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RESUMEN 

 

El cáncer de mama es la neoplasia maligna de mayor incidencia y mortalidad en las 

mujeres tanto a nivel mundial como en nuestro país. Los carcinomas mamarios triples negativos 

(CMTN) se caracterizan por ser tumores agresivos, con una mayor tasa de proliferación, de 

recurrencia local y de desarrollo de metástasis que los otros subtipos de CM. Actualmente, su 

tratamiento se basa en quimioterapia citotóxica con esquemas de medicamentos sintéticos 

combinados. Sin embargo, la efectividad muchas veces se ve comprometida por el desarrollo 

de quimiorresistencia, la aparición de metástasis y/o efectos secundarios graves que reducen la 

calidad de vida de las pacientes. En este contexto, existe una clara necesidad de contar con 

nuevas estrategias terapéuticas para el CMTN, que presenten una potente actividad antitumoral 

y una baja toxicidad. En los últimos años ha tomado relevancia el estudio científico de las 

plantas con fines medicinales, es decir, la fitomedicina. Dentro de esta disciplina, se han 

estudiado diferentes especies del mundo pertenecientes al género Neltuma (ex-Prosopis), desde 

el punto de vista biomédico y toxicológico. Sin embargo, a la fecha, no existen antecedentes 

científicos del potencial antitumoral de la especie nativa argentina, N. caldenia, comúnmente 

conocida como “caldén”. El objetivo general de este trabajo de tesis de grado es investigar 

mediante ensayos preclínicos el potencial antitumoral de un Extracto Acuoso (EA) obtenido a 

partir de hojas de N. caldenia (Nc) en células de CMTN. Para ello, evaluamos los efectos del 

EANc sobre la viabilidad y migración de las líneas celulares de CMTN 4T1 murina y MDA-

MB-231 humana. También, contrastamos los efectos del EANc con los obtenidos en células de 

epitelio glandular mamario no-malignas HC11 murinas. Los resultados indican que el EANc 

presenta actividad antitumoral al reducir la viabilidad de ambas líneas celulares de CMTN. En 

cuanto a su mecanismo de acción celular, demostramos que el EANc presenta efectos anti-

proliferativos y pro-apoptóticos. Además, el EANc es efectivo para reducir la capacidad 

migratoria de las células tumorales. Finalmente, concluimos que el EANc posee un accionar 

diferencial entre células no-malignas y tumorales dado que su efecto sobre la viabilidad de la 

línea celular HC11 fue menor con respecto al detectado en las células 4T1, así como tampoco 

afectó la migración celular al ser empleado a la misma concentración que en las células 

tumorales. En conclusión, los resultados obtenidos del desarrollo de esta tesis de grado aportan 

evidencia, por primera vez, del potencial antitumoral de la especie arbórea N. caldenia para el 

tratamiento del CMTN.  
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ABREVIATURAS 

 

ANOVA Análisis de la varianza 

AV Annexin V o Anexina V 

CM Cáncer de Mama 

CMTN Carcinoma Mamario Triple Negativo 

CO2 Dióxido de carbono 

CV Cristal Violeta 

DMEM F12 Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DNA Ácido Desoxirribonucleico 

EANc Extracto Acuoso de Neltuma caldenia 

FACS  Fluorescence-Activated Cell Sorter analysis 

h horas 

HCl Ácido Clorhídrico. 

HER2 Human Epidemial Growth Factor Receptor-2 o Receptor del factor de 

crecimiento epidérmico humano 2 

IARC Internacional Agency for Research on Cancer  

IP Ioduro de Propidio 

min.  minutos  

MTT bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium 

p Probabilidad 

PBS Buffer fosfato salino 

RE Receptor de Estrógeno 

RNA  Ácido Ribonucleico 

RNAasa  Ribonucleasa 

RP Receptor de Progesterona 

rpm Revoluciones por minuto 

RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium 

SFB Suero fetal bovino. 

vs. versus 
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INTRODUCCIÓN 

 

La Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC, del inglés 

International Agency for Research on Cancer) en su proyecto GLOBOCAN 2022 (IARC, 

GLOBOCAN 2022) estima que Argentina se encuentra dentro del rango de países con una 

incidencia de cáncer media - alta (187,5 - 258,5 x 100.000 habitantes; Figura 1A). Con la 

misma tendencia que a nivel mundial, el tipo de cáncer que presenta mayor incidencia en la 

población femenina de nuestro país (alejándose notablemente del resto) es el cáncer de mama 

(CM) (Figura 1B); siendo también el principal responsable de muerte por cáncer entre las 

mujeres argentinas (Figura 1C). 

 

Figura 1. Tasas estandarizadas de A) incidencia a nivel mundial, para todos los tipos de cáncer, ambos sexos; 

B) incidencia en Argentina, ambos sexos y C) incidencia y mortalidad en Argentina, en mujeres, en el año 

2022. Tomado de IARC, https://gco.iarc.who.int/today/en. 

https://gco.iarc.who.int/today/en
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El CM es una enfermedad representada por un grupo heterogéneo de tumores con 

características morfológicas y biológicas variables y, por lo tanto, con diferente 

comportamiento clínico y respuesta al tratamiento. Actualmente, la toma de decisiones clínicas 

se basa en la clasificación histológica, la estadificación TNM y el inmunofenotipo del tumor 

mediante la evaluación de la expresión del receptor de estrógeno (RE), de progesterona (RP) y 

del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2, del inglés Human 

Epidemial Growth Factor Receptor-2). El cáncer de mama triple negativo (CMTN) es un 

subtipo de CM que incluye a todos los tumores que carecen de la expresión de RE, RP y de la 

sobre-expresión de HER2. Este subtipo tumoral corresponde aproximadamente al 10 - 20 % de 

los CM, está asociado con un pronóstico malo, presenta una tasa alta de recurrencia local y de 

metástasis y una mortalidad elevada en comparación con los otros subtipos de CM (Chun et al. 

2017; Abu Samaan et al. 2019; Ocaña et al. 2020). Actualmente estos tumores son tratados con 

quimioterapia citotóxica como taxanos, en monoterapia o en combinación con antraciclinas o 

compuestos derivados del platino (Chun et al. 2017; Yao et al. 2017). A pesar de la 

disponibilidad de estos tratamientos, la quimioterapia presenta efectos secundarios adversos 

reduciendo la calidad de vida de las pacientes y, en muchos casos, su efectividad se ve 

comprometida por la aparición de focos metastásicos o de mecanismos de resistencia al 

quimioterápico empleado (Chun et al. 2017; Abu Samaan et al. 2019; Ocaña et al. 2020). Frente 

a ello, surge la necesidad de contar con nuevas estrategias terapéuticas que presenten una 

potente actividad antitumoral, baja toxicidad y sean incluso capaces de actuar como 

complemento de la terapia convencional, disminuyendo sus reacciones adversas y mejorando 

la calidad de vida de las pacientes. 

 

En la actualidad, existe un interés creciente por mejorar las terapias convencionales 

con alternativas terapéuticas naturales, como a través del empleo de extractos o fracciones 

obtenidas a partir de plantas (Keene et al. 2019, Wode et al. 2019). Es así que en los últimos 

años ha tomado cada vez más relevancia el estudio científico de las plantas con fines 

medicinales (fitomedicina). En esta disciplina se pueden visualizar dos corrientes. Una de ellas 

implica el desarrollo de nuevos fármacos utilizando a las plantas medicinales como fuentes de 

compuestos, es decir, extraer de las mismas el/los compuesto/s activo/s responsables de la 

acción farmacológica asociada a la planta y posteriormente modificarlo/s y/o sintetizarlo/s 

químicamente. La otra corriente, en cambio, se basa en el uso de las preparaciones herbales, 

en formato de extractos o infusiones, como terapia. Esta estrategia es de especial interés en 

este trabajo y presenta varias ventajas con respecto a la primera. Por un lado, las preparaciones 
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herbales contienen una mezcla de metabolitos secundarios y la interacción entre ellos, muchas 

veces de forma aditiva o sinérgica, provoca el efecto farmacológico deseado. Además, los 

extractos vegetales, a diferencia de los compuestos puros, presentan menor cantidad de efectos 

no deseados o adversos, resultan menos tóxicos para la salud y son menos costosos, lo que 

facilita su acceso a la mayoría de la población. Asimismo, considerando que la resistencia a los 

medicamentos sintéticos es una de las principales causas del fracaso de la quimioterapia en la 

clínica, los extractos vegetales representan una alternativa muy prometedora debido a que al 

aportar varios fitoquímicos en simultáneo actúan de forma multi-específica, es decir, actúan 

sobre múltiples blancos al mismo tiempo con mayor probabilidad de ejercer el efecto 

terapéutico buscado. Por todo lo expuesto, en la actualidad se plantea el uso de extractos 

vegetales de forma directa como agentes terapéuticos que complementen a los regímenes de 

tratamiento estándar (Efferth et al. 2017; Herranz- López et al. 2018; Kumar et al. 2019).  

 

Argentina se considera un país con una gran diversidad de especies y ecosistemas que 

constituyen un patrimonio único y un acervo de material genético exclusivo en el mundo 

(Zuloaga et al. 2019). En los últimos años, muchos de los recursos fitogenéticos nativos han 

comenzado a estudiarse y su uso tradicional ha sido validado por la ciencia. Algunos ejemplos 

de ello son los extractos de especies del género Valeriana endémicas de nuestro país, que han 

demostrado actividad antioxidante por su alto contenido de compuestos fenólicos (Marcucci et 

al. 2023) o combinaciones de especies de Jarilla del noroeste argentino con actividad 

antitumoral (Carabajal et al. 2020).  

 

Neltuma caldenia (Burkart) C.E. Hughes & G.P. Lewis (Fabaceae), conocida 

comúnmente como caldén, es una especie arbórea de ambientes templados-semiáridos, 

endémica de Argentina, con una distribución geográfica que abarca a las provincias de Buenos 

Aires, Córdoba, La Pampa, Mendoza, Río Negro y San Luis (Instituto de Botánica Darwinion, 

http://www.darwin.edu.ar/) (Figura 2 A y B). Es una especie que le imprime al paisaje una 

fisonomía particular, considerándose el símbolo de la geografía cultural pampeana. Se 

desarrolla como árbol leguminoso de 8 a 12 metros de altura, caducifolio, espinoso. Presenta 

hojas compuestas, formadas por dos hileras de folíolos muy pequeños (2 a 5 mm) en número 

de 20 a 30 pares por hoja. Caen después de la primera helada (abril-mayo) y vuelven a brotar 

después de las últimas heladas (octubre-noviembre). Sus flores son de color amarillo pálido y 

su fruto tiene forma espiralada, de color amarillo a rojizo. Crece en suelo arenoso y árido y 

resiste a la sequía, desarrollando un sistema radicular extremadamente profundo (Giulietti, 
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2005). Por sus características y abundancia en la región, tradicionalmente la madera del caldén 

ha sido utilizada para construcciones, la corteza del tallo para teñir lana de color marrón y 

diversas partes de la planta como medicamento por los aborígenes Ranqueles (Steibel, 1997).  

 

 
Figura 2. A) Ejemplar de Neltuma caldenia. Foto tomada de https://buscador.floraargentina.edu.ar/ B) 

Distribución geográfica de Neltuma caldenia (sombreado gris) y sitio de recolección del material vegetal utilizado 

en el plan de trabajo (circulo verde). Tomado y adaptado de Dussart et al. 2015. C) Distribución de los nuevos 

géneros que anteriormente estaban unificados todos como Prosopis spp. Tomado de Hughes et al. 2022. 

 

Hasta mediados del año 2022, N. caldenia se encontraba incluida dentro del género 

Prosopis; sin embargo, estudios filogenómicos recientes aportaron evidencia que llevó a la 

modificación del género (Hughes et al. 2022). De esta manera, las especies del continente 

americano que pertenecían a Prosopis spp., quedaron distribuidas en los dos nuevos géneros: 

Neltuma y Strombocarpa (Figura 2C). Neltuma spp. (ex- Prosopis spp.) cuenta con 45 especies 

nativas de las Américas que se distribuyen desde el suroeste y centro de los Estados Unidos a 

través de México, América Central, el Caribe y América del Sur, hasta la región sur Argentina 

A B

C

https://buscador.floraargentina.edu.ar/
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(Cardozo et al. 2010; Aguilar et al. 2023). En nuestro país, tiene una amplia difusión en diversas 

regiones fitogeográficas, extendiéndose desde la Pre-puna hasta la Patagonia, principalmente 

en las Provincias del Monte, Chaco y Espinal (Cardozo et al. 2010; Joseau et al. 2023).   

 

Se han atribuido una amplia variedad de propiedades farmacológicas a extractos, 

fracciones o compuestos aislados desde diferentes especies del género Neltuma y Strombocarpa 

(ambos ex-Prosopis), como son efectos antimicrobianos, antifúngicos, antiparasitarios, 

antioxidantes y, recientemente, antitumorales (Henciya et al. 2017; Gonzalez-Montemayor et 

al. 2018; Zhong et al. 2022). En relación a este último aspecto, y para el género Neltuma, se ha 

estudiado el potencial antineoplásico de las especies N. laevigata, N. juliflora y N. glandulosa 

(Senthil Kumar et al. 2011; Utage et al., 2018; Elbehairi et al. 2020; Ibarra-Berumen et al. 

2023). Sin embargo, ninguna de estas tres especies es nativa de nuestro país. La especie nativa 

que sí ha sido estudiada es el retortuño: Strombocarpa strombulifera (ex- Prosopis 

strombulifera). Los estudios científicos muestran que un extracto acuoso obtenido a partir de 

las hojas del retortuño ha demostrado actividad citotóxica in cultivo contra las líneas celulares 

de cáncer mamario y colorrectal, MCF-7 y HCT-116, respectivamente. Además, en un estudio 

de toxicidad oral sub-crónica realizado en ratones BALB/c con dosis de extracto de hasta 150 

mg/animal/día, no provocó letalidad, ni alteraciones neurológicas, anatomo-patológicas, 

serológicas o bioquímicas (Hapon et al. 2014). Asimismo, en ratones C57BL6, el extracto 

acuoso aumentó significativamente la mediana de supervivencia en un modelo de cáncer 

colorrectal inducido por 1,2-dimetilhidrazina y redujo el volumen y el peso tumoral final de un 

modelo animal de melanoma realizado con células B16-F0 (Persia et al. 2020). Finalmente, el 

estudio de la composición química del extracto arrojó que los compuestos fenólicos son los 

principales responsables de las actividades antitumorales anteriormente descriptas (Persia et al. 

2020). Existen varios reportes en la bibliografía que demuestran la capacidad de los compuestos 

fenólicos obtenidos de plantas para regular distintos hallmarks del cáncer (Zhou et al. 2016; 

Sharma et al. 2018; Lachance et al. 2020); por ejemplo, los flavonoides actúan sobre las 

especies reactivas de oxígeno, participan en el arresto del ciclo celular, inducen apoptosis y 

autofagia y suprimen la invasividad de las células cancerosas (Kopustinskiene et al. 2020). 

 

En conclusión, en el presente trabajo se propone investigar las propiedades 

antitumorales de N. caldenia - caldén; especie arbórea argentina de la cual hasta el momento 

no se disponen de estudios científicos que hayan evaluado su potencial antitumoral.  
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HIPÓTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS 

 

La HIPÓTESIS DE TRABAJO que se desea contrastar es que los metabolitos 

presentes en un extracto acuoso (EA) obtenido a partir de hojas de la especie nativa Neltuma 

caldenia (Nc) modulan eventos claves de la progresión tumoral y la diseminación metastásica 

del CMTN. 

 

El OBJETIVO GENERAL de este plan de trabajo es investigar mediante ensayos 

preclínicos el potencial antitumoral del EANc en CMTN.  

 

Particularmente, y como OBJETIVOS ESPECÍFICOS de esta tesis de grado, nos 

proponemos: 

1. Caracterizar los efectos de EANc sobre la viabilidad de líneas celulares de CMTN y no-

malignas de epitelio glandular mamario. 

2. Elucidar el mecanismo celular implicado en los efectos antitumorales del EANc. 

3. Evaluar los efectos de EANc sobre la migración celular de líneas celulares de CMTN y no-

malignas de epitelio glandular mamario. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

La tesis de grado se realizó en el Laboratorio de Biología del Cáncer, dirigido por los 

Dres. Facchinetti y Curino, perteneciente al Instituto de Investigaciones Bioquímicas de Bahía 

Blanca (INIBIBB) - CONICET – UNS. El plan de tesis fue financiado por subsidios de la 

Universidad Nacional del Sur (PGI 24/ZB91), de la Agencia (PICT-2021-I-A-00144; PICT-

2020-SERIEA-03807; PICT 2018-01678) y de la Fundación Florencio Fiorini.  

 

1. Material vegetal y obtención del extracto acuoso 

Para la localización de la población de N. caldenia se utilizó la información relevada a 

través del acceso a los ejemplares del Herbario del Departamento de Biología, Bioquímica y 

Farmacia (BBB) de la UNS, se analizó la bibliografía especializada (Zuloaga et al. 2019) y se 

consultó a un referente botánico regional (Dr. Carlos Villamil, Profesor Consulto (UNS) y 

director del Herbario BBB). La población de interés para este estudio fue geo-referenciada y se 

tomaron registros fotográficos. El material fue recolectado durante el año 2021, en la localidad 

de Bahía Blanca, Buenos Aires, Argentina (38°41'36''S, 62°18'46''W) (Figura 2B). Se 

colectaron hojas jóvenes que se secaron en estufa durante siete días a 40 °C, los primeros tres 

días con extractor de humedad forzado. Una vez seco, el material se almacenó en cajas cerradas 

con sílica gel hasta el momento de su utilización.  

Para la preparación del extracto, se tomó como la metodología descripta en Persia et al. 

(2020). Las hojas se autoclavaron en agua destilada (50 gramos / 500 ml) durante 1 hora a 

121ºC. Luego de la separación de sólidos por filtración, se procedió a realizar la liofilización 

completa del extracto (Figura 3) obteniéndose un producto seco que se conservó al abrigo de 

la luz, a -20ºC, en envases secos y correctamente tapados para evitar el ingreso de humedad. Al 

momento de su uso, se preparó una solución madre con PBS 1X estéril de concentración: 25 

mg/ml. Antes de su uso, el EANc se esterilizó por autoclavado durante 30 min a 121ºC. 
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Figura 3. Pasos generales para la obtención del extracto acuoso de Neltuma caldenia.  

 

2. Ensayos de viabilidad celular 

Para realizar los ensayos de viabilidad celular se trabajó con placas de 96 pocillos. Se 

emplearon células de CMTN 4T1 (murinas) y MDA-MB-231 (humanas) y células de epitelio 

glandular mamario no-malignas HC11 (murinas). Según la línea celular estudiada y el tiempo 

de cultivo, las células fueron sembradas con una densidad de 1.500 a 6.000 células por pocillo 

en 100 l de medio e incubadas a 37 ºC en atmósfera húmeda de 5 % de CO2. Las células MDA-

MB-231 se cultivaron en medio de cultivo DMEM F12 (del inglés Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium, Sigma) y las células 4T1 y HC11 en el medio de cultivo RPMI (del inglés Roswell 

Park Memorial Institute Medium, Sigma). Ambos suplementados con 10 % de suero fetal 

bovino (SFB, Gibco) y 1 % de penicilina (Gibco, 100 U/ml) y estreptomicina (Gibco, 100 

μg/ml). El medio correspondiente a las células HC11 fue suplementado con insulina (5 μg/ml, 

Gibco).  

 

Transcurridas 24 h desde su siembra, las células se trataron con diferentes 

concentraciones de EANc (0,001- 0,01- 0,1- 1,0- 2,5 mg/ml) o PBS 1X estéril (control) durante 

19, 48 y 72 horas (h). Al finalizar el tiempo de tratamiento se procedió a remover el medio de 

la placa por inversión. Se fijaron las células con 100 L de metanol 100 % en cada pocillo 

durante 10 minutos (min). Se descartó el contenido de la placa y se lavó cada pocillo tres veces 

con agua destilada. A continuación, se agregó a cada pocillo 100 L  de Cristal Violeta (CV) 

0,1 % y se dejó actuar 30 min. Luego, se lavó la placa con agua destilada un mínimo de tres 

veces. Por último, una vez seca la placa, se agregó 100 L de ácido acético 10 % a cada pocillo. 

Una vez removido el colorante desde las células fijadas, se midió la absorbancia en un lector 
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de placas de 96 pocillos a 560 nm. Los valores brindados por el lector fueron analizados con el 

programa GraphPad Prism versión 5.0.  

 

Para validar los resultados obtenidos con el método de tinción con CV empleamos el 

ensayo colorimétrico de MTT (sal de tetrazolio: bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazolium, Merck 475989). Para ello, una vez realizados los tratamientos con EANc o 

vehículo (PBS 1X) durante 48 y 72 h, se retiró el medio de cada pocillo e incubó con el MTT a 

una concentración de 5 mg/ml en medio sin SFB durante 4 h en oscuridad. En este tiempo, el 

MTT es reducido por las enzimas intracelulares a cristales de formazán.  Luego, se procedió a 

descartar el medio y disolver los cristales por el agregado de 100 L SDS 20 % en HCl 0,01 M 

a cada pocillo e incubación en agitación y oscuridad durante 24 h. La cuantificación de la 

reducción de MTT se determinó espectrofotométricamente a 570 nm, restando el valor de la 

absorbancia a 650 nm correspondiente a proteínas y restos celulares. Los resultados fueron 

expresados como porcentaje del valor control. 

 

3. Análisis del ciclo celular por citometría de flujo 

El análisis del ciclo celular fue realizado por FACS (del inglés Fluorescence-Activated 

Cell Sorter analysis). Las células 4T1 y MDA-MB-231 fueron tratadas con una concentración 

de 1,0 mg/ml de EANc o vehículo (PBS 1X) durante 48 y 72 h, luego tripsinizadas y 

resuspendidas en el medio de cultivo completo correspondiente. La suspensión celular se 

centrifugó a 2.000 r.p.m. durante 5 min, se lavó el pellet generado con 1 ml de PBS 1X y se 

centrifugó nuevamente a 2.000 r.p.m. por 5 min. Los nuevos pellets fueron resuspendidos en 

1,5 ml de PBS 1X más el agregado gota a gota de 3,5 ml de etanol 100 % frío para la fijación. 

Las células se almacenaron a -20 ºC durante 24 h, como mínimo, y por un período no mayor a 

15 días. Al momento del análisis, las células fijadas fueron centrifugadas a 2.000 r.p.m. por 5 

min, lavadas con 1,5 ml de PBS 1X y nuevamente centrifugadas a 2.000 r.p.m. por 5 min. 

Finalmente, el pellet obtenido fue resuspendido en 0,5 ml de PBS 1X conteniendo 50 μg/ml de 

Ioduro de Propidio (IP) y 100 μg/ml RNAasa A. Se realizó una incubación máxima de 1 h a 37 

°C en oscuridad. El IP empleado se intercala en la cavidad mayor de la doble cadena del DNA 

y produce un aducto altamente fluorescente que puede ser excitado a 488 nm con un ancho de 

emisión centrado en alrededor de 600 nm. El empleo de RNAasa se debe a que el IP también 

puede unirse al RNA y por lo tanto es necesario degradarlo para una óptima resolución del 

DNA.  
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Las muestras se llevaron al servicio de citometría del INBIOSUR-CONICET-UNS para 

su análisis en un citómetro de flujo FACSCalibur seteado en una longitud de onda de excitación 

de 488 nm y de emisión de 585 nm. Se empleó un programa para histogramas (ModFit LT cell 

cycle analysis software) con el cual se graficó el porcentaje de células en las distintas fases del 

ciclo celular. El ensayo se realizó por triplicado. El procesamiento descripto de las muestras se 

llevó a cabo de la misma manera a la que se trabaja habitualmente en el laboratorio (Ferronato 

et al. 2015). 

 

4. Detección de apoptosis celular  

Las células apoptóticas fueron analizadas por empleo de Anexina V (AV) -FITC (BD 

Pharmingen) mediante citometría de flujo. Para ello, las células MDA-MB-231 tratadas con el 

EANc (1,0 mg/ml; 72 h) o vehículo, fueron tripsinizadas y resuspendidas en el medio de cultivo 

completo correspondiente. La suspensión de células se centrifugó a 2.000 rpm durante 5 min, 

se lavó el pellet generado con 1 ml de PBS 1X  y se centrifugó nuevamente a 2.000 rpm durante 

5 min. Los nuevos pellets fueron resuspendidos en buffer de binding 1X en una concentración 

de 1 × 106 células/ml. Se tomaron 100 μL de la suspensión para realizar la marcación con 3 μL 

de AV-FITC y/o 10 μL de IP (50 μg/ml) según corresponda. Se homogeneizó la suspensión y 

se incubó en oscuridad a temperatura ambiente (25 °C) por 15 min. Finalmente se agregaron 

400 μl de buffer de binding 1X a cada tubo.  

El análisis se realizó en un citómetro de flujo FACSCalibur del INBIOSUR-CONICET-

UNS durante el transcurso de la hora siguiente y sobre una población de 20.000 células. Se 

realizaron los siguientes controles para establecer las compensaciones y los cuadrantes: 1) 

células sin teñir, 2) células teñidas solamente con AV-FITC (sin IP) y 3) células teñidas 

solamente con IP (sin AV-FITC). Cada ensayo se realizó por triplicado. Los datos fueron 

analizados con el software Cell Quest (Becton Dickinson). Se graficó el % de células con 

marcación AV+/IP+ (apoptosis tardía), AV+/IP- (apoptosis temprana), AV-/IP+ (necrosis) y 

AV-/IP- (células viables).  

 

5. Ensayos de migración celular 

Para evaluar el efecto del EANc sobre la capacidad migratoria de las células se realizó 

el ensayo de cierre de la herida, también conocido como “wound healing”, de la manera habitual 

como se realiza en el laboratorio (Ferronato et al. 2019). Para ello, las células de CMTN y no-

malignas, se sembraron en placas de 35 mm y se cultivaron por 24 h hasta la formación de una 

monocapa. Dichas placas presentan una cuadrícula en su cara inferior externa la cual permite 
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el seguimiento de la herida en puntos específicos a lo largo del tiempo. Luego, sobre la 

monocapa celular, se realizó una herida con un tip dejando al descubierto una sección de la 

misma. Se retiró el medio de cultivo y se añadió medio de cultivo nuevo con el vehículo (PBS 

1X) o con el EANc a una concentración de 0,1 o 1,0 mg/ml según la línea celular en estudio. 

La herida fue observada con un microscopio invertido NIKON ECLIPSE TE 2000S y 

fotografiada con una cámara digital Sony Coolpix acoplada al microscopio. Las fotos se 

tomaron al inicio del tratamiento (0 h) y antes del tiempo de duplicación de la línea celular 

estudiada, todas en un aumento de 200x. Los tiempos de duplicación de las líneas celulares 

empleadas fueron determinados previamente en el laboratorio, los cuales son de 16 h para las 

células 4T1, 28 h para las MDA-MB-231 y 17 h para las HC11, aproximadamente. El programa 

ImageJ se empleó para medir el área de la herida para cada condición en los distintos tiempos 

evaluados. Se realizaron gráficos con el programa GraphPad representando el área de la herida 

de cada condición y en cada tiempo como porcentaje del área a tiempo 0 h. 

 

 6. Análisis estadísticos 

El software GraphPad Prism versión 5.0 (San Diego California USA) fue utilizado para 

la recolección, procesamiento y análisis estadístico de los datos. Se realizó un análisis de 

ANOVA con posterior test de Bonferroni. Los valores de p menores a 0,05 se consideraron 

estadísticamente significativos.  
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RESULTADOS 

 

Efectos del EANc sobre la viabilidad de líneas celulares de CMTN y células no-malignas 

de epitelio glandular mamario. 

 

Para dar respuesta al primer objetivo específico de este trabajo evaluamos los efectos 

del EANc sobre la viabilidad de dos líneas celulares de CMTN: células murinas 4T1 y humanas 

MDA-MB-231. Realizamos curvas de concentración - respuesta con un rango de 

concentraciones crecientes de EANc: 0,001- 0,01- 0,1- 1,0- 2,5 mg/ml y evaluando la respuesta 

a 48 y 72 h de tratamiento. 

 

Definimos operativamente a la variable viabilidad celular como la proporción de células 

que sobreviven a alguna situación particular; específicamente aquí se refiere al número de 

células vivas o viables luego del tratamiento con el EANc. Si el número de células hallado en 

la condición experimental es menor al de la condición control, esto podría deberse a que el 

EANc produjo una inhibición del ciclo celular y/o un incremento de la muerte de las células en 

estudio. 

 

La selección de las concentraciones y los tiempos de tratamiento utilizados se realizó 

en base a la bibliografía existente en relación a los efectos antitumorales provocados por un 

extracto acuoso de otra especie nativa de Argentina perteneciente al género Strombocarpa (ex-

Prosopis) y en base a ensayos preliminares realizados con el EANc. 

 

Empleamos el método colorimétrico de CV y, posteriormente, el método de MTT para 

validar de una manera independiente los resultados obtenidos. 

 

En primera instancia evaluamos los efectos del EANc sobre la viabilidad de las células 

de CMTN de origen murino 4T1. Como se puede observar en la Figura 4, el EANc redujo la 

viabilidad de las células en las concentraciones de 0,01; 0,1; 1,0 y 2,5 mg/ml; tanto a 48 h como 

a 72 h de tratamiento. Teniendo en cuenta los efectos obtenidos, se evaluó la existencia de 

diferencias estadísticas entre la misma concentración de EANc a ambos tiempos de tratamiento 

y se registró una diferencia significativa a la concentración de 1,0 mg/ml (48 h: 34,25 ± 1,03 % 

vs. 72 h: 22,11 ± 0,70 %; * p < 0,05).   
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Figura 4. Efecto del EANc sobre la viabilidad de células 4T1 mediante ensayos colorimétricos con CV. Las 

células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de EANc (barras verdes) o vehículo (control: PBS 1X) 

durante A) 48 h y B) 72 h  de tratamiento. Los resultados se analizaron mediante ANOVA con posterior test de 

Bonferroni. Las barras representan la media ± SEM de tres experimentos independientes (***p<0,001; *p<0,05 

respecto del control). A la derecha se muestran fotos de una placa multiwell correspondiente a uno de los 

experimentos realizado. 

 

Posteriormente, se repitieron los ensayos de viabilidad celular para evaluar los efectos 

del EANc por empleo del método colorimétrico de MTT. Como se puede observar en la Figura 

5, el EANc redujo la viabilidad de las células 4T1 de una manera similar a la obtenida con la 

tinción de CV: el EANc disminuyó la viabilidad en las concentraciones de 0,01; 0,1; 1,0 y 2,5 

mg/ml; tanto a 48 h como a 72 h de tratamiento. 
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Figura 5. Efecto del EANc sobre la viabilidad de células 4T1 por ensayos colorimétricos con MTT. Las 

células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de EANc (barras verdes) o vehículo (control: PBS 1X) 

durante A) 48 h y B) 72 h de tratamiento. Los resultados se analizaron mediante ANOVA con posterior test de 

Bonferroni. Las barras representan la media ± SD de cuatro replicas (***p<0,001; *p<0,05 respecto del control). 

A la derecha se muestran fotos de la placa multiwell post- incubación con el MTT. 

 

A continuación, evaluamos los efectos del EANc sobre la línea celular de CMTN 

humana MDA-MB-231. El EANc redujo la viabilidad de estas células en las concentraciones 

de 1,0 y 2,5 mg/ml a ambos tiempos de tratamiento (Figura 6 A y B), y en la concentración de 

0,1 mg/ml a las 72 h de tratamiento (Figura 6B). Además, se hallaron diferencias significativas 

al comparar los efectos de la misma concentración de EANc (0,1; 1,0 o 2,5 mg/ml) entre ambos 

tiempos de tratamiento. Estas diferencias estadísticas para las diferentes concentraciones 

efectivas de EANc son: 

 0,1 mg/ml= 48 h: 100,3 ± 1,35 % vs. 72 h: 87,18 ± 3,24 %; ** p < 0,01. 

 1,0 mg/ml= 48 h: 75,05 ± 2,15 % vs. 72 h: 61,49 ± 1,06 %; *** p < 0,001. 

 2,5 mg/ml= 48 h: 69,67 ± 1,14 % vs. 72 h: 38,76 ± 4,33 %; *** p < 0,001. 
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Figura 6. Efecto del EANc sobre la viabilidad de células MDA-MB-231 mediante ensayos colorimétricos 

con CV. Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de EANc (barras verdes) o vehículo (control: 

PBS 1X) durante A) 48 h y B) 72 h de tratamiento. Los resultados se analizaron mediante ANOVA con posterior 

test de Bonferroni. Las barras representan la media ± SEM de tres experimentos independientes (***p<0,001; 

**p<0,01; *p<0,05 respecto del control). A la derecha se muestran fotos de una placa multiwell correspondiente a 

uno de los experimentos realizado. 

 

Con respecto a los ensayos de viabilidad celular empleando el método colorimétrico de 

MTT, los resultados obtenidos (Figura 7) se encuentran en concordancia con los descriptos 

anteriormente. De esta manera, se validó el efecto del EANc sobre la reducción de la viabilidad 

de las células MDA-MB-231 a las concentraciones y tiempos evaluados por el método de 

tinción con CV. 
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Figura 7. Efecto del EANc sobre la viabilidad de células MDA-MB-231 por ensayos colorimétricos con 

MTT. Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de EANc (barras verdes) o vehículo (control: 

PBS 1X) durante A) 48 h y B) 72 h de tratamiento. Los resultados se analizaron mediante ANOVA con posterior 

test de Bonferroni. Las barras representan la media ± SD de cuatro replicas (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 

respecto del control). A la derecha se muestran fotos de la placa multiwell post- incubación con el MTT. 

 

Por otro lado, para conocer el efecto del EANc sobre células no-malignas de epitelio 

glandular mamario, y contrastarlo con el obtenido sobre las células tumorales, realizamos las 

curvas de concentración – respuesta empleando las células HC11. Como se detalló en la sección 

Materiales y Métodos, estas células son de origen murino, al igual que las células tumorales 

4T1. 

 

Los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad con CV indican que el EANc 

disminuye la viabilidad de las células HC11 en la concentración de 2,5 mg/ml a las 48 y 72 h 

de tratamiento (*** p <0,001; Figura 8 A y B) y, además, el EANc redujo la viabilidad al tratar 

las células con 1,0 mg/ml durante 72 h (** p <0,01; Figura 8B). No se hallaron diferencias 

significativas en los efectos provocados por EANc con la concentración de 2,5 mg/ml entre 48 

y 72 h de tratamiento (48 h: 28,97 ± 5,71 % vs. 72 h: 24,48 ± 10,20 %; p > 0,05). 
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Figura 8. Efecto del EANc sobre la viabilidad de células mamarias no-malignas HC11 mediante ensayos 

colorimétricos con CV. Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de EANc (barras verdes) o 

vehículo (control: PBS 1X) durante A) 48 h y B) 72 h de tratamiento. Los resultados se analizaron mediante 

ANOVA con posterior test de Bonferroni. Las barras representan la media ± SEM de tres experimentos 

independientes (***p<0,001; **p<0,01 respecto del control). A la derecha se muestran fotos de una placa multiwell 

correspondiente a uno de los experimentos realizado. 

 

Luego, al realizar los ensayos con el método de MTT, el EANc redujo la viabilidad de 

las células HC11 en las concentraciones de 1,0 y 2,5 mg/ml, a ambos tiempos de tratamiento 

(*** p <0,001; Figura 9). También, los análisis estadísticos indican diferencias significativas 

al comparar los efectos de la misma concentración de EANc (1,0 o 2,5 mg/ml) entre ambos 

tiempos de tratamiento: 

 1,0 mg/ml= 48 h: 85,26 ± 1,67 % vs. 72 h: 63,38 ± 5,64 %; ** p < 0,01. 

 2,5 mg/ml= 48 h: 72,72 ± 3,73 % vs. 72 h: 23,04 ± 2,61 %; *** p < 0,001. 
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Figura 9. Efecto del EANc sobre la viabilidad de células mamarias no-malignas HC11 por ensayos 

colorimétricos con MTT. Las células fueron expuestas a las concentraciones indicadas de EANc (barras verdes) 

o vehículo (control: PBS 1X) durante A) 48 h y B) 72 h de tratamiento. Los resultados se analizaron mediante 

ANOVA con posterior test de Bonferroni. Las barras representan la media ± SD de cuatro replicas (***p<0,001 

respecto del control). A la derecha se muestran fotos de la placa multiwell post- incubación con el MTT. 

 

Finalmente, para conocer si existen diferencias en los efectos del EANc entre células 

no-malignas y tumorales, comparamos los resultados obtenidos con ambas líneas celulares de 

origen murino. Como puede observarse en la Figura 10, el EANc presentó un efecto diferencial 

entre las células HC11 y 4T1. Si bien el EANc disminuyó la viabilidad de ambas líneas 

celulares, su efecto fue menor sobre las células mamarias no-malignas en las concentraciones 

de 0,01; 0,1; 1,0 y 2,5 mg/ml tanto a 48 h como 72 h de tratamiento.  

 

Control 0,001 0,01 0,1 1,0 2,5
0

50

100

150

***

***

mg/ml

%
 d

e
l 
c
o

n
tr

o
l

HC11 – 48 h

HC11 – 72 h

A

B

0,001

2,5

0,01

1,0

0,1

Control EANcmg/ml

0,001

2,5

0,01

1,0

0,1

Control EANcmg/ml

Control 0,001 0,01 0,1 1,0 2,5
0

50

100

150

***
***

mg/ml

%
 d

e
l 
c
o

n
tr

o
l



27 
 

 

Figura 10. Comparación de los efectos del EANc sobre la viabilidad entre células mamarias murinas no-

malignas HC11 (barras blancas) y tumorales 4T1 (barras verdes) a A) 48 h y B) 72 h de tratamiento. Los 

resultados de los ensayos de CV se analizaron mediante ANOVA con posterior test de Bonferroni; *** p<0,001; 

** p< 0,01; * p<0,05. 

 

Evaluación del mecanismo celular implicado en los efectos antitumorales del EANc: 

análisis del ciclo celular y de la apoptosis mediante citometría de flujo. 

 

Teniendo en cuenta los resultados hasta aquí obtenidos, y para dar respuesta al segundo 

objetivo específico de este trabajo de tesis, se comenzó a profundizar en el estudio de los 

mecanismos celulares por los cuales el EANc provocó la reducción de la viabilidad de las 

células tumorales. Para ello, estudiamos la distribución de la población de células en las 

distintas etapas del ciclo celular por citometría de flujo. En primera instancia, evaluamos el 

efecto del EANc sobre células pre-tratadas con 1,0 mg/ml durante 48 h y teñidas con IP el día 

de su análisis. Decidimos emplear dicha concentración para estos estudios dado que, como se 

mencionó en la sección anterior, en las células 4T1 se registró una diferencia significativa en 

esta concentración de 1,0 mg/ml al comparar los dos tiempos de tratamiento (48 h vs. 72 h: * p 

< 0,05); dicha diferencia también se encuentra presente en las células MDA-MB-231, y es muy 

significativa (48 h vs. 72 h: *** p < 0,001). 
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Como se puede observar en la Figura 11A, el tratamiento de las células 4T1 con el 

EANc durante 48 h provocó un aumento significativo del porcentaje de células en la fase S del 

ciclo celular en comparación con el control (EANc: 49,51 ± 0,24 % vs. control: 35,92 ± 0,67 

%; *** p < 0,001). Dicho aumento fue acompañado de una disminución en el porcentaje de 

células en la fase G0/G1 (EANc: 30,94 ± 0,63 % vs. control: 46,81 ± 1,63 %; *** p < 0,001). 

En cuanto a las células MDA-MB-231 (Figura 11B), se obtuvo un efecto similar al hallado 

sobre las células 4T1. Es decir, el tratamiento con 1,0 mg/ml del EANc durante 48 h produjo 

una disminución del porcentaje de células en fase G0/G1 (EANc: 27,88 ± 0,75 % vs. control: 

37,32 ± 0,35 %; *** p < 0,001) acompañado de un aumento de la población celular en fase S 

en comparación con el control (EANc: 43,62 ± 1,15 % vs. control: 37,19 ± 0,41 %; *** p < 

0,001). 

 

 

Figura 11. Análisis de la distribución de células A) 4T1 y B) MDA-MB-231 en las distintas fases del ciclo 

celular por citometría de flujo. Las células fueron tratadas con EANc (1,0 mg/ml) o vehículo (PBS 1X) durante 

48 h. Los gráficos de barras representan el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular. El ensayo 

fue realizado por triplicado. A la derecha se muestran histogramas representativos de cada condición. Se aplicó el 

test de ANOVA de dos vías, con posterior test de Bonferroni, ***p<0,001. 

 

Luego, continuamos con la evaluación del efecto del EANc sobre las células tumorales 

humanas MDA-MB-231 estudiando el ciclo celular a las 72 h de tratamiento. Como se observa 
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en la Figura 12A, el EANc provocó una disminución significativa del porcentaje de células en 

la fase G0/G1 (EANc: 48,63 ± 0,75 % vs. control: 52,21 ± 0,35 %; *** p < 0,001), un aumento 

significativo en la fase S (EANc: 33,17 ± 0,37 % vs. control: 31,71 ± 0,16 %; * p < 0,05) y, 

también, un aumento en la fase Sub G0/G1 (EANc: 3,78 ± 0,25 % vs. control: 2,17 ± 0,12 %; ** 

p < 0,01). Este aumento en Sub G0/G1 es indicativo de que el EANc provoca la muerte celular 

de esta línea tumoral. 

 

 

Figura 12. Cuantificación de células MDA-MB-231 marcadas con A) IP y B) IP + AV-FICT por citometría 

de flujo. Las células fueron tratadas con EANc (1,0 mg/ml) o vehículo (PBS 1X) durante 72 h. Los gráficos de 

barras representan el porcentaje de células en A) las distintas fases del ciclo celular y con B) las marcaciones 

indicadas.Cada barra representa el promedio de tres repeticiones ± SD. A la derecha se muestran células en el 

microscopio de contraste de fases (100x) y gráficos de puntos representativos de cada condición. Se aplicó el test 

de ANOVA de dos vías, con posterior test de Bonferroni, ***p<0,001; **p< 0,01; *p<0,05. 

 

A continuación, con el objeto de evaluar si el incremento de la población celular en Sub 

G0/G1 producido por el EANc es consecuencia de un aumento de muerte celular por apoptosis, 

marcamos las células MDA-MB-231 (1,0 mg/ml; 72 h) con IP y AV-FICT para analizarlas por 

citometría de flujo. Como se observa en la Figura 12B, la población apoptótica (AV+ / IP+)  

incrementó de 19,33 ± 2,97 % en las células tratadas con el vehículo, a 33,17 ± 3,34 % en las 

células tratadas con el EANc (** p < 0,01). Estos resultados indican que el EANc disminuye la 

viabilidad celular mediante la inducción de apoptosis. 
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Efectos del EANc sobre la migración de líneas celulares de CMTN y células no-malignas 

de epitelio glandular mamario. 

 

Para dar respuesta al tercer objetivo específico de este trabajo, evaluamos los efectos 

del EANc sobre la migración de las líneas celulares de CMTN. Para ello, empleamos los 

ensayos de cierre de la herida o “wound healing”, de la manera descripta en la sección de 

Materiales y Métodos. En estos ensayos es importante tener en cuenta, por un lado, el empleo 

de tiempos de tratamiento menores al tiempo de duplicación de la línea celular en estudio y, 

por otro, que la concentración de EANc no afecte la viabilidad celular para, de esta manera, 

asegurarnos de solo cuantificar el efecto sobre la capacidad migratoria de las células. Por lo 

tanto, en primera instancia, evaluamos el efecto del EANc sobre la viabilidad a 19 h de 

tratamiento en las tres líneas celulares en estudio, para poder seleccionar las concentraciones a 

emplear en los ensayos de cierre de la herida. Como se puede observar en la Figura 13A, el 

EANc disminuyó la viabilidad de las células 4T1 significativamente en las concentraciones de 

1,0 y 2,5 mg/ml, por lo que decidimos emplear la concentración de 0,1 mg/ml para los estudios 

de migración celular. Para poder contrastar los efectos con las células tumorales, empleamos 

esta misma concentración con las células murinas HC11; concentración que no provocó efectos 

sobre la viabilidad (Figura 13B). En las células MDA-MB-231, ninguna de las concentraciones 

provocó efectos sobre la viabilidad celular a las 19 h de tratamiento (Figura 13C).  
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Figura 13. Efecto del EANc sobre la viabilidad de las diferentes líneas celulares mamarias a 19 h de 

tratamiento. Las células A) 4T1, B) MDA-MB-231 y C) HC11 fueron expuestas a las concentraciones indicadas 

de EANc (barras verdes) o vehículo (control: PBS 1X) durante 19 h de tratamiento y se cuantifico la viabilidad 

celular por el método de CV. Los resultados se analizaron mediante ANOVA con posterior test de Bonferroni. Las 

barras representan la media ± SEM de dos experimentos independientes (***p<0,001; *p<0,05 respecto del 

control). D) Se muestran pocillos de la concentración de 1 mg/ml correspondientes a una placa multiwell de uno 

de los experimentos. 

 

Comenzamos con la evaluación de los efectos del EANc sobre la migración de las 

células 4T1. El extracto al ser empleado a una concentración de 0,1 mg/ml redujo la capacidad 

migratoria de la línea celular (Figura 14A). Tal efecto se observó a las 15 h de tratamiento, 

tiempo en el cual el área de la herida en las células tratadas con el EANc fue del 48,0 ± 2,30 % 

en comparación con el área del vehículo de 35,77 ± 2,69 % (*** p <0,001). 

 

En las células MDA-MB-231, el EANc también produjo una disminución de la 

migración al tratar a las células con 1,0 mg/ml (Figura 14B). Se detectó una diferencia muy 

significativa a las 16 y 19 h de tratamiento:  

 16 h: EANc: 41,02 ± 2,95 % vs. control: 11,25 ± 2,54 %; *** p < 0,001. 

 19 h: EANc: 29,36 ± 3,34 % vs. control: 5,65 ± 1,82 %; *** p < 0,001. 

 

Por último, se estudiaron los efectos del EANc sobre la migración de la línea celular 

mamaria no-maligna murina HC11. Como se observa en la Figura 14C, el EANc empleado a 

0,1 mg/ml no provocó efectos sobre la capacidad migratoria de las células a los tiempos 

estudiados de 8 y 17 h en comparación con el control: 

 8 h: EANc: 66,12 ± 8,34 % vs. control: 59,67 ± 9,45 %; p > 0,05. 

 17 h: EANc: 58,22 ± 7,36 % vs. control: 48,11 ± 9,87 %; p > 0,05. 
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Figura 14. Ensayos de migración en células A) 4T1, B) MDA-MB-231 y C) HC11. Las células fueron expuestas 

a las concentraciones indicadas de EANc o vehículo. Los resultados se analizaron mediante ANOVA con posterior 

test de Bonferroni. El gráfico representa la media ± SEM de tres experimentos independientes. ***p < 0,001. Se 

muestran fotos representativas a los distintos tiempos analizados para cada línea celular estudiada (200x). 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

El tratamiento del CM consiste en una terapia local que incluye cirugía y radioterapia 

y/o una terapia sistémica para tratar y/o reducir el riesgo de recurrencia o metástasis del cáncer. 

Sin embargo, a pesar de los avances en los esquemas de tratamiento, el CMTN sigue siendo un 

gran desafío debido a sus características particulares. En comparación con los otros subtipos de 

CM, este subtipo es muy invasivo, metastásico y de pronóstico malo. Las pacientes con CMTN 

presentan una mayor susceptibilidad de recaídas tempranas, lo que contribuye a una tasa de 

supervivencia más corta y una tasa de mortalidad del 40 % dentro de los primeros 5 años 

después del diagnóstico (Ribeiro et al. 2022). Actualmente, su tratamiento se basa en 

quimioterapia citotóxica con esquemas de medicamentos sintéticos combinados. Sin embargo, 

la efectividad muchas veces se ve comprometida por el desarrollo de quimiorresistencia, la 

aparición de metástasis y/o efectos secundarios graves (Yin et al. 2020). En este contexto, la 

búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas para tratar al CMTN es de suma importancia.  

 

A lo largo de la historia, los productos naturales, especialmente los medicamentos de 

origen vegetal, han desempeñado un papel importante en la prevención y el tratamiento de 

diversas enfermedades humanas, entre ellas el cáncer. Los fitoquímicos han sido recursos 

fundamentales en el descubrimiento de fármacos contra el cáncer. En este trabajo de tesis nos 

centramos en el estudio de las propiedades antitumorales de un conjunto de metabolitos 

secundarios presentes en un extracto acuoso obtenido a partir de hojas de una especie arbórea 

nativa de nuestro país: N. caldenia. El objetivo principal del trabajo fue investigar mediante 

ensayos preclínicos el potencial antitumoral del EANc sobre células de CMTN.  

 

La célula va adquiriendo capacidades biológicas distintivas y complementarias, 

conocidas como sellos o “hallmarks” del cáncer, que le permiten establecer un tumor y 

diseminarse metastásicamente (Hanahan & Weinberg, 2000 y 2011; Hanahan, 2022). Una de 

las características distintivas que adquieren las células tumorales es la de mantener su capacidad 

proliferativa de forma crónica y evadir las señales supresoras del crecimiento y de la apoptosis 

celular. En consecuencia, modular estos eventos resulta atractivo tanto para el diseño de nuevas 

terapias como para la evaluación de potenciales agentes antitumorales. Es por ello que, en 

primera instancia, se caracterizaron los efectos del EANc sobre la viabilidad de las líneas 

celulares de CMTN 4T1 y MDA-MB-231. También, en virtud de conocer sus efectos sobre 

células no-malignas, evaluamos su accionar sobre las células mamarias HC11. Los resultados 

obtenidos permiten concluir que el EANc presenta actividad antitumoral al disminuir la 
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viabilidad de células de las CMTN murinas y humanas. Además, el EANc posee un 

accionar diferencial entre células no-malignas y tumorales, dado que provocó un efecto 

menor sobre la viabilidad de la línea celular HC11 con respecto al detectado en las células 4T1, 

ambas de origen murino. Estos resultados resultan interesantes, dado que al momento de 

emplear un tratamiento oncológico se espera que las células normales se afecten lo menos 

posible. Es importante destacar que los efectos del EANc sobre la viabilidad de las células se 

estudiaron por dos métodos colorimétricos distintos (CV y MTT), obteniéndose resultados 

concordantes entre ellos. Solo registramos diferencias al emplear el EANc a la concentración 

de 1 mg/ml sobre las células HC11 a las 48 h de tratamiento: los ensayos con la tinción de CV 

no mostraron diferencias significativas con respecto al control, mientras que con MTT se 

registró una disminución significativa. Esta diferencia en los resultados obtenidos al tiempo de 

48 h podría deberse a diferencias en la sensibilidad entre ambos métodos empleados. 

Recordemos que el ensayo de MTT evalúa la actividad metabólica celular y en la tinción con 

CV se mide la biomasa celular adherida y teñida con el colorante a la placa de cultivo.  

 

Otra conclusión que se desprende de este trabajo es que el EANc provoca un efecto 

sobre la viabilidad celular mayor, cuanto mayor es el tiempo de exposición al mismo. 

Encontramos diferencias significativas en los porcentajes de reducción de la viabilidad entre 48 

y 72 h de tratamiento en las tres líneas celulares evaluadas.  En el caso de las células MDA-

MB-231 esta diferencia se detectó con las concentraciones de 0,1; 1,0 y 2,5 mg/ml y en las 

células 4T1 y HC11, con la concentración de 1,0 mg/ml. En el caso de las células murinas, esta 

relación de concentración-tiempo-respuesta no se registró con la concentración máxima de 2,5 

mg/ml en los ensayos colorimétricos con CV, la cual resultó muy citotóxica 

independientemente del tiempo de exposición al extracto. 

 

Con respecto a la sensibilidad que presentaron las células de CMTN al EANc, si bien 

ambas líneas celulares respondieron al tratamiento, las células 4T1 resultaron más sensibles que 

las MDA-MB-231 al comparar la respuesta entre ellas. Esta diferencia podría deberse, además 

de su origen, a que representan un estadio de enfermedad mamaria distinto. La línea celular 

4T1 se generó en la glándula mamaria de un ratón BALB/cfC3H y se corresponde con un CM 

humano de estadio IV, avanzado (4T1, ATCC CRL-2539). En cambio, la línea celular MDA-

MB-231 fue establecida a partir de un derrame pleural que ocurrió en una paciente de 51 años. 

Es decir, las células MDA-MB-231 provienen de un sitio metastásico, lo cual alude a las 
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características y capacidades adquiridas distintivas por estas células para llegar al sitio distante 

(MDA-MB-231, ATCC HTB26).  

 

Para evaluar el mecanismo celular implicado en los efectos antitumorales del EANc, se 

analizó el ciclo celular de las células tumorales 4T1 y MDA-MB-231. En ambas líneas 

celulares, el EANc (1 mg/ml, 48 h) provocó efectos similares: un aumento significativo del 

porcentaje de células en la fase S acompañado de una disminución en el porcentaje de células 

en la fase G0/G1. Es decir, el EANc provoca efectos anti-proliferativos por arresto en fase S del 

ciclo celular a las 48 h de tratamiento. A continuación, al estudiar los efectos del EANc sobre 

el ciclo celular a 72 h de tratamiento, detectamos que las células MDA-MB-231 continúan 

arrestadas en fase S (en menor proporción que a las 48 h) y que, también, el EANc provoca 

muerte celular. Tras el estudio con la doble marcación IP + AV-FITC, se pudo dilucidar que el 

tipo de muerte celular implicado es apoptosis. Por lo tanto, se concluye que el EANc presenta 

efectos anti-proliferativos en las células de CMTN y pro-apoptóticos en las células MDA-

MB-231. Estos resultados nos invitan a continuar las investigaciones con la profundización de 

los mecanismos celulares y moleculares por los cuales el EANc reduce la viabilidad de las 

células de CMTN.  

 

La capacidad de metastatizar es otra de las habilidades adquiridas por las células 

tumorales. El proceso metastásico o “cascada metastásica” es un proceso activo, continuo, 

complejo y multiescalonado. Uno de los pasos involucrados es la migración activa de las células 

tumorales desde su lugar de origen, a través de las matrices extracelulares, hasta alcanzar los 

vasos sanguíneos y/o linfáticos por los cuales viajarán rumbo a un tejido distante (Pantazi et al. 

2020). En función de ello, nos propusimos estudiar, en el tercer objetivo de esta tesis de grado, 

los efectos del EANc sobre la migración de las células de CMTN y no-malignas. Demostramos 

que el EANc presenta efectos anti-migratorios sobre las células 4T1 y MDA-MB-231. Dicho 

efecto se obtuvo por empleo del extracto a una concentración de 0,1 mg/ml en las células 4T1 

y a 1,0 mg/ml en las células MDA-MB-231. Al contrastar los efectos con las células no-

malignas, obtuvimos que el EANc no afecta la migración de las células HC11 a la concentración 

de 0,1 mg/ml. Esta diferencia en su acción sobre las células tumorales con respecto a las células 

no-malignas, tanto sobre la viabilidad celular como la migración, son características atractivas 

para su potencial uso terapéutico. Los estudios se continuarán con la evaluación de los efectos 

del EANc sobre otros procesos implicados en la metástasis como la adhesión e invasión celular.  
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En la actualidad, el uso de extractos vegetales en la industria farmacéutica exige que los 

mismos sean caracterizados para conocer, al menos en parte, su composición y calidad. Para 

ello, recientemente se realizó una caracterización del EANc mediante cromatografía líquida de 

alta performance (HPLC). Estos análisis de nuestro grupo de trabajo aún no se encuentran 

publicados y si bien no forman parte de un objetivo específico de esta tesis, nos parece 

importante informar que el análisis preliminar de los perfiles cromatográficos indica la 

presencia de compuestos fenólicos, específicamente, flavonoides y ácidos fenólicos. Estos 

compuestos también son los encontrados por el grupo de Persia et al. (2020) en el extracto 

acuoso de hojas de retortuño (especie nativa ex – Prosopis) por lo que podemos inferir que la 

metodología de extracción acuosa empleada enriquece al extracto en dichos metabolitos. 

Nuestra hipótesis es que los compuestos fenólicos presentes en el EANc serían los responsables 

de su efecto anti-proliferativo y pro-apoptótico, dado que en la bibliografía existen reportes 

sobre el accionar de estos compuestos en la proliferación de las células tumorales, al participar 

en el arresto del ciclo celular e inducción de la muerte por apoptosis (Kopustinskiene at al, 

2020; Gupta et al. 2022). Si bien aún es necesario continuar con la caracterización fisicoquímica 

detallada y la cuantificación de manera exacta de los metabolitos del EANc, existen trabajos 

científicos que demuestran la actividad antitumoral de algunos de los compuestos presentes en 

el extracto. Por ejemplo, dentro de la composición del EANc se encontró al flavonol quercetin. 

Existe evidencia científica sobre la acción de este metabolito en la detención del ciclo celular 

en la fase S, seguido de apoptosis en células leucémicas y de su menor efecto sobre células no-

malignas con respecto a las tumorales (Srivastava at al, 2016). También, el EANc contiene el 

flavonoide rutin. El grupo de Nouri et al. (2020) demostró que rutin ejerce un efecto 

antineoplásico en células tumorales mamarias MCF-7 a través de la detención del ciclo celular 

en la fase S y apoptosis. En cuanto a los ácidos fenólicos, el EANc contiene ácido clorogénico, 

un metabolito del cual se ha publicado su acción sobre el arresto del ciclo celular en fase S en 

células de cáncer de colon, sobre la apoptosis (Sadeghi Ekbatan et al. 2018; Zeng et al. 2020) y 

sobre la supresión de la migración e invasión en células MDA-MB-231 y 4T1, como así también 

la ausencia de efectos sobre la viabilidad de la línea celular mamaria humana MCF-10A (Zeng 

et al. 2020). En base a estos antecedentes, los cuales se encuentran en concordancia con los 

resultados presentados en este trabajo, podemos vincular los efectos obtenidos con el EANc 

con la presencia de estos principios activos en el mismo. 

 

El presente trabajo resulta atractivo y novedoso al haberse estudiando por primera vez 

el potencial antitumoral sobre células de CMTN de un extracto acuoso obtenido a partir de 
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hojas de la especie nativa de nuestro país: Neltuma caldenia. Como se mencionó en la 

introducción, existen antecedentes sobre la actividad antitumoral de las especies N. laevigata, 

N. juliflora y N. glandulosa, sin embargo, ninguna de ellas es nativa de nuestro país. En los 

reportes se muestra el efecto citotóxico e inducción de apoptosis de un extracto etanólico de 

madera de N. laevigata en células de cáncer cervical humano (Ibarra-Berumen et al. 2023), el 

efecto antineoplásico de un extracto metanólico de hojas de N. juliflora en células MDA-MB-

231 y 4T1 (Utage et al. 2018), y la actividad antitumoral in vivo de un extracto etanólico de 

hojas de N. glandulosa en un modelo de carcinoma de ascitis de Ehrlich (Senthil Kumar et al. 

2011). En contraste, nuestro trabajo con N. caldenia resulta atractivo por varias razones. Por un 

lado, empleamos solo agua en la obtención del extracto, hecho que presenta ventajas con 

respecto al uso de solventes orgánicos como metanol o etanol. Estos últimos pueden generar 

efectos indeseados en los modelos de experimentación tanto preclínicos como clínicos y, 

además, las extracciones con solventes orgánicos requieren pasos de purificación adicionales 

que consumen mucho tiempo e influyen en el costo total del proceso. Por ello, para evitar 

problemas de toxicidad y favorecer al costo del procedimiento y factibilidad de su empleo, 

realizamos una extracción acuosa de los metabolitos según el protocolo del grupo de Persia et 

al. (2020); el cual fue reproducido eficientemente. Por otro lado, nuestra investigación aporta 

evidencia científica novedosa de una potencial opción terapéutica para carcinomas mamarios 

agresivos como son los CMTN.  
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