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RESUMEN 

 

El cáncer de mama es la segunda causa de muerte en mujeres a nivel mundial, se 

encuentra entre las neoplasias más comunes en el sexo femenino seguido por el 

cáncer de cuello uterino, tiroides, estómago y cáncer colorrectal; siendo el cáncer de 

mama la neoplasia que presenta  mayor repercusión en mujeres ecuatorianas. En este 

contexto, el Ecuador es un país con una gran biodiversidad en flora y etnias, donde 

las plantas han sido empleadas a través del tiempo como tratamiento para diversas 

enfermedades. El conocimiento ancestral y el uso de plantas en el país se transmiten 

de manera empírica, de ahí la importancia de que se deriven investigaciones que 

proporcionen un sustento científico de sus efectos. El objetivo de la investigación fue 

evaluar el efecto anti-proliferativo y anti-metastásico de los extractos de Ilex 

guayusa, Uncaria tomentosa y Croton lechleri en la línea celular MCF-7 de cáncer 

de mama. Los extractos se obtuvieron mediante maceración en etanol al 96%, 

destilación, liofilización y fueron resuspendidos en PBS 1X. Sé utilizó la línea 

celular MFC-7 para el ensayo clonogénico dependiente de la adherencia a la 

superficie, así como para el ensayo denominado Soft Agar, cada ensayo consistió en 

evaluar el efecto de diversas concentraciones de los extractos, siendo dichas 

concentraciones de 3 µg/µL, 0,3 µg/µL y 0,03 µg/µL. Los resultados  mostraron que 

varios de los extractos analizados poseían una actividad anti-proliferativa sobre 
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MCF-7, siendo el extracto de Croton lechleri el que presentó un mayor efecto para 

inhibir la proliferación celular. Por otra parte el ensayo de  Soft Agar, permitió 

determinar que los extractos de Ilex guayusa presentaron una actividad anti-

metastásica dependiente de la concentración, a mayor concentración mayor efecto; 

Uncaria tomentosa y Croton lechleri presentaron un mayor efecto para inducir 

metástasis, donde se observó una efectividad total en las diluciones 3 µg/µL y 0,3 

µg/µL; presentando en la dilución 0,03 µg/µL de Croton lechleri una actividad anti-

metastásica significativamente positiva en comparación con el Control Positivo. Los 

resultados fueron analizados mediante el análisis de varianza (ANOVA) Conpos Test 

de Tukey, obteniendo una significancia ≤ 0.05 lo que nos permite aceptar la hipótesis 

alterna. 
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ABSTRACT 

 

Breast cancer is the second leading cause of death in women worldwide, among the 

most common neoplasms in the female sex followed by cervical, thyroid, stomach 

and colorectal cancer; breast cancer is the neoplasm that has the greatest impact in 

Ecuadorian women. In this context, Ecuador is a country with a great biodiversity in 

flora and ethnicities, where plants have been used over time as a treatment for 

various diseases. Ancestral knowledge and the use of plants in the country are 

transmitted empirically, hence the importance of derived research that provides a 

scientific sustenance of their effects. The objective of the research was to evaluate 

the anti-proliferative and anti-metastatic effect of Ilex guayusa, Uncaria tomentosa 

and Croton lechleri extracts on the MCF-7 breast cancer cell line. The extracts were 

obtained by maceration in 96% ethanol, distillation, freeze-dried and resuspended in 

PBS 1X. I know used the MFC-7 cell line for the surface adhesion-dependent 

clonogenic assay, as well as for the assay called Soft Agar, each assay consisted of 

evaluating the effect of various concentrations of the extracts, with such 

concentrations being 3 µg/µL, 0.3 µg/µL and 0.03 µg/µL. The results showed that 

several of the extracts analyzed possessed an anti-proliferative activity on MCF-7, 

with Croton lechleri extract having the greatest effect in inhibiting cell proliferation. 

Furthermore, the Soft Agar trial, made it possible to determine that the extracts of 
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Ilex guayusa had an anti-metastasic activity dependent on concentration, the higher 

concentration effect; Uncaria tomentosa and Croton lechleri had a greater effect in 

inducing metastasis, where total effectiveness was observed in dilutions 3 µg/µL and 

0.3 µg/µL; presenting in the dilution 0.03 µg/µL of Croton lechleri a significantly 

positive anti-metastasic activity compared to Positive Control. The results were 

analyzed by the analysis of variance (ANOVA) Conpos Test de Tukey, obtaining a 

significance of ≤ 0.05 which allows us to accept the alternating hypothesis. 

 

 

KEY WORDS: MAMA CANCER, MCF-7, ANTI-PROLIFERATIVE, ANTI-

METASTIC, ILEX GUAYUSA, UNCARIA TOMENTOSA, CROTON LECHLERI, 

EXTRACTS OF PLANTS, MEDICINAL PLANTS, ANCESTRAL MEDICINE.
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INTRODUCCIÓN 

Una de las primeras evidencias de la presencia del cáncer se remonta al año 

1600 a.C., en donde se lo menciona en papiros egipcios. Mientras que Hipócrates fue 

el primero en utilizar ―carcinos‖, como término para denominar dicha enfermedad 

(1). El cáncer ha sido descrito  como un grupo de enfermedades, las cuales se 

caracterizan por su capacidad de alterar la morfofisiología y crecimiento celular; 

facilitando la formación de tumores en la gran mayoría de las neoplasias (2). 

Llegando a ser una de las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo el 

cáncer pulmonar, hepático, colorrectal, gástrico y mamario las neoplasias con mayor 

incidencia en hombres y mujeres. Resaltando que únicamente el cáncer de mama ha 

causado a nivel mundial 8,8 millones de víctimas mortales en el 2015 (3).  

Según la Organización Mundial de la Salud el cáncer es considerado un 

problema de salud pública, correspondiendo a la segunda causa de muerte a nivel 

mundial y la tercera en América Latina (3). Esto puede deberse, a que el 80% de 

individuos que han desarrollado cáncer se presenta a consulta médica especializada 

en estadios avanzados de la neoplasia; donde el tratamiento no será efectivo y los 

efectos secundarios tienen una respuesta negativa en el paciente (4). Ante esta 

situación se debe enfatizar la prevención, ejecutando programas de salud en conjunto 

con un diagnóstico precoz. Facultando la intervención inmediata del paciente a un 

tratamiento, lo cual podría estar contribuyendo en la cura de aproximadamente 50% 

de los casos de cáncer en general (4). Esta proporción puede variar dependiendo de la 

neoplasia, donde podremos sobresaltar que el porcentaje de curación en cáncer de 

mama es > a 95% (4)(5). 

El cáncer de mama se encuentra entre las neoplasias más comunes en el sexo 

femenino, seguido por el cáncer de cuello uterino, tiroides, estómago y cáncer 

colorrectal (6)(7). Siendo el primero, la neoplasia con mayor repercusión en mujeres 

ecuatorianas. El Observatorio Mundial de Cáncer (GCO), ha registrado 28.058  casos 

nuevos en Ecuador, para el 2018 (6). Los principales tipos de cáncer de mama son 

denominados carcinomas, los cuales han sido nombrados en relación al lugar donde 

se formaron y su alcance de diseminación. Los más comunes son: cáncer in situ 
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(carcinoma ductal in situ y carcinoma lobular in situ) y cáncer de mama invasivo 

(carcinoma ductal invasivo y carcinoma lobular invasivo) (8). 

Debido a su evolución no invasivo a invasivo, los estadios  llegan a ser una 

dificultad diagnostica. En el estadio 0, no hay indicios de células anormales o 

cancerígenas. En el estadio I y II ya se lo categoriza como cáncer invasivo debido a 

la presencia de un tumor de pequeña dimensión (9). Hasta este estadio la paciente va 

a carecer de signos y síntomas que puedan ayudar a la detección temprana y oportuna 

de la enfermedad, siendo esto una dificultad diagnostica de la neoplasia (8). En el 

estadio III se presenta un tumor de mayor tamaño y ganglios linfáticos infectados por 

el cáncer, la formación del tumor es consecuente de la capacidad proliferativa que 

poseen las células del cáncer de mama (9). En el último estadio mencionado se 

considera que es una etapa muy avanzada, por cual razón se presenta una morfología 

anormal de la mama, sensibilidad en el pezón, presencia de un bulto a causa del 

tumor, hinchazón y enrojecimiento de la mama, pezón y areola; y la secreción de un 

fluido en el pezón (10). En el estadio IV las células del cáncer han desarrollado la 

capacidad de migrar, propagándose a otros órganos como pulmones, cerebro, hígado, 

huesos y piel (9). A este proceso se lo conoce como metástasis, donde las células del 

cáncer de mama van a tener la capacidad de desprenderse del tumor primario y ser 

transportadas a otras locaciones del cuerpo por el torrente sanguíneo y en algunas 

ocasiones por el sistema linfático (11). Dichas células deben ser capaces de invadir 

las paredes del vaso sanguíneo distante e ingresar al tejido donde se van adherir, 

proliferar y formar un tumor en la nueva locación, están obligados a desarrollar 

mecanismos de evasión para no ser reconocidos por el sistema inmunológico y no ser 

atacados por el mismo. Al causar metástasis, el tratamiento se dificulta y habrá 

muchos daños colaterales en el paciente (11)(12). 

Se debe considerar  ciertos factores  al momento de asignar un tratamiento,  

siendo estos: etapa tumoral, subtipo del tumor, estado del receptor hormonal (ER, 

PR) y de HER2, marcadores genómicos, edad (menopausia), estado de salud general 

y la mutaciones en genes como BRCA1 o BRCA2 (13), estos genes producen 

proteínas supresoras de tumores, ayudando a reparar el ADN dañado de las células, 

por lo tanto, tienen el papel de asegurar la estabilidad del material genético de cada 

una de las células. Cuando cualquiera de estos genes tiene una mutación, ya no se va 
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a producir la proteína o no cumplirá con su función correctamente y como resultado 

final puede terminar en cáncer; mencionando que las mutaciones específicas que se 

heredan en los genes BRCA1 y BRCA2 aumentan el riesgo de cánceres de seno y de 

ovario en las mujeres (14)(15); dichas características determinan el tipo de 

tratamiento. Existen una serie de tratamientos, siendo la cirugía el más recomendado 

por los médicos oncólogos. La lumpectomía es la práctica más recurrente, en donde 

se extirpa el tumor y el tejido sano que se encuentra rodeando el mismo, y la 

mastectomía que es la extirpación total del seno; como siguiente alternativa 

terapéutica esta la radioterapia, donde se emplean rayos x de alta gama, cuyo fin es 

destruir las células cancerígenas (12). Finalmente está la terapia con medicación, que 

puede ser suministrado por vía intravenosa, intramuscular, oral o subcutánea. Los 

procedimientos más utilizados para el cáncer de mama son: quimioterapia 

(ciclofosfamida, etc.), terapia hormonal (tamoxifeno), terapia dirigida (cuando HER2 

es positivo se emplea el de medicamentos como trastuzumab, etc.) e inmunoterapia 

(atezolizumab) (13). 

La aparición de efectos secundarios, tales como anemia, alopecia, cambios en 

la piel y en las uñas, delirio, diarrea, falta de apetito, fatiga, náuseas, vómito, entre 

otros, en  pacientes que se someten a tratamientos para destruir las células 

cancerígenas; ha impulsado a nivel mundial la búsqueda de nuevas terapias con una 

efectividad similar o superior a las existentes y con una agresividad inferior para 

evitar los efectos colaterales de los tratamientos utilizados en la actualidad, 

mejorando su calidad de vida. Los recursos naturales han llegado a ser parte 

importante para descubrir y desarrollar nuevas alternativas terapéuticas contra el 

cáncer (16). Ante la aprobación de nuevos medicamentos para el cáncer, el 

departamento de Administración de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos 

resalta que el 62% son de origen natural. Al poseer una estructura molecular muy 

diversa se les atribuye una actividad más específica, que las drogas sintéticas (16).  

El uso ancestral de plantas ha sido el pilar fundamental para el 

descubrimiento de nuevos compuestos medicinales. De particular interés a lo descrito 

por Gonzales, G. donde menciona que a través del uso ancestral a lo largo de 

generaciones en conjunto con la información expuesta de etnias de América del Sur y 

la investigación científica, se le atribuye efectos anticancerígenos y antitumorales a 

https://www.cancer.gov/espanol/cancer/tratamiento/efectos-secundarios/anemia
https://www.cancer.gov/espanol/cancer/tratamiento/efectos-secundarios/caida-pelo
https://www.cancer.gov/espanol/cancer/tratamiento/efectos-secundarios/cambios-piel-unas
https://www.cancer.gov/espanol/cancer/tratamiento/efectos-secundarios/cambios-piel-unas
https://www.cancer.gov/espanol/cancer/tratamiento/efectos-secundarios/delirio
https://www.cancer.gov/espanol/cancer/tratamiento/efectos-secundarios/diarrea
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las plantas Uncaria tomentosa y Croton lechleri (16). En el presente existe una gran 

cantidad de información sobre el cáncer de mama que puede ser utilizada en 

beneficio para investigar y descubrir principios activos derivado de plantas,  los que 

permitan detener el crecimiento, bloquee y elimine a las células neoplásicas. 

Ayudando a la población con cáncer de mama, disminuyendo la tasa de mortalidad y 

aportando a la solución de una problemática de salud a nivel mundial.  

Estudios realizados por Castro, A. y colaboradores,  sugieren que Croton 

lechleri posee una capacidad para inducir muerte celular, siendo esto probado en la 

línea celular HeLa. En donde se observó un aumento del 30% de apoptosis en 

comparación a las células control.  De igual manera se comprobó  que el extracto no 

posee un efecto toxico sobre las células normales o no cancerígenas (17). En otra 

investigación Santos, M. y colaboradores demuestran que la Uncaria tomentosa 

posee la capacidad de reducir los efectos adversos causado por la quimioterapia, 

observando un mejoramiento de la neutropenia y siendo capaz de restaurar el daño 

del ADN celular resultante de la quimioterapia; y como conclusión le atribuyen la 

eficacia de ser un tratamiento adyuvante en paciente con cáncer de mama (18). 

En el presente estudio, se expondrá la línea celular MCF-7 (cáncer de mama) 

a los extractos  vegetales de las plantas Ilex guayusa, Uncaria tomentosa y Croton 

lechleri con la finalidad de determinar la capacidad de proliferación y migración 

(metástasis) de las células ante la presencia del tratamiento. Esto se medirá mediante 

la elaboración de un análisis clonogénico dependiente de la adherencia a la superficie 

(proliferación) y el ensayo clonogénico en soft agar (metástasis). Esto con la 

finalidad de probar la eficacia de los extractos, los que podrían ser considerados 

como un posible tratamiento para beneficio de la población. 
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 

1.1 Antecedentes Investigativos 

 Diversos estudios han tratado de demostrar el efecto de plantas en células 

cancerígenas a fin de encontrar tratamientos alternativos que optimicen la terapéutica 

del cáncer; Ilex guayusa, Uncaria tomentosa y Croton lechleri han despertado el 

interés desde hace algún tiempo y diversos estudios señalan su potencial 

antineoplásico. Montopoli, M. y colaboradores en el 2012 emplearon Croton lechleri 

y taspina en líneas celulares de cáncer humano SK23 (melanoma), LoVo y HT29 

(cáncer colorrectal); encontraron que inhibían la proliferación celular de las células 

de melanoma y cáncer colorrectal, sugiriendo un posible efecto anticancerígeno (19). 

En otra investigación realizada en México dirigida por Alonso, A. y colaboradores en 

el año 2012, evaluaron los efectos citotóxicos y antitumorales de Croton lechleri en 

ratones; donde confirmaron que la inducción de la muerte celular en  HeLa por 

Croton lechleri sufrió un aumento de 30% de la apoptosis en comparación con las 

células no tratadas y concluyeron que Croton lechleri muestra efectos tóxicos 

moderados in vivo, ejerciendo efectos citotóxicos sobre las células de HeLa y tiene 

efectos antitumorales en ratones portadores de tumor HeLa (17). Por otra parte en 

Italia, en el año 2003, Rossi, D. y colaboradores utilizaron el extracto de Croton 

lechleri sobre la línea celular K562 (leucemia mielogenica humana) y demostraron 

que tiene efectos anti-proliferativos dependientes de la dosis sobre la línea celular 

K562, confirmando y extendiendo observaciones anteriores sobre su actividad 

antitumoral (20). 

En otras investigaciones realizadas a nivel mundial vale recalcar lo 

experimentado en 2010 por el Dr. Radoslaw Pilarski y colaboradores, realizaron 

ensayos in vitro en células cancerosas e in vivo empleando Uncaria tomentosa. 

Donde mencionaron que hubo cambios en los ciclos celulares de las células 

tumorales con una excepción en la disminución celular en la fase G2/M, también 

recalcaron que el extracto probado no fue toxico y bien tolerado en los ensayos in 

vivo (21). Por otra parte, Farias, I. et al en 2011, en Brasil estudiaron la planta 

Uncaria tomentosa sobre células formadoras de colonias de granulocitos-macrófagos 
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(CFU-GM) y neutrofilos, encontraron que ayuda a proliferar las células expuestas y 

promueven su uso con quimioterapia para minimizar los efectos adversos del 

tratamiento y la consideraron como una ―planta poderosa‖ (22). En España, en el año 

2010, García, D. y colaboradores, emplearon Uncaria tomentosa en células de 

sarcoma de Ewing humano (MHH-ES-1) y en las líneas celulares de cáncer de mama 

(MT-3), encontraron que inhibía el crecimiento de células cancerígenas debido a su 

alto contenido de alcaloides (23).  

En 2018, Ren-You y colaboradores, en China atribuyeron a Ilex guayusa los 

efectos antioxidante, antiinflamatoria y anticancerígena, debido a la presencia de 

polifenoles, derivados de ácido fenólico mono, di-cafeoilquínico, ácido clorogénico, 

ácido isoclorogénico, ácido neoclorogénico y alcaloides como la cafeína y la 

teobromina. Mencionando el uso de estos compuestos para desarrollar nuevas 

alternativas terapéuticas (24). En otro estudio en el año 2007, en España, Lozano, R. 

y colaboradores demuestran que la cafeína presenta efectos supresores sobre células 

tumorales que ya han sufrido metástasis (25), recalcando que Ilex guayusa es una 

planta que posee una alta concentración del alcaloide cafeína (24).  

En otra investigación en el año 2017; Ozra Zarei en conjunto con sus 

colaboradores en Kerman, Irán. Expusieron a células de cáncer de hígado (LCL-PI 

11), adenocarcinoma mamario (MCF-7) y células similares a fibroblastos (HSkMC), 

al extracto etanólico y acuoso de Fritillaria imperialis L, encontraron que redujo la 

viabilidad celular significativamente dependiente de la dosis; también demostraron 

que el extracto etanólico era más tóxico que el acuoso; contra las células de cáncer de 

hígado y mama (26). 

 Los ensayos a desarrollar en una investigación son muy importantes y 

en gran proporción conocer el interés de cada uno en experimentación. El análisis 

clonogénico, es un cultivo celular altamente diluido, de modo que permite detectar 

células individuales, determinando la actividad proliferativa que en concepto es la 

capacidad de las células individuales de multiplicarse y formar colonias; y Soft Agar, 

permite evaluar de forma semicuantitativa la capacidad en respuesta a varias 

concentraciones de tratamiento in vitro y se considera una prueba rigurosa para la 

transformación maligna de células.  Se basa en capas semi-sólidas que permiten un 

crecimiento selectivo de las células (27). 
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En Ecuador el estudio de plantas para desarrollar nuevas alternativas 

terapéuticas contra el cáncer ha ido en aumento, obteniendo información de interés 

científico e investigativo. Como lo descrito por Villacis, J. en 2017, que empleo Ilex 

guayusa en su investigación; describió que posee un efecto antioxidante sobre el 

cáncer y menciono que el estudio de esta planta no solo permitiría desarrollar nuevos 

fármacos, sino que nos permite entender y comprender el uso empírico de las plantas 

con su finalidad medicinal a través de generaciones en generaciones (28). 

Por otra parte en Ambato, en 2018; Bustos, P. empleó Uncaria tomentosa y 

Mansoa alliacea en la línea celular MCF-7 de cáncer de mama, demostrando una 

actividad citotóxica sobre células MCF-7 de cáncer de mama (29). En 2019, otro 

estudio realizado por Canseco, M; donde uso extractos de las plantas Ilex guayusa, 

Uncaria tomentosa y Croton lechleri sobre la línea celular de cáncer de mama MCF-

7, donde encontró que Croton lechleri aumenta la expresión del gen Bax  y 

disminuye la expresión de Bcl-2; ambos genes son indispensables para un correcto 

funcionamiento del proceso fisiológico de la apoptosis; de su funcionamiento en 

conjunto resultan muchas interacciones en la membrana mitocondrial; el gen Bcl-2 

actúa formando homodímeros (Bcl-2 : Bcl-2) y heterodímeros (Bax : Bcl-2), cuando 

existe una sobre expresión de este gen las células aumentaran su capacidad de 

supervivencia; cuando existe una cantidad excesiva del gen Bax, se produce 

homodímeros (Bax : Bax) y la célula es más susceptible a sufrir apoptosis (30). 

Conocer sobre el uso empírico de plantas en la medicina tradicional, tiene una 

gran importancia en la medicina y en el estudio científico, porque nos puede permitir 

desarrollar nuevas alternativas terapéuticas con mayor efecto sobre enfermedades y 

de bajo costo, siendo así accesible para toda la población mundial; la presente 

investigación tiene como importancia exponer los interés de la  medicina tradicional, 

que nos ayuda al descubrimiento de nuevos fármacos, enfocándonos en la Amazonía 

Ecuatoriana y el uso de Ilex guayusa, Uncaria tomentosa y Croton lechleri; desde los 

inicios de la historia, los seres humanos han utilizado elementos naturales para 

beneficio propio, principalmente en el área de salud y alimentación. En Ecuador, el 

uso de plantas con fines médicos y tradicionales se ha documentado ampliamente, 

determinándose que su principal aplicación es como tratamiento para enfermedades 

―sobrenaturales‖ (28). 
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1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo General: 

 Determinar la actividad anti- metastásica y anti-proliferativa de los 

extractos de plantas Ilex guayusa, Uncaria tomentosa y Croton 

lechleri en la línea celular MCF-7 de cáncer de mama. 

1.2.2 Objetivos Específicos: 

 Obtener los extractos de plantas Ilex guayusa, Uncaria tomentosa y 

Croton lechleri mediante el método de maceración. 

 Investigar los efectos de los extractos vegetales sobre la capacidad de 

formar colonias dependientes de anclaje. 

 Determinar el efecto del tratamiento de extractos vegetales en la línea 

celular MCF-7 sobre la capacidad de migración celular con el ensayo 

Soft-agar. 

 

1.2.3 Cumplimiento de objetivos 

Con el fin de cumplir los objetivos establecidos se utilizó extractos de plantas 

provenientes de hojas de Ilex guayusa, de la corteza del árbol de Uncaria tomentosa 

y savia o látex rojo de Croton lechleri.  Los cuáles se utilizaron para la ejecución de 

experimentos in vitro, en donde se utilizó la línea celular MCF-7, la cual corresponde 

a un adenocarcinoma de mama. Se elaboró un análisis clonogénico, en donde se 

midió la adherencia a la superficie lo cual permitió conocer la capacidad de las 

células para proliferar y el ensayo Soft Agar el cual midió la capacidad migratoria de 

las mismas. 
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CAPÍTULO II 

METODOLOGÍA 

2.1. Materiales 

2.1.1. Desecación, maceración, destilación y liofilización del material vegetal 

Tabla 1 

Materiales, equipos y reactivos usados para la desecación, maceración y liofilización 

del material vegetal. 

Materiales  Equipos  Reactivos  

Botellas color ámbar  Estufa  Agua destilada  

Papel filtro Whatman #1  Balanza (mod: EQ-510)  Alcohol al 96°  
Probeta  Filtrador al vacío (WELCH)  PBS 1X  

Vaso de precipitación  Rotavapor (EYELA N-1100 Series)  

Matraz aforado  pHmetro (Thermo Scientific)  
Recipiente de boca ancha  Liofilizador (Virtis Sp)  

Papel Aluminio  

Filtro  

Autor: Juan Carlos Cortez Pinto 

PBS1X: Para preparar se emplea una dilución 1/10. En un volumen total de 

1000mL se coloca 900mL de agua destilada con 100mL de PBS10X líquido y será 

auto clavado a 120
o
C por 45 minutos obteniendo un reactivo estéril. 

2.1.2. Cultivos celulares 

Tabla 2 

Materiales, equipos y reactivos usados para los cultivos celulares 

Materiales  Equipos  Reactivos  

Frascas Roux 75 mL  Baño María  Células MCF-7  

Pipetas automáticas  
Centrifuga (Sigma 

Zentrifugen)  

DMEN (Dulbecco Modified 

Eagle Medium) 

Pipetas Graduadas (5-10mL)  
Cabina de Flujolaminar nivel 
de Bioseguridad II  

Suero Fetal Bovino (FBS) 

Puntas (blancas,amarillas, 

azul) 

Microscopio Invertido de 

contraste  
Glutamina  

 Tubos cónicos (15 - 50 mL) 
Incubadora de atmosfera de 

CO2 
Penicilina/Estreptomicina 

EPP (Equipo de protección 
personal) 

 Tripsina-EDTA 0,25%  

  PBS 1X  

Autor: Juan Carlos Cortez Pinto 

Fuente: Protocolo de cultivos celulares (31). 
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2.1.3. Análisis clonogénico dependiente de la adherencia a la superficie 

Tabla 3 

Materiales, equipos y reactivos usados para el análisis clonogénico dependiente de la 

adherencia a la superficie 

Materiales  Equipos  Reactivos  

Frascas Roux 75 mL Baño María  Células MCF-7  

Cámara de Neubauer 
Centrifuga (Sigma 

Zentrifugen)  
DMEN supplemented 

Pipetas automáticas  
Cabina de Flujo laminar 

nivel de Bioseguridad II  
Tripsina-EDTA 0,25% 

Pipetas Graduadas (5-10mL)  
Microscopio Invertido de 

contraste  
PBS 1X  

Puntas (blancas, amarillas, 

azul) 

Incubadora de atmosfera de 

CO2 
Trypan Blue 

 Tubos cónicos (15 - 50 mL) Escáner 
Extractos de plantas Ilex 
guayusa, Uncaria tomentosa  y  

Croton lechleri  

   

EPP (Equipo de protección 
personal) 

 Cristal Violeta 0.5% 

Autor: Juan Carlos Cortez Pinto 

Fuente: Protocolo del análisis clonogénico dependiente de la adherencia a la superficie (32) 

 DMEM supplemented: DMEN (Dulbecco Modified Eagle Medium) con 

10% de Suero Fetal Bovino (FBS), 1% de Glutamina y 1% de 

Penicilina/Estreptomicina 

2.1.4. Soft Agar 

Tabla 4 

Materiales, equipos y reactivos usados para Soft Agar 

Materiales  Equipos  Reactivos  

Frascas Roux 75 cc  Baño María  Células MCF-7  

Placas de 12 pocillos (4x3)  
Centrifuga (Sigma 

Zentrifugen)  
DMEN supplemented 

Pipetas automáticas  
Cabina de Flujo laminar 

nivel de Bioseguridad II  
Tripsina-EDTA 0,25% 

Pipetas Graduadas (5-10mL)  
Microscopio Invertido de 
contraste  

PBS 1X  

Puntas (blancas,amarillas, 

azul) 

Incubadora de atmosfera de 

CO2 

Trypan Blue 

 Tubos cónicos (15 - 50 mL) Autoclave 
Agar bacteriológico para uso 

molecular (Agar agar) 

EPP (Equipo de protección 

personal) 
Plancha Magnética 

Extractos de plantas Ilex 

guayusa, Uncaria tomentosa  
y  Croton lechleri 
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Termómetro Escáner  

Vaso de precipitación 

(100mL) 
 MTT 

Autor: Juan Carlos Cortez Pinto 

Fuente: Protocolo ensayo clonogénico dependiente de la adherencia a la superficie 

  

2.2. Métodos 

2.2.1. Método de desecación de material vegetal 

Se Obtuvo de manera inicial el permiso correspondiente de los dueños de las 

locaciones mediante un consentimiento de recolección de material biológico; Ilex 

guayusa se recolecto en la Vía Tarqui Km 3, Puyo – Pastaza con coordenadas LAT -

1.509928 y LONG -78.010016; Uncaria tomentosa se recolecto en la parroquia 

Indichuris, Puyo - Pastaza con coordenadas LAT -1.652495 y LONG -77.922170; y 

Croton lechleri se recolecto en la parroquia Indichuris, Puyo - Pastaza con 

coordenadas LAT -1.510172 y LON -78.010431; posteriormente se obtuvo la 

autorización de investigación científica de flora y fauna por parte de la Dirección 

Provincial del Ambiente de Pastaza perteneciente al Ministerio del Ambiente; donde 

nos especificaban las condiciones adecuadas para la recolección y su transporte del 

material vegetal a utilizar en esta investigación, como es Ilex guayusa, Uncaria 

tomentosa y Croton lechleri. Al no presentar alteraciones organolépticas fueron 

aprobadas por el Ing. Homero Vargas encargado del Herbario Misael Acosta Solís de 

la Universidad Técnica de Ambato. El material vegetal fresco como las hojas de Ilex 

guayusa, corteza de Uncaria tomentosa y la savia o látex de Croton lechleri fue 

transportado al Laboratorio de la Facultad de Ciencias e Ingeniería en Alimentos, se 

utilizó el protocolo estandarizado por el grupo de investigación de la Universidad 

Técnica de Ambato, donde se realizó un lavado con agua destilada y colocadas en 

una estufa para que se desequen durante 24 horas a una temperatura de 40ºC y así 

deshidratar las hojas de Ilex guayusa y la corteza de Uncaria tomentosa. La savia o 

látex de Croton lechleri al ser un material vegetal de consistencia liquida fue 

liofilizado directamente para luego ser resuspendido en PBS1X y finalmente 

esterilizado por filtración (filtro de 0.22mm) (29)(30). 
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2.2.2. Maceración de Etanol 96% y liofilización 

Con el material vegetal seco, se trituró la corteza de Uncaria tomentosa y las 

hojas de Ilex guayusa para ser pesados indistintamente en una balanza. Con el valor 

del peso obtenido se realizó un cálculo para lograr una relación 1:15 

(Peso/Volumen); se colocó el material vegetal seco y triturado dentro de un 

recipiente ámbar, al cual se añadió etanol al 96% dejándolo en maceración por 7 días 

privado de luz y a temperatura ambiente. Posteriormente, se utilizó una bomba para 

filtración al vacío WELCH y papel filtro cualitativo Whatman N
o 

1, se filtró el 

extracto por dos ocasiones con la finalidad de extraer la mayor cantidad de 

metabolitos posible. Se colocó el total filtrado en un balón de vidrio para ser ubicado 

en el rotavapor EYELA N-1100 Series para desarrollar el procedimiento de 

destilación, esto se lo realizo a una velocidad de 500rpm, a una presión reducida de 

61 hectopascal (hPa) y  a una temperatura de 40 ºC, hasta evaporar el etanol y 

obtener un extracto concentrado. Una vez concluido con la destilación, se cuantifico 

el pH de los concentrados por medio del pHmetro (Thermo Scientific), los extractos 

fueron almacenados a una temperatura de -80ºC en envases estériles de boca ancha, 

recubiertos en su totalidad con papel aluminio. Finalmente, el concentrado de cada 

extracto fue liofilizado durante 24 horas a una presión de 500 miliTorr (mT) y a una 

temperatura de -42ºC en un Liofilizador Virtis Sp; produciendo una separación del 

agua por sublimación, volviendo los concentrados líquidos a solidos; ayudando a 

preservar los principios activos de los extractos. Cada extracto liofilizado fue 

resuspendido en PBS1X (Buffer fosfato salino) y esterilizado por filtración (filtro de 

0,22 mm). Posterior a uso fue almacenado a -80°C (29)(30). 

2.2.3. Cultivos celulares 

En esta investigación se trabajó con la línea celular MCF-7 de cáncer de 

mama, fueron cultivadas con el medio DMEN suplementado (Dulbecco Modified 

Eagle Medium) con 10% de suero fetal bovino (FBS), para reducir la frecuencia de 

contaminación se le agrego 1% de penicilina/estreptomicina y 1% de Glutamina (31) 

(30)(33)(34). 

2.2.4. Descongelación de línea celular MCF-7 

 Se colocó 5mL de medio DMEM  en un tubo cónico de tipo falcón de 15 mL, 

el medio previamente se lo temperó en un baño maría a 37°C; se seleccionó el crio 



  
 

13 
 

vial a descongelar y se lo sometió a 37°C por un minuto, el concretado de células 

MCF-7 se colocó en el tubo que tiene el medio DMEM. Se centrifugó la suspensión 

a 500 gravedades por 5 minutos, luego se eliminó el sobrenadante y el precipitado o 

pellet se lo resuspendió en 1 mL de medio DMEM y finalmente se transfirió la 

resuspención a una frasca Roux de 75 mL, a la que se le añadió 10 mL de medio 

DMEM suplementado. Se incubó por 24 horas a una temperatura de 37°C y con una 

atmosfera húmeda de 5% de CO₂ (30). 

2.2.5. Pases de cultivos celulares 

 Los cultivos celulares que llegan a tener una confluencia del 80%, son 

óptimos para realizar pases celulares. Como punto de partida se desechó el medio, se 

lavó con 8 mL de PBS1X temperado a 37°C; luego se tripzinisó con 1 mL de 

tripsina/EDTA al 0,25% que también se temperó a 37°C y se lo incubó por 4 minutos 

a 37°C y en una atmosfera húmeda de CO2 a 5%, esto para desenganchar las células 

que se adhirieron a la superficie de la frasca; la actividad enzimática de la tripsina se 

la inhibió con 4 mL de medio de cultivo DMEM suplementado. Posteriormente, se 

centrifugó la suspensión celular a 500 gravedades por 5 minutos; el sobrenadante es 

eliminado y el pellet o sedimento se lo resuspendió en 1mL de medio de cultivo 

DMEM suplementado. El volumen total de la resuspención celular se dividirá para la 

cantidad de frascas a obtener y se les añadió 12 mL de medio DMEN suplementado y 

se incubó por 24 horas a 37°C en una atmosfera húmeda de CO2 al 5%. 

2.2.6. Contaje celular con Trypan Blue en cámara de Neubauer 

Cuando el cultivo celular esta con una confluencia del 80%, se desechó el 

medio, se realizó un lavado con 8 mL de PBS1X, se desenganchó las células con 

tripsina/EDTA al 0,25%, se inactivó la tripsina con 4 mL de DMEM suplementado, 

se centrifugó por 5 minutos a 500 gravedades, el sedimento se resuspendió en 2 mL 

de PBS1X con la finalidad de eliminar cualquier residuo de tripsina, y finalmente se 

lo centrifugó por segunda ocasión y el sedimento final se lo resuspendió en 2 mL de 

medio de cultivo DMEM suplementado. Posteriormente, para el contaje celular se 

utilizó Trypan Blue que nos permite observar la viabilidad celular; para lo que se 

hizo una dilución 1:1 de suspensión celular y de Trypan Blue. Se colocó 10 µL en 

cada cuadrante de una cámara de Neubauer y se leyó los cuatro cuadrantes en barrido 

como lo indica el Grafico N
o 

1, en un microscopio óptico con lente de 10X; obtenido 
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el valor del contaje se lo va a multiplicar * 2 y * 10.000, obteniendo el número de 

células por cada mL (27). 

 

Gráfico 1.-  Esquema de lectura en barrido de los cuatro cuadrantes de la cámara de Neubauer. 

2.2.7. Análisis clonogénico dependiente de la adherencia a la superficie 

Se colocó 29.000 células en una frasca de 75 mL que correspondió a 21 µL de 

concentrado celular, se incluyó 10 mL de medio de cultivo DMEM y se lo dejo 

incubar por 24 horas. Después del tiempo de incubación se añadió 100 µL de 

tratamiento de los extractos vegetales de Ilex guayusa, Uncaria tomentosa y Croton 

lechleri en concentraciones 3 µg/µL, 0,3 µg/µL y 0,03 µg/µL. Se controló el 

crecimiento celular  del ensayo y se cambió de medio y de tratamiento cada 4 días; 

después de 20 días se eliminó el medio con el tratamiento, se hizo un lavado con 8 

mL de PBS1X, para posteriormente colorear con Cristal Violeta 0,5% por 5 minutos 

a temperatura ambiente, se lavó las frascas en dos oportunidades con 5 mL de 

PBS1X y finalmente para escanear, se limpió la base de la frasca y el escáner con 

alcohol; también se colocó una hoja en blanco encima de la frasca. Con ayuda del 

programa ImageJ versión 1.52a se contabilizó la cantidad de colonias formadas en el 

control positivo y en los distintos tratamientos. Este ensayo se lo hizo por duplicado 

obteniendo un total de 20 frascas (27). 

2.2.8. Soft Agar 

Se calentó el medio de cultivo DMEM suplementado en un baño maría a 46 

C
o
 y se colocó 45mL en un tubo cónico tipo falcón; se diluyó 5 gramos de agar 

bacteriológico para uso molecular (Agar agar, Sigma Aldrich - México) en 100 mL 

de agua destilada, esto para obtener agar al 5%, la dilución del agar se autoclavó por 

45 minutos a 120 C
o
, luego de ese tiempo se disolvió 5mL del agar al 5% en el falcón 
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con el medio de cultivo DMEM suplementado a 46 C
o
, obtenida la Capa Base A se 

distribuyó 600 µL en cada pocillo de placas de 3x4 (por duplicado) y se dejó secar 

por 30 minutos a temperatura ambiente; se regresó la Capa Base A a 46 C
o
. Se 

procedió a realizar el contaje celular como se especifica en el literal 2.2.6 y se 

preparó una solución 4x10
4
 de células/mL, donde se tomó 300 µL de la suspensión 

de células y se completó hasta un volumen de 9 mL con medio de cultivo DMEM 

suplementado, luego se diluyó 15 mL de Capa Base A y se formó la Capa Superior 

B; que de igual manera que la Capa Base A, se colocó 600 µL de la Capa Superior B 

en cada pocillo de las placas de 3x4 y se lo dejo secar por 30 minutos a temperatura 

ambiente. Finalmente se añadió 200 µL de medio de cultivo DMEM suplementado y 

se lo dejó incubar por 24 horas a 37°C en una atmosfera húmeda de CO2 al 5%. 

Después del tiempo de incubación se añadió 50 µL de tratamiento de los extractos 

vegetales de Ilex guayusa, Uncaria tomentosa y Croton lechleri en concentraciones 3 

µg/µL, 0,3 µg/µL y 0,03 µg/µL. Se controló el crecimiento celular  del ensayo y se 

cambió de medio y de tratamiento cada 3 días; después de 11 días se eliminó el 

medio con el tratamiento, se hizo un lavado con 1 mL de PBS1X, para 

posteriormente colorear con MTT en una concentración de 1 mg/mL por 2 horas a 

temperatura ambiente privado de luz y finalmente para escanear, se limpió la base de 

la placa y el escáner con alcohol; se destapo la placa y se colocó una hoja en blanco 

encima. Con la ayuda del programa ImageJ versión 1.52a se contabilizo la cantidad 

de colonias formadas en el control positivo y en los distintos tratamientos (27). 

2.2.9. Lectura de los ensayos con ImageJ versión 1.52a 

 Se seleccionó la imagen previamente escaneada y se le dibujo un campo oval, 

para recortarlo y luego dibujar una línea para establecer una escala de 3 cm para el 

análisis clonogénico dependiente de la adherencia a la superficie y de 1 cm para Soft 

Agar; nuevamente se selección el campo oval y se le aplico la opción Threshold que 

va a dar un color rojo a las colonias que están en el campo a leer. Posteriormente, se 

analizó las colonias con un rango de tamaño de 0 – infinito y se reportó los 

resultados utilizando el número de colonias (27). 

2.2.10. Análisis de Imágenes 

 Después de colorear las frascas del análisis clonogénico dependiente de la 

adherencia a la superficie y placas de Soft Agar, escanearlas y realizar el contaje 
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mediante el programa ImageJ versión 1.52a con un campo de 471x471 pixeles con 

una escala de 3 cm para el análisis clonogénico dependiente de la adherencia a la 

superficie y con un campo de 1028x1028 pixeles con una escala de 1 cm para Soft 

Agar, se procedió al análisis estadístico (27). 

2.2.11. Análisis Estadístico 

 Se empleó el programa GraphPad InStat versión 3 y GraphPad Prism versión 

8, se realizó análisis de varianza ANOVA Conpos Test de Tukey para establecer 

diferencias en los grupos estudiados (Mean ± DS), se tomó como índice de confianza 

el 95% y todo valor de p ≤ 0,05. 
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CAPÍTULO III 

3.1. Análisis y discusión de los resultados 

3.1.1. Análisis e Interpretación de resultados 

La Tabla 5 muestra los valores obtenidos en el análisis clonogénico 

dependiente de la adherencia a la superficie, los cuales se muestran como valores de 

media ( ) y desviación estándar (DS), es importante recalcar que en comparación 

con el Control Positivo, Ilex guayusa 3 µg/µL, Croton lechleri 3 µg/µL y 0,3 µg/µL 

obtuvieron un valor de 0 indicando una efectividad del 100%; Uncaria tomentosa 3 

µg/µL, Uncaria tomentosa 0,3 µg/µL, Uncaria tomentosa 0,03 µg/µL y Croton 

lechleri 0,03 µg/µL se observó un efecto anti-proliferativo pero no al 100% de 

eficacia; Ilex guayusa 0,3 µg/µL e Ilex guayusa 0,03 µg/µL presentaron una baja 

actividad anti-proliferativa. 

Se observó que Ilex guayusa (3 µg/µL) y Croton lechleri (3 µg/µL) en sus 

más altas concentraciones; Croton lechleri (0,3 µg/µL) en su concentración media;  

fueron altamente efectivas sobre la línea celular MCF-7 de cáncer de mama, 

ejerciendo una actividad anti-proliferativa efectiva del 100%. 

 

Tabla 5 

Valores obtenidos en el análisis clonogénico dependiente de la adherencia a la 

superficie. 

Tratamiento  DS 

Control Positivo 131 7.071 

Ilex guayusa 3 µg/µL 0 0 

Ilex guayusa 0,3 µg/µL 61.25 7.805 

Ilex guayusa 0,03 µg/µL 110.5 7.234 

Uncaria tomentosa 3 µg/µL 5 3.742 

Uncaria tomentosa 0,3 µg/µL 39.75 3.500 

Uncaria tomentosa 0,03 µg/µL 53.75 5.560 

Croton lechleri 3 µg/µL 0 0 

Croton lechleri 0,3 µg/µL 0 0 

Croton lechleri 0,03 µg/µL 12.25 2.630 
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Gráfico 2.- Número de UFC encontradas en el análisis clonogénico dependiente de la adherencia a la 

superficie en células control y sometidas a tratamiento con extractos de Ilex guayusa (+, ++, +++), 

Uncaria tomentosa (Ө, ӨӨ, ӨӨӨ) y Croton lechleri (Ɛ, ƐƐ, ƐƐƐ). 

*1/10 (3 µg/µL), 1/100 (0,3 µg/µL), 1/1000 (0,03 µg/µL) 

Análisis e interpretación 

 Al comparar Control Positivo (1621 ± 291.33) con las células tratadas con 

Ilex guayusa 3 µg/µL (0 ± 0), 0,3 µg/µL (605 ± 56.569), 0,03 µg/µL (1688 ± 

80.610); Uncaria tomentosa 3 µg/µL (0 ± 0), 0,3 µg/µL (0 ± 0), 0,03 µg/µL (936 ± 

36.770) y Croton lechleri 3 µg/µL (0 ± 0), 0,3 µg/µL (0 ± 0), 0,03 µg/µL (397 ± 

46.669); se obtuvo una diferencia significativa de p ≤ 0.001. Mencionando a los que 

mayor diferencia significativa mostraron dentro del análisis estadístico p ≤ 0.001; 

Ilex guayusa 3 µg/µL vs Ilex guayusa 0,3 µg/µL y 0,3 µg/µL; Ilex guayusa 3 µg/µL 

vs Uncaria tomentosa 0,3 µg/µL y 0,03 µg/µL; Ilex guayusa 0,3 µg/µL vs Ilex 

guayusa 0,03 µg/µL; Ilex guayusa 0,3 µg/µL vs Croton lechleri 3 µg/µL, 0,3 µg/µL 

y 0,03 µg/µL; Ilex guayusa 3 µg/µL vs Croton lechleri 0,3 µg/µL; Ilex guayusa 0,3 

µg/µL vs Uncaria tomentosa 3 µg/µL y 0,3 µg/µL; Ilex guayusa 0,03 µg/µL vs 

Croton lechleri 3 µg/µL, 0,3 µg/µL y 0,03 µg/µL; Ilex guayusa 0,03 µg/µL vs 

Uncaria tomentosa 3 µg/µL, 0,3 µg/µL y 0,03 µg/µL; Croton lechleri 3 µg/µL vs 

Uncaria tomentosa 0,3 µg/µL y 0,03 µg/µL; Croton lechleri 0,3 µg/µL vs Uncaria 
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tomentosa 0,3 µg/µL y 0,03 µg/µL; Croton lechleri 0,03 µg/µL vs Uncaria 

tomentosa 0,3 µg/µL y 0,03 µg/µL y Uncaria tomentosa 3 µg/µL vs Uncaria 

tomentosa 0,3 µg/µL y 0,03 µg/µL.  

La Tabla 6 muestra los valores obtenidos en el ensayo Soft Agar, los cuales 

se muestran como valores de media ( ) y desviación estándar (DS), es importante 

recalcar que en comparación con el Control Positivo, Ilex guayusa 3 µg/µL, Uncaria 

tomentosa 3 µg/µL y 0,3 µg/µL, Croton lechleri 3 µg/µL y 0,3 µg/µL obtuvieron un 

valor de 0 indicando una efectividad del 100%; Ilex guayusa 0,3 µg/µL, Uncaria 

tomentosa 0,03 µg/µL y Croton lechleri 0,03 µg/µL se observó un efecto anti-

metastático pero no al 100% de eficacia; Ilex guayusa 0,03 µg/µL presento una baja 

actividad anti-metastásica. 

Se observó que Ilex guayusa (3 µg/µL), Uncaria tomentosa (3 µg/µL) y 

Croton lechleri (3 µg/µL) en sus más altas concentraciones; Uncaria tomentosa (0,3 

µg/µL) y Croton lechleri (0,3 µg/µL) en sus concentración media;  fueron altamente 

efectivas sobre la línea celular MCF-7 de cáncer de mama, ejerciendo una actividad 

anti-metastásica efectiva del 100%. 

 

Tabla 6 

Valores obtenidos en el ensayo Soft Agar 

Tratamiento  DS 

Control 1621 291.33 

Ilex guayusa 3 µg/µL 0 0 

Ilex guayusa 0,3 µg/µL 605 56.569 

Ilex guayusa 0,03 µg/µL 1688 80.610 

Uncaria tomentosa 3 µg/µL 0 0 

Uncaria tomentosa 0,3 µg/µL 0 0 

Uncaria tomentosa 0,03 µg/µL 936 36.770 

Croton lechleri 3 µg/µL 0 0 

Croton lechleri 0,3 µg/µL 0 0 

Croton lechleri 0,03 µg/µL 397 46.669 
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Gráfico 3.- Número de UFC encontradas en el ensayo Soft Agar en células control y sometidas a 

tratamiento con extractos de Ilex guayusa (+, ++, +++), Uncaria tomentosa (•, ••, •••) y Croton 

lechleri (Ɩ, ƖƖ, ƖƖƖ). 

*1/10 (3 µg/µL), 1/100 (0,3 µg/µL), 1/1000 (0,03 µg/µL) 

Análisis e interpretación 

 Al comparar Control Positivo (131 ± 7.071) con las células tratadas con Ilex 

guayusa 3 µg/µL (0 ± 0), 0,3 µg/µL (61.25 ± 7.805), 0,03 µg/µL (110.5 ± 7.234); 

Uncaria tomentosa 3 µg/µL (5 ± 3.742), 0,3 µg/µL (39.75 ± 3.500), 0,03 µg/µL 

(53.75 ± 5.560) y Croton lechleri 3 µg/µL (0 ± 0), 0,3 µg/µL (0 ± 0), 0,03 µg/µL 

(12.25 ± 2.630); se obtuvo una diferencia significativa de p ≤ 0.001. Mencionando a 

los que mayor diferencia significativa dentro del análisis estadístico p < 0.001; Ilex 

guayusa 3 µg/µL vs Ilex guayusa 0,03 µg/µL y Uncaria tomentosa 0,03 µg/µL; Ilex 

guayusa 0,3 µg/µL vs Ilex guayusa 0,03 µg/µL; Ilex guayusa 0,03 µg/µL vs Croton 

lechleri 3 µg/µL, 0,3 µg/µL, 0,03 µg/µL; Ilex guayusa 0,03 µg/µL vs Uncaria 

tomentosa 3 µg/µL, 0,3 µg/µL y 0,03 µg/µL; Croton lechleri 3 µg/µL vs Uncaria 

tomentosa 0,03 µg/µL; Croton lechleri 0,3 µg/µL vs Uncaria tomentosa 0,03 µg/µL; 

Uncaria tomentosa 3 µg/µL vs Uncaria tomentosa 0,03 µg/µL y Uncaria tomentosa 

0,3 µg/µL vs Uncaria tomentosa 0,03 µg/µL. 
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3.1.2. Discusión  

El Ecuador es un país con una gran biodiversidad en flora y etnias, donde las 

plantas han sido empleadas desde tiempos inmemorables como tratamiento de 

diversas enfermedades. El conocimiento ancestral y el uso de plantas en el país se 

transmiten de manera empírica, de ahí la importancia que se deriven investigaciones 

que proporcionen un sustento científico de sus efectos (Comunicación personal). 

Dentro de los usos y beneficios que se le atribuyen a estas plantas cabe 

mencionar potencial analgésico, antiinflamatorio, antiemético y coadyuvante en 

varios tipos de cáncer (35). 

Si bien el cáncer constituye un problema de salud a nivel mundial con una 

distribución heterogénea, existen algunos tipos de cáncer prevalentes en la población 

femenina como es el caso del cáncer de mama y cérvix (35).  

El cáncer de mama ha incrementado su incidencia y niveles de mortalidad en 

los últimos años; en base a la bibliografía estudiada y partiendo de esos antecedentes 

se decidió emplear los ensayos y las plantas establecidas para el estudio, tomando en 

consideración la importancia de la búsqueda de tratamientos alternativos que 

minimicen los efectos colaterales y/o adversos de la terapia convencional. 

Al exponer a las células MCF-7 el extracto de Ilex guayusa con la finalidad 

de encontrar una inhibición en la proliferación, se evidencio que el extracto etanólico 

de Ilex guayusa presenta una actividad anti-proliferativa cuando se comparó las 

diferentes diluciones con el Control Positivo, siendo la concentración 3 µg/µL la que 

mayor efecto presentaron, seguida de 0,3 µg/µL y se identificó una limitante que se 

expresaba en la concentración 0,03 µg/µL; lo cual apunta a un potencial uso 

terapéutico del extracto. En un estudio por Villacís, J. (2017) demostró que en 

Ecuador  se consume ampliamente la guayusa por sus altas concentraciones de 

cafeína y teobromina, se  procesa en infusión y solo se consume como bebida 

energética, para curar heridas y para la infertilidad (28). En otro estudio Ren-You, G. 

et al (2018) demostraron que Ilex guayusa  posee polifenoles  y derivados de ácido 

fenólico mono y di-cafeoilquínico, ácido clorogénico, ácido isoclorogénico y ácido 

neoclorogénico, y alcaloides como la cafeína y la teobromina. Por lo que se le 

atribuye actividad antioxidante, antiinflamatoria y anticancerígena (24). El presente 
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trabajo va de acuerdo a lo expuesto por Villacís, J. (2017), el cual sugiere que el 

consumo de manera regular de la infusión de Ilex guayusa, por su alta cantidad de 

compuestos antioxidantes, se observó la inhibición de la proliferación de células 

cancerígenas, se podría obtener un posible tratamiento para cáncer a partir de este 

compuesto (28). 

Al exponer las células MCF-7 a un tratamiento constante de extracto 

etanólico de Ilex guayusa se observó que posee una actividad anti-metastásica en 

dependencia a la concentración, esto se logró al comparar los valores obtenidos en 

cada dilución con el Control Positivo, obteniendo una correlación  significativa que a 

mayor concentración del extracto mayor será su capacidad para inhibir células 

metastásicas; siendo la concentración 3 µg/µL la que mayor efecto presentaron, se 

identificó como limitante a 0,3 µg/µL y se observó una nula actividad en 0.03 µg/µL. 

La guayusa al presentar gran cantidad del alcaloide cafeína (24), se puede afirmar lo 

descrito por Lozano, R. et al (2007)  que las dosis elevadas de cafeína poseen efectos 

supresores sobre células tumorales metastásicas y que puede combinarse con otros 

principios activos para mejorar su efecto terapéutico (25). 

Ilex guayusa podría ser asociada a un tratamiento contra el cáncer gracias a su 

alta concentración de cafeína y por tal presencia del alcaloide puede ser eficaz sobre 

células cancerígenas que ya han producido metástasis; y por sus altos niveles de 

antioxidantes podría ayudar a inhibir la proliferación de células cancerígenas 

(23)(25). Pero con los resultados obtenidos se le puede atribuir un efecto anti-

metastásico y anti-proliferativo sobre la línea celular MCF-7; los efectos 

mencionados son dependientes a la dosis, mientras mayor sea la concentración del 

extracto Ilex guayusa mayores los efectos mencionados. 

La corteza del árbol Uncaria tomentosa se utilizó para elaborar nuestro 

extracto etanólico (36). Los resultados mostraron que el extracto etanólico presenta 

una actividad anti-proliferativa sobre las células MCF-7, después de comparar los 

valores obtenidos en cada dilución con el Control Positivo se observó que las 

concentraciones 3 µg/µL, 0.3 µg/µL y 0.03 µg/µL presentaron un efecto 

significativamente positivo sin encontrar una limitante en las concentraciones que se 

usó en el ensayo; lo cual le permite ser considerado como una posible alternativa 

terapéutica y afirmar lo expuesto por Farias, I. et al (2011), donde menciona que 
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Uncaria tomentosa posee la capacidad de causar un efecto positivo sobre las células 

progenitoras mieloides y ayuda a minimizar los efectos adversos del tratamiento y 

considerada como una ―planta poderosa‖ (22), por otra parte Garcia, D. et al (2010) 

encontró que es capaz de inhibir el crecimiento de células cancerígenas debido a su 

alto contenido de alcaloides (metxalinina) (23); y en otro estudio Santos, M. et al 

menciona que se utilizaron Uncaria tomentosa como tratamiento adyuvante en 

personas que han recibido quimioterapia ayudando a minimizar favorablemente los 

efectos colaterales que se producen (18).  

Los resultados obtenidos mostraron que el extracto etanólico de Uncaria 

tomentosa presenta una gran actividad anti-metastásica sobre la línea celular MCF-7, 

después de comparar los valores obtenidos en cada dilución con el Control Positivo, 

se observó que las concentraciones 3 µg/µL, 0.3 µg/µL presentaron un efecto 

absoluto y su limitante es 0.03 µg/µL; lo cual le permite ser considerado como una 

posible alternativa terapéutica. En un estudio realizado por Azevedo, B. et al (2019) 

demuestran por primera vez que el extracto acuoso de Uncaria tomentosa tiene un 

efecto antioxidante  independiente de la cantidad de alcaloides (37). En otro estudio 

Lozada, I. et al (2015) menciona que la presencia de alcaloides oxindólicos 

pentacíclicos en el extracto hidralcohólico de Uncaria tomentosa interfiere 

positivamente sobre el sistema inmunitario y con la ayuda de un ensayo in vivo 

observó que al incrementar la concentración de TNF-α puede  incrementar el número 

de linfocitos CD4 o a activar a macrófagos M1 y que la disminución de IL-17A 

favorece directamente al funcionamiento de linfocitos CD8a; proponiendo así que 

estas causas inciden en la ausencia de metástasis en las ratas que presentaban 

melanomas (38). 

Después de la experimentación Uncaria tomentosa presento resultados 

relevantes para el ensayo Soft Agar, atribuyéndole un efecto anti-metastásico sobre 

la línea celular MCF-7; los resultados para el análisis clonogénico dependiente a la 

adherencia de la superficie fueron favorables por lo que el efecto anti-proliferativo es 

atribuido a Uncaria tomentosa, pero para obtener una efectividad del 100 % se 

debería emplear una concentración más alta. 

Para el estudio de Croton lechleri se utilizó la savia de color rojo intenso que 

exuda del árbol al recortar su corteza, conocido en la medicina ancestral y por sus 
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usos empírico contra el cáncer. En nuestra investigación se observó un efecto de 

inhibición celular favorable de Croton lechleri sobre las células MCF-7, cuando se 

comparó los resultados obtenidos con un Control Positivo, se observó que en la 

concentración 3 µg/µL y 0.3 µg/µL existe un efecto del 100%, y en 0.03 µg/µL el 

efecto que se obtuvó es muy favorable. En un estudio realizado por Escobar, J. et al 

(2018) nos menciona que la alta bioactividad del extracto Croton lechleri se debe a 

las elevadas concentraciones de proantocianidinas, taspina, catequina, 

epigalocatequina, epicatequina y un pequeño porcentaje de compuestos de terpeno 

(39). En un estudio realizado por Rossi, D. et al (2003) demostró que tiene efecto 

anti-proliferativo dependiente de la dosis a la que sean expuestas las células 

cancerígenas (20). La presente investigación va de acuerdo a lo expuesto por  

Montopoli, M. et al (2012) que Croton lechleri y tapsina son capaces de inhibir la 

proliferación de las células de melanoma SK23 y HT29 de cáncer de colon y 

afirmando el uso empírico en la medicina ancestral como un posible agente 

anticancerígeno (19). 

Croton lechleri al ser considerada como una planta con muchos efectos 

terapéuticos en la medicina ancestral y sobre todo como un tratamiento empírico 

contra el cáncer. Al obtener los resultados significativamente positivos al 

compararlos con el Control se observó que en la concentración 3 µg/µL y 0.3 µg/µL 

existe un efecto del 100%, y en 0.03 µg/µL el efecto que se obtuvo es muy favorable; 

podemos atribuirle una gran y eficiente actividad anti-metastásica. Así mismo, al 

revisar la bibliografía y observar el amplio campo estudio que se está desarrollando 

con Croton lechleri vale mencionar el estudio realizado por  Alonso, A. et al donde 

demuestra que Croton lechleri tiene efectos tóxicos sobre células HeLa de cáncer de 

cérvix y efectos antitumorales in vivo en ratones portadores de tumor HeLa (17). 

Los resultados que presento Croton lechleri, son muy favorables para la 

investigación y de gran interés científico para futuras investigación de una alteración 

terapéutica contra cáncer de mama en base Croton lechleri; atribuyéndole así los 

efectos anti-metastásico y anti-proliferativo con una amplia efectividad sobre la línea 

celular MCF-7. 
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3.2. Hipótesis 

3.2.1. Hipótesis nula 

Los extractos Ilex guayusa, Uncaria tomentosa y Croton lechleri no 

presentan actividad anti-proliferativa y anti-metastásica en la línea celular MCF-7. 

3.2.2. Hipótesis alternativa 

Uno de los extractos Ilex guayusa, Uncaria tomentosa y Croton lechleri 

presentan actividad anti-proliferativa y anti-metastásica en la línea celular MCF-7. 

3.2.3. Verificación de hipótesis 

 Luego de haber analizado los resultados obtenidos en cada ensayo 

desarrollado, se rechazó la hipótesis nula y se afirmó la hipótesis alternativa donde 

los extractos Ilex guayusa, Uncaria tomentosa y Croton lechleri presentaron efectos 

anti-proliferativo y anti-metastásico en la línea celular MCF-7. 
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CAPÍTULO IV 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1 Conclusiones  

 Para la elaboración de los extractos etanólico se presentaron diferentes pasos 

a seguir, siendo el primero la obtención del permiso de los propietarios de las 

áreas donde iban a ser recolectadas las especies vegetales, seguido por los 

permisos del MAE para posteriormente para posteriormente recolectar el 

material vegetal; para finalmente seguir un protocolo y obtener como 

resultado final el extracto etanólico, y utilizarlo en los ensayos de la 

investigación. 

 Los extractos de Ilex guayusa, Uncaria tomentosa y Croton lechleri 

presentaron un efecto inhibidor de proliferación celular sobre células MCF-7, 

siendo Croton lechleri el extracto que presento mayor efecto en comparación 

con el Control y los extractos Ilex guayusa y Uncaria tomentosa. 

Concluyendo que los extractos poseen una actividad anti-proliferativa pero 

siendo Croton lechleri el que presento un efecto más eficiente. 

 Al exponer las células MCF-7 a los extractos de Ilex guayusa, Uncaria 

tomentosa y Croton lechleri, posteriormente comparándolos con un Control; 

nos permite concluir que Ilex guayusa presenta un efecto en relación a la 

concentración del extracto, mientras mayor sea la cantidad del extracto en la 

dilución mayor será su efecto; Uncaria tomentosa  y Croton lechleri 

presentaron un efecto muy favorable sobre la línea celular MCF-7 y lo que 

permite atribuirles la actividad anti-metastásica. 

4.2. Recomendaciones  

 Se recomienda realizar estudios para determinar el compuesto químico que 

provoca la actividad anti-metastásica en Croton lechleri sobre células MCF-7.  

 Realizar investigaciones in vivo con los extractos Ilex guayusa, Uncaria 

tomentosa y Croton lechleri, para corroborar las actividades anti-

proliferativas y anti-metastásicas, y poder establecerlos como una alternativa 

terapéutica.  
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 Realizar una investigación donde se conjuguen plantas de las Regiones 

Andinas y Amazónicas, para descubrir nuevas vías para futuros 

medicamentos no invasivos contra el cáncer. 
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ANEXOS 

ANEXO 1. Resolución del proyecto de investigación “Actividad Antimicrobiana 

y Estudio de Toxicidad In Vitro de Extractos de Plantas Medicinales” 

RESOLUCIÓN: 0249-CU-P-2017 
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ANEXO 2. Resolución y aprobación del tema de investigación, resolución CD-P-

2019-1423 
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ANEXO 3. Permiso del Ministerio del Ambiente del Ecuador. (Grupal) 
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ANEXO 4. Permiso del Ministerio del Ambiente del Ecuador. (Individual) 
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ANEXO 5. Guía de movilización de extractos de plantas emitido por el 

Ministerio del Ambiente del Ecuador 
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ANEXO 6. Consentimiento de recolección de material vegetal 
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ANEXO 7. Certificado de haber entregado el material vegetal al “Herbario 

Misael Acosta Solís” de la Universidad Técnica de Ambato. 
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ANEXO 8. Certificado por parte de responsable del laboratorio de investigación 

FCS-UTA. 
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ANEXO 9. ESCANEADO DE FRASCAS Y PLACAS 

- Análisis clonogénico dependiente de la adherencia a la superficie 
Cada punto observado en las imágenes representa a una colonia de células MCF-7 

Control Positivo 

 

Ilex guayusa 3 µg/µL 

  

Ilex guayusa 0,3 µg/µL 
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Ilex guayusa 0,03 µg/µL 

  

 

Croton lechleri 3 µg/µL 

  

 

Croton lechleri 0,3 µg/µL 
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Croton lechleri 0,03 µg/µL 

  

 

Uncaria tomentosa 3 µg/µL 

  

 

Uncaria tomentosa 0,3 µg/µL 
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Uncaria tomentosa 0,03 µg/µL 

  

 

- Soft Agar 

Control Positivo 

 

Ilex guayusa 3 µg/µL Ilex guayusa 0, 3 µg/µL Ilex guayusa 0,03 µg/µL 
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Croton lechleri 3 µg/µL Croton lechleri 0,3 µg/µL Croton lechleri 0,03 µg/µL 

     

Uncaria tomentosa 3 µg/µL Uncaria tomentosa 0,3 µg/µL   Uncaria tomentosa 0,03 

µg/µL 
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ANEXO 10. Cuantificación de colonias con ImageJ versión 1.52a 

- Análisis clonogénico dependiente de la adherencia a la superficie 
Cada punto representa a una colonia de células MCF-7 

Control Positivo 

  

Ilex guayusa 3 µg/µL 

  

Ilex guayusa 0,3 µg/µL 

  



  
 

50 
 

Ilex guayusa 0,03 µg/µL 

  

 

Croton lechleri 3 µg/µL 

  

 

Croton lechleri 0,3 µg/µL 
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Croton lechleri 0,03 µg/µL 

  

 

Uncaria tomentosa 3 µg/µL 

  

 

Uncaria tomentosa 0,3 µg/µL 
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Uncaria tomentosa 0,03 µg/µL 

  

- Soft Agar 

Control Positivo 

  

 

Ilex guayusa 3 µg/µL 
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Ilex guayusa 0,3 µg/µL 

  

 

Ilex guayusa 0,03 µg/µL 

  

 

Croton lechleri 3 µg/µL 
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Croton lechleri 0,3 µg/µL 

  

 

Croton lechleri 0,03 µg/µL 

  

 

Uncaria tomentosa 3 µg/µL 
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Uncaria tomentosa 0,3 µg/µL 

  

 

Uncaria tomentosa 0,03 µg/µL 
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ANEXO 11. Fotografías 

Recolección del material vegetal 

   

     Uncaria tomentosa  Croton lechleri   Ilex guayusa 

Lavado del material vegetal 

  

Desecación  

  

Maceración en etanol 96% 
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Filtrado al vacío  

  

Destilación y concentración de los extractos  

  

Liofilización de los extractos  

   

Preparación de los extractos 
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Cultivos 

 

Cultivos celulares 

  

  

 

Análisis clonogénico dependiente de la adherencia a la superficie 
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Colonia celular de MCF-7 vista desde el microscopio 

 

Soft Agar 

   

      

Ilex guayusa   Croton lechleri       Uncaria tomentosa 

 

 

 


