como los

gue se han visto.

El extracto de hexano disminuye la viabilidad en las tres lineas celulares siendo mas

potente linea no tumoral (MCF-10A).

El extracto de DCM disminuye la viabilidad en las tres lineas celulares, pero en el caso

de MCF-10A, el efecto se mantiene a concentraciones menores por lo cual es mas activo

Para finalizar, el Etanol disminuyd la viabilidad en las tres lineas celulares, siendo en la

linea celular MCF-10A el efecto mayor a concentraciones menores, por lo cual es mas activo.

Por lo tanto, el tratamiento con los extractos de Skytanthus acutus genera
citotoxicidad en la linea celular no tumoral (MCF-10A), por esta razén no existiria diferencias

entre células tumorales y no tumorales.
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Anexos.

ANEXO 1: Protocolo de trabajo para el analisis de productos naturales en lineas celulares

humanas.

1.

AN L T o

10.

11.

12.

Recepcion producto natural (mg) con la siguiente informacion: peso molecular,
estructura y peso en miligramos. Si es posible informacién sobre solubilidad,
concentracion de uso y alguna referencia bibliografica y posible comparacién con un
farmaco clasico.

Filtrar por filtros especiales (millipore para DMSO o etanol) solucidn de trabajo.
Mantener protegido de la luz.

Preparacion solucién de trabajo en fresco.

Mantenimiento solucién madre a -202C y solucidn trabajo a 49C.

Disolver compuesto en DMSO o etanol (en general) a concentracién 0,1 M, esta sera
la solucién madre (1000x) a partir de la cual conseguir una solucién 1 mM que serd la
solucién de trabajo (10x). Se trabajara generalmente con 4 o 5 concentraciones
diferentes (véase 12.5 - 25 —-50— 75 -100 uM).

Filtrar por filtros especiales (Millipore para DMSO o etanol) para la solucion de trabajo.
Buscar algin compuesto de referencia como control positivo, esto dependerd de la
naturaleza de los compuestos a analizar, aunque en general podrian ser: tamoxifeno,
daunorubicina, fluorouracilo u oxaliplatino como antitumorales de uso clinico.

Para obtener las concentraciones experimentales indicadas en el apartado 6, tan solo
hay que colocar 1.25 — 2.5 -5 0 10 pl de la solucion 10x por cada 100 pul de medio en
los pocillos de cultivo.

Las células deben ser lavadas y tripsinizadas antes de llegar a 90-100% confluencia, si
hubieran llegado a ese porcentaje seran desechadas para la realizacién de
experimentos, aunque puedan ser resembradas.

Una suspension celular homogénea 1:1 (suspensidn celular: 0.4% (wt/vol) azul de
tripan) serd utilizada para determinar la concentracién (n2 células/ml). Si la suspensién
celular presentase un porcentaje elevado de células tefiidas con azul de tripan (+ 5-
10%) se desechard para la realizacién del experimento.

La densidad celular de siembra en los pocillos debe estar entre 3-5x103 cel/pocillo,
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dependiendo de la linea celular y la duracién del ensayo (48-72h).

Las células son incubadas a 37°C en un incubador con atmdsfera 5% CO2 /95% 02 y
tratadas con los compuestos a las concentraciones indicadas durante 72 horas.

Tras el tratamiento las células son fijadas con 50% &cido tricloroacético (25 pl/pocillo)
a 4°Cdurante 1h.

Las células son lavadas con agua destilada, 3 veces por inmersidn.

Las células son tefiidas con 0.1% sulforodamina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
disuelto en 1% acido acético (50 pl/pocillo) durante 30 min y lavadas 3 veces con acido
acético al 1% (100-150 pl/pocillo) para eliminar el colorante no unido.

El colorante unido a proteina se solubiliza con 100 pul de 10 mM Tris base no
tamponado.

La densidad celular se analiza en un lector de places a 540 nm.

Los datos son expresados como media + desviacién estandar de tres o cuatro pocillos
para tres experimentos independientes.

Los datos obtenidos deben ser tiempo cero (T0), control negativo (C-), control de
solvente (DMSO o etanol) y diferentes concentraciones de compuesto (Ti). El
porcentaje de viabilidad para cada dato como:

[(Ti-Tz)/(C-Tz)] x 100 for concentrations for which Ti>/=Tz.

[(Ti-Tz)/Tz] x 100 for concentrations for which Ti<Tz.

Tres posibles parametros se pueden calcular en cada caso: Inhibicién del 50 % del
crecimiento (GI50) calculado como [(Ti-T0)/(C-TO)] x 100 = 50, y que representa la
concentracion de compuesto que provoca una reduccion del 50% de la proteina
(medida como tincidn por SRB) en las células control tras el tratamiento.

La concentracién de farmaco resultante en la inhibicion del crecimiento total se
calcula a partir de Ti = Tz.

La LC50 (concentracion de farmaco que resulta en una reduccion del 50% en la
proteina medida al final del tratamiento farmacolégico en comparacion con la que al
principio) indica una pérdida neta de células después del tratamiento se calcula a
partir de [(TI-TZ)/TZ] x 100 =-50. Los valores se calculan para cada uno de estos tres
pardmetros si se alcanza el nivel de actividad; sin embargo, si el efecto no se alcanza

o se excede, el valor para ese parametro se expresa como mayor o menor que la
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concentracion maxima o minima probada.

Anexo 2: Comparacion entre lineas celulares y extractos de Skytanthus acutus a diferentes

concentraciones con test Kruskal Wallis de significancia p < 0,05.

MCF-7 HEX

Multiple Comparisons p values (2-tailed); EXT1 LIN1 (Spreadsheet2)
Independent (grouping) variable: CONCENTRACIONES

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 112) =76,37478 p =,0000

Depend.: 1 2 3 4 5 6 7
EXT1 LIN1 | R:84,188 | R:88,656 | R:17,906 | R:24 531 | R:44,125 | R:55,750 | R:80,344

1 11,000000 0,000000 0,000004 0.010174 0,278443 1,000000
2 1,000000 0,000000 0,000000 0,002208 0,087315 1,000000
3  0,000000 0,000000 1,000000 0,470430 0,020598 0,000001 |
4  0,000004 0,000000 1,000000 1,000000 0,137524 0,000025 |
5 0.010174 0,002208 0,470430 1,000000 1,000000 0,033771)
6 0,278443 0,087315 0.020598 0,137524 1,000000 0,676124 |
7 1,000000 1,000000 0.000001 0,000025 0,033771 0,676124 |
MCF-7 DCM
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Depend.:

EXT2 LIN1

Multiple Comparisons p values (2-tailed); EXT2 LIN1 (Spreadsheet2)
Independent (grouping) variable: CONCENTRACIONES
Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 112) =62,03017 p =,0000

1 2 3
R:76,469 | R:66,969 | R:14,188

4

R:29,719

5
R:53,644

b
R:64,000

7
R:70,313

| 1,000000 0,000001

1,000000 0,000000

0,000001 0,000000

0,000980 0,000013 1,000000

1,000000 0,082201 0.011607

1,000000 0,954516 0,000301

=)o Oy B | | B |

1,000000 1,000000 0.000021

0,000980 1,000000 1,000000 1,000000
0.000013 0,082201 0,954516 1,000000
1,000000 0,011607 0,000301  0,000021

0,748205
0,059418 1,000000
0,008545 1,000000 1,000000

0,748205 0,059418 0008548
1,000000 1,000000
1,000000

MCF-7 ET

Depend.:
EXT3 LIN1

Multiple Comparisons p values (2-tailed); EXT3 LIN1 (Spreadsheet2)
Independent (grouping) variable: CONCENTRACIONES
Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 112) =81,52307 p =,0000

1 | 2 3
R:85,563 | R:97.375 | R:28.094

4
R:22,125

5 6 7
R:34.219 | R:52,688 | R:75.438

!1.000000 0,000012

1,000000 0.000000

0.000012 0.000000:

0,000001 0,000000 1,000000

0.000163 0.000001 1,000000

N EWIN -

0.000001
0.000000
1,000000

1,000000

0,088068 0,002088 0,676124 0,163218
1,000000 1,000000 0,000784 0.000072

0,000163 0,088068 1,000000
0.000001  0.002088 1,000000
1,000000 0,676124 0.000734
1,000000 0,163218 0.000072

1,000000 0.006947

1,000000 0,998511

0,006947 0,998511

MDA-MB 231 HEX

Depend.:
EXT1 LIN2

Multiple Comparisons p values (2-tailed); EXT1 LIN2 (Spreadsheet2)
Independent (grouping) variable: CONCENTRACIONES
Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 112) =52 48563 p =,0000

1 2 3

4

5 6 7

R:88,250

R:86.313

R:28.219

R:33.219

R:45.344

R:50,156

R:64.000

1,000000

1,000000 0.000004

0,000009

0.000035 0,003913 0,019058 0,728370
0,000079| 0,007550 0,034406 1,000000

NI B WIN -

0.000004 0,000009

0,000035 0.000079 1,000000
0,003913 0.007550 1,000000
0,019058 0,034406 1,000000
0,728370 1,000000 0.038455

' 1,000000 1,000000 1,000000 0.038455

1,000000 |
1,000000 1,000000
0,154211 1,000000 1,000000

1,000000 1,000000 0,154211
1,000000 1,000000
1,000000
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MDA-MB 231 DCM

Depend.:
EXT2 LIN2

Multiple Comparisons p values (2-tailed); EXT2 LIN2 (Spreadsheet2)
Independent (grouping) variable: CONCENTRACIONES
Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 112) =58,53391 p =,0000

1 2 3 4 5
R:90,375 | R:86,063 | R:22,875 | R:35.375 | R:44 438

6
R:50.813

7
R:65,563

0,001325  0,006062 1,000000 1, 000000

Iﬂmmawl\:d

1,000000 0,000000 0,000035 0,001325 0,011963 0,644577
0,000001| 0000213  0,006062  0.044944 1,000000
S 000000 1,000000 0,314301 0.004220
1 000000' 1,000000 0,179760
- 1,000000 1,000000
1,000000

1,000000
0.000000/ 0,000001
0.000035 0.000213 1,000000

0,011963 0,044944 0,314301 1,000000 1,000000 ‘
0,644577 1,000000 0.004220 0,179760 1,000000 1,000000

MDA-MB 231 ET

Depend.:

Multiple Comparisons p values (2-tailed); EXT3 LIN2 (Spreadsheet2)
Independent (grouping) variable: CONCENTRACIONES
Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 112) =71,06406 p =,0000

1 2 3 4 5
R:91,094 | R:90,063 | R:25,250 | R:27,563 | R:37,094

6
R:54,969

7
R:69.469

1,000000 0.000000 0,000001 0,000054

0.034723 1,000000

1,000000 0.000000 0.000001? 0,000083

0.047035 1,000000

0. 000000 0. 000000 1,000000 1,000000

0,202535 0.002469

0.000001) 0,000001 1, 000000

1,000000

0,356799 0,005512

0. 000054 0, 000083 1, 000000 1, 000000

~1,000000 0,100956
1,000000

0, 034728 0, 047035 0, 202535 0, 356799 1, 000000

Nmmhwwa%
&
=
N

MCF-10 HEX

1,000000 1,000000 0,002469 0.005512 0,100956

1.000000

Multiple Comparisons p values (2-tailed); EXT1 LIN3 (Spreadsheet2)
Independent (grouping) variable: CONCENTRACIONES
Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 112) =83,91666 p =,0000

Depend.:
EXT1 LIN3

1 2 3 4 5 6 7
R:96,781 | R:84.531 | R:25,125 | R:18.750 | R:39,813 | R:53,375 | R: 77,125

1,000000 0.000000 0,000000 0,000015 0.003288 1,000000
0,000005 0,000000 0,002064 0,139804 1,000000
1.000000 1 000000 0,291442 0.000125
1,000000 0,053855 0,000008

1.000000
0,000000  0,000005' |
0,000000 0,000000 1,000000

0,000015 0,002064 1,000000 1.000000'
0,003288 0,139804 0,291442 0,053855 1,000000

1,000000 0.024262
0.810496

N OB N -

1,000000 1,000000 0,000125 0,000008 0024262 0,810496

MCF-10 DCM
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Multiple Comparisons p values (2-tailed); EXT2 LIN3 (Spreadsheet2)
Independent (grouping) variable: CONCENTRACIONES
Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 112) =94, 62244 p =,0000

1 2 3 4 5 6
R:95,688 | R:96.438 | R:22,250 | R:24,188 | R:30,313 | R:55.875 | R: 70 750

1,000000 0.000000 0,000000 0,000000/ 0.011035 0,627124
0.000000 0, 000000/ 0,000000 0, 008637 0,530708
1 000000 1,000000 0,071519 0.000504
1,000000 0,121463 0.001051
0,545825 0,008999
1,000000

i—— 11
1,000000
0.000000 0,000000

0.000000 0,000000 1,000000
0,000000 0.000000 1,000000 1,000000
0.011035 0,008637 0, 071519 0, 121463 0.545825

0,627124 0,530708 0.000504 0001051 0,008999 1,000000

MCF-10 ET

Multiple Comparisons p values (2-tailed); EXT3 LIN3 (Spreadsheet2)

Independent (grouping) variable: CONCENTRACIONES

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 112) =77,31183 p =,0000
Depend.: I 3 4 5 6 I
EXT3 LIN3 | R:95,844 | R:95,594 | R:29.031 | R:29,281 | R:35,125 | R:49,625 | R:61,000
1 1,000000 0,000000/ 0,000000 0,000003 0,001195  0,050567
2 1,000000 0,000000/ 0,000000 0,000003 0.001310  0,054340
3 0,000000/ 0,000000 ' 1,000000 1,000000 1,000000 0,112658
4 0,000000 0,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,120454
5 0,000003 0.000003 1,000000 1,000000 1,000000 0,508711
6 0.001195 0.001310 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 |
7 0.050567 0,054340 0,112658 0,120454 0,508711 1,000000 !
—— ) s E—— E—

Anexo 3: Tablas de media y desviacion estandar de lineas celulares cancerigenas y no

tumorales expuestas a distintas concentraciones de extractos Hexano, Diclorometano y

Etanol.

Linea Celular

MCEF-7:
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MEDIA DESVEST

- 99985777 00166455

Cs 106,48096| 99231612

500 pg'ml | 12,304125| 5,1707096

250 po'ml | 19012781 12,102328

125 pg'ml | 39.478106| 13,843754

625 ug/ml | 57,842055| 15,229222

HEX 25 pogiml 95,566198| 6,1042083

c- 105,77617 1406861

cCs 111,91378| 14382713

500 pg'ml | 11,011112( 2,7408391

250 pog'ml | 21,251698| 7.8624433

125 pg/ml | 57.751147| 5,1771934

82.5 pg/ml 69,175351| 27,709277

DM 25 pgiéml 73,400598| 48,623301

- §93,382182| 5,1441933

cC= 111,9019] 11,857256

S00 pg'ml | 22,765272| 76401272

250 pg'mi 21,602142| 53535357

125 pgdémi 30,5538919| 11,622051

625 pg'ml | 44358481 10,194314

ET 25 pgiml 71,520033| 30,996044

Linea Celular MDA-MB-231:
MEDIA DESVEST

- 00 964299( 00718368

| cs 97,736226| 9,0030929

500 pg'ml | 21,005347| 10,263245

250 pg/ml | 27,053727| 87612334

125 pg/ml | 42,039306| 19,149148

§2.5pg'ml | 52,007676| 35661975

HEX 25 pg'ml | 71,858659| 45,845213

C- 1117273 21,98435

Cs 106,63438| 16208557

S00 pgml | 19488703 14843283

250 pg/ml | 34,178313| 37,727881

125 pg/ml | 46,347711| 32,25818

25 pgml | 52,224588| 1155834

DCM 25 pg'ml | 65,996481( 36581925

- 103,00537( 13,352518

Cs 102 86301 15,22679

500 pg'ml | 26,584812| 14240664

250 pg/ml | 29,645018| 18686991

125 pg/ml | 37,845994| 16411514

2.5 pg/ml | 58439544| 24476586

ET 25pg'ml | B0,13418B7| 3493608

Linea Celular MCF-10:
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MEDIA DESVEST
C- 99,985607( 00107702
C5 84979207 16,175371

500 po/ml | 10,179346| 4,7603873

250 pg/ml | 7,7645157| 2,4228155

125 pg/ml 29,20951| 19,40005

825 pg/ml | 35,131178] 1146229

HEX 25 pgiml 76,776252| 4,7353267
C 100,82571| 21,454791

cs 102,56722| 15,931077

500 pg/ml | 6,0514454] 158451382

250 pg/ml | 6,1179377| 2,1084484

125 po/ml | 6,9390594| 16347243

62.5 pg/ml | 15,851699] 95814201

DCM 25 pg/ml 21,681312| 99564308
i 104,8034| 17,033613

cs 103,54435| 19,370883

500 pg/ml 11,68928| 3,0840224

250 pg/ml | 11,880878| 3,028522%

125 po/ml | 12,833506| 1,8783823

§2.5 pgiml 24,44005| 18,264601

ET 25 pgiml 21,418061 4,117803




