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Resumen

En este informe se analizaron los efectos que tiene la Pouteria lucuma sobre células cancerigenas de
cancer de mama, de la linea MDA. Esta investigacion se realizé debido a la escasez de estudios que
sobre las propiedades curativas de la licuma, ademas de su relevancia para el territorio nacional. Se
procedio a realizar dos experimentos. Un ensayo de fluorescencia y un ensayo de absorbancia, los
cuales dieron resultados concluyentes de que la licuma, a altas diluciones (1:10), induce la apoptosis
en células cancerigenas de forma constante. Esto suponemos que se debe a la presencia de B-caro-
tenos en la lucuma, los cuales tienen propiedades aniquiladoras del cancer.

Palabras claves: Lucuma; Células cancerigenas MDA; Ensayo de fluorescencia; Ensayo de
absorbancia; Apoptosis.

Abstract

In this report the effects of Pouteria lucuma on MDA cancer cells will be analyzed. This research was
conducted due to the lack of studies regarding the healing properties of Ilicuma, besides its relevance
for the national territory. Two experiments were done. One of them was a fluorescence assay and the
other an absorbance assay. Both of them showed conclusive results of lucuma constantly inducing
apoptosis on cancer cells at high concentrations (1:10). We assume that this was caused do to 3-caro-
tenes contained in the lucuma, which have cancer annihilating properties.

Keywords: Lucuma; MDA cancer cells; Fluorescence assay; Absorbance assay; Apoptosis.
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Introduccidn

Esta investigacion se centra en la busqueda y aproxi-
macion a un tratamiento alternativo, como lo es el
aceite de cannabis, para combatir el cancer de mama,
sin embargo, utilizando los medios naturales presentes
en el norte del territorio nacional, como la licuma (Pou-
teria lucuma). Alrededor del 40% de las personas seran
diagnosticadas con cancer durante su vida (National
Cancer Institute, 2019). Especificamente, el cancer de
mama es un crecimiento anormal de las células del
tejido mamario, formando un tumor maligno. Esta en-
fermedad es la principal causante de la mortalidad por
cancer en la mujer (Clinica Las Condes, 2019). Por otra
parte, la licuma es una fruta nativa del Perd y de enor-
me trascendencia en Chile.

De aqui surge entonces la pregunta ¢cuales son los
efectos que tiene la licuma sobre células cancerigenas?
Para responderla se utilizaron células neoplasicas de
una linea tumoral tipo MDA y un extracto lipofilico de la
ldcuma, entregado por el laboratorio CIBQA de la Uni-
versidad Bernardo O’Higgins.

La lucuma ya ha sido utilizada en diversas investiga-
ciones como compuesto curativo. Entre estas investi-
gaciones cabe destacar la investigacion de la lucuma
como remedio con propiedades anti glicémicas y an-
tioxidantes (Fuentealba et al., 2016). Otros experimen-
tos ocupan a la ltcuma como posible tratamiento para
la Diabetes tipo Il (Pinto et al., 2009) y como posible
tratamiento de heridas (Rojo et al.,, 2010). Debido a
todas estas propiedades nosotros nos preguntamos si
es que la lucuma no podria ser un tratamiento alterna-

tivo al cancer. Al utilizar esta fruta nativa del altiplano
como posible tratamiento para el cancer se espera que
esta promueva la apoptosis, es decir, muerte celular
programada, en las células cancerigenas.

Cabe destacar que la apoptosis tiene una gran variedad
de efectos, los cuales se pueden analizar mediante
diversos métodos. Entre ellos, fueron utilizadas el en-
sayo colorimétrico (MTT) y ensayo de fluorescencia (DAPI).

Hipotesis

El extracto lipofilico de Pouteria lucuma promueve la
apoptosis en las células cancerigenas tumorales MDA.

Objetivo General

Determinar si el extracto de licuma lipofilico promueve
la apoptosis en células de cancer de mama MDA.

Objetivos Especificos

e Realizar andlisis de MTT, para confirmar la cantidad
de células muertas al ver cuantas de ellas mantienen
la capacidad de metabolizar este sustrato bajo la
influencia de la licuma.

e Realizar andlisis de DAPI para cuantificar las células
muertas y vivas después de haber sido tratadas con
lucuma.
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Metodologia

Para poder sustentar nuestra hipotesis se llevaron a
cabo dos experimentos distintos cuyos resultados
fueron luego analizados para lograr verificar o rechazar
la hipotesis.

Absorbancia mediante MTT:

La linea celular utilizada fue proporcionada por el la-
boratorio CIBQA de la Universidad Bernardo O’Higgins.
Primero se desechd el medio DMEM, que se encuentra
en la botella T25 con la linea tumoral de MDA.

Se lavaron las células con 5 mL de PBS y se agrego la
solucion.

A continuacion, se incuban las células con Tripsina
durante 15 minutos, a 37° C y con 5% de CO2.

Después de esto, se procedio a centrifugar las células
a 1500 rpm durante 4 min. Se obtiene un pellet de
células, el cual se rescata y el sobrenadante se des-
carta.

Al pellet se le agregan 10 mL de DMEM y se homoge-
niza. Esta solucion se reparte en dos placas de 96
pocillos. Se rellenan 20 de cada una y cada pocillo se
rellena con 10 pL de las células en DMEM.

Las 2 placas se dividieron en 4 columnas vy 4 filas,
donde la primera columna solo tenia las células con
medio, lo que constituye el control negativo. A la se-
gunda columna de células, se le agrega el extracto de
lucuma en una dilucion de 1:10. El extracto de lucuma,
también fue obtenido del laboratorio CIBQA de la Uni-
versidad Bernardo O'Higgins. En la tercera columna
se agrega el extracto de lucuma en una dilucion de
1:100. La cuarta columna queda solo con las células y
el medio.

Las placas fueron incubadas por 48 h. A continuacion,
se agregaron 20 uL. de DMSO a la cuarta columna. Para
acelerar la metabolizacion del DMSO se puso la placa
durante 10 minutos en la incubadora. La cuarta colum-
na corresponde a nuestro control positivo, en la cual
habra muchas células muertas.

Se cred una muestra “blanca”, la que solo contiene 100
ul de medio DMEM. Esta servira como control para la
medicion de absorbancia méas adelante.

Se procede a cambiar el medio DMEM de todos los
pocillos, menos del pocillo con la muestra blanca.
Luego, se lavaron las células dos veces con PBS, se
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agregan 10 pL del reactivo MTT a cada pocillo y se
incubaron en oscuridad por 4 h. Las células que fueron
capaces de metabolizar el MTT formaron cristales. Se
quitod el sobrenadante con jeringa tuberculina (con
cuidado de no extraer los cristales), y suspender los
cristales con un volumen igual al medio en que estaban
las células, con solucion Isopropanol 5% DMSO 0.04
N HCI. Se dejo la placa en agitacion suave, mientras
se enciende el equipo.

Finalmente, se colocé la placa en un TECAN con el
software i-control 1.10.4.0., para analizar la absorban-
cia a 490 nm de los distintos pocillos.

Ensayo de fluorescencia

Primero que todo cada cover fue incubado con poligli-
cina. Luego se suspendieron las células de la misma
muestra que en experimento anterior, durante 15 mi-
nutos en 2 mL de Tripsina en la incubadora. Después
de esto, se traspasaron las células con Tripsina a un
tubo conico de 15 mL que contiene medio DMEM. La
solucion del tubo conico de 15 mL se reparte en dos
placas de 24 pocillos. Se rellenan 8 de cada una con
300 pL de la solucion.

Las 2 placas se dividieron en 4 columnas y 2 filas,
donde la primera columna soélo tenia las células con
medio, 0 que constituye el control negativo. A la se-
gunda columna de células se le agrega el mismo ex-
tracto de lucuma que en el ensayo anterior, en una
dilucion de 1:10 al medio. A la tercera columna se le
agrega licuma en una dilucion de 1:100. A la cuarta
columna se le agrega DMSO. Esta corresponde al
control positivo, en la cual habra muchas células muertas.

Después de esto, se desecho6 el medio y los covers se
lavaron varias veces con PBS.

Se agregaron 400 pL de paraformaldehido a cada
cover. Pasados 20 minutos se extrajo el paraformalde-
hido y se lavo varias veces con PBS. Luego se traspa-
saron los covers a un portaobjetos.

Todos los covers traspasados se trataron con DAPI y
WGA.

A continuacion, se colocaron los portaobjetos con los
covers bajo el microscopio de fluorescenciay se toma-
ron fotografias de los diversos covers en distintos au-
mentos.

Finalmente, se realizé un conteo de las células vivas y
muertas en las fotos tomadas.
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Resultados y discusion
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Figura N° 1. Ensayo de absorbancia en células de cancer MDA, con diluciones de 1:100 y 1:10 del extracto lipofilico de la [tcuma. Mostrando

la absorbancia como indicador de proliferacion de las células tumorales. El eje Y corresponde a la absorbancia medida en los pocillos
segun cada condicion. En gris esta representado el error estandar.

Control negativo (Control) Lucuma 1:10 (Lucuma High) Lucuma 1:100 (Lucuma Low) Control positivo (Positive)

Figura N° 2. Ensayo de fluorescencia en células de cancer MDA, con diluciones de 1:100 y 1:10 del extracto lipofilico de la ltcuma, mostrando
la intensidad de color, como indicador de apoptosis en el nucleo marcado con DAPI.
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o 0.5- Figura N° 3: Apoptosis (representada en %) observada en el ensayo
o de fluorescencia con DAPI, con diluciones de 1:100 y 1:10 del extracto
lipofilico de la lucuma. Se graficaron los resultados a partir del conteo
de células vivas y en apoptosis segun cada condicion a partir de las
0.0 imagenes tomadas con el microscopio de fluorescencia, como aquellas

Control Iucuma high lucuma low positive en la Figura N° 2
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Absorbancia mediante MTT

Con el objetivo de evaluar la proliferacion de las células
MDA, se cultivaron en las condiciones que describimos
en métodos. Una vez establecido el cultivo, a las célu-
las se les administro el extracto de lucuma en diluciones
de 1:10 y 1:100. Una vez finalizado el tratamiento, las
células proliferaron vy, a través de la absorbancia, se
evalu¢ el efecto de los extractos sobre la proliferacion
celular. Ctrl- representa el control negativo y se le ad-
judica el valor de un 100% de las células, realizando
metabolismo regular. Lucuma en diluciones de 1:100,
muestran a 104% de las células realizando metabolismo
regular. La dilucion 1:10 tuvo a un 82.3% de las células
metabolizando de forma regular. Ctrl+ representa el
control positivo con un 32.9% de las células realizando
metabolismo regular. De esto podemos afirmar que la
lucuma, en altas concentraciones, disminuye la proli-
feracion, pero que cuando son bajas las concentracio-
nes, la proliferacion aumenta.

Ensayo de fluorescencia

Con el objetivo de evaluar la induccion de apoptosis,
se cultivaron las células cancerigenas MDA en las
condiciones que describimos en metodologia. Una vez
establecido el cultivo, a las células se les administro el
extracto de licuma en diluciones de 1:10y 1:100. Una
vez finalizado el tratamiento, las células se redujeron
los nucleos y se evalud el efecto de los extractos sobre
la expresion de la apoptosis. En las Figuras N° 2A 'y 2D
se observan los controles positivos y negativos; en el
primero se observa una proporcion de nucleos azules
brillantes que corresponden al 26,77%, mientras que
el control positivo este se incrementa llegando a ser
93,67%. Por otra parte, el tratamiento de 1:10 y 1:100
corresponden a un 62,21y 83,21%, respectivamente,
de nucleos azules brillantes. En conclusion, los extrac-
tos indujeron la apoptosis en las células MDA.

Del ensayo de absorbancia MTT se pudo inferir que la
licuma disminuye la proliferacion a altas concentracio-

nes (1:10) pero la estimula a bajas concentraciones (1:100).
Mediante el ensayo de fluorescencia DAPI se pudo
confirmar que la disminucion de la proliferacion de las
células MDA ocurrio debido a la apoptosis, al ver los
nucleos condensados y mas intensos en color.

Explicamos este fenémeno con la presencia de p-Ca-
rotenos en la lucuma (Palozza et al., 2002). Estos re-
presentan aproximadamente un 2,3% del peso total del
fruto (Universidad de Piura, 2019).

Este compuesto promueve la apoptosis celular (Upadhya
et al., 2007), debido a que incrementa la presencia de
la proteina p53. Cuando los niveles de p53 son bajos,
la célula se transforma en un tumor y disminuye la can-
tidad de la proteina Bcl-2, que inhibe la apoptosis.
Bcl-2 impide la presencia de citocromo-b, el cual pro-
mueve la apoptosis celular. Ademas, se usan los beta-
carotenos para reducir la toxicidad asociada con qui-
mioterapia, tratamiento comun contra el cancer
(MedlinePlus, 2019). Otro estudio habla sobre el B-Ca-
roteno como una sustancia que disminuye la probabi-
lidad de presencia de cancer (Breastcancer.org, 2019),
esto tiene que ver con su efecto antioxidante que pro-
tege a las células de radicales libres que pueden pro-
mover el cancer (Urango et al., 2009).

En el caso de la concentracion baja de lucuma, en el
ensayo de fluorescencia se presenta una gran cantidad
de muerte celular. En cambio, en el ensayo de absor-
bancia se presenta un aumento de 4% de las células
realizando metabolismo regular. Nuevamente, justifica-
mos esto con la presencia de B-Carotenos, que poseen
propiedades anticancerigenas (Jang et al., 2009), pero
también propiedades promovedoras del cancer (The
Alpha-Tocopherol Beta Carotene Cancer Prevention
Study Group, 1994; Albanez et al., 2017). A bajas con-
centraciones los B-carotenos tienen un efecto que
promueve la proliferacion de las células MDA, que fue
lo que observamos en el ensayo de absorbancia. En el
ensayo de fluorescencia DAPI observamos el efecto de
los B-Carotenos que fomenta la apoptosis.

31



32

BROTES CIENTIFICOS | REVISTA DE INVESTIGACIONES ESCOLARES

Conclusion

Con todo lo realizado, podemos concluir que el extracto lipofilico de la licuma mata células
cancerigenas en algunas concentraciones, pero mas estudios tendran que ser realizados
para comprobar especificamente a qué concentraciones se produce la mayor tasa de apop-
tosis y en cuales aumenta la proliferacion.

Proyecciones:

e Realizar un Western Blot o inmunofluorescencia, para confirmar la presencia de proteinas
inductoras de apoptosis.

e |nvestigar la composicion quimica del extracto lipofilico de licuma para asi conocer los
principios activos que promueven la apoptosis.

e |levar a cabo una investigacion para conocer el método de accion de dicho principio
activo.

e Relacionar el método de accion y los principios activos con la especificidad del extracto
de lucuma y asi confirmar que Unicamente afecte a las células neoplasicas.

e Poder llevar a cabo el experimento a diferentes concentraciones para lograr observar a
qué concentraciones se produce de forma mas constante y mayor la muerte de células
cancerigenas.
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