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RESUMEN

Los probidticos (bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium) son
organismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas ejercen un efecto
benéfico para la salud del huésped. Diversos trabajos in vivo e in vitro han demostrado
que los probidticos detoxifican y tienen propiedades antimutagénicas, demostrando un
efecto benéfico en cdncer colorrectal, el cuarto a nivel mundial en defunciones por
céncer. En algunos trabajos in vitro se ha observado que los factores extracelulares
bacterianos presentan actividad biolégica sobre protozoarios y bacterias de importancia
médica, es por esto que en este trabajo se obtuvieron los liofilizados de factores
extracelulares (LFE) de Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus vy
Bifidobacterium longum y se determind la actividad bioldgica sobre la linea tumoral de
colon HT-29. Se inocularon estas cuatro cepas en un litro de medio caldo MPT a 37°C
durante 24 h. Posteriormente se centrifugd a 2500 rpm durante 20 min, se esterilizé con
filtros Millipore de 0.22um y asi se obtuvieron los factores extracelulares; se liofilizaron
y se preparo la soluciéon madre y diluciones de cada cepa probidtica. Se utilizaron ocho
concentraciones diferentes (430, 215, 107, 53, 26, 13, 7 y 3.5mg/mL) de los LFE. Se
utiliz6 como control negativo de proliferacion el compuesto quimico doxorrubicina HCI.
La actividad citotéxica demostr6 una tendencia dosis/respuesta y la tltima concentracion
obtuvo diferencia significativa (p=0.05). De las cepas L. casei, L. plantarum, y B.
longum los LFE no tuvieron diferencia significativa entre ellas, las ultimas dos
diluciones de éstas si tuvieron diferencia estadistica. Los LFE tuvieron diferencia
significativa comparada contra el control quimico, hubo un mayor efecto citotéxico,
donde la inhibicién del crecimiento de la linea celular HT-29 fue marcada (L. casei
62.7%, L. plantarum 61.5%, L. acidophilus 68.5% y B. longum 61.2% de inhibicién de
crecimiento). Los resultados nos permiten concluir que los LFE tienen actividad
citotoxica contra la linea celular HT-29 de cancer de colon humano, asi como poseen

potencial de agente preventivo.



ABSTRACT

Probiotics (bacteria of the genera Lactobacillus and Bifidobacterium) are living
organisms which when administered in adequate amounts exert a beneficial effect on
host health. Several studies in vivo and in vitro have shown that probiotics are detoxified
and antimutagenic properties, demonstrating a beneficial effect on colorectal cancer, the
fourth worldwide in cancer deaths. Some studies in vitro have shown that bacterial
extracellular factors have biological activity on protozoa and bacteria of medical
importance, which is why in this work were obtained extracellular factors lyophilized
(LFE) of Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus and Bifidobacterium longum
and determined the biological activity on the colon tumor cell line HT-29. These four
strains were inoculated in one liter of broth medium MPT at 37°C for 24 h. Then
centrifuged at 2500 rpm for 20 min, sterilized with 0.22um Millipore filters were
obtained and thus extracellular factors, lyophilized, and the solution was prepared and
dilutions of each probiotic strain. Used eight different concentrations (430, 215, 107, 53,
26, 13, 7 and 3.5mg/mL) of the LFE. Was used as a negative control proliferation
chemical compound doxorubicin HCIl. Cytotoxic activity showed a tendency
dose/response and the last concentration obtained significant difference (p=0.05).
Strains L. casei, L. plantarum and B. longum the LFE had no significant difference
between them the last two dilutions of these if they had statistical difference. The LFE
had significant difference compared to control chemical, there was a greater cytotoxic
effect, where the growth inhibition of HT-29 cell line was marked (L. casei 62.7 %,
L. plantarum 61.5 %, L. acidophilus 68.5% and B. longum 61.2 % inhibition of growth).
The results allow us to conclude that the LFE have cytotoxic activity against cell line

HT- 29 human colon cancer and have potential preventive agent.



1. INTRODUCCION

Los probidticos son ‘“microorganismos vivos que, administrados en cantidades
adecuadas, confieren un beneficio de salud al huésped” (FAO/OMS, 2002). Como
microorganismos probidticos se utilizan principalmente las bacterias de los géneros

Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque no exclusivamente.

Varios trabajos han demostrado que los probidticos estimulan las funciones protectoras
del sistema digestivo, son también conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o
bioprofilacticos y se utilizan para prevenir infecciones entéricas y gastrointestinales, asi
como también se ha reportado propiedades antimutagénicas y efecto benéfico en
tratamiento de cancer colorrectal en modelo murino (Fotiadis et al., 2008; Wollowski et

al., 2001; Gupta y Garg, 2009; Patel y Patel, 2010).

Por otra parte, el cancer de colon y recto puede aparecer en cualquier persona (sobre
todo a partir de los 40 afios), pero es mds frecuente a partir de los 60 afios (Jemal et al.,
2002). En el mundo el cancer colorrectal ocupa el cuarto lugar con 608 000 defunciones
(OMS, 2008). Se sabe que en el caso del cincer de colon y de recto el principal factor

involucrado es la dieta (Forman et al., 2004; Armstrong y Doll, 1975; Willet, 2001).

El céncer habitualmente comienza con la formacién de un pdlipo benigno o adenoma
(una especie de verruga que sale por dentro del intestino). Con el tiempo, se transforma
y va invadiendo las distintas capas que componen la pared del colon y el recto. Una vez
que aparece esta situacion, el cancer se puede extenderse y puede producir metastasis.
Se ha reportado el efectos de los probidticos sobre patologias en humanos, tales como en
carcinogénesis, mutagénesis y tumores ya que los probidticos actian en la absorcion del
mutdgeno, estimulaciéon del sistema inmunitario, inhibicion de la produccion

carcinogena de la microflora intestinal (Lopez Brea y Domingo, 2007).



Se ha demostrado que la ingesta de probidticos aumenta la concentracion de bacterias
benéficas para la salud (lactobacilos y bifidobacterias) en las heces y reduce la de
bacterias nocivas (clostridios y enterococos) (Guerin et al, 1998). También se ha
demostrado que algunas cepas de probidticos reducen la actividad de las enzimas

procancerigenas que sintetiza la microflora intestinal (Screefumar y Hosono, 2000).

Sin embargo, existen multiples reportes en donde quedan de manifiesto, los efectos
negativos que los probidticos pueden ocasionar en personas inmunodeprimidas, algunas
cepas de lactobacilos han sido relacionadas con efectos perjudiciales, como por ejemplo
raros casos de bacteriemia (Saxelin et al., 1996), endocarditis (Mackay et al, 1999) y

bsceso hepdtico en pacientes diabéticos (Rautio et al, 1999).

No obstante, los casos de asociacién entre infecciones sistémicas y el consumo de
probidticos es muy raro, y todos se han producido en pacientes inmunodeprimidos que

estaban sometidos a tratamiento médico (FAO/OMS, 2001).

En trabajos recientes, se ha reportado la actividad inhibitoria de los factores
extracelulares de varios probidticos sobre cultivos axénicos in vitro de Entamoeba
histolytica HM1-IMSS (Barrén et al.,, 2008), Giardia lamblia (Calderén, 2011;
Ontiveros, 2011) y Trichomonas vaginalis (Ontiveros, 2011), asi como en las bacterias
Salmonella  sp, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocitogenes, Serratia marscecens (Garcia, 2011). Estos resultados brindan la
posibilidad de realizar experimentos empleando Uinicamente los metabolitos producto de

los probidticos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Probioticos

En 1857 Louis Pasteur descubri6 las bacterias lacticas; en 1878, Lister report6 el
aislamiento de bacterias a partir de leche 4cida; en 1889, Henry Tissier descubrid
especies de Bifidobacterium, y en 1900 Lactobacillus acidophilus fue descubierto
por Moro. En 1908, Elie Metchnikoff, cientifico ruso que recibi6 el Premio Ndébel,
observé que en Bulgaria un nimero increible de personas vivian mds de 100 afios;
este hecho lo relacioné con el gran consumo de bacterias en las leches fermentadas
como una forma de modular la flora intestinal y asi evitar enfermedades y alargar la
vida de la gente. En 1908 por sus estudios en inmunidad celular, descubrio
cualidades beneficiosas para la salud en la fermentacion de la leche. El observo que
los lactobacilos transformaban la lactosa en dcido lactico, y que dicha acidez
conferia un ambiente hostil para las bacterias patdgenas (Mennickent y Green,

2009; Figueroa et al., 2006).

La aplicacion terapéutica de los probidticos fuera del ambito de las leches
fermentadas fue instituida en 1906 por Tissier, quien utilizé cepas de
Bifidobacterium bifidum aisladas tiempo atrds por él mismo (1899-1900) para

aliviar infantes de diarrea (Garcia-Garibay, 1996).

En 1930, Minoru Shirota aislé de heces humanas una cepa de Lactobacillus casei,
que posteriormente cultivd en leche, originando una bebida con caracteristicas

probidticas.

Shirota atribuy6 a este lactobacilo la capacidad de promover la salud intestinal y
prevenir enfermedades mediante su consumo oral y en 1935 desarroll6 el Yakult,
siendo este producto la primera leche fermentada disefiada especificamente como
probidtico. Shirota fue uno de los pioneros en el estudio de probidticos, aunque las

bases cientificas mas sélidas de los verdaderos beneficios de estas bacterias en la



salud se han empezado a estudiar con mayor rigor cientifico desde mediados de la

década de 1980 (Figueroa et al., 2006).

La palabra probidtico fue inicialmente usada como un anténimo de la palabra
“antibidtico”. Esta deriva de las palabras griegas mpo y Brotoc traducido como “por

la vida” (Hamilton-Miller y col., 2003).

Vasilijevic 2008, refiere la historia del concepto, enunciado que el primero en
utilizar esta palabra fue Kollan 1952, para describir la recuperacion de la salud de
pacientes malnutridos empleando suplementos orgénicos e inorgdnicos y que un aflo
después Vergin propuso, que el desbalance en el cuerpo debido al tratamiento con
antibidticos. Posteriormente en 1955 Kolb reconoci6 los efectos detrimentales de la

terapia con antibidticos y propuso utilizar a los probidticos como preventivo.

Lilly y Stillwell 1965 definieron los probidticos como sustancias producidas por un
microorganismo que promueve el crecimiento de otros organismos. Sperti en 1971 y
Fujji y Cook 1973 describieron a los probidticos como componentes que pueden
estimular el crecimiento microbiano o mejorar la respuesta inmune del hospedero
sin inhibir el crecimiento de un cultivo in vitro. Paker 1974 los definié como
organimos y sustancias las cuales contribuyen al balance microbiano del intestino.
Esta definicion fue criticada por muchos autores debido a que al decir “sustancias”,

pueden quedar incluidos los antibidticos (Vasilijevic, 2008).

Fuller 1992 definié “suplemento alimenticio de microorganismos vivos, los cuales
afectan benéficamente al animal hospedero por el mejoramiento de su balance
microbiano intestinal”. En 1999 Salminen y colaboradores ofrecieron su definicién

incorporando bacterias no viables en la misma (Holzapfel et al., 1998).

Los probidticos son organismos vivos que cuando se administran en cantidades

adecuadas ejercen un efecto beneficioso para el hospedador, precisando que ese



beneficio puede ser fisiologico (Reid et al., 2003) o para la salud (FAO/OMS,
2001).

Las diversas definiciones propuestas para el término “probidtico” configuran
caracteristicas que debe reunir una cepa microbiana para ser incluida en dicho
término. A continuacién se enumeran requisitos con aportaciones de diversos
autores (Salminen et al., 1996; 2005; Dunne et al., 1999; Casas y Dobrogosz, 2000;
Reid et al., 2003):

a) Identificacion de la cepa: se considera imprescindible una correcta identificacion
de la cepa utilizando para ello técnicas fenotipicas y genotipicas.

b) Origen humano: las cepas aisladas de seres humanos sanos probablemente
carecen de patogenicidad y presentan mayor facilidad para colonizar el
intestino humano. Sin embargo se utilizan como probidticos cepas de otros
origenes.

c) Bioseguridad: la ausencia de patogenicidad, debe investigarse la ausencia de
produccion de toxinas, de actividad hemolitica y de infectividad en modelos
exigentes como pueden ser animales experimentalmente inmuno-
comprometidos.

d) Tolerancia a las condiciones ambientales del tracto intestinal: si los
microorganimos probidticos deben llegar viables al intestino, es preciso que
resistan el pH gastrico, las enzimas digestivas, y la accion de detergente e
inhibidora de las sales biliares. Esta resistencia no tiene que entenderse en
términos absolutos: la ingestion de in6culos con un alto ndmero de
microorganismos probidticos permite que una cantidad suficiente de ellos
permanezca viable al llegar al intestino, aunque su nimero se haya reducido
drasticamente por inactivacion en el estomago.

e) Adherencia al epitelio intestinal: aunque los probidticos se ingieren como
microorganismos exdgenos, idealmente debieran colonizar el intestino de forma
persistente, para lo cual es necesario que posean la capacidad de adherirse a los

enterocitos.



f) Producciéon de antibiosis: la produccién de sustancias antimicrobianas se
considera unos de los mecanismos por los que los microorganismos probidticos
suministran proteccion frente a los enteropatdgenos. Esta antibiosis puede ser
ejercida a través de mecanismos metabdlicos generales como la produccion de
acidos orgdnicos o de radicales oxidantes o bien por la produccién de
antibioticos.

g) Capacidad para actuar como interfaz metabdlico: actuar como un escudo
metabdlico que impida la llegada de agentes nocivos a los enterocitos. Algunos
microorganismos probidticos interfieren con la asimilaciéon del colesterol,
hidrolizan la lactosa, o inactivan agentes cancerigenos.

h) Modificacién de la respuesta bioldgica: varios de los efectos mds importantes
atribuidos a los probidticos se ejercen a través de su actividad
inmunomoduladora: es el caso de la proteccion frente a infecciones intestinales
o extraintestinales, la inhibicion de tumores ya establecidos, efectos
antiinflamatorios y antialérgicos. La inmunomodulacion puede deberse a
estructuras microbianas o0 a metabolitos bioactivos producidos incluso
previamente a su ingestion (por ejemplo péptidos bioactivos procedentes de la
digestion microbiana de proteinas ldcteas). Esta caracteristica no debe
considerarse absoluta ya que es concebible que un microorganismo ejerza
efectos probidticos por otras vias.

1) Viabilidad de la fabricacion a escala comercial de productos conteniendo la o las
cepas probidticas: una cepa que no resista los procesos tecnoldgicos de
produccién o no mantenga su actividad en vehiculos apropiados, no podré tener
aplicaciéon como probidtico por excelentes que sean sus propiedades en los

ensayos biologicos.

Hasta la fecha, la ingestion de cepas de probidticos no ha dado lugar a una
colonizaciéon y supervivencia duraderas y mensurables en el huésped.
Invariablemente, los microorganismos persisten dias o semanas, pero no mas tiempo

(Tannock et al., 2000). Por lo tanto, la utilizacién de probidticos confiere



probablemente efectos mds transitorios que duraderos, por lo que parece ser

necesaria una ingestién continuada.

Las bacterias probidticas pueden incrementar la resistencia contra los patdgenos
intestinales mediante mecanismos antimicrobianos. Estos incluyen la colonizacién
competitiva y la produccion de dcidos organicos, como los dcidos lactico y acético,
bacteriocinas y otros metabolitos primarios como el per6xido de hidrégeno y el
diéxido de carbono. La produccion de dcidos orgdnicos por las bacterias probidticas
disminuye el pH intestinal y por lo tanto se inhibe el crecimiento de patdgenos.
Estos 4cidos orgédnicos incrementan los movimientos peristélticos, lo que de manera
indirecta remueve los patégenos acelerando la velocidad con la que atraviesan el
intestino. El peréxido de hidrégeno producido puede funcionar a través del sistema
lactoperoxidasatiocianato, en el cual el per6xido de hidrégeno oxida el tiocianato
para convertirlo en dcido hidrocidnico que es perjudicial para los patdgenos. El
diéxido de carbono y el diacetil sintetizado por las bacterias dcido lacticas inhiben el
crecimiento de patégenos. Numerosas bacteriocinas, como acidofilina, lactobacilina,
acidolina, lactocidina y lactolina muestran accién antagénica contra los patdgenos

(Fig. 1) (Kailasapathy y Chin, 2000).

La interferencia microbiana es un fenémeno en el cual los microorganismos ya
establecidos en un ecosistema previenen que colonicen otro tipo de
microorganismos el mismo sitio. Ocurre en la naturaleza, en lo particular en
ecosistemas asociados con cuerpos animales. La interferencia microbiana, también
conocida como resistencia a la colonizacién, es la primera linea de defensa con
infecciones por microorganismos patégenos que causan enfermedades. Es ejercida

por la microbiota y es una resistencia importante no especifica para el huésped.

Ha sido investigada en el tracto gastrointestinal; la evidencia de que es un
importante mecanismo de resistencia es dada por tres tipos de estudio: sujetos
tratados con antibidticos, animales gnotobidticos y animales bajo estrés (Tannock.

1995).
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Fig. 1. Efectos beneficos atribuidos a los microorganismos probidticos
y sus posibles mecanismos (tomado de Bujalance, 2006).

2.1.1 Bacterias lacticas
Las bacterias lacticas son bacterias Gram positivas no esporuladas que tienen en
comun la capacidad de producir 4cido lactico por fermentacion utilizando
azlicares como sustrato. Son microorganismos que requieren factores de
crecimiento complejos como vitaminas del grupo B, purinas, pirimidinas y
aminodcidos (Garcia-Garibay, 1996). Dado que carecen de porfirinas y

citocromos, no realizan fosforilacion por transporte de electrones, reciben energia

por fosforilacion a nivel sustrato.

Producen energia unicamente por fermentacion. Carecen de la capacidad de
biosintesis del grupo hemo, razén por la cual son catalasa negativa. Crecen en
presencia o ausencia de O,, por lo que algunas bacterias son anaerobias
facultativas y otras obligadas. Forman colonias pequefias nunca pigmentadas,

asociadas a la ausencia de citocromos.
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Las bacterias lacticas se distinguen por su tolerancia a la acidez, pueden seguir
creciendo adn a a valores de pH menores a 5.0. Se agrupan las especies de los
géneros Lactococccus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,

Bifidobacterium y Pediococccus.

2.1.2 Lactobacillus sp.

Un miembro caracteristico del grupo de bacterias del dcido lactico es el género
Lactobacillus (Beijerinck 1901). Los lactobacilos son bacilos o cocobacilos
gram-positivos no esporulados, que, como miembros del Phylum Firmicutes,
tienen un contenido en guanina-citocina inferior al 50%; aerotolerantes o
anaerobios, su metabolismo es estrictamente fermentativo, distinguiéndose
especies homofermentadoras (el dcido lactico supera el 85% de los productos de
fermentacion de glucosa) y heterofermentadores (producen acido lactico, CO,,
etanol y/o 4cido acético en proporciones equimoleculares), y sus complejos
requerimientos nutritivos reflejan sus nichos ecoldgicos, ricos en carbohidratos:
plantas y residuos vegetales, alimentos fermentados y como componentes de la
microbiota de compartimentos del cuerpo de animales (especialmente el

intestino) (Tannock, 2004).

En la actualidad se conocen 56 especies del género Lactobacillus distribuidas en
varios nichos ecoldgicos como son el tracto gastrointestinal y el tracto genital y
constituyen parte importante de la microflora endégena del humano. Su
distribucién se ve afectada por varios factores ambientales, los cuales incluyen
pH, disponibilidad de oxigeno, nivel de sustratos especificos, presencia de

secreciones e interaccion bacteriana (Gomes y Malcata, 1999).

De gran importancia en la actualidad, el Lactobacillus casei Shirota es una
bacteria 4cido l4ctica que se encuentra en muchos productos: verduras
fermentadas, carne y productos de leche fermentada. Ademds se encuentra en el
tracto intestinal y genital de animales y humanos. L. casei Shirota es una bacteria

anaerobia acido tolerante con un metabolismo fermentativo estricto con el acido
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lactico en mayores cantidades como producto final, puede ser utilizada
ampliamente en la industria por sus propiedades probidticas (Figueroa et al.,

2006).

Metchnikoff, sugiri6 que algunos de los sintomas del metabolismo
gastrointestinal enfermo podrian neutralizarse a través de L. casei Shirota

utilizando como medio el yogur (Saloff-Coste, 1997).

Algunos de los beneficios del Lactobacillus casei Shirota son fortalecer la flora
intestinal; logrando mantenerla en equilibrio y con ello promover la regulacion
de los movimientos peristalticos (movimiento natural de los intestinos), ayudar a
reducir las sustancias toxicas producidas por las bacterias putrefactivas,
incrementar el ndmero de bacterias benéficas en los intestinos, disminuir los
niveles altos de colesterol en sangre y estimular el sistema inmunolégico

(http://www.yakult.com accesado 4/oct/2013).

L. casei Shirota modula la flora intestinal, tiene efectos positivos en tratamientos
contra el cancer y disminucién de la actividad enzimadtica en las heces fecales

(Ouwehand et al., 1999).

El L. acidophilus se encuentra de forma natural en el tracto gastrointestinal en
humanos y en algunas leches que se fermentan de manera tradicional, tales como
el kefir. Irénicamente, la mayoria de las cepas de L. acidophilus no sobreviven
adecuadamente en la leche fermentada debido al pH bajo, y es dificil mantener
un nimero grande de ellos en el producto. Por estas razones, los productos de
leche fermentada que contienen esta bacteria frecuentemente se producen en
forma separada y después se mezclan. Algunos ejemplos incluyen la adicién de
este microorganismo a los cultivos de yogur. Este microorganismo es
considerado como probidtico debido a que su consumo en ciertas cantidades
puede ejercer diversos beneficios sobre la salud y no s6lo se encuentran limitados

al mejoramiento del balance microbiano, sino que también tiene otros efectos,
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tales como el alivio de la intolerancia a la lactosa o la modulacidon del sistema

inmunitario (Salminen et al, 1998).

De otras bacterias menos conocidas como L. helveticus, L. plantarum, L.

Jjohnsonii, L. reuteri, y Saccharomyces boulardii se ha encontrado que tienen

efectos sobre la salud (Tabla 1), tales como alivio o disminucién de la

intolerancia a la lactosa, estabilizacion de la microflora intestinal a través del

mejoramiento en la adherencia de células a la mucosa intestinal o la reduccién de

la duracion de la diarrea mediante la colonizacion del tracto intestinal (Saloff-

Coste, 1997).

Tabla 1. Microorganismos probioticos

Género Especie Efecto clinico en humanos
GG Adherencia a las células intestinales, estimulacion de la
respuesta inmune, prevencion de la diarrea patogénica.
. .. Prevencién de la diarrea del viajero, modulacién de la
Jjohnsonii . . .. . .
flora intestinal, alivio de la intolerancia a la lactosa.
casei Modulacién de la flora intestinal, efectos positivos en
Lactobacillus Shirota tratamientos contra el cancer, disminucion de la
actividad enzimadtica en las heces fecales.
Adherencia a las células intestinales humanas,
plantarum . . .
modulacién de la flora intestinal.
. . Inhibicién de bacterias patdgenas, adhesion a las células
acidophilus | . .
intestinales humanas.
reuteri Colonizacién del tracto gastrointestinal.
. Reduce o elimina los sintomas de intolerancia a la
bulgaricus
lactosa.
Bifidobacterium Reduce la duracién de la diarrea y aumenta la respuesta
inmunolégica de FEscherichia coli enteropatdgena,
bifidum Yersinia pseudotuberculosis ejerciendo un efecto
antagonista o una actividad antimicrobiana (Mattila-
Sandholm et al., 1999).
Prevencién de la diarrea del viajero, tratamiento contra
lactis la diarrea viral incluyendo rotavirus, modulacién de la
respuesta inmune.
Exclusion competitiva de Escherichia coli, inhibicién de
longum

E. coli de la superficie de la mucosa intestinal humana.

Saccharomyces boulardii

Prevencién de la diarrea causada por antibidticos,
tratamiento contra la colitis causada por Clostridium
difficile colitis.

Tomado de Ouwehand et al. (1999)
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2.1.3 Bifidobacterias

Henry Tissier, un médico pediatra francés, observé que los nifios con diarrea
tenian una baja cantidad de bifidobacterias en sus heces. Estas bacterias, por el
contrario, eran abundantes en los nifios sanos. Tissier postulé que la
administraciéon de bifidobacterias a pacientes con diarrea podria ayudar a

restaurar su flora intestinal (Mennickent y Green, 2009).

Las bifidobacterias forman parte de las bacterias anaerobias que se instalan en
primer lugar en el intestino de los recién nacidos; factores exdgenos como los
oligosacdridos presentes en la leche materna contribuyen a la colonizacion
intestinal por estas poblaciones bacterianas concretas (Moreau y Gaboriau,
2000). Las bifidobacterias son bacilos gram-positivos con alto contenido G + C,
con una peculiar morfologia bacilar que suele ramificarse en los extremos,
anaerobios facultativas, catalasa negativa, no producen gas, no esporulados e
inmdviles, que habitan en el tracto intestinal de animales y en aguas residuales
(Prescott et al., 2005; Sakata et al., 2006, Chung et al., 1999). El género
Bifidobacterium Orla-Jensen 1924, comprende 33 especies reconocidas (Euzéby,
2006), 10 de las cuales (Bifidobacterium adolescentes, B. angulatum, B. bifidum,
B. breve, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. longum, B. infantis, B.
gallicum y B. dentium) se han identificado como componentes de la microbiota

intestinal humana (Kéeova et al., 2006).

Generalmente, las bifidobacterias se encuentran en cantidades superiores a 10"
por cada gramo de contenido intestinal y comprenden cerca del 25% de la
microflora; sin embargo, la cantidad de bacterias va disminuyendo con la edad,

estado de salud y dieta (Fig. 2) (Linder et al, 2007).

Bifidobacterium longum predomina a nivel de colon transverso y descendente, e
interviene en la produccion de una gran cantidad de sustancias involucradas en el

metabolismo del individuo.
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Fig. 2. Cambios en la microbiota intestinal con la edad (imagen tomada

de Lourens-Hatlingh y Viljoen, 2001).

La mayoria de las cepas de bifidobacterias que son importantes para humanos,
crecen a una temperatura optima de 36-38°C; son 4cido-tolerantes y el pH
Optimo para su crecimiento se encuentra entre 6.5 y 7.0, las cepas que se
mantienen en un pH superior a 8.5 no sobreviven (Biavati et al., 2000; Gomes et

al., 1999).

2.2 Tracto digestivo
El tubo digestivo estd formado por cavidad oral, es6fago, estdbmago, intestino
delgado, intestino grueso y ano. Su organizacion histoldgica general comprende,
desde la luz del tubo, el epitelio mucosal, la ldmina propria, la submucosa, una
tinica muscular y una tinica adventicia (faringe, eséfago y recto) o serosa. La
mucosa digestiva, en especial la intestinal, constituye una frontera critica entre un
medio externo especial (espacio luminal) y el medio interno: a través de ella pasan
nutrientes, electrolitos y agua, pero también pueden hacerlo toxinas de diverso
origen y estd en contacto con un enorme nimero de microorganismos (Turner,

2003).
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La mucosa intestinal, que es la mayor supeficie del cuerpo en contacto con un
ambiente externo (200 a 300m?), estd relacionada con células y tejidos
inmunitarios, formando una linea defensiva que ofrece, a la vez, nichos
ecoldgicos Optimos para numerosos microorganismos y eficaces mecanismos
antimicrobianos: el resultado es un ecosistema complejo y dindmico (Fig. 3)

(Liévin y Servin, 2006).

YELLOSIDAD

TUNICA MUSCULAR

Fig. 3. Esquema de organizacion histoldgica en el intestino delgado
(tomado de Bujalance 2006).

En una mucosa intestinal intacta, las uniones entre los enterocitos constituyen una
excelente barrera que excluye el paso de macromoléculas y patégenos (Dotan y
Mayer, 2003). Ademas, las células de Paneth, abundantes en el fondo de las criptas
de Lieberkiihn, protagonizan importantes funciones defensivas inespecificas: en
respuesta a estimulos diversos, ya sean productos bacterianos (lipopolisacdrido,
peptidoglicano y 4cidos lipoteicoicos), neurotransmisores (acetilcolina) o citokinas
producidas por linfocitos, producen una diversidad de agentes antimicrobianos

(lisozima, defensinas, fosfolipasa A;), citokinas proinflamatorias y estimuladoras
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(tumor necrosis factor oo 0 TNF-a, colony stimulating factor-1 o CSF-1, epithelial
growth factor o EGF), enzimas y otras moléculas que participan en la defensa
frente a microorganismos, la respuesta inflamatoria, el crecimiento de células

epiteliales y otras funciones metabdlicas (Keshav, 2004).

Finalmente, la mucosa intestinal estd protegida por dos capas de glicoconjugados:
unidas a la superficie celular, las glicoproteinas y glicolipidos del glicocélix; y, por
encima de éstas, la secrecion mucosa de las células caliciformes (Freitas y
Cayuela, 2000). Esta secrecion es un gel formado por mucinas, proteinas que
poseen cadenas de oligosacaridos unidos a serinas, prolinas y treoninas, pudiendo
representar la parte glucidica hasta el 80% de la masa molecular (Liévin y Servin,
2006). Ademas de proteger y lubricar la superficie de la mucosa, el gel constituye
una barrera para ciertos enteropatdgenos como Yersinia enterocolitica o Shigella
flexneri, asi como para los rotavirus (Liévin y Servin, 2006). Las mucinas son
degradadas por glicosidadas y esterasas de bacterias de la microbiota (Freitas y
Cayuela, 2000), lo que suministra nutrientes para el crecimiento bacteriano, de lo
que se pueden aprovechar también algunos microorganismos patdégenos que se

adhieren al mucus (Macfarlane et al., 2000).

2.3 Microbiota del tracto digestivo

Dado que el calostro materno, en condiciones normales, es un ambiente estéril, los
mamiferos nacen sin microorganismos comensales, pero la colonizacién de los
distintos nichos bioldgicos que ofrece el organismo comienza al atravesar el canal
del parto y prosigue hasta el establecimiento de comunidades microbianas

estables.

Durante los primeros dias de vida la microbiota estd compuesta principalmente por
enterobacterias y estreptococos y se vuelve mds diversa con el tiempo (Fig. 4)
(Arunachalam, 1999). Se calcula que la microbiota del tracto digestivo de un

adulto contiene hasta 10'* bacterias viables (Liévin y Servin, 2006).
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Fig. 4. Cambios en la microbiota intestinal en infantes desde recién nacidos

hasta 7 dias de edad (tomado de Arunachalam, 1999).

En adultos sanos la composicion de la microbiota varia entre individuos y se
mantiene estable a través de una gran parte de nuestra vida. Se observd en
pacientes ancianos que la composicion fecal cambia con el incremento de la edad
y disminuye el nimero total de bifidobacterias junto con la disminucién de otra
diversidad de especies (Woodmansey et al., 2004). La presencia de bifidobacterias
en heces humanas estd asociada con el buen estado de salud y se ha encontrado
que existen diferencias al comparar la composicion microbiana entre individuos

sanos y enfermos (Seksi et al., 2003).

El aparato digestivo, donde existen mds de 400 especies bacterianas (Tannock,
1999) méas de la mitad del peso de la materia que se encuentra en el colon
corresponde a células bacterianas cuyo nimero es diez veces superior al de las
células de los tejidos que constituyen el cuerpo humano. El estémago contiene
normalmente pocas bacterias (10° UEC/mL de jugo gastrico), mientras que la
concentraciéon bacteriana aumenta a lo largo del intestino hasta llegar a una

concentracién final en el colon de 10'? UFC/ g.
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La mayoria de las bacterias ingeridas con la saliva o los alimentos no son capaces

de sobrevivir mucho tiempo en el estomago, dada la acidez del pH géstrico, que

s6lo permite la supervivencia de especies 4cido-tolerantes como algunos

estreptococcus, lactobacilos y Helicobacter pylori. En el intestino delgado el pH se

neutraliza, los microorganismos viables puede elevarse hasta 10° en el ileon; las

especies presentes pertenecen a los géneros Streptpcoccus, Lactobacillus,

Veilonella, Actinomyces y Bacteroides asi como a miembros de la familia

Enterobacterium. En el intestino grueso existen anaerobios estrictos (géneros

Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium) y en menor cantidad anaerobios

facultativos como las enterobacterias (Figs. 5 y 6) (Kleessen et al., 2000; Moreau y

Gaboriau, 2000).
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Fig. 6. Concentracion de microorganismos en el tracto Gastrointestinal
(imagen tomada de Bujalance, 2006).

La configuracién definitiva de la microbiota intestinal es el resultado de dos tipos
de presiones selectivas: “desde arriba”, las presiones impuestas por el hospedador,
lo que incluye las caracteristicas de los nichos ecoldgicos ofrecidos y los
mecanismos inmunitarios, y que seleccionan una diversidad de linajes microbianos
cuyos genomas contienen conjuntos similares de genes (redundancia funcional); y
“desde abajo”, las presiones debidas a la competicién entre microorganimos, lo
que promueve la seleccién de genomas especializados, con conjuntos de genes
funcionalmente distintos (Ley et al., 2006). Una vez establecidas, las poblaciones
que constituyen la microbiota intestinal son estables, aunque algunos estudios
longitudinales muestran variaciones en los recuentos de determinadas especies,
como Bacteroides thetaiotaomicron o Clostridium perfringens (Kleessen et al.,
2000). Incluso después de las perturbaciones inducidas por tratamientos
antimicrobianos, las poblaciones originales retornan (De La Cochetiere et al.,
2005). Es interesante resefiar que, en opinién de expertos, la administracién de
prebidticos puede tener un impacto mayor sobre la microbiota que la de
probidticos (Walker y Buckley, 2006); es el caso de la administracién de inulina,

que incrementa el ndmero de bifidobacterias indigenas (Gibson et al., 1995).
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Entre las funciones atribuidas a la microbiota intestinal se pueden citar las
siguientes: modificacion del contenido intestinal (pH, potencial redox, produccion
de metabolitos como vitaminas y enzimas digestivas), modificaciones anatomico-
funcionales del tracto digestivo (disminucién del volumen fecal por accién
mucolitica, tasa de renovacion de enterocitos, diferenciacion de las células de la
mucosa, aceleracién del transito intestinal), resistencia a infecciones intestinales
(por mecanismos directos como la competencia por nutrientes o la produccion de
sustancias antibidticas, e indirectos a través de la potenciaciéon de la inmunidad
mucosal), desarrollo del GALT (tejido linfoide asociado a intestino) y regulacién

de los mecanismos inmunitarios (Fig. 7) (Moreau y Gaboriau, 2000; Liévin y

Servin, 2006).
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Fig. 7. Defensa inmune contra la bacteria comensal del intestino (imagen tomada
de Gonzalez, 2009).
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Una funcién importante de la microbiota es su contribucion al desarrollo de la
mucosa. Los glicoconjugados que constituyen el glicocdlix de las células de la
mucosa intestinal tienen una gran importancia ya que estdn implicados en
mecanismos de reconocimiento molecular que incluyen procesos de adhesion y
diferenciacion celular, regulacién, comunicaciéon y transducciéon de sefiales e

infeccién por bacterias y virus (Freitas y Cayuela, 2000).

2.4 Importancia de los probidticos en la flora gastrointestinal

El colon es uno de los 6rganos metabdlicamente mds activos del cuerpo humano, y
juega un papel muy importante en la nutricién y en la salud. Entre los distintos
componentes de la microflora colonica se encuentran algunas bacterias
(bifidobacterias y lactobacilos) que impiden el crecimiento de las bacterias
nocivas para la salud humana y, por ello, en la actualidad hay un gran interés en
mejorar el desarrollo de las que son benéficas, disminuyendo asi el crecimiento de
las potencialmente patégenas. Ningin organismo elabora bacterias, es decir, no las
genera, simplemente €stas se hospedan en nuestro intestino. Su incorporacion es
siempre externa. Durante la vida intrauterina, la luz intestinal permanece estéril
pero la colonizacién comienza inmediatamente luego del nacimiento y alcanza una
estabilidad duradera hacia el primer afio de vida. Dicha estabilidad puede ser
alterada durante episodios de infecciones intestinales, tratamientos con
antibidticos, inmunodeficiencias transitorias o crénicas y en la vejez (Mateos,

2002).

La microbiota siempre estd activa y se renueva aproximadamente cada 48 h. Un
factor externo que incide en la composiciéon de la flora es la dieta y esto es
particularmente evidente durante la lactancia. Los microorganismos intestinales
comprenden alrededor de 100 especies, en un niimero de 10'* células individuales
colonizan la parte baja del intestino delgado y el intestino grueso, donde hay

ausencia de oxigeno, formando un ecosistema de la microflora intestinal. Esta

22



flora incluye microorganismos benéficos, patégenos y neutrales, los cuales tienen
relacion estrecha con la salud. El pequefio porcentaje de microorganismos
patégenos es de gran importancia, ya que van a tener en alerta al sistema
inmunolégico, reactivando las defensas locales, en cada parte del tracto digestivo
(Rasic y Kurmann, 1983). Por esto al intestino se le denomina “la cuna del
sistema inmune” (Keseel y Klupsch, 1984). Las bifidobacterias son las mads
importantes para la salud, ya que ayudan a tener un buen equilibrio con toda la

flora intestinal.

En términos microbioldgicos, el tracto gastrointestinal (GI) puede ser entendido en
funcién de tres regiones principales: estdmago, intestino y colon; cada una de las
cuales poseen una disposicion de la poblacién microbiana muy singular (Rastall,
2004). La microflora del colon se ha convertido en el objetivo principal de las
intervenciones dietéticas, debido a que estos microorganismos ayudan a completar
la digestion (a través del proceso de fermentacion) protegen contra las bacterias
patdgenas y estimulan el desarrollo del sistema inmune (Macfarlane y Cummungs,

1999).

La cantidad de oxigeno presente en el tracto digestivo depende del sitio mientras
hay una cantidad apreciable en el estémago e intestino delgado, el segmento
inferior del intestino delgado y el intestino grueso contienen muy poco. La
distribucién intestinal de los microorganismos depende de la cantidad de oxigeno
presente. Las bacterias acido lacticas, que se desarrollan independientes de la
cantidad de oxigeno presente (anaerdbiocas facultativas), colonizan el intestino
delgado. Las bifidobacterias, las cuales sobreviven y se desarrollan en ausencia de

oxigeno (anaerobias obligadas), predominan en el intestino grueso.

El estdémago y la parte superior del intestino delgado contienen pocas bacterias, ya
que alli los alimentos se mueven mas rapidamente, ademds la saliva contiene
lisozima, que es una enzima bacteriolitica, el pH del fluido géstrico es demasiado

bajo y el pH de la bilis es demasiado alto. Cada regién del tracto gastrointestinal
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posee una disposicion de la poblacion microbiana muy singular asi se observa en

la siguiente Tabla 2.

Tabla 2.
Caracteristicas de la microbiota del tracto gastrointestinal
Region Caracteristicas de la
Gastrointestinal microflora Ejemplos
-Muy bajo nimero de bacterias
Estomago -Presencia de anaerobios facultativos -Lactobacilos spp.
-Presencia de solo 10> UFC/ mL -Estreptococos spp.
-pH éacido
-Mayor carga bacteriana. -Lactobacilos spp.
-Presencia de anaerobios, -Estreptococos spp.
Intestino enterobacterias -Bifidobacterium spp.
y anaerobios facultativos. -Bacteroides spp.
-Clostridium spp.
-La region con mayor carga bacteriana | _peprococos spp.
-Presencia de 10''-10"* (UFC)/ mL -Bifidobacterium spp.
Colon -Presencia de anaerobios estrictos, -Bacteroides spp.
enterobacterias y anaerobios -Clostridium spp.
facultativos, en menor medida. -Atopobium spp.

Tomado de Rastall (2004)

El uso de probidticos ha sido estudiado en varias patologias digestivas, entre ellas
aquellas que incluyen alteracion en el equilibrio de la flora gastrointestinal, siendo
las mds comunes: la diarrea asociada al empleo de antibidticos, la diarrea aguda
(sobre todo en poblacién pedidtrica), la intolerancia a la lactosa, el sindrome de
intestino irritable, las infecciones por H. pylori y la enfermedad inflamatoria
intestinal, entre otras (Martinez, 2001). En los ultimos afios, los probiéticos han
adquirido una considerable importancia como microorganismos capaces de ejercer
un benéfico sobre la salud, por ejemplo en la prevencién y en el tratamiento de
desordenes intestinales, en la reduccion del riesgo de cancer o en la modulacion de
la respuesta inmune, tal como lo demostré Bujalance et al., 2007 en un estudio
donde empleé L. plantarum como inmunomodulador; ya que este estimuld
significativamente a los esplenocitos en respuesta a la concavalina A y al mitégeno

de las células T (Puertollano et al., 2005).
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2.5 Cancer

Una de las situaciones clinicas resefiadas como susceptibles de ser mejoradas por
la ingestion de probidticos es la apariciéon de carcinoma de colon (Ruiz et al.,
1992). En el mundo el cancer colorrectal ocupa el cuarto lugar con 608 000
defunciones (OMS, 2008). En Meéxico, durante 2010 se observé que los
principales tumores malignos que afectan a la poblaciéon femenina adulta (de 20
afios y mds) que fue hospitalizada por este diagndstico eran el cancer de mama
(24.3%), el cervicouterino (9.7%) y el de colon (3.2%); mientras que en los
varones adultos se concentran en cancer de prostata (7.9%), bronquios y pulmén
(4.9%) y colon (4.6%). En 2011, entre los principales tumores malignos por lo
que fallece la poblacién de 20 afios y mds en México, se observan diferencias
significativas entre hombres y mujeres. Las mujeres mueren por cincer de mama
(13.8%), cervicouterino (10.4%), de estomago (7%), higado y vias biliares
intrahepaticas (5.5%) y de colon (4.3%). En tanto que los hombres fallecen por
cancer de prostata (16.9%), de bronquios y pulmoén (12.8%), de estdmago (8.6%),
higado y vias biliares intrahepéticas (5.3%) y de colon (5.3%) (INEGI, 2011).

El tumor de cancer de colon se inicia por accién de carcindgenos quimicos
mutdgenos, y se le reconoce un desarrollo gradual, por etapas que abarcan desde
lesiones pretumorales (epitelio hiperpldsico), pasando por varias formas de
adenomas, hasta llegar al carcinoma invasor y metastasico, estando cada etapa
definida por la activacion de oncogenes o la inactivacién de diversos genes

supresores (Ruiz et al., 1992).

Los hébitos alimenticios en las dreas de gran incidencia incluyen la ingesta
caldrica en exceso del requerimiento, bajo contenido de vegetales no absorbibles
(fibra), preferencia de carne roja, exceso en el consumo de carbohidratos refinados
con bajo contenido micronutrientes que dan proteccioén. La digestion de algunos
de estos productos ha sido encontrada capaz de potenciar carcinogénesis

produciendo dafio en el DNA en las células de las criptas liderando mutacion de
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genes que se incluyen adenomatous polyposis coli (APC), Kirsten-ras (K-ras) y

p53 (proteina 53 kilodaltones) (Fotiadis et al., 2008; Sidhus et al., 2010).

Algunos investigadores han demostrado la propiedad detoxificante y
antimutagénica de microflora bacteriana intestinal no patégena (probidticos) e
ingredientes no digestibles (prebidticos) con la conclusion que ambos tienen
efectos benéficos en cancer colorrectal (CRC) (Fotiadis et al., 2008; Wollowski et
al., 2001; Prebiotics, 2010). A pesar de la cirugia, seguida por quimio y
radioterapia, la tasa de éxito del tratamiento CRC sigue variable con alta tasa de

mortalidad (Liong, 2008).

Se ha demostrado que el crecimiento de bacterias que liberan enzimas
carcinogénicas, se inhibe por bajo pH y probioticos (L. acidophilus y B. bifidum),
se ha reportado pH bajo en heces fecales con baja proliferacion de colonias en
criptas (Fotiadis et al., 2008; Biasco et al., 1991). Una dieta alta en grasa es
considerada factor de riesgo de CRC porque el colesterol es convertido a dcidos
biliares primarios en el higado con subsecuente dcido biliar secundario en el colon
por la accién de 7a-dehydroxylase bacteriana (Fotiadis et al., 2008; Weisburger y
Wynder, 1987).

Estos 4cidos biliares secundarios (particularmente el &cido litocdlico) son
citotoxicos en el epitelio del colon e incrementan la proliferaciéon de células
intestinales (Fotiadis et al., 2008; Bruce, 1987). Lidbeck et al. (1991),
demostraron una baja concentracién de dcidos biliares secundarios en heces por la
administracion de leches fermentadas suplementadas con L. acidophilus. Por lo
tanto, el efecto protector de los probidticos frente al cdncer puede deberse a la
propiedad de bajo pH en el colon como la reduccién de la formacion de los dcidos
biliares secundarios (Fotiadis et al., 2008). El pH del colon en personas sanas varia

de 4.5 a7 (Madigan et al., 2004).
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En su revision sobre la prevencion de cdncer de colon por probidticos, Brady et
al., 2000; recogen un total de 24 observaciones sobre probidticos y tumores de
colon, incluyendo datos de principios de los 80, que describen la reduccién por
derivados lacteos fermentados por bacterias del dcido lactico, de la tumorigénesis
experimentalmente inducida en ratas Brady ef al. (2000); concluyeron que existen
una serie de estudios, en modelos animales, probando una relacion inversa entre el
consumo de probidticos y apariciéon de criptas aberrantes o el desarrollo de
tumores en el colon, asi como evidencias sobre el sinergismo antitumoral del

consumo de probidticos y prebidticos (fructo-oligosacaridos).

Hay algunos datos iniciales que indican que los microorganismos probidticos
pueden impedir o retrasar la aparicion de ciertos tipos de cancer (Fig. 8). Esto se
desprende del conocimiento de que los elementos que constituyen la microflora
intestinal pueden producir sustancias carcindgenas como las nitrosaminas. Por
consiguiente, la administracion de lactobacilos y  bifidobacterias podria
tedricamente modificar la flora, dando lugar a una reduccién de los niveles de
enzimas pro-carcinogénicas como la nitroreductasa, azoreductasa (Mennickent y
Green, 2009) y B-glucuronidasa y sustancias carcinégenas (Hosada et al., 1996).
Por otra parte, hay algunos indicios de que la instalacion intestinal de probioticos,
incluido L. casei Shirota, puede reducir las reapariciones del céncer en otros

sitios, como la vejiga urinaria (Aso et al., 1995).

Estudios in vitro con L. rhamnosus GG vy bifidobacterias y un estudio in vivo
utilizando cepas GG y LC-705 de L. rhamnosus, asi como Propionibacterium sp,
demostraron una disminucién de la disponibilidad de aflatoxina carcinégena en el

lumen (El-Nezami et al., 2000; Oatley et al., 2000).

Matsumoto y Benno (2004) realizaron un estudio con voluntarios humanos,
demostrando que el consumo de yogurt conteniendo B. lactis LKMS512 incrementa
el contenido fecal en espermidina y disminuye la mutagenicidad de las heces; los
autores especulan que la espermidina producida por estas bacterias podria jugar un

papel como estabilizador del DNA celular, al que protegerian de los efectos
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genotoxicos de los carcindgenos. Los dcidos grasos de cadena corta también son
candidatos, en especial el butirico, por sus efectos protectores sobre los enterocitos

(Fig. 8) (Wong et al., 2006).
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Fig. 8. Mecanismos directos de accién antitumoral atribuidos a

microorganismos probidticos (imagen tomada de Bujalance, 2006).

Durante las ultimas 2 décadas, algunos estudios animales han demostrado el efecto
de proteccion de probidticos en cancer colorrectal. En la administracion de
probidticos a ratas ha sido encontrada baja incidencia de lesiones precancerosas
(focos de criptas aberrantes FCA) en el colon (Rowland, 2008). FCA es conocido
porque precede la neoplasia colorrectal, la medida de su desarrollo es util para
predecir la existencia de cancer colorrectal. Usando azoxymetano (AOM) se
induce la formacién de FCA en ratas. A este respecto, Reddy et al. (1997)
reportaron que un mayor crecimiento de bifidobacterias en el colon, lo cual puede
resultar en la inhibicién del desarrollo de FCA y multiplicidad de las criptas, lo
cual fue atribuido a la reduccién de pH por colonias de microorganismos que

fueron responsables de inhibir el crecimiento de E. coli y Clostridium.
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Kulkarni y Reddy (1994) reportaron que bajo un esquema de alimentacion con
Bifidobacterium longum, se presentaba una inhibicién en la formacién de FCA en
el 50% de ratas tratadas. Una investigacion similar realizada por Challa et al.
(1997) demostré una reduccion del 23% en total colonizacién de FCA y un 28%
en total de cripta aberrante (AC) en ratas con una dieta que contenia 0.5% de B.
longum (1x10° células viables/g de alimento). A los animales se les dio la dieta

experimental anterior al tratamiento con AOM vy durante el experimento.

Ciertos xenobidticos mutagénicos, después de la absorcidn, son detoxificados en el
higado por conjugacién con acido glucurénico y son de nuevo liberados en el

intestino como glucurénicos conjugados.

En el tracto gastrointestinal, bacterias como enterobacterias y clostridios causan
regeneracion (liberacion) de aglicones téxicos mutagénicos de novo de los
conjugados de la liberacién de enzimas como B-glucuronidasa, nitroreductasa y
azoreductasa (Fotiadis et al., 2008; Wollowski et al., 2001). Por otra parte, se ha
encontrado que ciertas cadenas de lactobacilos y bifidobacterias disminuyen la
concentracion y actividad de estas enzimas xenobidticas metabolizantes y es
probable que reducen el nivel de lesién preneopldsitca o tumor en el tracto
gastrointestinal (Fotiadis et al., 2008; Wollowski et al., 2001; Burns y Rowland,
2000). Por lo mismo se ha propuesto que la actividad anticancerigena de los
probidticos puede ser debido a la inactivaciéon de las enzimas bacterianas

intestinales procarcinogénicas (Liong, 2008; Geier et al., 2006).

Baricault er al. (1995) estudiaron el efecto de diferentes leches fermentadas en
células de cancer de colon usando una linea celular de células de cancer de colon
humanas (HT-29). Para la leche fermentada, utilizaron cepas de
L. helveticus, Bifidobacterium, L. acidophilus o una mezcla de Streptococcus
thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Los resultados demostraron una

disminucion en el crecimiento de10-50% de las células HT-29 tratadas.
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A partir de una investigacion en ratas, Singh et al. (1997) llegaron a la conclusioén
de que AOM inducido por la proliferaciéon celular se inhibe con la ingestién de
B. longum a través de una disminucién de la ornitina descarboxilasa (ODC). Como
ODC esté involucrada en la biosintesis de poliaminas que ayudan en la célula a la
proliferacion, diferenciaciéon y sintesis de macromoléculas, concluyeron que se
mejora la actividad de la ODC con un estado de hiperproliferativo de la mucosa
del colon que puede llevar a adenomas de colon y carcinomas. También
encontraron una expresion baja de la oncoproteina ras-p21 cuando las ratas fueron

alimentadas con B. longum (Singh et al., 1997).

Se ha observado que la descomposicion anaerobia de prebidticos y su subsecuente
fermentacion por probidticos no solo promueve su crecimiento, sino también
conduce a la produccion de 4cidos grasos de cadena corta (SCFAs) como butirato,
acetato y propionato y varias cantidad de bioproductos de fermentacion. Estos
SCFAs disminuyen el pH del colon, el cual contribuye a la accién anticdncer

(Wollowski et al., 2001).

El butirato de sodio es un SCFA que tiene efectos a nivel molecular, celular y
tisular. Es conocido por ser un inhibidor de la deacetilasa de histonas (HDACS).
En las células, el butirato de sodio modifica la expresion de un grupo de genes que
contienen elementos de respuesta al butirato. El butirato de sodio también induce
la detencién del crecimiento, diferenciacion y apoptosis de células cancerosas,
principalmente por su efecto sobre la actividad del HDAC (Domokos et al., 2010;
Garczarczyk et al., 2010). Ademas, suprime la inflamacién, en parte reduciendo la
expresion de citoquinas pro- inflamatorias como el interferon-y, la interluquina
(IL)-6 y la IL-1B por medio de la inhibicién especifica de la ruta NF-xB (Kim et
al., 2004).

La presencia de butirato en el intestino delgado puede ser un factor esencial en el
mantenimiento y reparacion de la mucosa (Wichtershiduser y Stein, 2000). El

butirato propicia efectos sistémicos indirectos, como la instilacién de los SCFAs
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en el colon que estimula la proliferacion de células no solo en la mucosa del colon
sino también en tejidos no expuestos, como el epitelio del colon adyacente, el
ileon o el yeyuno. El butirato aumenta la produccién de hormonas enterotropicas,
y estimula el sistema nervioso entérico (Rombeau et al., 1995; Cook et al., 1998).
El butirato estimula la secrecién de enzimas digestivas en el tracto gastrointestinal
y en el pancreas. Ademds de su actividad antineopldsica, el butirato de sodio
induce cambios en la morfologia celular, modifica la expresion de genes celulares,
regula la acciéon hormonal y los receptores de hormonas, asi como los receptores

de los factores de crecimiento (tomado de www.norel.es).

El colon humano absorbe una cantidad significativa de dcidos grasos de cadena
corta. Estos tienen un pKa alrededor de 4,8 y estdn ionizados en mds del 99% dado
el pH que normalmente existe en el colon. Son rdpidamente absorbidos por el
epitelio del colon y permanecen en el lumen solo en pacientes que sufren un
sobrecrecimiento bacteriano. Normalmente, menos de un 10% del total de los
acidos grasos de cadena corta producidos se pierden en las deposiciones. La
absorcion de los AGCC ionizados se produce por medio de un transportador
electrogénicamente neutro, por intercamnbio de iones: HCO3;/AGCC. Estos
transportadores existen en el ribete y en la membrana basolateral de los
colonocitos. La absorcién de AGCC estimula la absorcién de Na*, K™ y agua. Este
proceso significa, ademds, una conservacion de energia considerable (tomado de

escuela.med.puc.cl).

Células de colon tratadas con butirato son protegidas contra el dafio de oxidacion
por peroxide de hidrégeno que las células que no son tratadas. En células de colon,
se ha obsevado que el butirato incrementa la formacion de glutation S-transferasa,
la cual es una enzima importante involucrada en la detoxificacién de productos
electrofilicos y compuestos asociados con estrés oxidativo (Wollowski et al.,

2001).
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Recientes evidencias sugieren que el butirato puede inhibir la actividad genotoxica
de nitrosaminas y de per6xido de hidrégeno en células de colon humanas. En
humanos, la ingestion de probidticos han disminuido la concentraciéon de
sustancias genotéxicas en orina y también con altos niveles de compuestos que

inducen oxidacién de bases de DNA (Wollowski er al., 2001).

Los probidticos incrementan la secrecién de moco que previene adherencia y
colonizacion de bacterias patdégenas a lo largo de la pared intestinal y cierra la
barrera por la disminucién de la permeabilidad, esto previene la entrada de
patégenos y alérgenos al torrente sanguineo (Fig. 9)
(http://www.vitamintrader.com/articles/the-absolute-importance-of-probiotics/

accesado 4/oct/2013).
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Fig. 9. Interferencia entre bacterias adheridas a las células epiteliales del intestino.

La actividad de los probidticos es por la secrecion de dcidos orgdnicos,
surfactantes y agentes antimicrobianos (tomado de Matthew, 2012).

Aunque los probidticos promueven el crecimiento de bacterias benéficas no
patogenas al reducir el pH del colon, algunos de ellas también producen sustancias
como bacteriocinas y antitoxinas, que inhiben las bacterias patdégenas (Gupta y
Garg, 2009 vy http://www.vitamintrader.com/articles/the-absolute-importance-of-
probiotics/). Ademds, se ha encontrado que liberan metabolitos protectores al
intestino y regulan la motilidad intestinal (Gupta y Garg, 2009). Se ha discutido
anteriormente que algunas cepas probidticas también pueden prevenir el dafio
genotoxico para el epitelio del colon (que se considera ser una etapa temprana del

proceso carcinogénico).
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Muchos de los carcindgenos transmitidos por los alimentos como aminas
heterociclicas y los hidrocarburos aromdticos policiclicos se inactivan por la
conjugacion con glutatiéon con la ayuda de la enzima glutation S-transferasa (GST),
que se encuentra en el higado y otros tejidos incluyendo intestinal (Burns y Rowlan,
2000). Otras investigaciones han postulado que los probidticos poseen efectos
protectores contra el cancer de colon cambiando el proceso de diferenciacién de los

las células tumorales.

2.5.1. Tratamiento para cancer de colon y recto

Se pueden usar varios medicamentos para tratar el cancer colorrectal. A menudo, se
combinan dos o mds de estos medicamentos para tratar que éstos sean mas eficaces.

El tratamiento se puede administra de diferentes maneras:

Quimioterapia sistémica: la quimioterapia sistémica utiliza medicamentos que se

suministran por una vena o por via oral. Estos medicamentos ingresan al torrente
sanguineo y llegan a todas las dreas del cuerpo, haciendo que este tratamiento sea
util contra los tumores que se han propagado (metdstasis) mas alld del 6rgano en el
cual se originaron.

Quimioterapia regional: en la quimioterapia regional, los medicamentos se inyectan

directamente en una arteria que llega hasta la parte del cuerpo que contiene el
tumor. Este método concentra la dosis de quimioterapia alcanzando asi las células
cancerosas. Ademds, reduce los efectos secundarios al limitar la cantidad que
alcanza el resto de cuerpo. La quimioterapia se puede usar en fechas distintas
durante el tratamiento de los canceres de colon o de recto.

Quimioterapia adyuvante: se usa después de la cirugia para remover el cancer se le

conoce como quimioterapia adyuvante. Este tratamiento puede ayudar a evitar que
el cancer regrese y ha demostrado que ayuda a las personas con cancer de colon y
recto en etapa II y III a vivir por mas tiempo. Se administra después de remover
todo el cancer visible para reducir la probabilidad de que regrese. Este tratamiento
funciona al destruir el pequefio numero de células cancerosas que haya podido

quedar al momento de la cirugia, ya que eran tan pequefias que no se podian ver. La
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quimioterapia adyuvante también tiene el objetivo de destruir las células cancerosas
que pudieran haber escapado del tumor primario y alojarse en otras partes del
cuerpo (pero que son tan pequefias que no se pueden observar en los estudios por
imagenes).

La quimioterapia neoadyuvante: sélo para algunos tipos de cadncer, se administra

(junto con la radiacién) antes de la cirugia para tratar de reducir el tamafo del
cancer y asi hacer mds facil la cirugia. A esto se le conoce como tratamiento

neoadyuvante y a menudo se usa en el tratamiento del céncer rectal.

La quimioterapia para los cdnceres avanzados también se puede usar para ayudar a
encoger tumores y a aliviar los sintomas de los cdnceres que se han propagado a
otros 6rganos, tal como el higado. Aunque resulta poco probable que cure el céncer,

a menudo ayuda a las personas a vivir mas tiempo.

Los medicamentos de quimioterapia son muy potentes, y pueden afectar algunas
células sanas en el cuerpo. Los doctores administran los medicamentos en ciclos,
con cada periodo de tratamiento seguido de un periodo de descanso para permitir
que su cuerpo se recupere. Los ciclos de quimioterapia por lo general duran
alrededor de 2 a 4 semanas, y las personas reciben usualmente al menos varios
ciclos de tratamiento. Los medicamentos que se usan con mds frecuencia para el
cancer colorrectal son:

A)5-fluorouracilo (5-FU), el cual a menudo se administra con el medicamento
parecido a vitaminas, leucovorin, (también llamado dcido folinico), lo que mejora
su eficacia.

B) Capecitabina (Xeloda®), el cual se administra en forma de pastilla. Una vez que
estd en el cuerpo, este medicamento cambia a 5-FU cuando alcanza el lugar del
tumor.

C) Irinotecan (Camptosar®)

D) Oxaliplatino (Eloxatin®)
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2.6

Los efectos secundarios de la quimioterapia dependen del tipo y dosis de los
medicamentos administrados, asi como de la duracién del tiempo que se

administran. Los efectos secundarios comunes de los medicamentos pueden incluir:

. Caida del cabello
. Llagas en la boca

. Falta de apetito

. Néusea y vomito

. Bajos recuentos sanguineos

. Probabilidad de infecciones (por bajos niveles de glébulos blancos)
. Moretones o presentar sangrados (por bajos niveles de plaquetas)

Ademds de estos efectos, ciertas medicinas causan algunos efectos secundarios
especificos, por ejemplo: sindrome de pies y manos, neuropatia y diarrea (tomado

de www.cancer.org accesado 4/octubre/2013).

Cordero y Aristizdbal (2002) y Parra y Aristizdbal (2011) realizaron experimentos
con doxorubicina HCl como control negativo de proliferaciéon celular de HT-29,

donde la linea celular mostré ser sensible al antineoplasico de manera in vitro.

Estrategias terapéuticas

Existen tres estrategias alimentarias que promueven el mantenimiento de un
equilibrio més saludable de la microflora intestinal, consistentes en la alteracion
beneficiosa de su composicion, mediante el incremento de las cantidades de
bifidobacterias, de lactobacilos o de ambos basadas en la utilizacién de prebidticos,
probidticos y simbidticos. Los probidticos son microorganismos vivos reconocidos
como habitantes normales del intestino humano que, al ser ingeridos, potencian las

propiedades de la flora intestinal.

Los prebidticos son ingredientes alimentarios (hidratos de carbono no digeribles)

que poseen un efecto favorable sobre la flora intestinal ya que estimulan
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selectivamente el crecimiento de bacterias benéficas. Los simbidticos son la

combinacién de pre y probiéticos (Hertzler, 1996 y 2003).

Tanto los prebidticos como los probidticos son considerados alimentos funcionales,
y se definen, como aquellos que contienen un componente, sea 0 no un nutriente,
que afecta una o varias funciones del organismo en forma especifica y positiva,
promoviendo un efecto fisiolégico que va mads alld de su valor nutritivo tradicional
de acuerdo a los recientes lineamientos de la OMS. Las estrategias terapéuticas
actuales deben tomar en cuenta una terapia de interferencia microbiana, es decir,
que permita mantener o restablecer un estado de salud mediante la introduccion en
el huésped de microorganismos vivos que permitan estabilizar el equilibrio de la

flora intestinal.

En el campo de los derivados l4cteos, después de varios afios de investigacion, ha
salido al mercado lo que se llama los "cultivos biolégicos" los cuales se diferencian
de los tradicionales en que sobreviven el paso del estomago al intestino, y una vez
alli son asimilados por el organismo, de forma que ademads de su alto valor nutritivo,
poseen adicionalmente un importante caricter terapéutico. Este tipo de cultivo estd
compuesto por dos clases de bacterias, Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium

las cuales forman una asociacién altamente productiva.

Es importante tener en cuenta que las bifidobacterias ingeridas con yogurt o sus
compuestos estardn mds protegidas de la accion de los jugos géstricos, asegurando
su llegada al intestino.  Se considera que la dosis diaria de bifidobacterias que debe
ser ingerida para mantener una dominancia en el intestino es de 10® a 10, en estas

concentraciones se puede asegurar un efecto terapéutico.

Cuando el ser humano ingiere productos que contengan estas bacterias, éstas
encuentran un hdbitat adecuado en el intestino, y permanecen viables bajo
condiciones normales. Ambos microorganismos son resistentes a sales biliares y a

los pH bajos, condiciones normales en el paso por el estomago e intestino. En el
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caso de los derivados lacteos que contienen las bacterias tradicionales, hay
Unicamente un aporte nutritivo, ya que generalmente vienen pasteurizados o han
sido guardados a bajas temperaturas y ellas requieren una temperatura de mas de
37° C para mantenerse vivas. No asi cuando estdn liofilizadas, todavia en el
empaque de la farmacia, entonces deben estar a 4° C y en algunas presentaciones
(mesofilos, termofilos y otras para la industria), bajo 0°C. Las "bacterias
bioldgicas" pueden adicionarse a la leche fresca o a sus derivados, convirtiéndolos
asi, en alimentos altamente nutritivos y terapéuticos. Este descubrimiento implica
un paso gigante en el campo de la biotecnologia, el cual debe darse a conocer a
todos los niveles, desde los industriales, hasta los consumidores, pasando por los

profesionales de la salud.

Pocos estudios han sido publicados apoyando la hipétesis de que la terapia del tipo
prebidtico o probidtico, pudieran ser efectiva en el tratamiento de estas condiciones:
B. longm empleando como probidtico, han logrado prevenir una translocacion de
bacterias (Ondarza, 2007). Las bifidobacterias y otras cepas de bacterias benéficas
son estimuladoras de la sintesis de IgA. Por ello, se ha relacionado el consumo de
ciertos alimentos prebidticos, que contienen estas cepas de bacterias, con una

estimulacion de las defensas (Mateos, 2002).

En trabajos recientes, se ha reportado la actividad inhibitoria de los factores
extracelulares de varios probidticos sobre cultivos axénicos in vitro de Entamoeba
histolytica HM1-IMSS (Barrén et al., 2008; Zamora, 2008), Giardia lamblia
(Calderén, 2011, Ontiveros, 2011) y Trichomonas vaginalis (Ontiveros, 2011), asi
como en las bacterias Salmonella sp, Enterobacter cloacae, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocitégenes, Serratia marscecens (Garcia, 2011). Estos
resultados brindan la posibilidad de realizar experimentos empleando tinicamente

los metabolitos producto de los probidticos.
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3. HIPOTESIS

Los factores extracelulares de Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus y
Bifidobacterium longum presenten interferencia microbiana sobre la linea celular HT-29

de cancer colorrectal en humano.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar la interferencia microbiana de factores extracelulares de Lactobacillus
casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium

longum sobre la linea celular HT-29 de céncer colorrectal en humano.

4.2 Objetivos Especificos

e Establecer el tiempo de produccion de factores extracelulartes mediante cinéticas

de crecimiento de los probidticos L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y B.

longum.

e Determinar la interferencia microbiana de los factores extracelulares de L. casei,

L. plantarum, L. acidophilus y B. longum sobre la linea celular ~ HT-29 de

cancer colorrectal humano.

e Determinar la actividad citotoxica de los factores extracelulares de L. casei,

L. plantarum, L. acidophilus y B. longum sobre leucocitos humanos.

e Determinar la concentracion inhibitoria media de los factores extracelulares.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1 Material biolégico

A)
B)
®)

Linea celular HT-29
Leucocitos

Probidticos

®  Lactobacillus casei
e L. plantarum

e L. acidophilus

®  Bifidobacterium longum

La linea celular y los probidticos se obtuvieron de la ATCC (American Type
Culture Collection, 1994). Los leucocitos se obtuvieron de sangre donada por
estudiantes de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL.

5.2 Preparacion de soluciones y medios de cultivo

La preparacion de las soluciones y medios de cultivo que se emplearon en el

desarrollo de este trabajo se describen en el anexo L.

5.3 Probioticos

5.3.1

5.3.2.

Preparacién de medio de cultivo MPT-caldo y MPT-agar: se preparé de

acuerdo a las indicaciones mencionadas por Barrén et al., 2008.

Mantenimiento: Las cepas de probidticos se mantienen en refrigeracion a 4°C
en MPT-caldo, cada cepa se activa tomando 5S00uL y se suspende en SmL de
MPT-caldo, se incuban por 24-48h a 37°C. Para la activacion de cada cepa de
bacterias y mantenimiento de las mismas, se toman bajo condiciones de
esterilidad 0.5mL del cultivo de la cepa de las bacterias 4cido lacticas en tubos
borosilicato de 13x100mm conteniendo SmL de MPT-caldo, se incuban a
37°C/18 h, posteriormente bajo condiciones de esterilidad se toman una asada
de cada cultivo y se resembra por estria en tres tubos de borosilicato de
13x100mm conteniendo SmL de MPT-agar inclinado, se incuba a 37°C/24 h,

enseguida se guardan a 4°C por no mas de tres meses.
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5.4 Cinética de crecimiento

5.4.1 Método turbidimétrico: Se dispuso para cada de una de las cepas de

probidticos, nueve tubos con tapon de rosca conteniendo SmL de MPT-caldo,
y frente al mechero, se inocularon con 500uL de cultivo de cada uno de los
probidticos, e inmediatamente se tomo la primera lectura. Posteriormente se
incuban en un bafio de agua a 37°C y cada hora se realizaron las lecturas de
absorbancia empleando un espectrofotometro (Spectronic Genesis®) a una
longitud de onda de 635nm durante un lapso de 24 h, se registré y se

graficaron los valores obtenidos.

5.4.2 Método de recuento bacteriano en placa (RBP): Se reactivaron las bacterias

probidticas, tomando una asada de una colonia del cultivo en MPT-agar y se
depositaron en tres tubos de 13x100mm conteniendo SmL de MPT-caldo, se
procedi6 a incubar a 37°C durante 24h, transcurrido este tiempo se inocularon
tres tubos de 13x100mm con SmL de MPT-caldo con un inéculo al 1% y se
incubaron a 37°C/24 h, después se inocularon 1% de cultivo en otros tres
tubos de 13x100mm con SmL de MPT-caldo con un indculo de 1% y se
incubaron a 37°C/14h, transcurrido este tiempo se determinaron las unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL empleando el método de dilucion en placa;
para realizar esta determinacin se realizaron diluciones de 10" hasta 107,
A partir de las ultimas diez diluciones se transfirieron 1 mL a una caja Petri
enseguida se agregaron 15mL de MPT-agar, inmediatamente se gir la placa
suavemente haciendo figuras de ochos invisibles en la mesa, esto para
distribuir homogéneamente el inéculo a través del medio agar, se dejo
solidificar, posteriormente se incubd a 37°C por 24h, después de este tiempo
se contaron las colonias para determinar la cuenta de unidades formadoras de

colonias por mililitro (UFC/mL).

5.5 Obtencién de factores extracelulares de probidticos: Los probidticos se reactivan

antes de e iniciar cada bioensayo. A un litro de MPT-caldo se le inoculé 1% de

cultivo de cada uno de los probidticos (incubado por 24h a 37°C dependiendo de
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cada cepa) se incub6 a 37°C por 24 h. El cultivo se colocé en frascos especiales y
se centrifugd a 2500rpm por 10 min, se separé el sobrenadante y se centrifugd
nuevamente; este paso se repite hasta que se observe la ausencia del precipitado; el
sobrenadante se esterilizé con filtracién cuatro veces con filtros Millipore de
0.22um, se le realiz6 la prueba de esterilidad, tomando una alicuota y colociandola
en MPT-caldo para probiéticos, se incubd a 37°C por 24 h y una vez aprobada
dicha prueba de esterilidad, el sobrenadante estéril fue el medio con los factores

extracelulares de los probidticos.

5.6 Obtencion del liofilizado de los factores extracelulares (LFE) de probiéticos: El

sobrenadante filtrado se congelé por 24 h a -20°C y posteriormente se llevd la
muestra de los factores extracelulares de Lactobacillus casei, L. plantarum, L.
acidophilus y Bifidobacterium longum a un liofilizador. El liofilizado que se
obtuvo se colocé en un frasco de vidrio estéril y se almacend a -20°C hasta su

empleo.

5.7 Linea celular.

5.7.1 Mantenimiento in vitro.: Las células tumorales se mantuvieron en el medio

AIM-V suplementado con 20% de suero fetal bovino inactivado. Las células
se incubaron a 37°C en una atmdsfera hiimeda, con un 5% de CO, en frascos
de 25cm’.

5.7.2 Congelacién de la linea celular: Para asegurar la disponibilidad de la linea en

el laboratorio, se congelaron muestras (stocks) de aproximadamente 2x10’
cél/mL, para lo cual las células se concentraron mediante centrifugacién a
1800 rpm durante 10min, se eliminé el sobrenadante y el concentrado celular
se resuspendié en una soluciéon de 70% medio AIM-V, 20% suero fetal
bovino (SFB) y 10% DMSO como anticongelante que impide la formacion
de cristales de agua en el interior de las células manteniendo la integridad

celular, y se dispens6 1mL por criotubo (Corning), este material se almacend
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a -80°C durante una semana y después se guardd en un tanque de nitrogeno

liquido hasta el momento que fueran requerido.

5.8 Valoracion de actividad bioldgica: Las células HT-29 de cancer de colon humano

que se encuentren en crecimiento exponencial, con un 90% de confluencia,
trataron con una solucién de tripsina 0.025%-EDTA 0.03% durante 15 minutos a
37°C, para obtener una suspension celular que se contaron en cdmara de Neubauer,
empleando el método de exclusion del colorante azul de trypan. Se inocularon 5 x
10* células de cancer de colon humano en placas de 96 pozos con fondo plano. Las
placas se preincubaron por 24 h a 37 °C en una atmosfera himeda de 5% de CO, y
95% de aire, por 24 h, para permitir adherencia de las células en los pozos. Se
realizaron diluciones seriadas 1:2 de la solucién madre (430 mg/mL) de LFE de
cada probidtico sobre las placas de 96 pozos de fondo plano, ajustando un
volumen de 100 pL, incubando por un periodo de 48 h a 37 °C en una atmosfera
himeda de 5% de CO;, y 95% de aire. Ademas, se dejaron pozos con células mas
medio AIM-V, como control positivo de crecimiento, como control negativo de
crecimiento se utilizé Doxorrubicia HCI y pozos sin células, pero con tratamiento

como blancos (ver Fig. 10).
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Tripsina-EDTA por 15 minutos en
incubacion 37°C 5% CO, y 95% aire

i% Centrifugar 2000 rpm 10 min 8°C

Contar e inocular 5x10* células en cada pozo

Incubar 24 h a 37°C 5% CO, y 95% aire

T

Dilucién 1:2 FE e incubar 48 h a 37°C 5%
CO;, y 95% aire

Fig. 10. Diseiio experimental de valoracion de actividad biolégica. Procedimiento
para medir la actividad bioldgica de los FE sobre la linea celular HT-29
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Para evaluar el efecto citotoxico de los LFE de las cepas probidticas, se empled el

método fluorométrico indirecto de reduccion del MTT, se agregd a cada pozo 15

pL de MTT (0.5 mg/mL), se incub6 por cuatro horas y posteriormente se agrego a

cada pozo 80 uL de DMSO vy se tomo lectura a 570 nm de absorbancia (ver Fig.

11).

Lavar con medio AIM-V

Agregar MTT

Incubar 2.5 h a 37°C 5% CO, y 95% aire.

Fig. 11. Método del MTT. Método estandarizado para determinar la

viabilidad celular.

Agregar DMSO

Leer absorbancia a 570 nm
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5.8.1

Valoracién citotoxica de leucocitos: Para evaluar si los LFE de las cepas

probidticas son citotéxicos a las células mononucleares periféricas de la sangre
humana, se obtuvieron cerca de 60mL de sangre de cuatro personas. La sangre
fue mezclada con solucién salina 0.85% y posteriormente se transfirié a tubos
con Ficoll-Paque lentamente por la paredes y después pasé a centrifugacion a

3000 rpm por 30 minutos.

La interfase blanca que se observo, son los leucocitos, los cuales se tomaron y
transfirieron a otros tubos con solucion salina 0.85% y se volvid a centrifugar a
2000 rpm por 10 minutos. Después se resuspendieron en medio AIM-V y se
ajusté el volumen a 1x10° células/mL. En una microplaca de 96 pozos, se
agregaron 100pL de los LFE (las mismas 8 concentraciones que se utilizaron en
el experimento con HT-29) y 100uL de células en 24 pozos de cada probidtico.
Se utilizé también un control, el cual fue los LFE + leucocitos + concavalina A
(ConA); este dltimo se utilizé como mitégeno. Se usé la misma metodologia a
excepcion al cultivar en la microplaca de 96 pozos, ahi en cada pozo se agreg6
100puL de medio AIM-V, 80uL de células y 20pL. de ConA. Asimismo hubo un
tratamiento blanco el cual fue medio AIM-V vy leucocitos; y, medio AIM-V con
leucocitos y ConA. Se incub6 por 48 horas y se utilizé el método del MTT para

evaluar el efecto citotoxico, en las mismas condiciones que se us6 para la HT-

29.

5.9 Analisis estadistico

Para determinar el efecto de los LFE de probidticos sobre el crecimiento de las

lineas celulares HT-29 se realizaron los siguientes analisis:

Andlisis estadistico de los resultados obtenidos de la actividad bioldgica de los
LFE con el paquete estadistico SPSS para Windows® versiéon 2000 y se
determiné la concentracion inhibitoria media (Clsg) de los LFE mediante un
andlisis Probit.

ANOVA P<0.05 con una posterior comparacion multiple de medias.
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6. RESULTADOS

6.1 Cinética de crecimiento

En la Fig. 12 se observa la gréfica correspondiente a la cinética de crecimiento de
Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus y Bifidobacterium longum por el
método turbidimétrico. La fase de adaptacion ocurrié hasta la tercera hora, en las
cuatro cepas probidticas el comportamiento fue similar. Para L. casei, L.
plantarum y B. longum la fase exponencial fue a partir de la tercera hora hasta la
novena hora, y después se presento la fase estacionaria. Para L. acidophilus la fase
exponencial fue a partir de la tercer hora hasta la séptima hora; esta cepa fue la que
mds rdpido llegé a su fase estacionaria y obtuvo una lectura de absorbancia menor
de 1.2nm; en contraste L. casei, L. plantarum y B. longum la lectura de
absorbancia para su fase estacionaria fue de 1.6nm. Entre las cuatro cepas

probidticas no hubo diferencias significativas.
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Fig. 12. Grifica de la cinética de crecimiento de las bacterias probiéticas.
La cinética de crecimiento se llevd a cabo durante 12 horas
mediante el método turbidimétrico.

6.2 Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Después de 12 horas de incubacion a 37°C, se realizé el recuento bacteriano en
placa (RBP) para determinar las unidades formadoras de colonias. En la Fig. 13
se muestran los resultados de las UFC de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y
B. longum. Entre las cuatro cepas hubo una marcada diferencia significativa,
siendo L. acidophilus la que mostré un mayor nimero de UFC (652.66x10°)
seguido por L. plantarum (89.33x109), B. longum (59X109) y L. casei con el

menor nimero (35.33x1 09).
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Fig 13. Resultado de las UFC de las bacterias probiéticas. L. acidophilus mostré
el mayor nimero de UFC seguido por L. plantarum, B. longum y L. casei, se
observo que hubo gran diferencia significativa de L. acidophilus con respecto
a las otras tres cepas.

6.3 Liofilizados de factores extracelulares (LFE)
Las caracteristicas de los LFE de Lactobacillus casei, L plantarum,
L. acidophilus y Bifidobacterium longum se describen en la Tabla 3 y se observan

en la Fig. 14.

Tabla 3.
Caracteristicas de los LFE de las cepas probidticas

L. casei | L. plantarum | L. acidophilus | B. longum
pH 4.36 4.37 4.70 4.46
Color café r0jo amarillo marron
Textura liquido | pegajoso granulado pegajoso
Rendimiento g/L. | 20 14 12 12
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Fig. 14. Los LFE de las cepas probiéticas. Aspecto de los LFE al
finalizar el proceso de liofilizacion, los cuales presentaron
diversos aspectos desde granular hasta pegajoso.

En los LFE, de las cuatro cepas probidticas, hubo un rango de pH de 4, siendo
L. casei con el menor pH, de 4.36, esta misma cepa fue la que obtuvo un color
mads oscuro, textura liquida y el mayor rendimiento, de 20g/L. L. plantarum
obtuvo un pH de 4.37, coloracion roja, textura pegajosa y rendimiento de de
14g/L. L. acidophiuls tuvo un pH de 4.70, el cual fue el mayor de las otras
cepas; color amarillo con textura granulada y rendimiento de 12g/L.
B. longum obtuvo un pH de 4.46, coloracién marrdn, textura pegajosa y
rendimiento de 12 g/L.. Las cepas de L. acidophiuls y B. longum fueron las que

presentaron menor rendimiento.

6.4 Actividad biolégica de los LFE sobre HT-29

En la Tabla 4 se muestran las absorbancias (570nm) de HT-29 frente a LFE de
las cepas probidticas, asimismo el grupo control (células sin tratamiento).
Fueron 3 eventos independientes donde las células HT-29 fueron incubadas 48
horas con las ocho diferentes diluciones de los LFE, y posteriormente, se utiliz

el método turbidimétrico del MTT para analizar la viabilidad de la linea celular.
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Tabla 4

Determinacion de la interferencia microbiana de los LFE sobre HT-29

Liofilizados de factores extracelulares de:
[mg/mL] | 1, casei** | L. plantarum** | L. acidophilus* B. longum**
Control

(nm) (nm) (nm) (nm)

430 0.08 0.07 0.07 0.07
215 0.06 0.06 0.07 0.07
107 0.06 0.06 0.07 0.07
53 0.06 0.06 0.07 0.07

0.36

26 0.07 0.07 0.06 0.07
13 0.10 0.11 0.078 0.09
7 0.27 0.21 0.19 0.39
3.5 0.36 0.45 0.29 0.28

*Diferencia significativa contra el grupo control
** Diferencia significativa contra el grupo control, pero igualdad entre tratamientos

Entre LFE de las cuatro cepas probidticas se observa que en las diluciones de
430mg/mL a 26 mg/mL hay semejanza en las lecturas de absorbancia. En las
diluciones de 13mg/mL a 3 mg/mL, LFE de L. acidophilus tuvieron un
comportamiento distinto, ya que se obtuvieron nimeros mas bajos, esto indica
que a estas concetraciones hubo mayor inhibicion del crecimiento de la linea
celular HT-29. L. acidophilus tuvo diferencia significativa con las otras tres
cepas, y las cuatros tuvieron diferencia significativa con el grupo control

(células sin tratamiento).

Por otra parte, la Tabla 5 muestra los resultados del control negativo de
proliferaciéon celular, en el cual se utiliz6 doxorrubicina HCl a diferentes
concentraciones. Los resultados mostraron una significativamente menor
proliferacion celular (p=0.05) en todas las concentraciones comparado con el
grupo control. En la primera dilucién (1mg/mL) el valor de absorbancia fue de
0.12 nm y el de la dltima dilucién (0.007mg/mL) obtuvo también 0.12 nm. Las
otras diluciones mostraron valores de absorbancia entre 0.09 y 0.11 nm. En

contraste el valor de absorbancia del grupo control fue de 0.36 nm.
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Tabla 3.
Actividad biolégica de Doxorrubicina HCI sobre HT-29

Diluciones Doxorrubicina HCI * Control

[mg/mL] (nm) (nm)
1.00 0.12
0.50 0.09
0.25 0.09
0.125 0.09

0.0625 0.11 0.36
0.03125 0.13
0.015 0.11
0.007 0.12

* Diferecia significativa contra el grupo control

La Fig. 15 muestra la actividad bioldgica de LFE de las cuatro cepas
probidticas frente a la linea celular HT-29, asimismo el grupo control positivo y
negativo para la proliferacién celular. Se observa que en las diluciones de
430mg/mL a 13mg/mL de L. acidophilus, B. longum y L. casei tuvieron una
proliferacion menor al grupo control negativo (doxorrubicina HCI);

L. plantarum s6lo de la dilucién 430 mg/mL a la 26mg/mL.
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[mg/mL]
430
215
107
53
26

13

35

En la Fig. 16 se muestran las microplacas con la linea celular HT-29 después
del método del MTT. En la figura A se observa el grupo control positivo para
proliferacion celular, la coloracién oscura muestra que las células tienen
metabolismo, asimismo se observa que en las udltimas concentraciones para
algunos FE de las cepas probidticas el efecto fue menor y se observa una
coloracion tenue; donde no hay color se describe como células no viables. En la
figura B, la dltima columna es el grupo control negativo para proliferacion

(doxorrubicina HCL) en el cual no hay coloracién oscura.

B.longum L. plantarum Control + L. casei

A B

Fig. 16. Imagenes del bioensayo de los LFE y grupo control positivo y

negativo contra HT-29. Fotografias tomadas al final de cada
bioensayo; puede observarse la coloracion oscura de viabilidad en el
grupo control + y en las tltimas dos concentraciones de los LFE.

Para L. acidophilus las concentraciones de 430 mg/mL a 7mg/mL son
estadisticamente iguales y la que obtuvo diferencia significativa es 3.5mg/mL.
Para B. longum, L. plantarum y L. casei las concentraciones de 430mg/mL a 13
mg/mL son semejantes y las de 7mg/mL y 3.5mg/mL tienen diferencia

significativa entre ellas mismas y con las demads diluciones.
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6.4.1 Dosis letal media (DLs)

En la Tabla 6 se describe la DLsy de los FE de las cepas probidticas y de
Doxorrubicina HCI. En la DLsy, L. acidophilus fue el LFE que present6 la
menor cantidad (0.294 mg/mL) para inhibir el crecimiento de la linea
celular HT-29, siguiendo B. longum (1.206 mg/mL), L. plantarum (2.973
mg/mL) y L. casei (5.132 mg/mL) fue quien requiere de mayor cantidad.
En el caso de la doxorrubicina HCI se requieren cantidades muy bajas para

alcanzar la DLsj (<0.0001mg/mL) (Anexo II).

Tabla 6.
DLs, de los LFE frente a la linea celular HT-29

Tratamientos DLs,
Lactobacillus casei 5.132
Lactobacillus plantarum 2.973
Lactobacillus acidophilus 0.294
Bifidobacterium longum 1.206
Doxorrubicina HCI <0.0001

6.5 Prueba de citotoxicidad

Se realizo6 la prueba de citotoxicidad de los LFE de las cepas probidticas utilizando
leucocitos; asimismo, también se hizo la prueba con los LFE + leucocitos +
concavalina A (ConA); ésta como mitégeno. El grupo control fue medio de cultivo
AIM-V + leucocitos; y, medio de cultivo AIM-V + leucocitos + ConA. En la Fig.
17 se muestra los resultados. Para L. casei las concentraciones de 215 mg/mL y
I13mg/mL a 3.5mg/mL tuvieron mayor proliferacion que L. casei + ConA pero

ninguna dilucién fue mayor al grupo control. L. plantarum en todas sus
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concentraciones fue mayor la proliferacion que L. plantarum + ConA, y en las
diluciones de 215mg/mL, 107mg/mL y 7mg/mL fue mayor la proliferacién que el
grupo control. En las concentraciones de 13mg/mL a 3.5mg/mL los LFE de L.
acidophilus tuvieron mayor proliferacion que L. acidophilus + ConA y en las de
13mg/mL y 7mg/mL los resultados fueron mayores que el grupo control. En el
caso de B. longum siempre fue mayor la proliferacion que B. longum + ConA, pero
ninguna fue mayor que el grupo control, en las concentraciones de 26mg/mL y

53mg/mL hubo menor proliferacion.
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7. DISCUSION

En el recuento bacteriano en placa, Fig. 13, L. acidophilus fue la cepa que mostro
un mayor nimero de UFCs (652.66x10°) seguido por L. plantarum (89.33x10°),
B. longum (59x109) y L. casei con el menor nimero (35.33x109); en la cinética
de crecimiento L. acidophilus fue la cepa que en menor tiempo llegé a su fase
estacionaria, el resultado para esta cepa podria relacionarse puesto que rapido
tuvieron crecimiento exponencial y en el recuento en placa recuperaron su

viablidad mayor a las otras cepas probidticas.

El aspecto de los LFE de las cepas probidticas, ademds del rango de pH a nivel
entre 4 y 5 y color entre amarillo, rojo, café y marrén, presentaban olor fuerte y
durante varios minutos a temperatura ambiente se covertian a liquido aceitoso y
su color cambiaba a mas oscuro, véase tabla 3. Con estas caracteristicas se

sugiere que la composicion de los LFE es mayor en dcidos grasos insaturados.

En la actividad biolégica de los LFE, L. acidophilus tuvo diferencia significativa
(p=0.05) con las cepas B. longum, L. plantarum y L. casei, tabla 4. En L.
acidophilus las diluciones de 430 mg/mL a 13mg/mL fuerton estadisticamente
iguales y sélo la de 3.5mg/mL tuvo diferencia significativa. En el caso de B.
longum, L. plantarum y L. casei las concentraciones de 430mg/mL a 13 mg/mL
son semejantes y las de 7mg/mL y 3.5mg/mL tienen diferencia significativa entre
ellas mismas y contra las demads diluciones. En B. longum la dilucién de 7mg/mL
no tuvo inhibicion de la linea celular HT-29 y en la de 3.5mg/mL si se presenta
inhibicién, semejante a L. acidophilus, Fig. 15. L. plantarum y L. casei no

obtuvieron inhibicién en la dilucion de 3.5mg/mL.

Asimismo se observa que en las diluciones de 430mg/mL a 13mg/mL de L.

acidophilus, B. longum y L. casei tuvieron una proliferacion menor al grupo
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control negativo (doxorrubicina HCI), excepto L.plantarum en la dilucion de
13mg/mL, tablas 4 y 5.

En las DLsg los LFE de L. acidophilus remarcan que se requiere menor cantidad
para inhibir el crecimiento de la linea celular HT-29 (0.294 mg/mL), le siguen los
LFE de B. longum (1.206 mg/mL), L. plantarum (2.973 mg/mL) y L. casei
(5.132 mg/mL). La doxorrubicina HCI requiere menor cantidad (<0.0001
mg/mL), tabla 6. Estos resultados respaldan los datos que se obtuvieron en la
actividad biolégica puesto que los LFE de L. acidophilus tienen mayor inhibicién

de la linea celular HT-29 ain con menor concentracion.

Baricault er al. (1995) estudiaron el efecto de las leches fermentadas sobre el
crecimiento celular del cdncer de colon y encontraron que el 10-50 % de las
células HT-29 mostr6 una disminucién en el crecimiento. Andlisis posteriores
revelaron que las actividades especificas del marcador especifico para la
diferenciacion de células HT-29 tales como los péptidos dipeptidil se
incrementaron. Los autores sugirieron que las células tumorales entraron en un

proceso de diferenciacion que conduce a crecimientos inferiores.

Lidbeck et al. (1991) demostraron una baja concentracién de &cidos biliares
secundarios en heces por la administracion de leches fermentadas suplementadas
con L. acidophilus. Asimismo en 1992 hicieron un importante estudio mostré
que la mutagenicidad fecal se redujo por =~ 28 % después de que el consumo de
tanto carne frita y leche fermentada de L. acidophilus, en oposicién a la leche

fermentada con Lactococcus en los seres humanos.

Surono y Hosono (1996) y Nadathur er al. (1995) describen que la etapa de
crecimiento de las bacterias también parece jugar un papel importante en
antimutagenicidad. En la fase de crecimiento lineal, un profundo aumento en la
actividad anti-mutagénica se produce, alcanzando un nivel maximo de actividad

bacteriana que luego disminuye en la fase de crecimiento estacionario. Ademas
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del nimero y la fase de crecimiento de las bacterias, es evidente que otros

factores influyen en la anti-mutagenicidad.

Fotiadis et al. (2008) y Biasco et al. (1991) demostraron que el crecimiento de
bacterias que liberan enzimas carcinogénicas, se inhibe por bajo pH y probioticos
(L. acidophilus y B. bifidum), reportaron pH bajo en heces fecales con baja
proliferacion de colonias en criptas asi como la reduccion de la formacién de los

acidos biliares secundarios.

Kulkarni y Reddy (1994), con una alimentacién para ratas con B. longum
reportaron una inhibicién en formacién de cripta aberrante (FCA) en 50% de los
animales tratados. Challa ef al. (1997) observaron una reduccién del 23% en total
colonizaciéon de FCA y 28% en total de cripta aberrante (AC) en ratas con una

dieta suplementada con 0.5% de B. longum (1x10® células viables/g de alimento).

Singh et al. (1997) evaluaron el efecto de B. longum en la carcinogénesis de
colon utilizando ratas macho destetadas F344. Los resultados de su estudio de 40
semanas demostraron que la administracion dietética de cultivos liofilizados de
B. longum result6 en una supresion de la incidencia de tumores de colon y el

nimero de tumores y también redujo el volumen del tumor.

En su revision sobre la prevencion de cancer de colon por probidticos, Brady et
al. (2000) recogen un total de 24 observaciones sobre probidticos y tumores de
colon, que describen la reducciéon por derivados lacteos fermentados por
bacterias del 4cido lactico, probando una relacion inversa entre el consumo de

probidticos y aparicién de AC o el desarrollo de tumores en el colon.

Rowland (2008) encontré una baja incidencia de lesiones precancerosas (FCA)

en el colon con la administraciéon de probidticos a ratas.
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Reddy et al. (1997) reportaron que un mayor crecimiento de bifidobacterias en el
colon, lo cual puede resultar en la inhibicién del desarrollo de FCA y
multiplicidad de las criptas, lo cual fue atribuido a la reduccién de pH por
colonias de microorganismos que fueron responsables de inhibir el crecimiento

de E. coli y Clostridium.

Al igual que los resultados de los trabajos antes descritos, nuestros resultados
demostraron que las cepas de L. acidophilus y B. longum en los experimentos de
los LFE fueron las que tuvieron mayor inhibicion de la linea celular HT-29, y se
requiere menor cantidad (0.294 mg/mL y 1.206 mg/mL respectivamente) en
comparaciéon con las cepas de L. casei (5.132mg/mL) y L. plantarum
(2.973mg/mL). De hecho, L. acidophilus tuvo un efecto de inhibicién de la linea

celular HT-29 significativamente mayor (p=0.05) comparado con B. longum.

Los resultados obtenidos fueron similares a los de Baricault ef al. (1995) puesto
que hubo una inhibicién de crecimiento de la linea celular HT-29, aunque con
mayor porcentaje, a partir de 60% con los LFE de las cuatro cepas de probidticos
utilizadas. Asimismo se respalda que los LFE de L. acidophilus y B. longum
obtuvieron mejores resultados en comparacion con Lidbeck et al. (1991), Singh
et al. (1997), Kulkarni y Reddy (1994); Fotiadis et al. (2008) y Biasco et al.
(1991).

En la prueba de citotoxicidad de los FE de L. acidophilus las concentraciones de
13mg/mL a 3.5mg/mL tuvieron mayor proliferacion que el tratamiento de
LFE+ConA vy en las de 13mg/mL y 7mg/mL los resultados fueron mayores que
el grupo control. En L. casei las concentraciones de 215 mg/mL y 13mg/mL a
3.5mg/mL hubo mayor proliferacion que LFE+ConA pero ninguna mayor al
grupo control. L. plantarum en todas sus concentraciones fue mayor la
proliferacion que LFE+ConA y en las diluciones de 215mg/mL, 107mg/mL y
7mg/mL fue mayor la proliferacion que el grupo control. En el caso de B. longum

siempre fue mayor la proliferacion que LFE+ConA, pero ninguna fue mayor que
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el grupo control, en las concentraciones de 26mg/mL y 53mg/mL hubo menor

proliferacion, Fig. 17.

Mateos (2002) ha relacionado el consumo de ciertos alimentos prebidticos, que
contienen bifidobacterias y otras cepas de bacterias benéficas son estimuladoras

de la sintesis de IgA.

Bujalance et al. (2007) en un estudio donde empled Lactobacillus plantarum
como inmunomodulador; ya que este estimulé significativamente a los
esplenocitos en respuesta a la concavalina A y al mitdgeno de las células T.
Pirkka et al. (1999) observaron que L. acidophilus estimularon la proliferacion
basal ex vivo de linfocitos esplénicos de ratén. Matsuzaki et al. (2007) sugieren
que algunas bacterias probidticas tienen potencial para aumentar o modificar la
funcidn inmune del huésped a través de la regulacion de las células inmunes del

huésped.

Estudios sobre las propiedades desmutagénicas de probidticos sugirieron que las
sustancias desmutagénicas pueden residir en la envoltura celular de la pared
celular bacteriana. Sekine et al. (1995) encontré en una preparacion de la pared
celular de B. infantis, tiene inhibicién en la actividad del tumor en las células
peritoneales de raton de manera in vitro, mientras que Okawa et al. (1993)
encontré en una preparacion de la pared celular de L. casei (atenuada por calor)
(LCI9018) induce inmunidad contra la induccién de tumores en un estudio
aleatorizado, controlado y comparativo con 223 pacientes con cancer de cuello
uterino en estadio III. Se encontré que los efectos antitumorales que se debe a la

activacion de macréfagos por LC9018.

Matsuzaki (1998) demostré que L. casei Shirota tiene efectos anti-tumorales y
anti-metdstasis de células tumorales transplantables, para suprimir la
carcinogénesis inducida quimicamente en los roedores y para inducir la

produccién de varias citoquinas, como el interferén-y, IL-13 y TNF-a que resulté
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en la inhibicion del crecimiento del tumor y el aumento de la supervivencia de
los ratones portadores de tumores. Resultados similares han sido reportados por
Lee et al. (2004) para las cepas de L. acidophilus SNUL, L. casei YIT9029 y B.
longum HYS8001. Sun et al. (2005) demostraron de manera in vivo que el
peptidoglicano de una especie de Lactobacillus fue capaz de reducir el
crecimiento de células de cincer de colon CT26 en ratones BALB/c a través de
un aumento en el nivel de la apoptosis. Curiosamente, el peptidoglicano no tuvo
ningun efecto sobre la apoptosis de células tumorales in vitro, lo que implica que
de forma in vivo el efecto anti-tumorigénicos pudo haber sido mediado por la
respuesta inmune. Ademds de eso, los estudios recientes de Ghoneum et al.
(2005) han demostrado que los probidticos pueden ser eficaces contra células
Caco-2 de adenocarcinoma de colon; y Ghoneum y Gollapudi (2004) también lo
demostraron contra una linea celular de cancer de mama, lo que sugiere que las
intervenciones terapéuticas probidticos puede no necesariamente se limita a los

canceres que afectan el tracto gastrointestinal sistema.

Los resultados que se obtuvieron en nuestro experimento con leucocitos, fue que
los LFE de las cuatro cepas probidticas estimularon su proliferacion, todas fueron
mayor en comparacion con el testigo de LFE+ConA (p=0.05), Fig. 17. Esto fue
similar a lo reportado por Bujalance er al. (2007) y Pirkka et al. (1999) al

estimular células del sistema inmune.

Fotiadis et al. (2008) y Wollowski et al. (2001) han escrito que el butirato inhibe
la proliferacion celular e incrementa la apoptosis de células transformadas pero
produce efectos en contra de células normales. Butyrivibrio fibrisolvens MDT-1
produce altas cantidades de butirato. En la administracién de MDT-1 a ratones
con cancer colorectal se ha encontrado que reduce ACF de manera significativa y
disminuye la actividad de B-glucuronidasa y promueve la respuesta inmune,

incrementa de las células natural killer (NK).
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Clarke et al. (2011) examinaron el impacto de la creciente concentraciéon de
butirato intestinal con dieta de almidén butilado sobre el epitelio colénico de
ratas tratadas con el azoximetano carcinégeno genotéxico (AOM). El aumento de
la apoptosis fue marcada y proponen que la funcién pro-apoptética de butirato
juega un papel importante la reduccion de la formacién de tumor en ratas tratadas
con AOM y que estos datos apoyan un papel protector potencial de butirato en el

CRC.

Zhang et al. (2010) investigaron el mecanismo de la citotoxicidad de butirato en
las células de cancer de colon humano RKO. Sus resultados mostraron que el
butirato indujo un fuerte efecto inhibidor del crecimiento contra las células RKO

e indujo también la apoptosis en células RKO.

Roy et al. (2009) evaluaron el efecto de butirato y también en combinacién con
carnitine en células de cdncer de manera in vitro, examinaron proliferacion y
apoptosis, y encontraron que en combinacién se inhibe la proliferacion y se

induce la apoptosis de la linea celular Caco-2.

Fung et al. (2011) identificaron proteinas implicadas en la apoptosis inducida por
el butirato en las células HCT116. Demostraron que el butirato probablemente
induce una respuesta de estrés celular en las células HCT116 que se caracterizan
por la activacion de p38 MAPK y una respuesta de estrés en reticulo
endoplasmatico (ER). También reportaron, los procesos celulares adicionales
alterados por butirato, como la biosintesis del grupo hemo y la expresion
desregulada de proteinas de la Idmina nuclear, que pueden estar implicados en la

respuesta apoptotica observada en estas lineas celulares.

Hay trabajos donde se muestran los efectos de SCFAs sobre lineas células de
cancer de colon, el butirato es el mas estudiado. Los LFE de las cepas probidticas
muy probablemente contienen algunos de estos SCFAs y pueden ser los

responsables de la inhibicion de proliferacion de la linea celular HT-29 utilizada.
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Asismismo, estos resultados proveen datos para realizar en un futuro andlisis de
acidos grasos de los LFE, proteinas y realizar experimentos con diferentes
azucares para elucidar que compuestos especificos impactan en la inhibicioén del

crecimiento; asi como realizar también experimentos in vivo.
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8. CONCLUSIONES

Los liofilizados de los factores extracelulares de L. casei, L. plantarum, L.
acidophilus y B. longum contienen compuestos de naturaleza lipidica, y muy
probablemente son los responsables de la actividad biolégica contra la linea
celular HT-29 de cancer de colon humano.

Los LFE de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y B. longum inhiben el

crecimiento de la linea celular HT-29.

Los LFE de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y B. longum no tienen

efecto citotdxico sobre linfocitos, e induce la proliferacion de éstos.

Los LFE de L. acidophilus tuvieron diferencia significativa con las otras cepas
probidticas; mostraron mayor inhibicién de la linea celular HT-29 de cancer de

colon humano y con menor cantidad.

Los LFE de L.acidophilus y B. longum tuvieron mejores resultados que L. casei

y L. plantarum.

La concentraciéon minima inhibitoria media de los LFE de L. casei fue de 5.132
mg/mL, L. plantarum 2.973 mg/mL, L. acidophilus 0.294 mg/mL y B. longum
1.206 mg/mL.
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9. PERSPECTIVAS

Para ampliar el resultado de la interferencia microbiana de los LFE de las cepas
probidticas un experimento in vivo confirmaria o pondria a discusion los

resultados obtenidos en experimento in vitro.

Por los resultados obtenidos en este trabajo se podrian realizar sinergias de cepas
probidticas para observar el comportamiento que se generaria frente a lineas

celulares de cancer colorrectal.

La composicion de los LFE no estd conocida completamente, por el aspecto estd
formado por 4cidos grasos insaturados, con andlisis de cromatografia de gases

para obtener un perfil de dcidos grasos.

Con el uso de microscopia de fuerza atoémica (AFM) se pueden observar y
obtener informacién de lineas celulares de cancer después de la exposicion de

los LFE y demostrar que resultados hay con esta interaccién microbiana.

68



10. LITERATURA CITADA

Articulos en Revistas

Armstrong B. and R. Doll. 1975. Environmental factors and cancer incidence and
mortality in different countries, with special reference to dietary practices.

International Journal of Cancer; 15:617-631.

Arunachalam K. D. 1999. Role of Bifidobacteria in nutrition, medicine and technology.

Nutrition Research; 19: 1559-1597.

Aso Y., H. Akaza, T. Kotake, T. Tsukamoto, K. Imai and S. Natio. 1995. Preventive
effect of a Lactobacillus casei preparation on the recurrence of superficial

bladder cancer in a double-blind trial. The BLP Study Group European Urology;
27:104-109.

Baricault L., G. Denariaz, J. J. Houri, C. Bouley, C. Sapin and G. Trugnan. 1995. Use of
HT-29, a cultured human colon cancer cell line, to study the effect of fermented

milks on colon cancer cell growth and differentiation. Carcinogenesis; 16: 245-

252.

Barrén-Gonzédlez M.P., G. C. Serrano Vazquez, L. Villareal-Treviiio, J. A. Verduzco
Martinez, M. R. Morales Vallarta y B. D. Mata Cardenas. 2008. Inhibicion del
crecimiento axénico in vitro de Entamoeba histolytica por accién de probidticos.

Ciencias UANL; 11:235-290.
Biasco G., G. M. Paganelli, G. Brandi, S. Brillanti, F. Lami, C. Callegari and G. Gizzi.

1991. Effect of Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium bifidum on rectal

cell kinetics. Italian Journal of Gastroenterology; 23: 142.

69



Biavati B., N. Vascovo, S. Torreani and V. Bottazzi. 2000. Bifidobacteria: history,

ecology, psicology and applications. Annual Microbiology; 50:117-131.

Brady L. J., D. D. Gallaher and F. F. Busta. 2000. The role of probiotic cultures in the

prevention of colon cancer. Journal of Nutrition; 130:410-414.

Bruce W. R. 1987. Recent hypotheses for the origin of colon cancer. Cancer Research;

47: 4237-4242.

Burns A. J. and 1. R. Rowland. 2000. Anti-carcinogenicity of probiotics and prebiotics.

Current Issues in Intestinal Microbiology; 1: 1324.

Casas I. and W. J. Dobrogosz. 2000. Validation of the probiotic concept: Lactobacillus
reuteri confers broad-spectrum protection against disease in human and animals.

Microbial Ecology in Health and Disease; 12:247-285.

Challa A., D. R. Rao, C. B. Chawan and L. Shackelford. 1997. Bifidobacterium longum
and lactulose suppress azoxymethane induced aberrant crypt foci in rats.

Carcinogenesis; 18: 517-521.

Chung H. S., Y. B. Kim, S. L. Chun and G. E. Ji. 1999. Screening and selection of acid
and bile resistan bifidobactera. International Journal of Food Microbiology;

47:25-32.

Clarke J. M., G. P. Young, D. L. Topping , A. R. Bird, L. Cobiac, B. L. Scherer, J.
G. Winkler and T. J. Lockett. 2011. Butyrate delivered by butyrylated starch
increases distal colonic epithelial apoptosis in carcinogen-treated rats. Oxford

Journals Life Sciences & Medicine Carcinogenesis; 33: 197-202.

70



De La Cochetiere M. F. T., P. Durand, A. Lepage, J. P. Burreille and J. Dore. 2005.
Resilence of the dominant human fecal microbiota upon short-course antibiotic

challenge. Journal of Clinical Microbiology; 43:5588-5592.

Dunne C., L. Murphy, S. Flynn, L. O’Mahony, S. O’Halloran, M. Feeney, D. Morrisey,
G. Thornton, G. Fitzgerald, C. Daly, B. Kiely, EEM.M. Quigley, G.C. O’Sullivan,
F. Shanahan and J.K. Collins. 1999. Probiotics: from myth to reality.
Demonstration of functionality in animal models of disease and in human clinical

trials. Antoine van Leewenhoek; 76:279-292.

El-Nezami H., H. Mykkénen, P. Kankaanpéd, S. Salminen and J. Ahokas. 2000. Ability

of Lactobacillus and Probionibacterium strains to remove aflatoxin B; from

chicken duodenum. Journal of Food Protection; 63:549-552.

FAO/OMS Consulta de Expertos sobre Evaluacion de las Propiedades Saludables
Nutricionales de los Probidticos en los Alimentos, incluida la Leche en Polvo

con Bacterias Vivas del Acido Lactico, 1-4 de octubre de 2001.

Forman M. R., S. D. Hursting, A. Umar and J. C. Barret. 2004. Nutrition and cancer

prevention. Annual Revision of Nutrition; 24:223-54.
Fotiadis C. I., C. N. Stoidis, B. G. Spyropoulos and E. D. Zografos. 2008. Role of
probiotics, prebiotics and symbiotic in chemoprevention for colorectal cancer.

World Journal of Gastroenterology; 14(42): 6453-6457.

Freitas M. and C. Cayuela. 2000. Microbial modulation of host intestinal glycosylation
patterns. Microbial Ecology in Health and Disease; 12: 165-178.

Fuller R. 1989. Probiotics in man and animals. Journal of Applied Bacteriology; 66:365-
378.

71



Fung K. Y. C, G. V. Brierley, S. Henderson, P. Hoffmann, S. R. McColl, T.
Lockett, R. Head and L. Cosgrove. 2011. Butyrate-Induced Apoptosis in
HCT116 Colorectal Cancer Cells Includes Induction of a Cell Stress Response.
Journal Proteome Research; 10(4): 1860—-1869.

Ghoneum M., J. Hamilton, J. Brown and S. Gollapudi. 2005. Human squamous cell
carcinoma of the tongue and colon undergoes apoptosis upon phagocytosis of
Saccharomyces cerevisiae, the baker's yeast, in vitro. Anticancer Research;

25:981-989.

Ghoneum M. and S. Gollapudi. 2004. Induction of apoptosis in breast cancer cells by
Saccharomyces cerevisiae, the baker's yeast, in vitro. Anticancer Research;

24:1455-1463.

Gibson G. R. and M. B. Roberfroi. 1995. Dietary modulation of the colonic microbiota:

introducing the concept of prebiotics. Journal of Nutrition; 125:1401-1412.

Gomes M. P. A. and F. X. Malcata. 1999. Bifidobacterium spp. and Lactobacillus
acidophilus: biological, biochemical, technological and therapeutical properties

relevant for use as probiotics. Trends in Food Science and Technology; 10: 139-

157.

Gomez A. and F. Malacata. 1999. Bifidobacterium spp. and Lactobacillus acidophilus:
biological, biochemical, technological and therapeutical properties relevant for

use as probiotic. Trend Food Science Technology; 10:139-157.

Gupta V. and R. Garg. 2009. Probiotics. Indian Journal of Medical Microbiology; 27:
202-2009.

72



Hamilton-Miller J. M. T., G. R. Gibson and W. Bruck. 2003. Some insight into the
derivation and early uses of the word “probiotic”. Brtitish Journal of Nutrition;

90: 845.

Hertzler S. R. and S. M. Clancy. 2003. Kefir improves lactose digestion and tolerance in
adults with lactose maldigestion. Journal of the American Dietetic Association;

103: 582-587.

Holzapel W. H., P. Haberer, J. Snel, U. Schillinger and J. H. J. Huis in’t Veld. 1998.
Overview of gut flora & probiotics. International Journal of Food Microbiology;

41: 85-101.

Hosada M., H. Hashimoto, D. He, H. Morita and A. Hosono. 1996. Effect of
administration of milk fermented with Lactbacillus acidophilus 1.LA-2 on faecal
mutagenicity and microflora in human intestine. Journal of Dairy Science;

79:745-749.

Jemal A, T. Murray, E. Ward, A. Samuels, R. C. Tiwari and A. Chafoor. 2005. Cancer
Statistics. CA: a Cancer Jorunal Clinical; 55:10-30.

Kailasapathy K. and J. Chin. 2000. Survival and therapeutic potential of probiotic
organisms with reference to Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium spp.

Immunology and Cell Biology; 78: 80-88.

Kleessen B., E. Bezirtzoglon and J. Mittd. 2000. Cultures-based knowledge on
biodiversity, development and stability of human gastrointestinal microbiota.

Microbial Ecology in Health and Disease; 12:53-63.

Klein, G., A. Pack, C. Bonaparte and G. Reuter. 1998. Taxonomy and physiology of
probiotic lactic acis bacteria. International Journal of Food Microbiology;

41:103-125.

73



Kéeova J., A. gpanové and B. Rittich. 2006. Evaluation of amplified ribosomal DNA
restriction analisis (ARDRA) and species-specific PCR for identification og

Bifidobacterium species. Systematic and Applied Microbiology; 29:36-44.

Kolars J. C., M. D. Levitt, M. Aouji and D. A. Savaiano. 1984. Yogurt: an autodigesting

source of lactose. The New England Journal of Medicine; 310:1-3.

Kulkarni N. and B. S. Reddy. 1994. Inhibitory effect of Bifidobacterium longum cultures
on the azoxymethane induced aberrant crypt foci formation and faecal bacterial
B-glucuronidase. Proceedings of the Society for Experimental Biology and

Medicine; 207: 278283.

Lee J. W., J. G. Shin, E. H. Kim, H. E. Kang, I. B. Yim, J. Y. Kim, H. G. Joo and H. J.
Woo. 2004. Immunomodulatory and antitumor effects in vivo by the
cytoplasmic fraction of Lactobacillus casei and Bifidobacterium longum. Journal

of Veterinary Science; 5:41-48.

Ley R. E., D. A. Peterson and J. L. Gordon. 2006. Ecological and evolutionary forces
shaping microbial diversity in the human intestine. Cell; 124:837-848.

Lidbeck A., U. Geltner-Allinger, L. Oeehage, B. Brismar, J. Gustafson, J. J. Rafter and
C.E. Nord. 1991. Impact of L. acidophilus supplements on the faecal microflora
and soluble faecal acids in colon cancer patients. Microbial Ecology in Health

and Disease; 4:81-88.

Liévin-Le Moal V. and A. L. Servin. 2006. The front line of enteric host defense against
unwelcome instrusion of harmful microorganisms: mucins, antimicrobial

peptides, and microbiota. Clinical Microbiology Reviews; 19:315-337.

Lilly, D. M and R. H. Stillwell. 1965. Probiotics. Growth promoting factors produced by

micro-organisms. Science; 147:747-748.

74



Linder J. D., C. Canchaya, Z. Zhang, E. Neviani, G. F. Fitzgerald, D. V. Sinderen and
M. Ventura. 2007. Exploting Bifidobacterium genomes: The molecular basis os

stress response. International Journal of Food Microbiology; 120:13-24.

Liong M. T. 2008. Roles of probiotics and prebiotics in colon cancer prevention:
postulated mechanisms and in vivo evidence. International Journal of Molecular

Sciences; 9: 854-863.

Lopez Brea M. and D. Domingo. 2007. Atibiotic therapy with probiotics. Revista
Espanola de Quimioterapia; 20:170-18.

Lourens-Hattingh A. y C. B. Viljeon. 2001. Yoghurt as probiotic carrier food.

International Dairy Journal; 11: 1-17.

Macfarlane S., M. J.Hopkins y G. T. Macfarlane. 2000. Bacterial growth and
metabolism on surfaces in the large intestine. Microbial Ecology in Health and

Disease; 12:64-72.

Mackay A. D., M. B. Taylor, C. C. Kibbler and J. M. Hamilton-Miller. 1999.
Lactobacillus endocarditis caused by a probiotic organism. Clinical Microbiology
Infection; S: 290-292.

Martinez M. J. 2001. Agentes probidticos y patologia intestinal. Anales Espafioles de
Pediatria; 54: 15-16.

Matthew A. 2012. A Gastroenterologist's Guide to Probiotics Ciorba Clinical

Gastroenterology and Hepatology, 10(9):960-968, DOI:
10.1016/j.cgh.2012.03.024)

75



Matsumoto M. and Y. Benno. 2004. Consumption of Bifidobacterium lactis LKM512
yogurt reduces mutagenicity by increasing gut polyamine contents in healty adult

subjects. Mutation Research; 568:147-153.

Matsuzaki T. 1998. Immunomodulation by treatment with Lactobacillus casei strain

Shirota. International Journal of Food Microbiology; 41:133-140.

Mennickent S. y K. Green.2009. Los probidticos y su utilidad terapéutica. Ciencia

Ahora; 24:31-38.

Oatley J. T., M. D. Rarick, G. E. Ji and J. E Linz. 2000. Binding of aflatoxin B; to
bifidobacteria in vitro. Journal of Food Protection; 63:1133-1136.

Ouwehand C. A., V. P. Kirjavainen, C. Shortt and S. Salminen. 1999. Probiotics:

mechanisms and established effects. International Dairy Journal;. 9:42-52.

Rasic J. L and J. A. Kurmann. 1983. Bifidobacteria and their Role. Microbiological,
Nutritional-Physiological, Medical and Technological Aspects and Bibliography.
Experientia Supplied; 39: 1-295.

Rastall R. A. 2004. Bacteria in the gut; friends and foes and how to alter the balance.
Journal Nutritional; 134:2022S-2026S.

Rautio M., H. Jousimies-Somer and H. Kauma. 1999. Liver abscess due to a Lactobacillus
rhamnosus strain indistinguishable from L. rhamnosus strain GG. Clinical Infectious
Diseases; 28:1159-1160

Reddy B. S, R. Hamid and C.V. Rao. 1997. Effect of dietary oligofructose and inulin on

colonic preneoplastic aberrant crypt foci inhibition. Carcinogenesis; 18: 1371-

1374.

76



Reid G., J. Jass, M. T. Selbusky y J. K. McCornick. 2003. Potential uses of probiotics in
clinical practice. Clinical Microbiology Reviews; 16:658-672

Rowland I. 2008. Probiotics and cancer — from in vitro to human studies. International

Journal of Probiotics and Prebiotics; 3:165-168.

Roy M. J., S. Dionne, G. Marx, I. Qureshi, D. Sarma, E. Levy and E. G. Seidman. 2009.
In vitro studies on the inhibition of colon cancer by butyrate and carnitine.

Nutrition; 25: 1193-1201.

Sakata S., C. S. Ryu, M. Kitachara, M. sakamoto, H. Hayashi, M. Fukumaya and Y.
Benno. 2006. Characterization of the genus Bifidobacterium by automated

ribotyping and 16S rRNA gene sequences. Microbiology and Immunology; 50:1-
10.

Salminen S., E. Isolauri and E. Salminen. 1996. Clinical uses of probiotics for stabilizing

the gut mucosal barrier; successful strains and future challenges. Antoine van

Leewenhoek; 70:347-358.

Salminen S. 1996. Uniqueness of probidticos strains. News Letter; 5:16-18.

Saxelin M., H. Rautelin, S. Salminen and P. H. Mékeld. 1996. The safety of commercial
products with viable Lactobacillus strains. Infectious Diseases in Clinical

Practice; 5: 331-335.

Seksik P., L. Rigottier-Gois, G. Gramet, M. Sutren, P. Pochart, P. Marteau, R. Jian and
J. Dore. 2003. Alterations of the dominant faecal bacterial groups in patients with

Crohns disease of the colon. International Journal in Gastroenterology; 52: 237-

242.

77



Singh J., A. Rivenson, M. Tomita, S. Shimamura, N. Ishibashi and B. S. Reddy. 1997.
Bifidobacterium longum, a lactic acid-producing intestinal bacterium inhibits

colon cancer and modulates the intermediate biomarkers of colon carcinogenesis.

Carcinogenesis; 18: 833-841.

Singh V., K. Singh, S. Amdekar, D. D. Singh, P. Tripathi, G. L. Sharma y H. Yadav.
2009. Innate and specific gut-associated immunity and microbial interference.

FEMS Immunology & Medical Microbiology; 55: 6-12.

Sreefumar O. and A. Hosono. 2000. Immediate effect of Lactobacillus acidophilus on
the intestinal flora andd faecal enzymesof rats and the in vitro inhibition of

Escherichia coli coculture. Journal Dairy Science; 83:931-939.

Sun J., Y. H. Shi, G. W. Le and X. Y. Ma. 2005. Distinct immune response induced by
peptidoglycan  derived  from  Lactobacillus  sp. World  Journal  of
Gastroenterology; 11:6330-6337.

Tannock G. W., K. Munro, H. J. Harmsen, G. W. Welling, J. Smart and P. K. Gopal.
2000. Analysis of fecal microflora of human subjects subjects consuming a

probiotic product containing Lactobacillus rhamnosus DR20. Applied and
Environmental Microbiology; 66: 2578-2588.

Tannock G. W. 1999. Analysis of the intestinal microflora: A resistance. Antoine van

Leewenhoek; 76:265-278.

Tannock G. W. 2004. A special fondness for Lactobacilli. Applied and Environmental
Microbiology; 70:3189-3194.

Valsiljevic T. y N. P. Shah. 2008. Probiotics from Metchnikoff to bioactives.
International Dairy Journal; 18: 714-728.

78



Willett W. C. 2001. Diet and cancer: one view at the start of the millennium. Cancer

Epidemiology Biomarkers Preventive; 10:3-8.

Wong, J. M., R. de Souza, C. W. Kendall, A. Emam and D. J. Jenkins. 2006. Colonic
health: fermentation and short chain fatty acids. Journal of Clinical

Gastroenterology; 40:235-243.

Woodmansey E. J., M. E. McMurdo, G. T. Macfarlane and S. Macfarlane. 2004.
Comparison of compositions and metabolic activities of fecal microbiotas in
young adults and in antibiotic-treated and non-antibiotic-treated elderly subjects.

Applied Environmental Microbiology; 70: 6113-6122.

Zhang Y., L. Zhou, Y. Li, B. Yin, W. Chun, L. Yu, Y. Xin, H. Ying, S. Li, H.
Zheng and Y. X. Li. 2010. Butyrate induces cell apoptosis through activation of
JNK MAP kinase pathway in human colon cancer RKO cells. Chemico-
Biological Interactions; 18: 174—181.

Libros

Bujalance M. C. M. 2006. Modificacion de la respuesta biolégica por microorganismos
probidticos en modelos de animals inmunocompetentes € inmunocomrometidos.

Editorial de la Universidad de Granada. pp. 52.

Calderon Villa Ariel. 2011. Actividad bioldgica del liofilizado de factores difusibles de
Lactobacillus casei y Lactobacillus casei rhamnosus cultivadas en diferentes
fuentes de carbono sobre Giardia lamblia. 2011. Tesis de Licenciatura,

FCB/UANL.

Dotan I. y L. Mayer. 2003. Intestinal immunity, p.43-59. En G.A. Hecht (ed.), Microbial
pathogenesis and the intestinal epitelial cell. ASM Press, Washington.

79



Figueroa I., L. Gémez-Ruiz, M. Garcia y A. Cruz-Guerrero. 2006. El beneficio de los

probidticos. Industria Alimentaria. 22-27.

Garcia Cobos Alejandra 2010. Actividad bioldgica de los liofilizados del medio
condicionado con Bifidobacterium longum y con Lactobacillus casei sobre
Salmonella spp. Serratia marcescens y  Enterobacter cloacae. Tesis de

Licenciatura, FCB/UANL-2011.

Garcia-Garibay M. 1996. Leches fermentadas como vehiculos de probidticos.

Geier M. S., R. N. Butler and G. S. Howarth. 2006. Probiotics, prebiotics and synbiotics:
a role in chemoprevention for colorectal cancer? Hampl JS, DiSilvestro RA (ed.).

Perspectives in nutrition. 6.* edition.

Hertzler S. 1996. Probiotics and prebiotics and human health. En: Wardlaw GM,

Keseel J. and H. J. Klupsch. 1984. Method of producing kefir. German Federal

Keshav S. 2004. Paneth cells in innate immunity and intestinal inflammation, p.171-196.
En S.H.E. Kaufmann, R. Medzhitov S. Gordon (eds). The innate immune

response to infection. ASM Press, Washington.

Madigan M. T., J. M. Martinko y J. Parker. 2004. Brock. Biologia de los

microorganismos. Pearson Eduacién.

Mateos J. A. Bacterias y salud. Jornadas de Alimentos Funcionales. 2002. Centre |

nnovacid. Fundacié Bosch 1 Gimpera. Universidad. de Barcelona.

Moreau M. C. and V. Gaboriau-Routhiau. 2000. Influence of resident intestinal
microflora on the development and functions of the intestinal-associated

lymphoid tissue, p.69-114. En R. Fuller y G. Perdigén (eds.), Probiotics 3:

80



immunomodulation by the gut microflora and probiotics. Kluwer Academic

Publishers, Dordretch.

Ontiveros L. H. 2011. Actividad bioldgica de factores difusibles de probiéticos (FDP)
sobre Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis bajo condiciones axénicas in

vitro. Tesis de Doctorado FCB UANL.

Prescott L. M., J. P. Harley y D. A. Klein. 2005. Microbiology (6th ed). McGraw-Hill,

Boston.

Puertollano E., M. A. Puertollano, L. Cruz Chamorro, G. Alvarez de Cienfuegos y M. A
de Pablo. 2005. Acciéon de los concentrados proteicos de Lactobacillus
plantarum sobre una linea leucémica humana. Universidad de Jaén. Area de

microbiologia, 23071.

Ruiz-Bravo, A., M. Jiménez-Valera, M. M. Lopez y A. Sampedro. 1992. Fundamentos
de biologia e inmunologia tumoral. Servicio de Publicaciones de la Universidad

de Granada, Granada.

Salminen S., M. A. Deighton, Y. Benno and S. L. Gorbach. 1998. Lactic acid bacteria in
health and disease. En Lactic acid bacteria 2nd edition (Salminen S. Y von

Wright, eds.) Marcel Dekker, Inc., New York. Pp. 211-253.

Saloff-Coste C. J. 1997. Beneficios de las leches fermentadas y de los probiéticos sobre

la salud, pp. 6-10.

Sidhu S., J. S. Deep, R. C. Sobti, V. L. Sharma and H. Thakur. 2010. Methylation
pattern of MGMT gene in relation to age, smoking, drinking and dietary habits as
epigenetic biomarker in prostate cancer patients. Genetic Engineering and

Biotechnology Journal, 2010: GEBJ.

81



Tannock G. W. 1995. Normal Microflora: An Introduction to Microbes Inhabiting the
Human Body. Chapman and Hall.

Turner J. R. 2003. Functional morphologyof the intestinal mucosa: from crypts to tips,
p-1-22. En G.A. Hecht (ed.), Microbial pathogenesis and the intestinal epithelial
cell. ASM Press, Washington.

Walker R. and M. Buckley. 2006. Probiotic microbes: the scientific bases. A report from
the American Academy of Microbiology. ASM Press. Washington.

Weisburger J. H. and E. L. Wynder. 1987. Etiology of colorectal cancer with emphasis
on mechanism of action and prevention. In Important Advances in Oncology.
Edited by De Vita VT(Jr.), Hellman S, Rosenberg SA. Philadelphia, PA: JB
Lippincott, 197-220.

Wollowski I, G. Rechkemmer and B. L. Pool-Zobel. 2001. Protective role of probiotics
and prebiotics in colon cancer. American Journal. York. McGraw Hill; pp. 98-

100.

Zamora Herrera F.G., M. Morales Vallarta y M.P. Barrén Gonzélez. 2007. Efecto del
liofilizado del medio condicionado con el probiético Bifidobacterium sp. Sobre el
crecimiento axénico in vitro de Entamoeba histolytica HM1-IMSS. Tesis de
Licenciatura, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Autbnoma de Nuevo

Leon.
Material electrdonico
CAM Therapies. Probiotics. Disponible en:
http://healthfinder.gov/search/?sort=date %253 AD %253 AL %253 Ad1 &output=xml&ie=
UTF8&client=healthfinder&lr=lang_en&numgm=>5&site=healthfinder&filter=0&q=pro

biotics

82



Euzéby, J.P. 2006. List of prokaryotic names with standing in nomenclature. Disponible

en: http://www.bacterio.net

FAOQ. Probiéticos en los alimentos. Propiedades saludables y nutricionales y directrices

para la evaluacion. Disponible en: ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/009/a0512s/a0512s00.pdf

NORMA Oficial Mexicana NOM-181-SCFI-2010, Yogurt-Denominacion,
especificaciones fisicoquimicas y microbioldgicas, informacién comercial y métodos de
prueba. Disponible en:

http://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5167303&fecha=16/11/2010.

Pate] KP, Patel VJ, 2010. Probiotics, prebiotics and synbiotics. Disponible en:

[http://www.nhlmmcgym.com/indian-journal15.htm]

www.yakult.com

Prebiotics, 2010.
[http://170.107.206.70/drug_info/nmdrugprofiles/nutsupdrugs/pre_0326.shtml]

OMS, 2008. http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es/

http://www.cancer.org/espanol/cancer/colonyrecto/guiadetallada/cancer-colorrectal-

treating-chemotherapy

INEGI, 2011,

www.inegi.org.mx/inegi/contenidos/espanol/.../estadisticas/.../cancer(.do...

Cordero y Aristizabal, 2002:

http://www .revistas.unal.edu.co/index.php/biotecnologia/article/view/30098

83



Parra y Aristizabal:

www.ciencias.unal.edu.co/unciencias/data.../ EVALUACION%202.pdf

The absolute importance of probiotics, 20009.
[http://www.vitamintrader.com/articles/2006_12_probiotics.html]

http://escuela.med.puc.cl/paginas/cursos/tercero/integradotercero/ ApFisiopSist/gastro/Fp

tDiarrea.html

http://www.norel.es/pdf/3%20Use%200f%20additives %20as%20a%?20preventive %20to
0l%20agains%?20infection%20diseases.pdf

84



ANEXO I

Preparacion de soluciones y medios de cultivo.

SOLUCION

DESCRIPCION

Acido
clorhidrico(0.1N)

Se afora hasta 50 mL con agua bidestilada desionizada 0.41
mL de HCI concentrado (12N).

Citrato férrico de
amonio (1%)

Se disolvié 0.1g de citrato férrico de amonio en (CFA) 10 mL
de agua bidstilada desionizada; y se mantuvo en refrigeracién
en un frasco dmbar a 4°C, hasta su empleo. Se esterilizé por
medio de filtracion.

Hidréxido de

Se disolvieron 40g de hidréxido de sodio (NaOH) en 100mL

sodio (10N) de agua bidestilada desionizada.
Se disolvieron 0.85g de cloruro de sodio (NaCl) en 100mL de
Solucién salina | agua bidestilada desionizada y se ajust6 a pH7.0. Se esteriliz6
(0.85%) en autoclave por 15 min a I5Lb de presiéon a 121°C. Se
mantiene en refrigeracion a 4°C, hasta su empleo.
. Medio para el cultivo de la linea celular HT-29, se adquiri6 en
Medio AIM-V- | 4 o6-Lab. GIBCO®.
Suero fetal | Se adquirié en Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA. GIBCO
bovino ®. Se inactivé colocidndolo en un bailo de calentamiento a
inactivado 56°C durante 30 minutos. Se mantuvo en refrigeracion a 4°C.

Ficoll-Paque

Se adquiri6 en Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA.

Concavalina A

Se adquirié em Biomediaclas INC. Se disolvieron 2.5mg de
concavalina-A en 1mL de agua destilada. Se tomaron 96uL y
se disolvieron en 10mL de AIM-V y posteriormente se filtro.

Tripsina-EDTA

Se adquiri6 en Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA.

DMSO

Se adquiri6 en Probiotek.

Azul de trypan Se adquiri6 en Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA. Se
prepar6 pesando 0.2g y se afor6é a 100mL con agua destilada.
Se esteriliz6 por filtracion y se almacené en refrigeracion a
4°C.

Doxorrubicia Se adquirié de Zurich Pharma, en soluciéon de 10 mg. Se le

HCl agregaron 10 mL de agua destilada y ésta fue la solucién
madre.

Bromuro de | El MTT se disolvié en PBS a una concentracion de Smg/mL a

Tetrazolio temperatura ambiente. La solucion se esterilizé por filtracién

(MTT) y se almacend en refrigeracion a 4°C.

MPT-agar Se prepar6 con peptona de caseina, extracto de levadura,
NaCl, glucosa, dcido ascérbico, L-cisteina, KH,PO4, K;HPO4,
citrato férrico de amonio y agar nutritivo.

MPT-caldo Se prepar6 con peptona de caseina, extracto de levadura,
NaCl, glucosa, dcido ascorbico, L-cisteina, KH,PO4, K;HPO4
y citrato férrico de amonio.

CO, Se adquiri6 en Praxair.
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ANEXO II

Probit
L. casei
Probit Analysis
Data Information
M of Cases
Yalid ag
Rejected  Missing 2
LOG Transform Cannat il
he Done
Mumber of Respanses = g
Mumber of Subjects
Contral Group il

Comvergence Information

Optimal
Mumber of Solution
lterations Found
PROBIT g | Yes
Parameter Estimates
95% Confidence Interval
Parameter | Ectimate | Std. Error Z Sig. Lower Bound [ Llpper Bound
FROBIT? Dosis - 271 62 -1.676 094 - 588 046
Intercept 444 B34 Foo 484 -.180 1.078
a. PROBIT madel: PROBIT{p) = Intercept + B {Covariates X are transformed using the base 2718
logarithim.)
Chi-Square Tests
Zhi-Sguare dfd Sin.
PROBIT  Pearson Goodness-of-Fit 3.332 a6 1.000k
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
agoregated cases.

h. Since the significance level is greaterthan .150, no heterogeneity

factor is used in the calculation of canfidence limits.
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Confidence Limits

95% Confidence Limits for Dosis

95% Confidence Limits for logfDagis)?

Erobability Estirnate Lower Bound | Lipper Bound Estirnate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT ma 27093.124 10.207
azo 9923.234 9.203
30 5246.801 B.565
40 3248.627 B.086
ns0 2199.628 7696
&0 1578.359 7.364
nra 1179.831 7.073
ngn 8909.194 6.813
nan 717.363 6.576
0o 76770 £.357
a0 233.780 5.454
200 114.035 4737
250 B1.602 4121
300 35.435 3.568
350 21.228 30585
A00 13.083 2569
450 B.154 2.099
400 8.132 1.636
550 3230 1.173
600 2ms .70z
650 1.241 218
.70n F43 -.297
750 428 -.8a0
800 231 -1.465
850 13 -2.183
500 45 -3.088
810 nsr -3.305
820 024 -3.542
830 nz2z -3.802
540 m7 -4.083
450 mz -4.425
580 nos -4.815
870 o5 -5.2094
.80 oz -5.932
5490 001 -6.936

a. Logarithm base= 2718,
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L. plantarum

Probit Analysis
Data Information
M oof Cases
Walid aa
Rejected  Missing 2
LOG Transform Cannot i
he Done
Humber of Responses = 7
Mumber of Subjects
Control Group i

Convergence Information

Qptimal
Mumber of Solution
lterations Found
PROEBIT 7| Yes
Parameter Estimates
95% Confidence Interval
Parameter | Estimate [ Std. Error Z Sig. Lower Bound | Upper Bound
FROBIT? Dosis -.2249 163 -1.411 158 -.548 .0aq
Intercept .2a0 B34 344 694 -.385 884
a. PROBIT model: FROEBITR) = Intercept + BX (Covariates ¥ are transformed using the base 2.718
logarithm.)
Chi-Square Tests
Zhi-Square ifd 3ig.
PROBIT  Pearson Goodness-of-Fit 2.820 ar 1.000k
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
agoregated cases.

. Since the significance level is greater than .10, no heterogeneity
factoris used in the calculation of confidence limits.
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Confidence Limits

95% Confidence Limits for Dosis 959% Confidence Limits for logdDosis)d
Frobability Esctimate Lower Bound | Upper Bound Estimate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT .00 7A749.400 11.235
Rl 23071.059 10.046
030 10851.364 42492
.040 £152.566 8.725
050 3877984 8.263
060 2618131 7.870
.a7o 1855.221 7.526
RiEN] 1362858 7217
080 1029516 6.937
100 795243 6679
180 273047 5.610
200 116.750 4. 7EO
280 56.325 4.031
300 29270 3377
.380 15.959 2770
400 5.975 2194
450 5143 1.638
A00 2973 1.0490
480 1.7149 542
.00 985 -015
B50 A54 -.591
.Fo0 302 -1.187
780 187 -1.852
.00 076 -2.581
850 032 -3.430
400 011 -4.489
910 .0og -4.758
820 006 -5.038
430 .aos -5.347
940 .0o3 -5.691
850 ooz -6.084
B0 .0 -6.545
870 oo -7113
480 .aon -7.867
ReLE] .0on -5.056

a. Logarithm base= 2718
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L. acidophilus

Probit Analysis
Data Information
I of Cases
Walid 91
Rejected  Missing 2
LOG Transform Cannat a
he Done
Mumber of Responses = a
Mumber of Subjects
Control Group i
Comvergence Information
Optimal
rMumber of Solution
ltarations Found
FROBIT 2 | Yes
Parameter Estimates
95% Confidence Interdal
Parameter | Estimate | Std. Error il Sig. Lowwer Bound | Upper Bound
FRCBIT? Dosis =140 1584 -.808 364 -.444 63
Intercept -AT2 ROA -.284 TR -TTT 433
a. PROBIT model: PROBIT{p) = Intercept + BX (Covariates ¥ are transformed using the hase 2.718
logarithim.)
Chi-Square Tests
Chi-Sguare iif2 Sid.
FROBIT  Pearson Goodness-of-Fit 1.837 39 1.000%
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
agyregated cases.

h. Since the significance level is greater than 150, no heterogeneity
factoris used in the calculation of confidence limits.



Confidence Limits

95% Confidence Limits for Dosis

95% Confidence Limits for logiDosis;®

Erobability Estimate LowerBound | Upper Bound Estimate Lowear Bound | Upper Bound
PROEBIT mao 4600191.398 15.342
020 GG0331.907 13.400
030 192706.858 121649
040 7H302.637 11.242
a0 35912.998 10,489
D& 18909.441 9.847
070 10775.185 9.285
a0 6512.150 8.781
040 4118.317 8323
A00 2702.329 7.0z
a0 471.747 6146
200 17.8249 4.769
.2a0 35.842 3879
300 12.310 2810
340 4572 1.520
400 1.787 580
440 720 -329
400 .294 -1.224
450 A20 -2118
&0 043 -3.028
G50 049 -3.968
200 ooy -4.958
Fa0 0z -6.027
00 om S
a0 i} -8.604
4o oo -10.249
Aa10 i} -10.771
420 i} -11.229
430 oo -11.732
40 i} -12.285
450 oo -12.936
460 oo -13.690
a0 oo -14 616
a0 i} -15.848
a0 00 -17.789

a. Logarithm base = 2.718.
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B. longum

Probit Analysis

Data Information

M of Cases
Yalid a0
Rejected  Missing 2
LOG Transform Cannot 0
he Done
Mumber of Responses = B
Mumber of Subjects
Control Group 0

Comvergence Information

Optimal
Mumber of Salution
[terations Found
FROBIT 7| Yes
Parameter Estimates
95% Confidence Interval
Earameter | Estimate | Std _Errar il Sig. Lower Bound | Upper Bound
FROBIT? Dosis -8z 1484 -1177 234 -.484 A2
Intercept 034 601 048G 8485 -.567 635
a. PROEIT moadel: PROBIT{R) = Intercept + BX (Covariates X are transformed using the base 2.718
logarithm.)
Chi-Square Tests
Zhi-Square dfd 3.
FROBIT Pearson Goodness-ofFit 2462 aa 1.0008
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based an
agoregated cases.

h. Since the significance level is greater than 150, no heterogeneity
factaris used in the calculation of confidence limits.
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Confidence Limits

95% Caonfidence Limits for Dosis

95% Confidence Limits for logiDosisy?

Probability Estimate Lower Bound | Upper Bound Estirnate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT 010 442325.692 13.000
.0zo 88558.010 11.498
030 38017797 10.546
040 18568.329 5.829
.0s0 10366.308 5.246
080 G311.823 8.7450
.07o 4085.361 8.315
.0sn 2767.395 7.0926
090 1341.903 7.571
100 1401.5968 7.245
150 363327 5.894
200 124254 4.822
2480 49.492 3.902
300 21.643 3.074
340 10.066 2.309
400 4 866 1.582
440 2.409 .a7a
.A00 1.206 187
850 603 -.805
500 2849 -1.208
G50 d44 -1.935
el 167 -27m
750 024 -3.528
800 012 -4.448
850 o4 -5.521
400 001 -6.872
10 001 -7.188
8z0 001 -7.552
830 .noa -7.841
540 .noa -B8.376
850 oo -8.872
880 .noa -0.455
4ro oo -10172
580 .noa -11.124
990 .oao -12.626

a Logarithm hase= 2718,
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Doxorrubicina HCI

Probit Analysis
Data Information
M oof Cases
Walid 16
Rejected  Missing g
LG Transfarm Cannot i
he Done
mMumber of Responses = 1]
Mumber of Subjects
Cantral Group 1]
Conmvergence Information
Optimal
mumber of Solution
lterations Found
FROBIT g | Yes
Parameter Estimates
45% Confidence Interval
Parameter | Estimate | Std. Error il Sig. Lower Bound | Upper Bound
FPROBIT? ch - 02z 338 - 064 9448 - 678 h34
Intercept - AER 888 -573 RET -1.554 422
a. PROBIT model: PROBIT(p = Intercept + B (Covariates X are transformed using the bage 2.718
logarithm.)
Chi-Square Tests
Chi-Sguare iifa i,
FROBIT  Pearson Goodness-of-Fit 14 14 1.000k
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
agoregated cases.

h. Since the significance level is greater than .150, no heterogeneity
factoris used in the calculation of confidence limits.
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Confidence Limits

35% Confidence Limits for CD

98% Confidence Limits for logiCon 38

Probability Estimate Lower Bound | LlpperBound | Estimate | Lower Bound | Upper Bound
PROBIT 010 7.6E0E34 80.326
2o 3.048E29 G7.890
nz0 1.141E26 53.993
040 3.014E23 54.063
0sa 2A411E21 45234
060 3.957E149 45124
0ro 1.077E18 41.521
gn 4.277E1E 38.295
.0an 2.2T4E15 35.360
00 1.526E14 326549
11 2123E9 21.478
200 293002.708 12.588
250 142.994 4963
300 142 -1.885
.380 .0oo -8.230
400 .ooo -14.251
450 ulili] -200077
500 ulili] -25.810
450 .0oo -31.543
&00 .0oo -37.368
650 .0oo -43.340
700 .0oo -48.735
7al .0oo -56.582
800 .0oo -64.208
a0 .0oo -73.096
400 .0oo -84.279
a0 .0oo -86.980
420 .0oo -89.914
430 .0oo -83.141
440 .0oo -06.744
850 .oan -100.854
A60 .oan -105.682
a70 .0oo -111.618
480 .0oo -119.509
480 .00a -131.946

a. Logarithm bhase = 2.718.
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RESUMEN

Los probidticos (bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium) son
organismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas ejercen un efecto
benéfico para la salud del huésped. Diversos trabajos in vivo e in vitro han demostrado
que los probidticos detoxifican y tienen propiedades antimutagénicas, demostrando un
efecto benéfico en cdncer colorrectal, el cuarto a nivel mundial en defunciones por
céncer. En algunos trabajos in vitro se ha observado que los factores extracelulares
bacterianos presentan actividad biolégica sobre protozoarios y bacterias de importancia
médica, es por esto que en este trabajo se obtuvieron los liofilizados de factores
extracelulares (LFE) de Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus vy
Bifidobacterium longum y se determind la actividad bioldgica sobre la linea tumoral de
colon HT-29. Se inocularon estas cuatro cepas en un litro de medio caldo MPT a 37°C
durante 24 h. Posteriormente se centrifugd a 2500 rpm durante 20 min, se esterilizé con
filtros Millipore de 0.22um y asi se obtuvieron los factores extracelulares; se liofilizaron
y se preparo la soluciéon madre y diluciones de cada cepa probidtica. Se utilizaron ocho
concentraciones diferentes (430, 215, 107, 53, 26, 13, 7 y 3.5mg/mL) de los LFE. Se
utiliz6 como control negativo de proliferacion el compuesto quimico doxorrubicina HCI.
La actividad citotéxica demostr6 una tendencia dosis/respuesta y la tltima concentracion
obtuvo diferencia significativa (p=0.05). De las cepas L. casei, L. plantarum, y B.
longum los LFE no tuvieron diferencia significativa entre ellas, las ultimas dos
diluciones de éstas si tuvieron diferencia estadistica. Los LFE tuvieron diferencia
significativa comparada contra el control quimico, hubo un mayor efecto citotéxico,
donde la inhibicién del crecimiento de la linea celular HT-29 fue marcada (L. casei
62.7%, L. plantarum 61.5%, L. acidophilus 68.5% y B. longum 61.2% de inhibicién de
crecimiento). Los resultados nos permiten concluir que los LFE tienen actividad
citotoxica contra la linea celular HT-29 de cancer de colon humano, asi como poseen

potencial de agente preventivo.



ABSTRACT

Probiotics (bacteria of the genera Lactobacillus and Bifidobacterium) are living
organisms which when administered in adequate amounts exert a beneficial effect on
host health. Several studies in vivo and in vitro have shown that probiotics are detoxified
and antimutagenic properties, demonstrating a beneficial effect on colorectal cancer, the
fourth worldwide in cancer deaths. Some studies in vitro have shown that bacterial
extracellular factors have biological activity on protozoa and bacteria of medical
importance, which is why in this work were obtained extracellular factors lyophilized
(LFE) of Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus and Bifidobacterium longum
and determined the biological activity on the colon tumor cell line HT-29. These four
strains were inoculated in one liter of broth medium MPT at 37°C for 24 h. Then
centrifuged at 2500 rpm for 20 min, sterilized with 0.22um Millipore filters were
obtained and thus extracellular factors, lyophilized, and the solution was prepared and
dilutions of each probiotic strain. Used eight different concentrations (430, 215, 107, 53,
26, 13, 7 and 3.5mg/mL) of the LFE. Was used as a negative control proliferation
chemical compound doxorubicin HCIl. Cytotoxic activity showed a tendency
dose/response and the last concentration obtained significant difference (p=0.05).
Strains L. casei, L. plantarum and B. longum the LFE had no significant difference
between them the last two dilutions of these if they had statistical difference. The LFE
had significant difference compared to control chemical, there was a greater cytotoxic
effect, where the growth inhibition of HT-29 cell line was marked (L. casei 62.7 %,
L. plantarum 61.5 %, L. acidophilus 68.5% and B. longum 61.2 % inhibition of growth).
The results allow us to conclude that the LFE have cytotoxic activity against cell line

HT- 29 human colon cancer and have potential preventive agent.



1. INTRODUCCION

Los probidticos son ‘“microorganismos vivos que, administrados en cantidades
adecuadas, confieren un beneficio de salud al huésped” (FAO/OMS, 2002). Como
microorganismos probidticos se utilizan principalmente las bacterias de los géneros

Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque no exclusivamente.

Varios trabajos han demostrado que los probidticos estimulan las funciones protectoras
del sistema digestivo, son también conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o
bioprofilacticos y se utilizan para prevenir infecciones entéricas y gastrointestinales, asi
como también se ha reportado propiedades antimutagénicas y efecto benéfico en
tratamiento de cancer colorrectal en modelo murino (Fotiadis et al., 2008; Wollowski et

al., 2001; Gupta y Garg, 2009; Patel y Patel, 2010).

Por otra parte, el cancer de colon y recto puede aparecer en cualquier persona (sobre
todo a partir de los 40 afios), pero es mds frecuente a partir de los 60 afios (Jemal et al.,
2002). En el mundo el cancer colorrectal ocupa el cuarto lugar con 608 000 defunciones
(OMS, 2008). Se sabe que en el caso del cincer de colon y de recto el principal factor

involucrado es la dieta (Forman et al., 2004; Armstrong y Doll, 1975; Willet, 2001).

El céncer habitualmente comienza con la formacién de un pdlipo benigno o adenoma
(una especie de verruga que sale por dentro del intestino). Con el tiempo, se transforma
y va invadiendo las distintas capas que componen la pared del colon y el recto. Una vez
que aparece esta situacion, el cancer se puede extenderse y puede producir metastasis.
Se ha reportado el efectos de los probidticos sobre patologias en humanos, tales como en
carcinogénesis, mutagénesis y tumores ya que los probidticos actian en la absorcion del
mutdgeno, estimulaciéon del sistema inmunitario, inhibicion de la produccion

carcinogena de la microflora intestinal (Lopez Brea y Domingo, 2007).



Se ha demostrado que la ingesta de probidticos aumenta la concentracion de bacterias
benéficas para la salud (lactobacilos y bifidobacterias) en las heces y reduce la de
bacterias nocivas (clostridios y enterococos) (Guerin et al, 1998). También se ha
demostrado que algunas cepas de probidticos reducen la actividad de las enzimas

procancerigenas que sintetiza la microflora intestinal (Screefumar y Hosono, 2000).

Sin embargo, existen multiples reportes en donde quedan de manifiesto, los efectos
negativos que los probidticos pueden ocasionar en personas inmunodeprimidas, algunas
cepas de lactobacilos han sido relacionadas con efectos perjudiciales, como por ejemplo
raros casos de bacteriemia (Saxelin et al., 1996), endocarditis (Mackay et al, 1999) y

bsceso hepdtico en pacientes diabéticos (Rautio et al, 1999).

No obstante, los casos de asociacién entre infecciones sistémicas y el consumo de
probidticos es muy raro, y todos se han producido en pacientes inmunodeprimidos que

estaban sometidos a tratamiento médico (FAO/OMS, 2001).

En trabajos recientes, se ha reportado la actividad inhibitoria de los factores
extracelulares de varios probidticos sobre cultivos axénicos in vitro de Entamoeba
histolytica HM1-IMSS (Barrén et al.,, 2008), Giardia lamblia (Calderén, 2011;
Ontiveros, 2011) y Trichomonas vaginalis (Ontiveros, 2011), asi como en las bacterias
Salmonella  sp, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocitogenes, Serratia marscecens (Garcia, 2011). Estos resultados brindan la
posibilidad de realizar experimentos empleando Uinicamente los metabolitos producto de

los probidticos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Probioticos

En 1857 Louis Pasteur descubri6 las bacterias lacticas; en 1878, Lister report6 el
aislamiento de bacterias a partir de leche 4cida; en 1889, Henry Tissier descubrid
especies de Bifidobacterium, y en 1900 Lactobacillus acidophilus fue descubierto
por Moro. En 1908, Elie Metchnikoff, cientifico ruso que recibi6 el Premio Ndébel,
observé que en Bulgaria un nimero increible de personas vivian mds de 100 afios;
este hecho lo relacioné con el gran consumo de bacterias en las leches fermentadas
como una forma de modular la flora intestinal y asi evitar enfermedades y alargar la
vida de la gente. En 1908 por sus estudios en inmunidad celular, descubrio
cualidades beneficiosas para la salud en la fermentacion de la leche. El observo que
los lactobacilos transformaban la lactosa en dcido lactico, y que dicha acidez
conferia un ambiente hostil para las bacterias patdgenas (Mennickent y Green,

2009; Figueroa et al., 2006).

La aplicacion terapéutica de los probidticos fuera del ambito de las leches
fermentadas fue instituida en 1906 por Tissier, quien utilizé cepas de
Bifidobacterium bifidum aisladas tiempo atrds por él mismo (1899-1900) para

aliviar infantes de diarrea (Garcia-Garibay, 1996).

En 1930, Minoru Shirota aislé de heces humanas una cepa de Lactobacillus casei,
que posteriormente cultivd en leche, originando una bebida con caracteristicas

probidticas.

Shirota atribuy6 a este lactobacilo la capacidad de promover la salud intestinal y
prevenir enfermedades mediante su consumo oral y en 1935 desarroll6 el Yakult,
siendo este producto la primera leche fermentada disefiada especificamente como
probidtico. Shirota fue uno de los pioneros en el estudio de probidticos, aunque las

bases cientificas mas sélidas de los verdaderos beneficios de estas bacterias en la



salud se han empezado a estudiar con mayor rigor cientifico desde mediados de la

década de 1980 (Figueroa et al., 2006).

La palabra probidtico fue inicialmente usada como un anténimo de la palabra
“antibidtico”. Esta deriva de las palabras griegas mpo y Brotoc traducido como “por

la vida” (Hamilton-Miller y col., 2003).

Vasilijevic 2008, refiere la historia del concepto, enunciado que el primero en
utilizar esta palabra fue Kollan 1952, para describir la recuperacion de la salud de
pacientes malnutridos empleando suplementos orgénicos e inorgdnicos y que un aflo
después Vergin propuso, que el desbalance en el cuerpo debido al tratamiento con
antibidticos. Posteriormente en 1955 Kolb reconoci6 los efectos detrimentales de la

terapia con antibidticos y propuso utilizar a los probidticos como preventivo.

Lilly y Stillwell 1965 definieron los probidticos como sustancias producidas por un
microorganismo que promueve el crecimiento de otros organismos. Sperti en 1971 y
Fujji y Cook 1973 describieron a los probidticos como componentes que pueden
estimular el crecimiento microbiano o mejorar la respuesta inmune del hospedero
sin inhibir el crecimiento de un cultivo in vitro. Paker 1974 los definié como
organimos y sustancias las cuales contribuyen al balance microbiano del intestino.
Esta definicion fue criticada por muchos autores debido a que al decir “sustancias”,

pueden quedar incluidos los antibidticos (Vasilijevic, 2008).

Fuller 1992 definié “suplemento alimenticio de microorganismos vivos, los cuales
afectan benéficamente al animal hospedero por el mejoramiento de su balance
microbiano intestinal”. En 1999 Salminen y colaboradores ofrecieron su definicién

incorporando bacterias no viables en la misma (Holzapfel et al., 1998).

Los probidticos son organismos vivos que cuando se administran en cantidades

adecuadas ejercen un efecto beneficioso para el hospedador, precisando que ese



beneficio puede ser fisiologico (Reid et al., 2003) o para la salud (FAO/OMS,
2001).

Las diversas definiciones propuestas para el término “probidtico” configuran
caracteristicas que debe reunir una cepa microbiana para ser incluida en dicho
término. A continuacién se enumeran requisitos con aportaciones de diversos
autores (Salminen et al., 1996; 2005; Dunne et al., 1999; Casas y Dobrogosz, 2000;
Reid et al., 2003):

a) Identificacion de la cepa: se considera imprescindible una correcta identificacion
de la cepa utilizando para ello técnicas fenotipicas y genotipicas.

b) Origen humano: las cepas aisladas de seres humanos sanos probablemente
carecen de patogenicidad y presentan mayor facilidad para colonizar el
intestino humano. Sin embargo se utilizan como probidticos cepas de otros
origenes.

c) Bioseguridad: la ausencia de patogenicidad, debe investigarse la ausencia de
produccion de toxinas, de actividad hemolitica y de infectividad en modelos
exigentes como pueden ser animales experimentalmente inmuno-
comprometidos.

d) Tolerancia a las condiciones ambientales del tracto intestinal: si los
microorganimos probidticos deben llegar viables al intestino, es preciso que
resistan el pH gastrico, las enzimas digestivas, y la accion de detergente e
inhibidora de las sales biliares. Esta resistencia no tiene que entenderse en
términos absolutos: la ingestion de in6culos con un alto ndmero de
microorganismos probidticos permite que una cantidad suficiente de ellos
permanezca viable al llegar al intestino, aunque su nimero se haya reducido
drasticamente por inactivacion en el estomago.

e) Adherencia al epitelio intestinal: aunque los probidticos se ingieren como
microorganismos exdgenos, idealmente debieran colonizar el intestino de forma
persistente, para lo cual es necesario que posean la capacidad de adherirse a los

enterocitos.



f) Producciéon de antibiosis: la produccién de sustancias antimicrobianas se
considera unos de los mecanismos por los que los microorganismos probidticos
suministran proteccion frente a los enteropatdgenos. Esta antibiosis puede ser
ejercida a través de mecanismos metabdlicos generales como la produccion de
acidos orgdnicos o de radicales oxidantes o bien por la produccién de
antibioticos.

g) Capacidad para actuar como interfaz metabdlico: actuar como un escudo
metabdlico que impida la llegada de agentes nocivos a los enterocitos. Algunos
microorganismos probidticos interfieren con la asimilaciéon del colesterol,
hidrolizan la lactosa, o inactivan agentes cancerigenos.

h) Modificacién de la respuesta bioldgica: varios de los efectos mds importantes
atribuidos a los probidticos se ejercen a través de su actividad
inmunomoduladora: es el caso de la proteccion frente a infecciones intestinales
o extraintestinales, la inhibicion de tumores ya establecidos, efectos
antiinflamatorios y antialérgicos. La inmunomodulacion puede deberse a
estructuras microbianas o0 a metabolitos bioactivos producidos incluso
previamente a su ingestion (por ejemplo péptidos bioactivos procedentes de la
digestion microbiana de proteinas ldcteas). Esta caracteristica no debe
considerarse absoluta ya que es concebible que un microorganismo ejerza
efectos probidticos por otras vias.

1) Viabilidad de la fabricacion a escala comercial de productos conteniendo la o las
cepas probidticas: una cepa que no resista los procesos tecnoldgicos de
produccién o no mantenga su actividad en vehiculos apropiados, no podré tener
aplicaciéon como probidtico por excelentes que sean sus propiedades en los

ensayos biologicos.

Hasta la fecha, la ingestion de cepas de probidticos no ha dado lugar a una
colonizaciéon y supervivencia duraderas y mensurables en el huésped.
Invariablemente, los microorganismos persisten dias o semanas, pero no mas tiempo

(Tannock et al., 2000). Por lo tanto, la utilizacién de probidticos confiere



probablemente efectos mds transitorios que duraderos, por lo que parece ser

necesaria una ingestién continuada.

Las bacterias probidticas pueden incrementar la resistencia contra los patdgenos
intestinales mediante mecanismos antimicrobianos. Estos incluyen la colonizacién
competitiva y la produccion de dcidos organicos, como los dcidos lactico y acético,
bacteriocinas y otros metabolitos primarios como el per6xido de hidrégeno y el
diéxido de carbono. La produccion de dcidos orgdnicos por las bacterias probidticas
disminuye el pH intestinal y por lo tanto se inhibe el crecimiento de patdgenos.
Estos 4cidos orgédnicos incrementan los movimientos peristélticos, lo que de manera
indirecta remueve los patégenos acelerando la velocidad con la que atraviesan el
intestino. El peréxido de hidrégeno producido puede funcionar a través del sistema
lactoperoxidasatiocianato, en el cual el per6xido de hidrégeno oxida el tiocianato
para convertirlo en dcido hidrocidnico que es perjudicial para los patdgenos. El
diéxido de carbono y el diacetil sintetizado por las bacterias dcido lacticas inhiben el
crecimiento de patégenos. Numerosas bacteriocinas, como acidofilina, lactobacilina,
acidolina, lactocidina y lactolina muestran accién antagénica contra los patdgenos

(Fig. 1) (Kailasapathy y Chin, 2000).

La interferencia microbiana es un fenémeno en el cual los microorganismos ya
establecidos en un ecosistema previenen que colonicen otro tipo de
microorganismos el mismo sitio. Ocurre en la naturaleza, en lo particular en
ecosistemas asociados con cuerpos animales. La interferencia microbiana, también
conocida como resistencia a la colonizacién, es la primera linea de defensa con
infecciones por microorganismos patégenos que causan enfermedades. Es ejercida

por la microbiota y es una resistencia importante no especifica para el huésped.

Ha sido investigada en el tracto gastrointestinal; la evidencia de que es un
importante mecanismo de resistencia es dada por tres tipos de estudio: sujetos
tratados con antibidticos, animales gnotobidticos y animales bajo estrés (Tannock.

1995).
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Fig. 1. Efectos beneficos atribuidos a los microorganismos probidticos
y sus posibles mecanismos (tomado de Bujalance, 2006).

2.1.1 Bacterias lacticas
Las bacterias lacticas son bacterias Gram positivas no esporuladas que tienen en
comun la capacidad de producir 4cido lactico por fermentacion utilizando
azlicares como sustrato. Son microorganismos que requieren factores de
crecimiento complejos como vitaminas del grupo B, purinas, pirimidinas y
aminodcidos (Garcia-Garibay, 1996). Dado que carecen de porfirinas y

citocromos, no realizan fosforilacion por transporte de electrones, reciben energia

por fosforilacion a nivel sustrato.

Producen energia unicamente por fermentacion. Carecen de la capacidad de
biosintesis del grupo hemo, razén por la cual son catalasa negativa. Crecen en
presencia o ausencia de O,, por lo que algunas bacterias son anaerobias
facultativas y otras obligadas. Forman colonias pequefias nunca pigmentadas,

asociadas a la ausencia de citocromos.
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Las bacterias lacticas se distinguen por su tolerancia a la acidez, pueden seguir
creciendo adn a a valores de pH menores a 5.0. Se agrupan las especies de los
géneros Lactococccus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,

Bifidobacterium y Pediococccus.

2.1.2 Lactobacillus sp.

Un miembro caracteristico del grupo de bacterias del dcido lactico es el género
Lactobacillus (Beijerinck 1901). Los lactobacilos son bacilos o cocobacilos
gram-positivos no esporulados, que, como miembros del Phylum Firmicutes,
tienen un contenido en guanina-citocina inferior al 50%; aerotolerantes o
anaerobios, su metabolismo es estrictamente fermentativo, distinguiéndose
especies homofermentadoras (el dcido lactico supera el 85% de los productos de
fermentacion de glucosa) y heterofermentadores (producen acido lactico, CO,,
etanol y/o 4cido acético en proporciones equimoleculares), y sus complejos
requerimientos nutritivos reflejan sus nichos ecoldgicos, ricos en carbohidratos:
plantas y residuos vegetales, alimentos fermentados y como componentes de la
microbiota de compartimentos del cuerpo de animales (especialmente el

intestino) (Tannock, 2004).

En la actualidad se conocen 56 especies del género Lactobacillus distribuidas en
varios nichos ecoldgicos como son el tracto gastrointestinal y el tracto genital y
constituyen parte importante de la microflora endégena del humano. Su
distribucién se ve afectada por varios factores ambientales, los cuales incluyen
pH, disponibilidad de oxigeno, nivel de sustratos especificos, presencia de

secreciones e interaccion bacteriana (Gomes y Malcata, 1999).

De gran importancia en la actualidad, el Lactobacillus casei Shirota es una
bacteria 4cido l4ctica que se encuentra en muchos productos: verduras
fermentadas, carne y productos de leche fermentada. Ademds se encuentra en el
tracto intestinal y genital de animales y humanos. L. casei Shirota es una bacteria

anaerobia acido tolerante con un metabolismo fermentativo estricto con el acido
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lactico en mayores cantidades como producto final, puede ser utilizada
ampliamente en la industria por sus propiedades probidticas (Figueroa et al.,

2006).

Metchnikoff, sugiri6 que algunos de los sintomas del metabolismo
gastrointestinal enfermo podrian neutralizarse a través de L. casei Shirota

utilizando como medio el yogur (Saloff-Coste, 1997).

Algunos de los beneficios del Lactobacillus casei Shirota son fortalecer la flora
intestinal; logrando mantenerla en equilibrio y con ello promover la regulacion
de los movimientos peristalticos (movimiento natural de los intestinos), ayudar a
reducir las sustancias toxicas producidas por las bacterias putrefactivas,
incrementar el ndmero de bacterias benéficas en los intestinos, disminuir los
niveles altos de colesterol en sangre y estimular el sistema inmunolégico

(http://www.yakult.com accesado 4/oct/2013).

L. casei Shirota modula la flora intestinal, tiene efectos positivos en tratamientos
contra el cancer y disminucién de la actividad enzimadtica en las heces fecales

(Ouwehand et al., 1999).

El L. acidophilus se encuentra de forma natural en el tracto gastrointestinal en
humanos y en algunas leches que se fermentan de manera tradicional, tales como
el kefir. Irénicamente, la mayoria de las cepas de L. acidophilus no sobreviven
adecuadamente en la leche fermentada debido al pH bajo, y es dificil mantener
un nimero grande de ellos en el producto. Por estas razones, los productos de
leche fermentada que contienen esta bacteria frecuentemente se producen en
forma separada y después se mezclan. Algunos ejemplos incluyen la adicién de
este microorganismo a los cultivos de yogur. Este microorganismo es
considerado como probidtico debido a que su consumo en ciertas cantidades
puede ejercer diversos beneficios sobre la salud y no s6lo se encuentran limitados

al mejoramiento del balance microbiano, sino que también tiene otros efectos,
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tales como el alivio de la intolerancia a la lactosa o la modulacidon del sistema

inmunitario (Salminen et al, 1998).

De otras bacterias menos conocidas como L. helveticus, L. plantarum, L.

Jjohnsonii, L. reuteri, y Saccharomyces boulardii se ha encontrado que tienen

efectos sobre la salud (Tabla 1), tales como alivio o disminucién de la

intolerancia a la lactosa, estabilizacion de la microflora intestinal a través del

mejoramiento en la adherencia de células a la mucosa intestinal o la reduccién de

la duracion de la diarrea mediante la colonizacion del tracto intestinal (Saloff-

Coste, 1997).

Tabla 1. Microorganismos probioticos

Género Especie Efecto clinico en humanos
GG Adherencia a las células intestinales, estimulacion de la
respuesta inmune, prevencion de la diarrea patogénica.
. .. Prevencién de la diarrea del viajero, modulacién de la
Jjohnsonii . . .. . .
flora intestinal, alivio de la intolerancia a la lactosa.
casei Modulacién de la flora intestinal, efectos positivos en
Lactobacillus Shirota tratamientos contra el cancer, disminucion de la
actividad enzimadtica en las heces fecales.
Adherencia a las células intestinales humanas,
plantarum . . .
modulacién de la flora intestinal.
. . Inhibicién de bacterias patdgenas, adhesion a las células
acidophilus | . .
intestinales humanas.
reuteri Colonizacién del tracto gastrointestinal.
. Reduce o elimina los sintomas de intolerancia a la
bulgaricus
lactosa.
Bifidobacterium Reduce la duracién de la diarrea y aumenta la respuesta
inmunolégica de FEscherichia coli enteropatdgena,
bifidum Yersinia pseudotuberculosis ejerciendo un efecto
antagonista o una actividad antimicrobiana (Mattila-
Sandholm et al., 1999).
Prevencién de la diarrea del viajero, tratamiento contra
lactis la diarrea viral incluyendo rotavirus, modulacién de la
respuesta inmune.
Exclusion competitiva de Escherichia coli, inhibicién de
longum

E. coli de la superficie de la mucosa intestinal humana.

Saccharomyces boulardii

Prevencién de la diarrea causada por antibidticos,
tratamiento contra la colitis causada por Clostridium
difficile colitis.

Tomado de Ouwehand et al. (1999)
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2.1.3 Bifidobacterias

Henry Tissier, un médico pediatra francés, observé que los nifios con diarrea
tenian una baja cantidad de bifidobacterias en sus heces. Estas bacterias, por el
contrario, eran abundantes en los nifios sanos. Tissier postulé que la
administraciéon de bifidobacterias a pacientes con diarrea podria ayudar a

restaurar su flora intestinal (Mennickent y Green, 2009).

Las bifidobacterias forman parte de las bacterias anaerobias que se instalan en
primer lugar en el intestino de los recién nacidos; factores exdgenos como los
oligosacdridos presentes en la leche materna contribuyen a la colonizacion
intestinal por estas poblaciones bacterianas concretas (Moreau y Gaboriau,
2000). Las bifidobacterias son bacilos gram-positivos con alto contenido G + C,
con una peculiar morfologia bacilar que suele ramificarse en los extremos,
anaerobios facultativas, catalasa negativa, no producen gas, no esporulados e
inmdviles, que habitan en el tracto intestinal de animales y en aguas residuales
(Prescott et al., 2005; Sakata et al., 2006, Chung et al., 1999). El género
Bifidobacterium Orla-Jensen 1924, comprende 33 especies reconocidas (Euzéby,
2006), 10 de las cuales (Bifidobacterium adolescentes, B. angulatum, B. bifidum,
B. breve, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. longum, B. infantis, B.
gallicum y B. dentium) se han identificado como componentes de la microbiota

intestinal humana (Kéeova et al., 2006).

Generalmente, las bifidobacterias se encuentran en cantidades superiores a 10"
por cada gramo de contenido intestinal y comprenden cerca del 25% de la
microflora; sin embargo, la cantidad de bacterias va disminuyendo con la edad,

estado de salud y dieta (Fig. 2) (Linder et al, 2007).

Bifidobacterium longum predomina a nivel de colon transverso y descendente, e
interviene en la produccion de una gran cantidad de sustancias involucradas en el

metabolismo del individuo.
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Fig. 2. Cambios en la microbiota intestinal con la edad (imagen tomada

de Lourens-Hatlingh y Viljoen, 2001).

La mayoria de las cepas de bifidobacterias que son importantes para humanos,
crecen a una temperatura optima de 36-38°C; son 4cido-tolerantes y el pH
Optimo para su crecimiento se encuentra entre 6.5 y 7.0, las cepas que se
mantienen en un pH superior a 8.5 no sobreviven (Biavati et al., 2000; Gomes et

al., 1999).

2.2 Tracto digestivo
El tubo digestivo estd formado por cavidad oral, es6fago, estdbmago, intestino
delgado, intestino grueso y ano. Su organizacion histoldgica general comprende,
desde la luz del tubo, el epitelio mucosal, la ldmina propria, la submucosa, una
tinica muscular y una tinica adventicia (faringe, eséfago y recto) o serosa. La
mucosa digestiva, en especial la intestinal, constituye una frontera critica entre un
medio externo especial (espacio luminal) y el medio interno: a través de ella pasan
nutrientes, electrolitos y agua, pero también pueden hacerlo toxinas de diverso
origen y estd en contacto con un enorme nimero de microorganismos (Turner,

2003).
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La mucosa intestinal, que es la mayor supeficie del cuerpo en contacto con un
ambiente externo (200 a 300m?), estd relacionada con células y tejidos
inmunitarios, formando una linea defensiva que ofrece, a la vez, nichos
ecoldgicos Optimos para numerosos microorganismos y eficaces mecanismos
antimicrobianos: el resultado es un ecosistema complejo y dindmico (Fig. 3)

(Liévin y Servin, 2006).

YELLOSIDAD

TUNICA MUSCULAR

Fig. 3. Esquema de organizacion histoldgica en el intestino delgado
(tomado de Bujalance 2006).

En una mucosa intestinal intacta, las uniones entre los enterocitos constituyen una
excelente barrera que excluye el paso de macromoléculas y patégenos (Dotan y
Mayer, 2003). Ademas, las células de Paneth, abundantes en el fondo de las criptas
de Lieberkiihn, protagonizan importantes funciones defensivas inespecificas: en
respuesta a estimulos diversos, ya sean productos bacterianos (lipopolisacdrido,
peptidoglicano y 4cidos lipoteicoicos), neurotransmisores (acetilcolina) o citokinas
producidas por linfocitos, producen una diversidad de agentes antimicrobianos

(lisozima, defensinas, fosfolipasa A;), citokinas proinflamatorias y estimuladoras
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(tumor necrosis factor oo 0 TNF-a, colony stimulating factor-1 o CSF-1, epithelial
growth factor o EGF), enzimas y otras moléculas que participan en la defensa
frente a microorganismos, la respuesta inflamatoria, el crecimiento de células

epiteliales y otras funciones metabdlicas (Keshav, 2004).

Finalmente, la mucosa intestinal estd protegida por dos capas de glicoconjugados:
unidas a la superficie celular, las glicoproteinas y glicolipidos del glicocélix; y, por
encima de éstas, la secrecion mucosa de las células caliciformes (Freitas y
Cayuela, 2000). Esta secrecion es un gel formado por mucinas, proteinas que
poseen cadenas de oligosacaridos unidos a serinas, prolinas y treoninas, pudiendo
representar la parte glucidica hasta el 80% de la masa molecular (Liévin y Servin,
2006). Ademas de proteger y lubricar la superficie de la mucosa, el gel constituye
una barrera para ciertos enteropatdgenos como Yersinia enterocolitica o Shigella
flexneri, asi como para los rotavirus (Liévin y Servin, 2006). Las mucinas son
degradadas por glicosidadas y esterasas de bacterias de la microbiota (Freitas y
Cayuela, 2000), lo que suministra nutrientes para el crecimiento bacteriano, de lo
que se pueden aprovechar también algunos microorganismos patdégenos que se

adhieren al mucus (Macfarlane et al., 2000).

2.3 Microbiota del tracto digestivo

Dado que el calostro materno, en condiciones normales, es un ambiente estéril, los
mamiferos nacen sin microorganismos comensales, pero la colonizacién de los
distintos nichos bioldgicos que ofrece el organismo comienza al atravesar el canal
del parto y prosigue hasta el establecimiento de comunidades microbianas

estables.

Durante los primeros dias de vida la microbiota estd compuesta principalmente por
enterobacterias y estreptococos y se vuelve mds diversa con el tiempo (Fig. 4)
(Arunachalam, 1999). Se calcula que la microbiota del tracto digestivo de un

adulto contiene hasta 10'* bacterias viables (Liévin y Servin, 2006).
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Fig. 4. Cambios en la microbiota intestinal en infantes desde recién nacidos

hasta 7 dias de edad (tomado de Arunachalam, 1999).

En adultos sanos la composicion de la microbiota varia entre individuos y se
mantiene estable a través de una gran parte de nuestra vida. Se observd en
pacientes ancianos que la composicion fecal cambia con el incremento de la edad
y disminuye el nimero total de bifidobacterias junto con la disminucién de otra
diversidad de especies (Woodmansey et al., 2004). La presencia de bifidobacterias
en heces humanas estd asociada con el buen estado de salud y se ha encontrado
que existen diferencias al comparar la composicion microbiana entre individuos

sanos y enfermos (Seksi et al., 2003).

El aparato digestivo, donde existen mds de 400 especies bacterianas (Tannock,
1999) méas de la mitad del peso de la materia que se encuentra en el colon
corresponde a células bacterianas cuyo nimero es diez veces superior al de las
células de los tejidos que constituyen el cuerpo humano. El estémago contiene
normalmente pocas bacterias (10° UEC/mL de jugo gastrico), mientras que la
concentraciéon bacteriana aumenta a lo largo del intestino hasta llegar a una

concentracién final en el colon de 10'? UFC/ g.
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La mayoria de las bacterias ingeridas con la saliva o los alimentos no son capaces

de sobrevivir mucho tiempo en el estomago, dada la acidez del pH géstrico, que

s6lo permite la supervivencia de especies 4cido-tolerantes como algunos

estreptococcus, lactobacilos y Helicobacter pylori. En el intestino delgado el pH se

neutraliza, los microorganismos viables puede elevarse hasta 10° en el ileon; las

especies presentes pertenecen a los géneros Streptpcoccus, Lactobacillus,

Veilonella, Actinomyces y Bacteroides asi como a miembros de la familia

Enterobacterium. En el intestino grueso existen anaerobios estrictos (géneros

Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium) y en menor cantidad anaerobios

facultativos como las enterobacterias (Figs. 5 y 6) (Kleessen et al., 2000; Moreau y

Gaboriau, 2000).
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Fig. 6. Concentracion de microorganismos en el tracto Gastrointestinal
(imagen tomada de Bujalance, 2006).

La configuracién definitiva de la microbiota intestinal es el resultado de dos tipos
de presiones selectivas: “desde arriba”, las presiones impuestas por el hospedador,
lo que incluye las caracteristicas de los nichos ecoldgicos ofrecidos y los
mecanismos inmunitarios, y que seleccionan una diversidad de linajes microbianos
cuyos genomas contienen conjuntos similares de genes (redundancia funcional); y
“desde abajo”, las presiones debidas a la competicién entre microorganimos, lo
que promueve la seleccién de genomas especializados, con conjuntos de genes
funcionalmente distintos (Ley et al., 2006). Una vez establecidas, las poblaciones
que constituyen la microbiota intestinal son estables, aunque algunos estudios
longitudinales muestran variaciones en los recuentos de determinadas especies,
como Bacteroides thetaiotaomicron o Clostridium perfringens (Kleessen et al.,
2000). Incluso después de las perturbaciones inducidas por tratamientos
antimicrobianos, las poblaciones originales retornan (De La Cochetiere et al.,
2005). Es interesante resefiar que, en opinién de expertos, la administracién de
prebidticos puede tener un impacto mayor sobre la microbiota que la de
probidticos (Walker y Buckley, 2006); es el caso de la administracién de inulina,

que incrementa el ndmero de bifidobacterias indigenas (Gibson et al., 1995).
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Entre las funciones atribuidas a la microbiota intestinal se pueden citar las
siguientes: modificacion del contenido intestinal (pH, potencial redox, produccion
de metabolitos como vitaminas y enzimas digestivas), modificaciones anatomico-
funcionales del tracto digestivo (disminucién del volumen fecal por accién
mucolitica, tasa de renovacion de enterocitos, diferenciacion de las células de la
mucosa, aceleracién del transito intestinal), resistencia a infecciones intestinales
(por mecanismos directos como la competencia por nutrientes o la produccion de
sustancias antibidticas, e indirectos a través de la potenciaciéon de la inmunidad
mucosal), desarrollo del GALT (tejido linfoide asociado a intestino) y regulacién

de los mecanismos inmunitarios (Fig. 7) (Moreau y Gaboriau, 2000; Liévin y

Servin, 2006).
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Fig. 7. Defensa inmune contra la bacteria comensal del intestino (imagen tomada
de Gonzalez, 2009).
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Una funcién importante de la microbiota es su contribucion al desarrollo de la
mucosa. Los glicoconjugados que constituyen el glicocdlix de las células de la
mucosa intestinal tienen una gran importancia ya que estdn implicados en
mecanismos de reconocimiento molecular que incluyen procesos de adhesion y
diferenciacion celular, regulacién, comunicaciéon y transducciéon de sefiales e

infeccién por bacterias y virus (Freitas y Cayuela, 2000).

2.4 Importancia de los probidticos en la flora gastrointestinal

El colon es uno de los 6rganos metabdlicamente mds activos del cuerpo humano, y
juega un papel muy importante en la nutricién y en la salud. Entre los distintos
componentes de la microflora colonica se encuentran algunas bacterias
(bifidobacterias y lactobacilos) que impiden el crecimiento de las bacterias
nocivas para la salud humana y, por ello, en la actualidad hay un gran interés en
mejorar el desarrollo de las que son benéficas, disminuyendo asi el crecimiento de
las potencialmente patégenas. Ningin organismo elabora bacterias, es decir, no las
genera, simplemente €stas se hospedan en nuestro intestino. Su incorporacion es
siempre externa. Durante la vida intrauterina, la luz intestinal permanece estéril
pero la colonizacién comienza inmediatamente luego del nacimiento y alcanza una
estabilidad duradera hacia el primer afio de vida. Dicha estabilidad puede ser
alterada durante episodios de infecciones intestinales, tratamientos con
antibidticos, inmunodeficiencias transitorias o crénicas y en la vejez (Mateos,

2002).

La microbiota siempre estd activa y se renueva aproximadamente cada 48 h. Un
factor externo que incide en la composiciéon de la flora es la dieta y esto es
particularmente evidente durante la lactancia. Los microorganismos intestinales
comprenden alrededor de 100 especies, en un niimero de 10'* células individuales
colonizan la parte baja del intestino delgado y el intestino grueso, donde hay

ausencia de oxigeno, formando un ecosistema de la microflora intestinal. Esta
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flora incluye microorganismos benéficos, patégenos y neutrales, los cuales tienen
relacion estrecha con la salud. El pequefio porcentaje de microorganismos
patégenos es de gran importancia, ya que van a tener en alerta al sistema
inmunolégico, reactivando las defensas locales, en cada parte del tracto digestivo
(Rasic y Kurmann, 1983). Por esto al intestino se le denomina “la cuna del
sistema inmune” (Keseel y Klupsch, 1984). Las bifidobacterias son las mads
importantes para la salud, ya que ayudan a tener un buen equilibrio con toda la

flora intestinal.

En términos microbioldgicos, el tracto gastrointestinal (GI) puede ser entendido en
funcién de tres regiones principales: estdmago, intestino y colon; cada una de las
cuales poseen una disposicion de la poblacién microbiana muy singular (Rastall,
2004). La microflora del colon se ha convertido en el objetivo principal de las
intervenciones dietéticas, debido a que estos microorganismos ayudan a completar
la digestion (a través del proceso de fermentacion) protegen contra las bacterias
patdgenas y estimulan el desarrollo del sistema inmune (Macfarlane y Cummungs,

1999).

La cantidad de oxigeno presente en el tracto digestivo depende del sitio mientras
hay una cantidad apreciable en el estémago e intestino delgado, el segmento
inferior del intestino delgado y el intestino grueso contienen muy poco. La
distribucién intestinal de los microorganismos depende de la cantidad de oxigeno
presente. Las bacterias acido lacticas, que se desarrollan independientes de la
cantidad de oxigeno presente (anaerdbiocas facultativas), colonizan el intestino
delgado. Las bifidobacterias, las cuales sobreviven y se desarrollan en ausencia de

oxigeno (anaerobias obligadas), predominan en el intestino grueso.

El estdémago y la parte superior del intestino delgado contienen pocas bacterias, ya
que alli los alimentos se mueven mas rapidamente, ademds la saliva contiene
lisozima, que es una enzima bacteriolitica, el pH del fluido géstrico es demasiado

bajo y el pH de la bilis es demasiado alto. Cada regién del tracto gastrointestinal
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posee una disposicion de la poblacion microbiana muy singular asi se observa en

la siguiente Tabla 2.

Tabla 2.
Caracteristicas de la microbiota del tracto gastrointestinal
Region Caracteristicas de la
Gastrointestinal microflora Ejemplos
-Muy bajo nimero de bacterias
Estomago -Presencia de anaerobios facultativos -Lactobacilos spp.
-Presencia de solo 10> UFC/ mL -Estreptococos spp.
-pH éacido
-Mayor carga bacteriana. -Lactobacilos spp.
-Presencia de anaerobios, -Estreptococos spp.
Intestino enterobacterias -Bifidobacterium spp.
y anaerobios facultativos. -Bacteroides spp.
-Clostridium spp.
-La region con mayor carga bacteriana | _peprococos spp.
-Presencia de 10''-10"* (UFC)/ mL -Bifidobacterium spp.
Colon -Presencia de anaerobios estrictos, -Bacteroides spp.
enterobacterias y anaerobios -Clostridium spp.
facultativos, en menor medida. -Atopobium spp.

Tomado de Rastall (2004)

El uso de probidticos ha sido estudiado en varias patologias digestivas, entre ellas
aquellas que incluyen alteracion en el equilibrio de la flora gastrointestinal, siendo
las mds comunes: la diarrea asociada al empleo de antibidticos, la diarrea aguda
(sobre todo en poblacién pedidtrica), la intolerancia a la lactosa, el sindrome de
intestino irritable, las infecciones por H. pylori y la enfermedad inflamatoria
intestinal, entre otras (Martinez, 2001). En los ultimos afios, los probiéticos han
adquirido una considerable importancia como microorganismos capaces de ejercer
un benéfico sobre la salud, por ejemplo en la prevencién y en el tratamiento de
desordenes intestinales, en la reduccion del riesgo de cancer o en la modulacion de
la respuesta inmune, tal como lo demostré Bujalance et al., 2007 en un estudio
donde empleé L. plantarum como inmunomodulador; ya que este estimuld
significativamente a los esplenocitos en respuesta a la concavalina A y al mitégeno

de las células T (Puertollano et al., 2005).
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2.5 Cancer

Una de las situaciones clinicas resefiadas como susceptibles de ser mejoradas por
la ingestion de probidticos es la apariciéon de carcinoma de colon (Ruiz et al.,
1992). En el mundo el cancer colorrectal ocupa el cuarto lugar con 608 000
defunciones (OMS, 2008). En Meéxico, durante 2010 se observé que los
principales tumores malignos que afectan a la poblaciéon femenina adulta (de 20
afios y mds) que fue hospitalizada por este diagndstico eran el cancer de mama
(24.3%), el cervicouterino (9.7%) y el de colon (3.2%); mientras que en los
varones adultos se concentran en cancer de prostata (7.9%), bronquios y pulmén
(4.9%) y colon (4.6%). En 2011, entre los principales tumores malignos por lo
que fallece la poblacién de 20 afios y mds en México, se observan diferencias
significativas entre hombres y mujeres. Las mujeres mueren por cincer de mama
(13.8%), cervicouterino (10.4%), de estomago (7%), higado y vias biliares
intrahepaticas (5.5%) y de colon (4.3%). En tanto que los hombres fallecen por
cancer de prostata (16.9%), de bronquios y pulmoén (12.8%), de estdmago (8.6%),
higado y vias biliares intrahepéticas (5.3%) y de colon (5.3%) (INEGI, 2011).

El tumor de cancer de colon se inicia por accién de carcindgenos quimicos
mutdgenos, y se le reconoce un desarrollo gradual, por etapas que abarcan desde
lesiones pretumorales (epitelio hiperpldsico), pasando por varias formas de
adenomas, hasta llegar al carcinoma invasor y metastasico, estando cada etapa
definida por la activacion de oncogenes o la inactivacién de diversos genes

supresores (Ruiz et al., 1992).

Los hébitos alimenticios en las dreas de gran incidencia incluyen la ingesta
caldrica en exceso del requerimiento, bajo contenido de vegetales no absorbibles
(fibra), preferencia de carne roja, exceso en el consumo de carbohidratos refinados
con bajo contenido micronutrientes que dan proteccioén. La digestion de algunos
de estos productos ha sido encontrada capaz de potenciar carcinogénesis

produciendo dafio en el DNA en las células de las criptas liderando mutacion de
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genes que se incluyen adenomatous polyposis coli (APC), Kirsten-ras (K-ras) y

p53 (proteina 53 kilodaltones) (Fotiadis et al., 2008; Sidhus et al., 2010).

Algunos investigadores han demostrado la propiedad detoxificante y
antimutagénica de microflora bacteriana intestinal no patégena (probidticos) e
ingredientes no digestibles (prebidticos) con la conclusion que ambos tienen
efectos benéficos en cancer colorrectal (CRC) (Fotiadis et al., 2008; Wollowski et
al., 2001; Prebiotics, 2010). A pesar de la cirugia, seguida por quimio y
radioterapia, la tasa de éxito del tratamiento CRC sigue variable con alta tasa de

mortalidad (Liong, 2008).

Se ha demostrado que el crecimiento de bacterias que liberan enzimas
carcinogénicas, se inhibe por bajo pH y probioticos (L. acidophilus y B. bifidum),
se ha reportado pH bajo en heces fecales con baja proliferacion de colonias en
criptas (Fotiadis et al., 2008; Biasco et al., 1991). Una dieta alta en grasa es
considerada factor de riesgo de CRC porque el colesterol es convertido a dcidos
biliares primarios en el higado con subsecuente dcido biliar secundario en el colon
por la accién de 7a-dehydroxylase bacteriana (Fotiadis et al., 2008; Weisburger y
Wynder, 1987).

Estos 4cidos biliares secundarios (particularmente el &cido litocdlico) son
citotoxicos en el epitelio del colon e incrementan la proliferaciéon de células
intestinales (Fotiadis et al., 2008; Bruce, 1987). Lidbeck et al. (1991),
demostraron una baja concentracién de dcidos biliares secundarios en heces por la
administracion de leches fermentadas suplementadas con L. acidophilus. Por lo
tanto, el efecto protector de los probidticos frente al cdncer puede deberse a la
propiedad de bajo pH en el colon como la reduccién de la formacion de los dcidos
biliares secundarios (Fotiadis et al., 2008). El pH del colon en personas sanas varia

de 4.5 a7 (Madigan et al., 2004).
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En su revision sobre la prevencion de cdncer de colon por probidticos, Brady et
al., 2000; recogen un total de 24 observaciones sobre probidticos y tumores de
colon, incluyendo datos de principios de los 80, que describen la reduccién por
derivados lacteos fermentados por bacterias del dcido lactico, de la tumorigénesis
experimentalmente inducida en ratas Brady ef al. (2000); concluyeron que existen
una serie de estudios, en modelos animales, probando una relacion inversa entre el
consumo de probidticos y apariciéon de criptas aberrantes o el desarrollo de
tumores en el colon, asi como evidencias sobre el sinergismo antitumoral del

consumo de probidticos y prebidticos (fructo-oligosacaridos).

Hay algunos datos iniciales que indican que los microorganismos probidticos
pueden impedir o retrasar la aparicion de ciertos tipos de cancer (Fig. 8). Esto se
desprende del conocimiento de que los elementos que constituyen la microflora
intestinal pueden producir sustancias carcindgenas como las nitrosaminas. Por
consiguiente, la administracion de lactobacilos y  bifidobacterias podria
tedricamente modificar la flora, dando lugar a una reduccién de los niveles de
enzimas pro-carcinogénicas como la nitroreductasa, azoreductasa (Mennickent y
Green, 2009) y B-glucuronidasa y sustancias carcinégenas (Hosada et al., 1996).
Por otra parte, hay algunos indicios de que la instalacion intestinal de probioticos,
incluido L. casei Shirota, puede reducir las reapariciones del céncer en otros

sitios, como la vejiga urinaria (Aso et al., 1995).

Estudios in vitro con L. rhamnosus GG vy bifidobacterias y un estudio in vivo
utilizando cepas GG y LC-705 de L. rhamnosus, asi como Propionibacterium sp,
demostraron una disminucién de la disponibilidad de aflatoxina carcinégena en el

lumen (El-Nezami et al., 2000; Oatley et al., 2000).

Matsumoto y Benno (2004) realizaron un estudio con voluntarios humanos,
demostrando que el consumo de yogurt conteniendo B. lactis LKMS512 incrementa
el contenido fecal en espermidina y disminuye la mutagenicidad de las heces; los
autores especulan que la espermidina producida por estas bacterias podria jugar un

papel como estabilizador del DNA celular, al que protegerian de los efectos
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genotoxicos de los carcindgenos. Los dcidos grasos de cadena corta también son
candidatos, en especial el butirico, por sus efectos protectores sobre los enterocitos

(Fig. 8) (Wong et al., 2006).
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Fig. 8. Mecanismos directos de accién antitumoral atribuidos a

microorganismos probidticos (imagen tomada de Bujalance, 2006).

Durante las ultimas 2 décadas, algunos estudios animales han demostrado el efecto
de proteccion de probidticos en cancer colorrectal. En la administracion de
probidticos a ratas ha sido encontrada baja incidencia de lesiones precancerosas
(focos de criptas aberrantes FCA) en el colon (Rowland, 2008). FCA es conocido
porque precede la neoplasia colorrectal, la medida de su desarrollo es util para
predecir la existencia de cancer colorrectal. Usando azoxymetano (AOM) se
induce la formacién de FCA en ratas. A este respecto, Reddy et al. (1997)
reportaron que un mayor crecimiento de bifidobacterias en el colon, lo cual puede
resultar en la inhibicién del desarrollo de FCA y multiplicidad de las criptas, lo
cual fue atribuido a la reduccién de pH por colonias de microorganismos que

fueron responsables de inhibir el crecimiento de E. coli y Clostridium.
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Kulkarni y Reddy (1994) reportaron que bajo un esquema de alimentacion con
Bifidobacterium longum, se presentaba una inhibicién en la formacién de FCA en
el 50% de ratas tratadas. Una investigacion similar realizada por Challa et al.
(1997) demostré una reduccion del 23% en total colonizacién de FCA y un 28%
en total de cripta aberrante (AC) en ratas con una dieta que contenia 0.5% de B.
longum (1x10° células viables/g de alimento). A los animales se les dio la dieta

experimental anterior al tratamiento con AOM vy durante el experimento.

Ciertos xenobidticos mutagénicos, después de la absorcidn, son detoxificados en el
higado por conjugacién con acido glucurénico y son de nuevo liberados en el

intestino como glucurénicos conjugados.

En el tracto gastrointestinal, bacterias como enterobacterias y clostridios causan
regeneracion (liberacion) de aglicones téxicos mutagénicos de novo de los
conjugados de la liberacién de enzimas como B-glucuronidasa, nitroreductasa y
azoreductasa (Fotiadis et al., 2008; Wollowski et al., 2001). Por otra parte, se ha
encontrado que ciertas cadenas de lactobacilos y bifidobacterias disminuyen la
concentracion y actividad de estas enzimas xenobidticas metabolizantes y es
probable que reducen el nivel de lesién preneopldsitca o tumor en el tracto
gastrointestinal (Fotiadis et al., 2008; Wollowski et al., 2001; Burns y Rowland,
2000). Por lo mismo se ha propuesto que la actividad anticancerigena de los
probidticos puede ser debido a la inactivaciéon de las enzimas bacterianas

intestinales procarcinogénicas (Liong, 2008; Geier et al., 2006).

Baricault er al. (1995) estudiaron el efecto de diferentes leches fermentadas en
células de cancer de colon usando una linea celular de células de cancer de colon
humanas (HT-29). Para la leche fermentada, utilizaron cepas de
L. helveticus, Bifidobacterium, L. acidophilus o una mezcla de Streptococcus
thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Los resultados demostraron una

disminucion en el crecimiento de10-50% de las células HT-29 tratadas.
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A partir de una investigacion en ratas, Singh et al. (1997) llegaron a la conclusioén
de que AOM inducido por la proliferaciéon celular se inhibe con la ingestién de
B. longum a través de una disminucién de la ornitina descarboxilasa (ODC). Como
ODC esté involucrada en la biosintesis de poliaminas que ayudan en la célula a la
proliferacion, diferenciaciéon y sintesis de macromoléculas, concluyeron que se
mejora la actividad de la ODC con un estado de hiperproliferativo de la mucosa
del colon que puede llevar a adenomas de colon y carcinomas. También
encontraron una expresion baja de la oncoproteina ras-p21 cuando las ratas fueron

alimentadas con B. longum (Singh et al., 1997).

Se ha observado que la descomposicion anaerobia de prebidticos y su subsecuente
fermentacion por probidticos no solo promueve su crecimiento, sino también
conduce a la produccion de 4cidos grasos de cadena corta (SCFAs) como butirato,
acetato y propionato y varias cantidad de bioproductos de fermentacion. Estos
SCFAs disminuyen el pH del colon, el cual contribuye a la accién anticdncer

(Wollowski et al., 2001).

El butirato de sodio es un SCFA que tiene efectos a nivel molecular, celular y
tisular. Es conocido por ser un inhibidor de la deacetilasa de histonas (HDACS).
En las células, el butirato de sodio modifica la expresion de un grupo de genes que
contienen elementos de respuesta al butirato. El butirato de sodio también induce
la detencién del crecimiento, diferenciacion y apoptosis de células cancerosas,
principalmente por su efecto sobre la actividad del HDAC (Domokos et al., 2010;
Garczarczyk et al., 2010). Ademas, suprime la inflamacién, en parte reduciendo la
expresion de citoquinas pro- inflamatorias como el interferon-y, la interluquina
(IL)-6 y la IL-1B por medio de la inhibicién especifica de la ruta NF-xB (Kim et
al., 2004).

La presencia de butirato en el intestino delgado puede ser un factor esencial en el
mantenimiento y reparacion de la mucosa (Wichtershiduser y Stein, 2000). El

butirato propicia efectos sistémicos indirectos, como la instilacién de los SCFAs
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en el colon que estimula la proliferacion de células no solo en la mucosa del colon
sino también en tejidos no expuestos, como el epitelio del colon adyacente, el
ileon o el yeyuno. El butirato aumenta la produccién de hormonas enterotropicas,
y estimula el sistema nervioso entérico (Rombeau et al., 1995; Cook et al., 1998).
El butirato estimula la secrecién de enzimas digestivas en el tracto gastrointestinal
y en el pancreas. Ademds de su actividad antineopldsica, el butirato de sodio
induce cambios en la morfologia celular, modifica la expresion de genes celulares,
regula la acciéon hormonal y los receptores de hormonas, asi como los receptores

de los factores de crecimiento (tomado de www.norel.es).

El colon humano absorbe una cantidad significativa de dcidos grasos de cadena
corta. Estos tienen un pKa alrededor de 4,8 y estdn ionizados en mds del 99% dado
el pH que normalmente existe en el colon. Son rdpidamente absorbidos por el
epitelio del colon y permanecen en el lumen solo en pacientes que sufren un
sobrecrecimiento bacteriano. Normalmente, menos de un 10% del total de los
acidos grasos de cadena corta producidos se pierden en las deposiciones. La
absorcion de los AGCC ionizados se produce por medio de un transportador
electrogénicamente neutro, por intercamnbio de iones: HCO3;/AGCC. Estos
transportadores existen en el ribete y en la membrana basolateral de los
colonocitos. La absorcién de AGCC estimula la absorcién de Na*, K™ y agua. Este
proceso significa, ademds, una conservacion de energia considerable (tomado de

escuela.med.puc.cl).

Células de colon tratadas con butirato son protegidas contra el dafio de oxidacion
por peroxide de hidrégeno que las células que no son tratadas. En células de colon,
se ha obsevado que el butirato incrementa la formacion de glutation S-transferasa,
la cual es una enzima importante involucrada en la detoxificacién de productos
electrofilicos y compuestos asociados con estrés oxidativo (Wollowski et al.,

2001).
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Recientes evidencias sugieren que el butirato puede inhibir la actividad genotoxica
de nitrosaminas y de per6xido de hidrégeno en células de colon humanas. En
humanos, la ingestion de probidticos han disminuido la concentraciéon de
sustancias genotéxicas en orina y también con altos niveles de compuestos que

inducen oxidacién de bases de DNA (Wollowski er al., 2001).

Los probidticos incrementan la secrecién de moco que previene adherencia y
colonizacion de bacterias patdégenas a lo largo de la pared intestinal y cierra la
barrera por la disminucién de la permeabilidad, esto previene la entrada de
patégenos y alérgenos al torrente sanguineo (Fig. 9)
(http://www.vitamintrader.com/articles/the-absolute-importance-of-probiotics/

accesado 4/oct/2013).
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Fig. 9. Interferencia entre bacterias adheridas a las células epiteliales del intestino.

La actividad de los probidticos es por la secrecion de dcidos orgdnicos,
surfactantes y agentes antimicrobianos (tomado de Matthew, 2012).

Aunque los probidticos promueven el crecimiento de bacterias benéficas no
patogenas al reducir el pH del colon, algunos de ellas también producen sustancias
como bacteriocinas y antitoxinas, que inhiben las bacterias patdégenas (Gupta y
Garg, 2009 vy http://www.vitamintrader.com/articles/the-absolute-importance-of-
probiotics/). Ademds, se ha encontrado que liberan metabolitos protectores al
intestino y regulan la motilidad intestinal (Gupta y Garg, 2009). Se ha discutido
anteriormente que algunas cepas probidticas también pueden prevenir el dafio
genotoxico para el epitelio del colon (que se considera ser una etapa temprana del

proceso carcinogénico).
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Muchos de los carcindgenos transmitidos por los alimentos como aminas
heterociclicas y los hidrocarburos aromdticos policiclicos se inactivan por la
conjugacion con glutatiéon con la ayuda de la enzima glutation S-transferasa (GST),
que se encuentra en el higado y otros tejidos incluyendo intestinal (Burns y Rowlan,
2000). Otras investigaciones han postulado que los probidticos poseen efectos
protectores contra el cancer de colon cambiando el proceso de diferenciacién de los

las células tumorales.

2.5.1. Tratamiento para cancer de colon y recto

Se pueden usar varios medicamentos para tratar el cancer colorrectal. A menudo, se
combinan dos o mds de estos medicamentos para tratar que éstos sean mas eficaces.

El tratamiento se puede administra de diferentes maneras:

Quimioterapia sistémica: la quimioterapia sistémica utiliza medicamentos que se

suministran por una vena o por via oral. Estos medicamentos ingresan al torrente
sanguineo y llegan a todas las dreas del cuerpo, haciendo que este tratamiento sea
util contra los tumores que se han propagado (metdstasis) mas alld del 6rgano en el
cual se originaron.

Quimioterapia regional: en la quimioterapia regional, los medicamentos se inyectan

directamente en una arteria que llega hasta la parte del cuerpo que contiene el
tumor. Este método concentra la dosis de quimioterapia alcanzando asi las células
cancerosas. Ademds, reduce los efectos secundarios al limitar la cantidad que
alcanza el resto de cuerpo. La quimioterapia se puede usar en fechas distintas
durante el tratamiento de los canceres de colon o de recto.

Quimioterapia adyuvante: se usa después de la cirugia para remover el cancer se le

conoce como quimioterapia adyuvante. Este tratamiento puede ayudar a evitar que
el cancer regrese y ha demostrado que ayuda a las personas con cancer de colon y
recto en etapa II y III a vivir por mas tiempo. Se administra después de remover
todo el cancer visible para reducir la probabilidad de que regrese. Este tratamiento
funciona al destruir el pequefio numero de células cancerosas que haya podido

quedar al momento de la cirugia, ya que eran tan pequefias que no se podian ver. La
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quimioterapia adyuvante también tiene el objetivo de destruir las células cancerosas
que pudieran haber escapado del tumor primario y alojarse en otras partes del
cuerpo (pero que son tan pequefias que no se pueden observar en los estudios por
imagenes).

La quimioterapia neoadyuvante: sélo para algunos tipos de cadncer, se administra

(junto con la radiacién) antes de la cirugia para tratar de reducir el tamafo del
cancer y asi hacer mds facil la cirugia. A esto se le conoce como tratamiento

neoadyuvante y a menudo se usa en el tratamiento del céncer rectal.

La quimioterapia para los cdnceres avanzados también se puede usar para ayudar a
encoger tumores y a aliviar los sintomas de los cdnceres que se han propagado a
otros 6rganos, tal como el higado. Aunque resulta poco probable que cure el céncer,

a menudo ayuda a las personas a vivir mas tiempo.

Los medicamentos de quimioterapia son muy potentes, y pueden afectar algunas
células sanas en el cuerpo. Los doctores administran los medicamentos en ciclos,
con cada periodo de tratamiento seguido de un periodo de descanso para permitir
que su cuerpo se recupere. Los ciclos de quimioterapia por lo general duran
alrededor de 2 a 4 semanas, y las personas reciben usualmente al menos varios
ciclos de tratamiento. Los medicamentos que se usan con mds frecuencia para el
cancer colorrectal son:

A)5-fluorouracilo (5-FU), el cual a menudo se administra con el medicamento
parecido a vitaminas, leucovorin, (también llamado dcido folinico), lo que mejora
su eficacia.

B) Capecitabina (Xeloda®), el cual se administra en forma de pastilla. Una vez que
estd en el cuerpo, este medicamento cambia a 5-FU cuando alcanza el lugar del
tumor.

C) Irinotecan (Camptosar®)

D) Oxaliplatino (Eloxatin®)
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2.6

Los efectos secundarios de la quimioterapia dependen del tipo y dosis de los
medicamentos administrados, asi como de la duracién del tiempo que se

administran. Los efectos secundarios comunes de los medicamentos pueden incluir:

. Caida del cabello
. Llagas en la boca

. Falta de apetito

. Néusea y vomito

. Bajos recuentos sanguineos

. Probabilidad de infecciones (por bajos niveles de glébulos blancos)
. Moretones o presentar sangrados (por bajos niveles de plaquetas)

Ademds de estos efectos, ciertas medicinas causan algunos efectos secundarios
especificos, por ejemplo: sindrome de pies y manos, neuropatia y diarrea (tomado

de www.cancer.org accesado 4/octubre/2013).

Cordero y Aristizdbal (2002) y Parra y Aristizdbal (2011) realizaron experimentos
con doxorubicina HCl como control negativo de proliferaciéon celular de HT-29,

donde la linea celular mostré ser sensible al antineoplasico de manera in vitro.

Estrategias terapéuticas

Existen tres estrategias alimentarias que promueven el mantenimiento de un
equilibrio més saludable de la microflora intestinal, consistentes en la alteracion
beneficiosa de su composicion, mediante el incremento de las cantidades de
bifidobacterias, de lactobacilos o de ambos basadas en la utilizacién de prebidticos,
probidticos y simbidticos. Los probidticos son microorganismos vivos reconocidos
como habitantes normales del intestino humano que, al ser ingeridos, potencian las

propiedades de la flora intestinal.

Los prebidticos son ingredientes alimentarios (hidratos de carbono no digeribles)

que poseen un efecto favorable sobre la flora intestinal ya que estimulan
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selectivamente el crecimiento de bacterias benéficas. Los simbidticos son la

combinacién de pre y probiéticos (Hertzler, 1996 y 2003).

Tanto los prebidticos como los probidticos son considerados alimentos funcionales,
y se definen, como aquellos que contienen un componente, sea 0 no un nutriente,
que afecta una o varias funciones del organismo en forma especifica y positiva,
promoviendo un efecto fisiolégico que va mads alld de su valor nutritivo tradicional
de acuerdo a los recientes lineamientos de la OMS. Las estrategias terapéuticas
actuales deben tomar en cuenta una terapia de interferencia microbiana, es decir,
que permita mantener o restablecer un estado de salud mediante la introduccion en
el huésped de microorganismos vivos que permitan estabilizar el equilibrio de la

flora intestinal.

En el campo de los derivados l4cteos, después de varios afios de investigacion, ha
salido al mercado lo que se llama los "cultivos biolégicos" los cuales se diferencian
de los tradicionales en que sobreviven el paso del estomago al intestino, y una vez
alli son asimilados por el organismo, de forma que ademads de su alto valor nutritivo,
poseen adicionalmente un importante caricter terapéutico. Este tipo de cultivo estd
compuesto por dos clases de bacterias, Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium

las cuales forman una asociacién altamente productiva.

Es importante tener en cuenta que las bifidobacterias ingeridas con yogurt o sus
compuestos estardn mds protegidas de la accion de los jugos géstricos, asegurando
su llegada al intestino.  Se considera que la dosis diaria de bifidobacterias que debe
ser ingerida para mantener una dominancia en el intestino es de 10® a 10, en estas

concentraciones se puede asegurar un efecto terapéutico.

Cuando el ser humano ingiere productos que contengan estas bacterias, éstas
encuentran un hdbitat adecuado en el intestino, y permanecen viables bajo
condiciones normales. Ambos microorganismos son resistentes a sales biliares y a

los pH bajos, condiciones normales en el paso por el estomago e intestino. En el
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caso de los derivados lacteos que contienen las bacterias tradicionales, hay
Unicamente un aporte nutritivo, ya que generalmente vienen pasteurizados o han
sido guardados a bajas temperaturas y ellas requieren una temperatura de mas de
37° C para mantenerse vivas. No asi cuando estdn liofilizadas, todavia en el
empaque de la farmacia, entonces deben estar a 4° C y en algunas presentaciones
(mesofilos, termofilos y otras para la industria), bajo 0°C. Las "bacterias
bioldgicas" pueden adicionarse a la leche fresca o a sus derivados, convirtiéndolos
asi, en alimentos altamente nutritivos y terapéuticos. Este descubrimiento implica
un paso gigante en el campo de la biotecnologia, el cual debe darse a conocer a
todos los niveles, desde los industriales, hasta los consumidores, pasando por los

profesionales de la salud.

Pocos estudios han sido publicados apoyando la hipétesis de que la terapia del tipo
prebidtico o probidtico, pudieran ser efectiva en el tratamiento de estas condiciones:
B. longm empleando como probidtico, han logrado prevenir una translocacion de
bacterias (Ondarza, 2007). Las bifidobacterias y otras cepas de bacterias benéficas
son estimuladoras de la sintesis de IgA. Por ello, se ha relacionado el consumo de
ciertos alimentos prebidticos, que contienen estas cepas de bacterias, con una

estimulacion de las defensas (Mateos, 2002).

En trabajos recientes, se ha reportado la actividad inhibitoria de los factores
extracelulares de varios probidticos sobre cultivos axénicos in vitro de Entamoeba
histolytica HM1-IMSS (Barrén et al., 2008; Zamora, 2008), Giardia lamblia
(Calderén, 2011, Ontiveros, 2011) y Trichomonas vaginalis (Ontiveros, 2011), asi
como en las bacterias Salmonella sp, Enterobacter cloacae, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocitégenes, Serratia marscecens (Garcia, 2011). Estos
resultados brindan la posibilidad de realizar experimentos empleando tinicamente

los metabolitos producto de los probidticos.
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3. HIPOTESIS

Los factores extracelulares de Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus y
Bifidobacterium longum presenten interferencia microbiana sobre la linea celular HT-29

de cancer colorrectal en humano.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar la interferencia microbiana de factores extracelulares de Lactobacillus
casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium

longum sobre la linea celular HT-29 de céncer colorrectal en humano.

4.2 Objetivos Especificos

e Establecer el tiempo de produccion de factores extracelulartes mediante cinéticas

de crecimiento de los probidticos L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y B.

longum.

e Determinar la interferencia microbiana de los factores extracelulares de L. casei,

L. plantarum, L. acidophilus y B. longum sobre la linea celular ~ HT-29 de

cancer colorrectal humano.

e Determinar la actividad citotoxica de los factores extracelulares de L. casei,

L. plantarum, L. acidophilus y B. longum sobre leucocitos humanos.

e Determinar la concentracion inhibitoria media de los factores extracelulares.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1 Material biolégico

A)
B)
®)

Linea celular HT-29
Leucocitos

Probidticos

®  Lactobacillus casei
e L. plantarum

e L. acidophilus

®  Bifidobacterium longum

La linea celular y los probidticos se obtuvieron de la ATCC (American Type
Culture Collection, 1994). Los leucocitos se obtuvieron de sangre donada por
estudiantes de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL.

5.2 Preparacion de soluciones y medios de cultivo

La preparacion de las soluciones y medios de cultivo que se emplearon en el

desarrollo de este trabajo se describen en el anexo L.

5.3 Probioticos

5.3.1

5.3.2.

Preparacién de medio de cultivo MPT-caldo y MPT-agar: se preparé de

acuerdo a las indicaciones mencionadas por Barrén et al., 2008.

Mantenimiento: Las cepas de probidticos se mantienen en refrigeracion a 4°C
en MPT-caldo, cada cepa se activa tomando 5S00uL y se suspende en SmL de
MPT-caldo, se incuban por 24-48h a 37°C. Para la activacion de cada cepa de
bacterias y mantenimiento de las mismas, se toman bajo condiciones de
esterilidad 0.5mL del cultivo de la cepa de las bacterias 4cido lacticas en tubos
borosilicato de 13x100mm conteniendo SmL de MPT-caldo, se incuban a
37°C/18 h, posteriormente bajo condiciones de esterilidad se toman una asada
de cada cultivo y se resembra por estria en tres tubos de borosilicato de
13x100mm conteniendo SmL de MPT-agar inclinado, se incuba a 37°C/24 h,

enseguida se guardan a 4°C por no mas de tres meses.
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5.4 Cinética de crecimiento

5.4.1 Método turbidimétrico: Se dispuso para cada de una de las cepas de

probidticos, nueve tubos con tapon de rosca conteniendo SmL de MPT-caldo,
y frente al mechero, se inocularon con 500uL de cultivo de cada uno de los
probidticos, e inmediatamente se tomo la primera lectura. Posteriormente se
incuban en un bafio de agua a 37°C y cada hora se realizaron las lecturas de
absorbancia empleando un espectrofotometro (Spectronic Genesis®) a una
longitud de onda de 635nm durante un lapso de 24 h, se registré y se

graficaron los valores obtenidos.

5.4.2 Método de recuento bacteriano en placa (RBP): Se reactivaron las bacterias

probidticas, tomando una asada de una colonia del cultivo en MPT-agar y se
depositaron en tres tubos de 13x100mm conteniendo SmL de MPT-caldo, se
procedi6 a incubar a 37°C durante 24h, transcurrido este tiempo se inocularon
tres tubos de 13x100mm con SmL de MPT-caldo con un inéculo al 1% y se
incubaron a 37°C/24 h, después se inocularon 1% de cultivo en otros tres
tubos de 13x100mm con SmL de MPT-caldo con un indculo de 1% y se
incubaron a 37°C/14h, transcurrido este tiempo se determinaron las unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL empleando el método de dilucion en placa;
para realizar esta determinacin se realizaron diluciones de 10" hasta 107,
A partir de las ultimas diez diluciones se transfirieron 1 mL a una caja Petri
enseguida se agregaron 15mL de MPT-agar, inmediatamente se gir la placa
suavemente haciendo figuras de ochos invisibles en la mesa, esto para
distribuir homogéneamente el inéculo a través del medio agar, se dejo
solidificar, posteriormente se incubd a 37°C por 24h, después de este tiempo
se contaron las colonias para determinar la cuenta de unidades formadoras de

colonias por mililitro (UFC/mL).

5.5 Obtencién de factores extracelulares de probidticos: Los probidticos se reactivan

antes de e iniciar cada bioensayo. A un litro de MPT-caldo se le inoculé 1% de

cultivo de cada uno de los probidticos (incubado por 24h a 37°C dependiendo de
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cada cepa) se incub6 a 37°C por 24 h. El cultivo se colocé en frascos especiales y
se centrifugd a 2500rpm por 10 min, se separé el sobrenadante y se centrifugd
nuevamente; este paso se repite hasta que se observe la ausencia del precipitado; el
sobrenadante se esterilizé con filtracién cuatro veces con filtros Millipore de
0.22um, se le realiz6 la prueba de esterilidad, tomando una alicuota y colociandola
en MPT-caldo para probiéticos, se incubd a 37°C por 24 h y una vez aprobada
dicha prueba de esterilidad, el sobrenadante estéril fue el medio con los factores

extracelulares de los probidticos.

5.6 Obtencion del liofilizado de los factores extracelulares (LFE) de probiéticos: El

sobrenadante filtrado se congelé por 24 h a -20°C y posteriormente se llevd la
muestra de los factores extracelulares de Lactobacillus casei, L. plantarum, L.
acidophilus y Bifidobacterium longum a un liofilizador. El liofilizado que se
obtuvo se colocé en un frasco de vidrio estéril y se almacend a -20°C hasta su

empleo.

5.7 Linea celular.

5.7.1 Mantenimiento in vitro.: Las células tumorales se mantuvieron en el medio

AIM-V suplementado con 20% de suero fetal bovino inactivado. Las células
se incubaron a 37°C en una atmdsfera hiimeda, con un 5% de CO, en frascos
de 25cm’.

5.7.2 Congelacién de la linea celular: Para asegurar la disponibilidad de la linea en

el laboratorio, se congelaron muestras (stocks) de aproximadamente 2x10’
cél/mL, para lo cual las células se concentraron mediante centrifugacién a
1800 rpm durante 10min, se eliminé el sobrenadante y el concentrado celular
se resuspendié en una soluciéon de 70% medio AIM-V, 20% suero fetal
bovino (SFB) y 10% DMSO como anticongelante que impide la formacion
de cristales de agua en el interior de las células manteniendo la integridad

celular, y se dispens6 1mL por criotubo (Corning), este material se almacend
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a -80°C durante una semana y después se guardd en un tanque de nitrogeno

liquido hasta el momento que fueran requerido.

5.8 Valoracion de actividad bioldgica: Las células HT-29 de cancer de colon humano

que se encuentren en crecimiento exponencial, con un 90% de confluencia,
trataron con una solucién de tripsina 0.025%-EDTA 0.03% durante 15 minutos a
37°C, para obtener una suspension celular que se contaron en cdmara de Neubauer,
empleando el método de exclusion del colorante azul de trypan. Se inocularon 5 x
10* células de cancer de colon humano en placas de 96 pozos con fondo plano. Las
placas se preincubaron por 24 h a 37 °C en una atmosfera himeda de 5% de CO, y
95% de aire, por 24 h, para permitir adherencia de las células en los pozos. Se
realizaron diluciones seriadas 1:2 de la solucién madre (430 mg/mL) de LFE de
cada probidtico sobre las placas de 96 pozos de fondo plano, ajustando un
volumen de 100 pL, incubando por un periodo de 48 h a 37 °C en una atmosfera
himeda de 5% de CO;, y 95% de aire. Ademas, se dejaron pozos con células mas
medio AIM-V, como control positivo de crecimiento, como control negativo de
crecimiento se utilizé Doxorrubicia HCI y pozos sin células, pero con tratamiento

como blancos (ver Fig. 10).
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Tripsina-EDTA por 15 minutos en
incubacion 37°C 5% CO, y 95% aire

i% Centrifugar 2000 rpm 10 min 8°C

Contar e inocular 5x10* células en cada pozo

Incubar 24 h a 37°C 5% CO, y 95% aire

T

Dilucién 1:2 FE e incubar 48 h a 37°C 5%
CO;, y 95% aire

Fig. 10. Diseiio experimental de valoracion de actividad biolégica. Procedimiento
para medir la actividad bioldgica de los FE sobre la linea celular HT-29
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Para evaluar el efecto citotoxico de los LFE de las cepas probidticas, se empled el

método fluorométrico indirecto de reduccion del MTT, se agregd a cada pozo 15

pL de MTT (0.5 mg/mL), se incub6 por cuatro horas y posteriormente se agrego a

cada pozo 80 uL de DMSO vy se tomo lectura a 570 nm de absorbancia (ver Fig.

11).

Lavar con medio AIM-V

Agregar MTT

Incubar 2.5 h a 37°C 5% CO, y 95% aire.

Fig. 11. Método del MTT. Método estandarizado para determinar la

viabilidad celular.

Agregar DMSO

Leer absorbancia a 570 nm
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5.8.1

Valoracién citotoxica de leucocitos: Para evaluar si los LFE de las cepas

probidticas son citotéxicos a las células mononucleares periféricas de la sangre
humana, se obtuvieron cerca de 60mL de sangre de cuatro personas. La sangre
fue mezclada con solucién salina 0.85% y posteriormente se transfirié a tubos
con Ficoll-Paque lentamente por la paredes y después pasé a centrifugacion a

3000 rpm por 30 minutos.

La interfase blanca que se observo, son los leucocitos, los cuales se tomaron y
transfirieron a otros tubos con solucion salina 0.85% y se volvid a centrifugar a
2000 rpm por 10 minutos. Después se resuspendieron en medio AIM-V y se
ajusté el volumen a 1x10° células/mL. En una microplaca de 96 pozos, se
agregaron 100pL de los LFE (las mismas 8 concentraciones que se utilizaron en
el experimento con HT-29) y 100uL de células en 24 pozos de cada probidtico.
Se utilizé también un control, el cual fue los LFE + leucocitos + concavalina A
(ConA); este dltimo se utilizé como mitégeno. Se usé la misma metodologia a
excepcion al cultivar en la microplaca de 96 pozos, ahi en cada pozo se agreg6
100puL de medio AIM-V, 80uL de células y 20pL. de ConA. Asimismo hubo un
tratamiento blanco el cual fue medio AIM-V vy leucocitos; y, medio AIM-V con
leucocitos y ConA. Se incub6 por 48 horas y se utilizé el método del MTT para

evaluar el efecto citotoxico, en las mismas condiciones que se us6 para la HT-

29.

5.9 Analisis estadistico

Para determinar el efecto de los LFE de probidticos sobre el crecimiento de las

lineas celulares HT-29 se realizaron los siguientes analisis:

Andlisis estadistico de los resultados obtenidos de la actividad bioldgica de los
LFE con el paquete estadistico SPSS para Windows® versiéon 2000 y se
determiné la concentracion inhibitoria media (Clsg) de los LFE mediante un
andlisis Probit.

ANOVA P<0.05 con una posterior comparacion multiple de medias.
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6. RESULTADOS

6.1 Cinética de crecimiento

En la Fig. 12 se observa la gréfica correspondiente a la cinética de crecimiento de
Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus y Bifidobacterium longum por el
método turbidimétrico. La fase de adaptacion ocurrié hasta la tercera hora, en las
cuatro cepas probidticas el comportamiento fue similar. Para L. casei, L.
plantarum y B. longum la fase exponencial fue a partir de la tercera hora hasta la
novena hora, y después se presento la fase estacionaria. Para L. acidophilus la fase
exponencial fue a partir de la tercer hora hasta la séptima hora; esta cepa fue la que
mds rdpido llegé a su fase estacionaria y obtuvo una lectura de absorbancia menor
de 1.2nm; en contraste L. casei, L. plantarum y B. longum la lectura de
absorbancia para su fase estacionaria fue de 1.6nm. Entre las cuatro cepas

probidticas no hubo diferencias significativas.
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Fig. 12. Grifica de la cinética de crecimiento de las bacterias probiéticas.
La cinética de crecimiento se llevd a cabo durante 12 horas
mediante el método turbidimétrico.

6.2 Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Después de 12 horas de incubacion a 37°C, se realizé el recuento bacteriano en
placa (RBP) para determinar las unidades formadoras de colonias. En la Fig. 13
se muestran los resultados de las UFC de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y
B. longum. Entre las cuatro cepas hubo una marcada diferencia significativa,
siendo L. acidophilus la que mostré un mayor nimero de UFC (652.66x10°)
seguido por L. plantarum (89.33x109), B. longum (59X109) y L. casei con el

menor nimero (35.33x1 09).
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Fig 13. Resultado de las UFC de las bacterias probiéticas. L. acidophilus mostré
el mayor nimero de UFC seguido por L. plantarum, B. longum y L. casei, se
observo que hubo gran diferencia significativa de L. acidophilus con respecto
a las otras tres cepas.

6.3 Liofilizados de factores extracelulares (LFE)
Las caracteristicas de los LFE de Lactobacillus casei, L plantarum,
L. acidophilus y Bifidobacterium longum se describen en la Tabla 3 y se observan

en la Fig. 14.

Tabla 3.
Caracteristicas de los LFE de las cepas probidticas

L. casei | L. plantarum | L. acidophilus | B. longum
pH 4.36 4.37 4.70 4.46
Color café r0jo amarillo marron
Textura liquido | pegajoso granulado pegajoso
Rendimiento g/L. | 20 14 12 12
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Fig. 14. Los LFE de las cepas probiéticas. Aspecto de los LFE al
finalizar el proceso de liofilizacion, los cuales presentaron
diversos aspectos desde granular hasta pegajoso.

En los LFE, de las cuatro cepas probidticas, hubo un rango de pH de 4, siendo
L. casei con el menor pH, de 4.36, esta misma cepa fue la que obtuvo un color
mads oscuro, textura liquida y el mayor rendimiento, de 20g/L. L. plantarum
obtuvo un pH de 4.37, coloracion roja, textura pegajosa y rendimiento de de
14g/L. L. acidophiuls tuvo un pH de 4.70, el cual fue el mayor de las otras
cepas; color amarillo con textura granulada y rendimiento de 12g/L.
B. longum obtuvo un pH de 4.46, coloracién marrdn, textura pegajosa y
rendimiento de 12 g/L.. Las cepas de L. acidophiuls y B. longum fueron las que

presentaron menor rendimiento.

6.4 Actividad biolégica de los LFE sobre HT-29

En la Tabla 4 se muestran las absorbancias (570nm) de HT-29 frente a LFE de
las cepas probidticas, asimismo el grupo control (células sin tratamiento).
Fueron 3 eventos independientes donde las células HT-29 fueron incubadas 48
horas con las ocho diferentes diluciones de los LFE, y posteriormente, se utiliz

el método turbidimétrico del MTT para analizar la viabilidad de la linea celular.
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Tabla 4

Determinacion de la interferencia microbiana de los LFE sobre HT-29

Liofilizados de factores extracelulares de:
[mg/mL] | 1, casei** | L. plantarum** | L. acidophilus* B. longum**
Control

(nm) (nm) (nm) (nm)

430 0.08 0.07 0.07 0.07
215 0.06 0.06 0.07 0.07
107 0.06 0.06 0.07 0.07
53 0.06 0.06 0.07 0.07

0.36

26 0.07 0.07 0.06 0.07
13 0.10 0.11 0.078 0.09
7 0.27 0.21 0.19 0.39
3.5 0.36 0.45 0.29 0.28

*Diferencia significativa contra el grupo control
** Diferencia significativa contra el grupo control, pero igualdad entre tratamientos

Entre LFE de las cuatro cepas probidticas se observa que en las diluciones de
430mg/mL a 26 mg/mL hay semejanza en las lecturas de absorbancia. En las
diluciones de 13mg/mL a 3 mg/mL, LFE de L. acidophilus tuvieron un
comportamiento distinto, ya que se obtuvieron nimeros mas bajos, esto indica
que a estas concetraciones hubo mayor inhibicion del crecimiento de la linea
celular HT-29. L. acidophilus tuvo diferencia significativa con las otras tres
cepas, y las cuatros tuvieron diferencia significativa con el grupo control

(células sin tratamiento).

Por otra parte, la Tabla 5 muestra los resultados del control negativo de
proliferaciéon celular, en el cual se utiliz6 doxorrubicina HCl a diferentes
concentraciones. Los resultados mostraron una significativamente menor
proliferacion celular (p=0.05) en todas las concentraciones comparado con el
grupo control. En la primera dilucién (1mg/mL) el valor de absorbancia fue de
0.12 nm y el de la dltima dilucién (0.007mg/mL) obtuvo también 0.12 nm. Las
otras diluciones mostraron valores de absorbancia entre 0.09 y 0.11 nm. En

contraste el valor de absorbancia del grupo control fue de 0.36 nm.
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Tabla 3.
Actividad biolégica de Doxorrubicina HCI sobre HT-29

Diluciones Doxorrubicina HCI * Control

[mg/mL] (nm) (nm)
1.00 0.12
0.50 0.09
0.25 0.09
0.125 0.09

0.0625 0.11 0.36
0.03125 0.13
0.015 0.11
0.007 0.12

* Diferecia significativa contra el grupo control

La Fig. 15 muestra la actividad bioldgica de LFE de las cuatro cepas
probidticas frente a la linea celular HT-29, asimismo el grupo control positivo y
negativo para la proliferacién celular. Se observa que en las diluciones de
430mg/mL a 13mg/mL de L. acidophilus, B. longum y L. casei tuvieron una
proliferacion menor al grupo control negativo (doxorrubicina HCI);

L. plantarum s6lo de la dilucién 430 mg/mL a la 26mg/mL.
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[mg/mL]
430
215
107
53
26

13

35

En la Fig. 16 se muestran las microplacas con la linea celular HT-29 después
del método del MTT. En la figura A se observa el grupo control positivo para
proliferacion celular, la coloracién oscura muestra que las células tienen
metabolismo, asimismo se observa que en las udltimas concentraciones para
algunos FE de las cepas probidticas el efecto fue menor y se observa una
coloracion tenue; donde no hay color se describe como células no viables. En la
figura B, la dltima columna es el grupo control negativo para proliferacion

(doxorrubicina HCL) en el cual no hay coloracién oscura.

B.longum L. plantarum Control + L. casei

A B

Fig. 16. Imagenes del bioensayo de los LFE y grupo control positivo y

negativo contra HT-29. Fotografias tomadas al final de cada
bioensayo; puede observarse la coloracion oscura de viabilidad en el
grupo control + y en las tltimas dos concentraciones de los LFE.

Para L. acidophilus las concentraciones de 430 mg/mL a 7mg/mL son
estadisticamente iguales y la que obtuvo diferencia significativa es 3.5mg/mL.
Para B. longum, L. plantarum y L. casei las concentraciones de 430mg/mL a 13
mg/mL son semejantes y las de 7mg/mL y 3.5mg/mL tienen diferencia

significativa entre ellas mismas y con las demads diluciones.
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6.4.1 Dosis letal media (DLs)

En la Tabla 6 se describe la DLsy de los FE de las cepas probidticas y de
Doxorrubicina HCI. En la DLsy, L. acidophilus fue el LFE que present6 la
menor cantidad (0.294 mg/mL) para inhibir el crecimiento de la linea
celular HT-29, siguiendo B. longum (1.206 mg/mL), L. plantarum (2.973
mg/mL) y L. casei (5.132 mg/mL) fue quien requiere de mayor cantidad.
En el caso de la doxorrubicina HCI se requieren cantidades muy bajas para

alcanzar la DLsj (<0.0001mg/mL) (Anexo II).

Tabla 6.
DLs, de los LFE frente a la linea celular HT-29

Tratamientos DLs,
Lactobacillus casei 5.132
Lactobacillus plantarum 2.973
Lactobacillus acidophilus 0.294
Bifidobacterium longum 1.206
Doxorrubicina HCI <0.0001

6.5 Prueba de citotoxicidad

Se realizo6 la prueba de citotoxicidad de los LFE de las cepas probidticas utilizando
leucocitos; asimismo, también se hizo la prueba con los LFE + leucocitos +
concavalina A (ConA); ésta como mitégeno. El grupo control fue medio de cultivo
AIM-V + leucocitos; y, medio de cultivo AIM-V + leucocitos + ConA. En la Fig.
17 se muestra los resultados. Para L. casei las concentraciones de 215 mg/mL y
I13mg/mL a 3.5mg/mL tuvieron mayor proliferacion que L. casei + ConA pero

ninguna dilucién fue mayor al grupo control. L. plantarum en todas sus
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concentraciones fue mayor la proliferacion que L. plantarum + ConA, y en las
diluciones de 215mg/mL, 107mg/mL y 7mg/mL fue mayor la proliferacién que el
grupo control. En las concentraciones de 13mg/mL a 3.5mg/mL los LFE de L.
acidophilus tuvieron mayor proliferacion que L. acidophilus + ConA y en las de
13mg/mL y 7mg/mL los resultados fueron mayores que el grupo control. En el
caso de B. longum siempre fue mayor la proliferacion que B. longum + ConA, pero
ninguna fue mayor que el grupo control, en las concentraciones de 26mg/mL y

53mg/mL hubo menor proliferacion.
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7. DISCUSION

En el recuento bacteriano en placa, Fig. 13, L. acidophilus fue la cepa que mostro
un mayor nimero de UFCs (652.66x10°) seguido por L. plantarum (89.33x10°),
B. longum (59x109) y L. casei con el menor nimero (35.33x109); en la cinética
de crecimiento L. acidophilus fue la cepa que en menor tiempo llegé a su fase
estacionaria, el resultado para esta cepa podria relacionarse puesto que rapido
tuvieron crecimiento exponencial y en el recuento en placa recuperaron su

viablidad mayor a las otras cepas probidticas.

El aspecto de los LFE de las cepas probidticas, ademds del rango de pH a nivel
entre 4 y 5 y color entre amarillo, rojo, café y marrén, presentaban olor fuerte y
durante varios minutos a temperatura ambiente se covertian a liquido aceitoso y
su color cambiaba a mas oscuro, véase tabla 3. Con estas caracteristicas se

sugiere que la composicion de los LFE es mayor en dcidos grasos insaturados.

En la actividad biolégica de los LFE, L. acidophilus tuvo diferencia significativa
(p=0.05) con las cepas B. longum, L. plantarum y L. casei, tabla 4. En L.
acidophilus las diluciones de 430 mg/mL a 13mg/mL fuerton estadisticamente
iguales y sélo la de 3.5mg/mL tuvo diferencia significativa. En el caso de B.
longum, L. plantarum y L. casei las concentraciones de 430mg/mL a 13 mg/mL
son semejantes y las de 7mg/mL y 3.5mg/mL tienen diferencia significativa entre
ellas mismas y contra las demads diluciones. En B. longum la dilucién de 7mg/mL
no tuvo inhibicion de la linea celular HT-29 y en la de 3.5mg/mL si se presenta
inhibicién, semejante a L. acidophilus, Fig. 15. L. plantarum y L. casei no

obtuvieron inhibicién en la dilucion de 3.5mg/mL.

Asimismo se observa que en las diluciones de 430mg/mL a 13mg/mL de L.

acidophilus, B. longum y L. casei tuvieron una proliferacion menor al grupo
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control negativo (doxorrubicina HCI), excepto L.plantarum en la dilucion de
13mg/mL, tablas 4 y 5.

En las DLsg los LFE de L. acidophilus remarcan que se requiere menor cantidad
para inhibir el crecimiento de la linea celular HT-29 (0.294 mg/mL), le siguen los
LFE de B. longum (1.206 mg/mL), L. plantarum (2.973 mg/mL) y L. casei
(5.132 mg/mL). La doxorrubicina HCI requiere menor cantidad (<0.0001
mg/mL), tabla 6. Estos resultados respaldan los datos que se obtuvieron en la
actividad biolégica puesto que los LFE de L. acidophilus tienen mayor inhibicién

de la linea celular HT-29 ain con menor concentracion.

Baricault er al. (1995) estudiaron el efecto de las leches fermentadas sobre el
crecimiento celular del cdncer de colon y encontraron que el 10-50 % de las
células HT-29 mostr6 una disminucién en el crecimiento. Andlisis posteriores
revelaron que las actividades especificas del marcador especifico para la
diferenciacion de células HT-29 tales como los péptidos dipeptidil se
incrementaron. Los autores sugirieron que las células tumorales entraron en un

proceso de diferenciacion que conduce a crecimientos inferiores.

Lidbeck et al. (1991) demostraron una baja concentracién de &cidos biliares
secundarios en heces por la administracion de leches fermentadas suplementadas
con L. acidophilus. Asimismo en 1992 hicieron un importante estudio mostré
que la mutagenicidad fecal se redujo por =~ 28 % después de que el consumo de
tanto carne frita y leche fermentada de L. acidophilus, en oposicién a la leche

fermentada con Lactococcus en los seres humanos.

Surono y Hosono (1996) y Nadathur er al. (1995) describen que la etapa de
crecimiento de las bacterias también parece jugar un papel importante en
antimutagenicidad. En la fase de crecimiento lineal, un profundo aumento en la
actividad anti-mutagénica se produce, alcanzando un nivel maximo de actividad

bacteriana que luego disminuye en la fase de crecimiento estacionario. Ademas
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del nimero y la fase de crecimiento de las bacterias, es evidente que otros

factores influyen en la anti-mutagenicidad.

Fotiadis et al. (2008) y Biasco et al. (1991) demostraron que el crecimiento de
bacterias que liberan enzimas carcinogénicas, se inhibe por bajo pH y probioticos
(L. acidophilus y B. bifidum), reportaron pH bajo en heces fecales con baja
proliferacion de colonias en criptas asi como la reduccion de la formacién de los

acidos biliares secundarios.

Kulkarni y Reddy (1994), con una alimentacién para ratas con B. longum
reportaron una inhibicién en formacién de cripta aberrante (FCA) en 50% de los
animales tratados. Challa ef al. (1997) observaron una reduccién del 23% en total
colonizaciéon de FCA y 28% en total de cripta aberrante (AC) en ratas con una

dieta suplementada con 0.5% de B. longum (1x10® células viables/g de alimento).

Singh et al. (1997) evaluaron el efecto de B. longum en la carcinogénesis de
colon utilizando ratas macho destetadas F344. Los resultados de su estudio de 40
semanas demostraron que la administracion dietética de cultivos liofilizados de
B. longum result6 en una supresion de la incidencia de tumores de colon y el

nimero de tumores y también redujo el volumen del tumor.

En su revision sobre la prevencion de cancer de colon por probidticos, Brady et
al. (2000) recogen un total de 24 observaciones sobre probidticos y tumores de
colon, que describen la reducciéon por derivados lacteos fermentados por
bacterias del 4cido lactico, probando una relacion inversa entre el consumo de

probidticos y aparicién de AC o el desarrollo de tumores en el colon.

Rowland (2008) encontré una baja incidencia de lesiones precancerosas (FCA)

en el colon con la administraciéon de probidticos a ratas.
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Reddy et al. (1997) reportaron que un mayor crecimiento de bifidobacterias en el
colon, lo cual puede resultar en la inhibicién del desarrollo de FCA y
multiplicidad de las criptas, lo cual fue atribuido a la reduccién de pH por
colonias de microorganismos que fueron responsables de inhibir el crecimiento

de E. coli y Clostridium.

Al igual que los resultados de los trabajos antes descritos, nuestros resultados
demostraron que las cepas de L. acidophilus y B. longum en los experimentos de
los LFE fueron las que tuvieron mayor inhibicion de la linea celular HT-29, y se
requiere menor cantidad (0.294 mg/mL y 1.206 mg/mL respectivamente) en
comparaciéon con las cepas de L. casei (5.132mg/mL) y L. plantarum
(2.973mg/mL). De hecho, L. acidophilus tuvo un efecto de inhibicién de la linea

celular HT-29 significativamente mayor (p=0.05) comparado con B. longum.

Los resultados obtenidos fueron similares a los de Baricault ef al. (1995) puesto
que hubo una inhibicién de crecimiento de la linea celular HT-29, aunque con
mayor porcentaje, a partir de 60% con los LFE de las cuatro cepas de probidticos
utilizadas. Asimismo se respalda que los LFE de L. acidophilus y B. longum
obtuvieron mejores resultados en comparacion con Lidbeck et al. (1991), Singh
et al. (1997), Kulkarni y Reddy (1994); Fotiadis et al. (2008) y Biasco et al.
(1991).

En la prueba de citotoxicidad de los FE de L. acidophilus las concentraciones de
13mg/mL a 3.5mg/mL tuvieron mayor proliferacion que el tratamiento de
LFE+ConA vy en las de 13mg/mL y 7mg/mL los resultados fueron mayores que
el grupo control. En L. casei las concentraciones de 215 mg/mL y 13mg/mL a
3.5mg/mL hubo mayor proliferacion que LFE+ConA pero ninguna mayor al
grupo control. L. plantarum en todas sus concentraciones fue mayor la
proliferacion que LFE+ConA y en las diluciones de 215mg/mL, 107mg/mL y
7mg/mL fue mayor la proliferacion que el grupo control. En el caso de B. longum

siempre fue mayor la proliferacion que LFE+ConA, pero ninguna fue mayor que
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el grupo control, en las concentraciones de 26mg/mL y 53mg/mL hubo menor

proliferacion, Fig. 17.

Mateos (2002) ha relacionado el consumo de ciertos alimentos prebidticos, que
contienen bifidobacterias y otras cepas de bacterias benéficas son estimuladoras

de la sintesis de IgA.

Bujalance et al. (2007) en un estudio donde empled Lactobacillus plantarum
como inmunomodulador; ya que este estimulé significativamente a los
esplenocitos en respuesta a la concavalina A y al mitdgeno de las células T.
Pirkka et al. (1999) observaron que L. acidophilus estimularon la proliferacion
basal ex vivo de linfocitos esplénicos de ratén. Matsuzaki et al. (2007) sugieren
que algunas bacterias probidticas tienen potencial para aumentar o modificar la
funcidn inmune del huésped a través de la regulacion de las células inmunes del

huésped.

Estudios sobre las propiedades desmutagénicas de probidticos sugirieron que las
sustancias desmutagénicas pueden residir en la envoltura celular de la pared
celular bacteriana. Sekine et al. (1995) encontré en una preparacion de la pared
celular de B. infantis, tiene inhibicién en la actividad del tumor en las células
peritoneales de raton de manera in vitro, mientras que Okawa et al. (1993)
encontré en una preparacion de la pared celular de L. casei (atenuada por calor)
(LCI9018) induce inmunidad contra la induccién de tumores en un estudio
aleatorizado, controlado y comparativo con 223 pacientes con cancer de cuello
uterino en estadio III. Se encontré que los efectos antitumorales que se debe a la

activacion de macréfagos por LC9018.

Matsuzaki (1998) demostré que L. casei Shirota tiene efectos anti-tumorales y
anti-metdstasis de células tumorales transplantables, para suprimir la
carcinogénesis inducida quimicamente en los roedores y para inducir la

produccién de varias citoquinas, como el interferén-y, IL-13 y TNF-a que resulté
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en la inhibicion del crecimiento del tumor y el aumento de la supervivencia de
los ratones portadores de tumores. Resultados similares han sido reportados por
Lee et al. (2004) para las cepas de L. acidophilus SNUL, L. casei YIT9029 y B.
longum HYS8001. Sun et al. (2005) demostraron de manera in vivo que el
peptidoglicano de una especie de Lactobacillus fue capaz de reducir el
crecimiento de células de cincer de colon CT26 en ratones BALB/c a través de
un aumento en el nivel de la apoptosis. Curiosamente, el peptidoglicano no tuvo
ningun efecto sobre la apoptosis de células tumorales in vitro, lo que implica que
de forma in vivo el efecto anti-tumorigénicos pudo haber sido mediado por la
respuesta inmune. Ademds de eso, los estudios recientes de Ghoneum et al.
(2005) han demostrado que los probidticos pueden ser eficaces contra células
Caco-2 de adenocarcinoma de colon; y Ghoneum y Gollapudi (2004) también lo
demostraron contra una linea celular de cancer de mama, lo que sugiere que las
intervenciones terapéuticas probidticos puede no necesariamente se limita a los

canceres que afectan el tracto gastrointestinal sistema.

Los resultados que se obtuvieron en nuestro experimento con leucocitos, fue que
los LFE de las cuatro cepas probidticas estimularon su proliferacion, todas fueron
mayor en comparacion con el testigo de LFE+ConA (p=0.05), Fig. 17. Esto fue
similar a lo reportado por Bujalance er al. (2007) y Pirkka et al. (1999) al

estimular células del sistema inmune.

Fotiadis et al. (2008) y Wollowski et al. (2001) han escrito que el butirato inhibe
la proliferacion celular e incrementa la apoptosis de células transformadas pero
produce efectos en contra de células normales. Butyrivibrio fibrisolvens MDT-1
produce altas cantidades de butirato. En la administracién de MDT-1 a ratones
con cancer colorectal se ha encontrado que reduce ACF de manera significativa y
disminuye la actividad de B-glucuronidasa y promueve la respuesta inmune,

incrementa de las células natural killer (NK).
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Clarke et al. (2011) examinaron el impacto de la creciente concentraciéon de
butirato intestinal con dieta de almidén butilado sobre el epitelio colénico de
ratas tratadas con el azoximetano carcinégeno genotéxico (AOM). El aumento de
la apoptosis fue marcada y proponen que la funcién pro-apoptética de butirato
juega un papel importante la reduccion de la formacién de tumor en ratas tratadas
con AOM y que estos datos apoyan un papel protector potencial de butirato en el

CRC.

Zhang et al. (2010) investigaron el mecanismo de la citotoxicidad de butirato en
las células de cancer de colon humano RKO. Sus resultados mostraron que el
butirato indujo un fuerte efecto inhibidor del crecimiento contra las células RKO

e indujo también la apoptosis en células RKO.

Roy et al. (2009) evaluaron el efecto de butirato y también en combinacién con
carnitine en células de cdncer de manera in vitro, examinaron proliferacion y
apoptosis, y encontraron que en combinacién se inhibe la proliferacion y se

induce la apoptosis de la linea celular Caco-2.

Fung et al. (2011) identificaron proteinas implicadas en la apoptosis inducida por
el butirato en las células HCT116. Demostraron que el butirato probablemente
induce una respuesta de estrés celular en las células HCT116 que se caracterizan
por la activacion de p38 MAPK y una respuesta de estrés en reticulo
endoplasmatico (ER). También reportaron, los procesos celulares adicionales
alterados por butirato, como la biosintesis del grupo hemo y la expresion
desregulada de proteinas de la Idmina nuclear, que pueden estar implicados en la

respuesta apoptotica observada en estas lineas celulares.

Hay trabajos donde se muestran los efectos de SCFAs sobre lineas células de
cancer de colon, el butirato es el mas estudiado. Los LFE de las cepas probidticas
muy probablemente contienen algunos de estos SCFAs y pueden ser los

responsables de la inhibicion de proliferacion de la linea celular HT-29 utilizada.
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Asismismo, estos resultados proveen datos para realizar en un futuro andlisis de
acidos grasos de los LFE, proteinas y realizar experimentos con diferentes
azucares para elucidar que compuestos especificos impactan en la inhibicioén del

crecimiento; asi como realizar también experimentos in vivo.
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8. CONCLUSIONES

Los liofilizados de los factores extracelulares de L. casei, L. plantarum, L.
acidophilus y B. longum contienen compuestos de naturaleza lipidica, y muy
probablemente son los responsables de la actividad biolégica contra la linea
celular HT-29 de cancer de colon humano.

Los LFE de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y B. longum inhiben el

crecimiento de la linea celular HT-29.

Los LFE de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y B. longum no tienen

efecto citotdxico sobre linfocitos, e induce la proliferacion de éstos.

Los LFE de L. acidophilus tuvieron diferencia significativa con las otras cepas
probidticas; mostraron mayor inhibicién de la linea celular HT-29 de cancer de

colon humano y con menor cantidad.

Los LFE de L.acidophilus y B. longum tuvieron mejores resultados que L. casei

y L. plantarum.

La concentraciéon minima inhibitoria media de los LFE de L. casei fue de 5.132
mg/mL, L. plantarum 2.973 mg/mL, L. acidophilus 0.294 mg/mL y B. longum
1.206 mg/mL.

67



9. PERSPECTIVAS

Para ampliar el resultado de la interferencia microbiana de los LFE de las cepas
probidticas un experimento in vivo confirmaria o pondria a discusion los

resultados obtenidos en experimento in vitro.

Por los resultados obtenidos en este trabajo se podrian realizar sinergias de cepas
probidticas para observar el comportamiento que se generaria frente a lineas

celulares de cancer colorrectal.

La composicion de los LFE no estd conocida completamente, por el aspecto estd
formado por 4cidos grasos insaturados, con andlisis de cromatografia de gases

para obtener un perfil de dcidos grasos.

Con el uso de microscopia de fuerza atoémica (AFM) se pueden observar y
obtener informacién de lineas celulares de cancer después de la exposicion de

los LFE y demostrar que resultados hay con esta interaccién microbiana.
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ANEXO I

Preparacion de soluciones y medios de cultivo.

SOLUCION

DESCRIPCION

Acido
clorhidrico(0.1N)

Se afora hasta 50 mL con agua bidestilada desionizada 0.41
mL de HCI concentrado (12N).

Citrato férrico de
amonio (1%)

Se disolvié 0.1g de citrato férrico de amonio en (CFA) 10 mL
de agua bidstilada desionizada; y se mantuvo en refrigeracién
en un frasco dmbar a 4°C, hasta su empleo. Se esterilizé por
medio de filtracion.

Hidréxido de

Se disolvieron 40g de hidréxido de sodio (NaOH) en 100mL

sodio (10N) de agua bidestilada desionizada.
Se disolvieron 0.85g de cloruro de sodio (NaCl) en 100mL de
Solucién salina | agua bidestilada desionizada y se ajust6 a pH7.0. Se esteriliz6
(0.85%) en autoclave por 15 min a I5Lb de presiéon a 121°C. Se
mantiene en refrigeracion a 4°C, hasta su empleo.
. Medio para el cultivo de la linea celular HT-29, se adquiri6 en
Medio AIM-V- | 4 o6-Lab. GIBCO®.
Suero fetal | Se adquirié en Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA. GIBCO
bovino ®. Se inactivé colocidndolo en un bailo de calentamiento a
inactivado 56°C durante 30 minutos. Se mantuvo en refrigeracion a 4°C.

Ficoll-Paque

Se adquiri6 en Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA.

Concavalina A

Se adquirié em Biomediaclas INC. Se disolvieron 2.5mg de
concavalina-A en 1mL de agua destilada. Se tomaron 96uL y
se disolvieron en 10mL de AIM-V y posteriormente se filtro.

Tripsina-EDTA

Se adquiri6 en Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA.

DMSO

Se adquiri6 en Probiotek.

Azul de trypan Se adquiri6 en Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA. Se
prepar6 pesando 0.2g y se afor6é a 100mL con agua destilada.
Se esteriliz6 por filtracion y se almacené en refrigeracion a
4°C.

Doxorrubicia Se adquirié de Zurich Pharma, en soluciéon de 10 mg. Se le

HCl agregaron 10 mL de agua destilada y ésta fue la solucién
madre.

Bromuro de | El MTT se disolvié en PBS a una concentracion de Smg/mL a

Tetrazolio temperatura ambiente. La solucion se esterilizé por filtracién

(MTT) y se almacend en refrigeracion a 4°C.

MPT-agar Se prepar6 con peptona de caseina, extracto de levadura,
NaCl, glucosa, dcido ascérbico, L-cisteina, KH,PO4, K;HPO4,
citrato férrico de amonio y agar nutritivo.

MPT-caldo Se prepar6 con peptona de caseina, extracto de levadura,
NaCl, glucosa, dcido ascorbico, L-cisteina, KH,PO4, K;HPO4
y citrato férrico de amonio.

CO, Se adquiri6 en Praxair.
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ANEXO II

Probit
L. casei
Probit Analysis
Data Information
M of Cases
Yalid ag
Rejected  Missing 2
LOG Transform Cannat il
he Done
Mumber of Respanses = g
Mumber of Subjects
Contral Group il

Comvergence Information

Optimal
Mumber of Solution
lterations Found
PROBIT g | Yes
Parameter Estimates
95% Confidence Interval
Parameter | Ectimate | Std. Error Z Sig. Lower Bound [ Llpper Bound
FROBIT? Dosis - 271 62 -1.676 094 - 588 046
Intercept 444 B34 Foo 484 -.180 1.078
a. PROBIT madel: PROBIT{p) = Intercept + B {Covariates X are transformed using the base 2718
logarithim.)
Chi-Square Tests
Zhi-Sguare dfd Sin.
PROBIT  Pearson Goodness-of-Fit 3.332 a6 1.000k
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
agoregated cases.

h. Since the significance level is greaterthan .150, no heterogeneity

factor is used in the calculation of canfidence limits.
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Confidence Limits

95% Confidence Limits for Dosis

95% Confidence Limits for logfDagis)?

Erobability Estirnate Lower Bound | Lipper Bound Estirnate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT ma 27093.124 10.207
azo 9923.234 9.203
30 5246.801 B.565
40 3248.627 B.086
ns0 2199.628 7696
&0 1578.359 7.364
nra 1179.831 7.073
ngn 8909.194 6.813
nan 717.363 6.576
0o 76770 £.357
a0 233.780 5.454
200 114.035 4737
250 B1.602 4121
300 35.435 3.568
350 21.228 30585
A00 13.083 2569
450 B.154 2.099
400 8.132 1.636
550 3230 1.173
600 2ms .70z
650 1.241 218
.70n F43 -.297
750 428 -.8a0
800 231 -1.465
850 13 -2.183
500 45 -3.088
810 nsr -3.305
820 024 -3.542
830 nz2z -3.802
540 m7 -4.083
450 mz -4.425
580 nos -4.815
870 o5 -5.2094
.80 oz -5.932
5490 001 -6.936

a. Logarithm base= 2718,
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L. plantarum

Probit Analysis
Data Information
M oof Cases
Walid aa
Rejected  Missing 2
LOG Transform Cannot i
he Done
Humber of Responses = 7
Mumber of Subjects
Control Group i

Convergence Information

Qptimal
Mumber of Solution
lterations Found
PROEBIT 7| Yes
Parameter Estimates
95% Confidence Interval
Parameter | Estimate [ Std. Error Z Sig. Lower Bound | Upper Bound
FROBIT? Dosis -.2249 163 -1.411 158 -.548 .0aq
Intercept .2a0 B34 344 694 -.385 884
a. PROBIT model: FROEBITR) = Intercept + BX (Covariates ¥ are transformed using the base 2.718
logarithm.)
Chi-Square Tests
Zhi-Square ifd 3ig.
PROBIT  Pearson Goodness-of-Fit 2.820 ar 1.000k
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
agoregated cases.

. Since the significance level is greater than .10, no heterogeneity
factoris used in the calculation of confidence limits.
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Confidence Limits

95% Confidence Limits for Dosis 959% Confidence Limits for logdDosis)d
Frobability Esctimate Lower Bound | Upper Bound Estimate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT .00 7A749.400 11.235
Rl 23071.059 10.046
030 10851.364 42492
.040 £152.566 8.725
050 3877984 8.263
060 2618131 7.870
.a7o 1855.221 7.526
RiEN] 1362858 7217
080 1029516 6.937
100 795243 6679
180 273047 5.610
200 116.750 4. 7EO
280 56.325 4.031
300 29270 3377
.380 15.959 2770
400 5.975 2194
450 5143 1.638
A00 2973 1.0490
480 1.7149 542
.00 985 -015
B50 A54 -.591
.Fo0 302 -1.187
780 187 -1.852
.00 076 -2.581
850 032 -3.430
400 011 -4.489
910 .0og -4.758
820 006 -5.038
430 .aos -5.347
940 .0o3 -5.691
850 ooz -6.084
B0 .0 -6.545
870 oo -7113
480 .aon -7.867
ReLE] .0on -5.056

a. Logarithm base= 2718
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L. acidophilus

Probit Analysis
Data Information
I of Cases
Walid 91
Rejected  Missing 2
LOG Transform Cannat a
he Done
Mumber of Responses = a
Mumber of Subjects
Control Group i
Comvergence Information
Optimal
rMumber of Solution
ltarations Found
FROBIT 2 | Yes
Parameter Estimates
95% Confidence Interdal
Parameter | Estimate | Std. Error il Sig. Lowwer Bound | Upper Bound
FRCBIT? Dosis =140 1584 -.808 364 -.444 63
Intercept -AT2 ROA -.284 TR -TTT 433
a. PROBIT model: PROBIT{p) = Intercept + BX (Covariates ¥ are transformed using the hase 2.718
logarithim.)
Chi-Square Tests
Chi-Sguare iif2 Sid.
FROBIT  Pearson Goodness-of-Fit 1.837 39 1.000%
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
agyregated cases.

h. Since the significance level is greater than 150, no heterogeneity
factoris used in the calculation of confidence limits.



Confidence Limits

95% Confidence Limits for Dosis

95% Confidence Limits for logiDosis;®

Erobability Estimate LowerBound | Upper Bound Estimate Lowear Bound | Upper Bound
PROEBIT mao 4600191.398 15.342
020 GG0331.907 13.400
030 192706.858 121649
040 7H302.637 11.242
a0 35912.998 10,489
D& 18909.441 9.847
070 10775.185 9.285
a0 6512.150 8.781
040 4118.317 8323
A00 2702.329 7.0z
a0 471.747 6146
200 17.8249 4.769
.2a0 35.842 3879
300 12.310 2810
340 4572 1.520
400 1.787 580
440 720 -329
400 .294 -1.224
450 A20 -2118
&0 043 -3.028
G50 049 -3.968
200 ooy -4.958
Fa0 0z -6.027
00 om S
a0 i} -8.604
4o oo -10.249
Aa10 i} -10.771
420 i} -11.229
430 oo -11.732
40 i} -12.285
450 oo -12.936
460 oo -13.690
a0 oo -14 616
a0 i} -15.848
a0 00 -17.789

a. Logarithm base = 2.718.
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B. longum

Probit Analysis

Data Information

M of Cases
Yalid a0
Rejected  Missing 2
LOG Transform Cannot 0
he Done
Mumber of Responses = B
Mumber of Subjects
Control Group 0

Comvergence Information

Optimal
Mumber of Salution
[terations Found
FROBIT 7| Yes
Parameter Estimates
95% Confidence Interval
Earameter | Estimate | Std _Errar il Sig. Lower Bound | Upper Bound
FROBIT? Dosis -8z 1484 -1177 234 -.484 A2
Intercept 034 601 048G 8485 -.567 635
a. PROEIT moadel: PROBIT{R) = Intercept + BX (Covariates X are transformed using the base 2.718
logarithm.)
Chi-Square Tests
Zhi-Square dfd 3.
FROBIT Pearson Goodness-ofFit 2462 aa 1.0008
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based an
agoregated cases.

h. Since the significance level is greater than 150, no heterogeneity
factaris used in the calculation of confidence limits.
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Confidence Limits

95% Caonfidence Limits for Dosis

95% Confidence Limits for logiDosisy?

Probability Estimate Lower Bound | Upper Bound Estirnate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT 010 442325.692 13.000
.0zo 88558.010 11.498
030 38017797 10.546
040 18568.329 5.829
.0s0 10366.308 5.246
080 G311.823 8.7450
.07o 4085.361 8.315
.0sn 2767.395 7.0926
090 1341.903 7.571
100 1401.5968 7.245
150 363327 5.894
200 124254 4.822
2480 49.492 3.902
300 21.643 3.074
340 10.066 2.309
400 4 866 1.582
440 2.409 .a7a
.A00 1.206 187
850 603 -.805
500 2849 -1.208
G50 d44 -1.935
el 167 -27m
750 024 -3.528
800 012 -4.448
850 o4 -5.521
400 001 -6.872
10 001 -7.188
8z0 001 -7.552
830 .noa -7.841
540 .noa -B8.376
850 oo -8.872
880 .noa -0.455
4ro oo -10172
580 .noa -11.124
990 .oao -12.626

a Logarithm hase= 2718,
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Doxorrubicina HCI

Probit Analysis
Data Information
M oof Cases
Walid 16
Rejected  Missing g
LG Transfarm Cannot i
he Done
mMumber of Responses = 1]
Mumber of Subjects
Cantral Group 1]
Conmvergence Information
Optimal
mumber of Solution
lterations Found
FROBIT g | Yes
Parameter Estimates
45% Confidence Interval
Parameter | Estimate | Std. Error il Sig. Lower Bound | Upper Bound
FPROBIT? ch - 02z 338 - 064 9448 - 678 h34
Intercept - AER 888 -573 RET -1.554 422
a. PROBIT model: PROBIT(p = Intercept + B (Covariates X are transformed using the bage 2.718
logarithm.)
Chi-Square Tests
Chi-Sguare iifa i,
FROBIT  Pearson Goodness-of-Fit 14 14 1.000k
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
agoregated cases.

h. Since the significance level is greater than .150, no heterogeneity
factoris used in the calculation of confidence limits.
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Confidence Limits

35% Confidence Limits for CD

98% Confidence Limits for logiCon 38

Probability Estimate Lower Bound | LlpperBound | Estimate | Lower Bound | Upper Bound
PROBIT 010 7.6E0E34 80.326
2o 3.048E29 G7.890
nz0 1.141E26 53.993
040 3.014E23 54.063
0sa 2A411E21 45234
060 3.957E149 45124
0ro 1.077E18 41.521
gn 4.277E1E 38.295
.0an 2.2T4E15 35.360
00 1.526E14 326549
11 2123E9 21.478
200 293002.708 12.588
250 142.994 4963
300 142 -1.885
.380 .0oo -8.230
400 .ooo -14.251
450 ulili] -200077
500 ulili] -25.810
450 .0oo -31.543
&00 .0oo -37.368
650 .0oo -43.340
700 .0oo -48.735
7al .0oo -56.582
800 .0oo -64.208
a0 .0oo -73.096
400 .0oo -84.279
a0 .0oo -86.980
420 .0oo -89.914
430 .0oo -83.141
440 .0oo -06.744
850 .oan -100.854
A60 .oan -105.682
a70 .0oo -111.618
480 .0oo -119.509
480 .00a -131.946

a. Logarithm bhase = 2.718.
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