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RESUMEN

Los probibticos son organismos vivos que cuando se administran en cantidades
adecuadas ejercen un efecto benéfico para la salud del huésped. Se ha
demostrado que varias cepas probioticas ejercen efectos benéficos tanto en el
microbioma enddgeno como en el epitelio y el sistema inmune intestinal. Asi
como también se ha reportado el efecto de los probioticos sobre patologias en
humanos, tales como en carcinogénesis, mutagénesis y tumores. Hay algunos
datos iniciales que indican que los microorganismos probidticos pueden impedir
o retrasar la aparicion de ciertos tipos de cancer. Durante las ultimas 2 décadas,
varios trabajos in vivo e in vitro han demostrado que probidticos detoxifican y
tienen propiedad antimutagénica, y concluyen que tienen efecto benéfico en
cancer colorrectal. Se ha demostrado en algunos trabajos in vitro que los
postbidticos han presentado actividad biolégica sobre protozoarios y bacterias
de importancia médica. En este trabajo se utilizaran como microorganismos
probiodticos las bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, se
obtendran los postbiéticos de Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium longum. A los postbiéticos se les
realizardn un analisis fisicoquimico, obtencion y caracterizacion de proteinas y
se realizara un perfil de acidos grasos; posteriormente se liofilizaran para
preparar una solucion madre y hacer diluciones 1:2 de cada probiético, con
esto, se determinaran el efecto citotdéxico y/o citotastico sobre la linea tumoral
de colon HT-29, mediante el método del MTT. Se pasarda a modelo in vivo con
ratas Sprague-Dawley de seis semanas de edad, y se les administrara mezcla
de alimento comercial con dosis probioticos microencapsulados, y con
liofiizados de postbidticos encapsulados; las ratas seran tratadas con el
carcinogeno 1,2-dimetilhidrazina (DMH). La encapsulacion sera con el método

del alginato de sodio al 2%. Se realizara un analisis histologico.



ABSTRACT

Probiotics are living organisms that when administered in adequate amounts
exert a beneficial effect on the health of the host. It has been shown that several
probiotic strains have beneficial effects on both the endogenous microbiome and
the epithelium and intestinal immune system. As well as the effect of probiotics
on pathologies in humans, such as carcinogenesis, mutagenesis, and tumors.
Some initial data indicate that probiotic microorganisms can prevent or delay the
onset of certain types of cancer. Over the past 2 decades, several in vivo and in
vitro studies have shown that probiotics detoxify and have antimutagenic
property and conclude that they have a beneficial effect on colorectal cancer. It
has been shown in some in vitro studies that postbiotics have presented
biological activity on protozoa and bacteria of medical importance. In this work
the bacteria of the genera Lactobacillus and Bifidobacterium will be used as
probiotic microorganisms, the postbiotics of Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus acidophilus, and Bifidobacterium longum will be
obtained. Postbiotics will have a physicochemical analysis, protein obtaining and
characterization and a fatty acid profile will be performed; subsequently they will
be lyophilized to prepare a stock solution and make 1: 2 dilutions of each
probiotic, with this, the cytotoxic and/or cytotoxic effect on the HT-29 colon
tumor line will be determined, using the MTT method. They will be passed to the
in vivo model with six-week-old Sprague-Dawley rats, and they will be
administered commercial food mix with microencapsulated probiotic doses, and
with lyophilization of encapsulated postbiotics; the rats will be treated with the
1,2-dimethylhydrazine (DMH) carcinogen. The encapsulation will be with the 2%
sodium alginate method. A histological analysis will be performed.



1. INTRODUCCION

La investigacion realizada durante el siglo pasado ha demostrado que ciertos
microorganismos pueden aumentar la resistencia a las enfermedades entre
ellas las bacterias del &cido lactico, las cuales pueden enriquecerse en el tracto
intestinal al alimentarse de carbohidratos especificos. EI consumo de alimentos
fermentados se ha asociado con una mejora de la salud, y las bacterias del
acido lactico (lactobacilos y biofdobacterias) se han implicado como agentes

causantes de esta mejora de la salud.

El incremento de la resistencia bacteriana a los antibiéticos en humanos ha
provocado un aumento en el interés publico y gubernamental en eliminar el uso
sub-terapéutico de antibidticos. Un enfoque alternativo es el uso de
microorganismos probioticos, sustratos prebidticos que enriquecen ciertas
poblaciones bacterianas, una combinacion simbidtica de prebiodticos vy

probidticos o los postbioticos.

La FDA exige que los fabricantes de probidticos destinados al tratamiento o
prevencion de enfermedades que presenten una solicitud de Investigacion de
nuevos medicamentos. Actualmente, no se han aprobado los probiéticos para
usos terapéuticos. Los proveedores de atencidbn médica interesados en el
potencial terapéutico de los probioticos requieren evidencia de la eficacia de los
ensayos controlados aleatorios, incluidos los datos sobre la colonizacién local
exitosa y los resultados especificos de la cepa, e informacion sobre la integridad
y estabilidad del producto. (Patterson, 2003.; Barrons, 2008.)

Los prebidticos se clasifican como "ingredientes alimenticios no digeribles que
afectan beneficiosamente al huésped al estimular selectivamente el crecimiento
y / o actividad de una o un numero limitado de bacterias en el colon, y asi

mejorar la salud del huésped” (Gibson, 1995.). Actualmente, los prebidticos mas



ampliamente aceptados incluyen fructooligosacaridos y galactooligosacaridos
(ISAPP, 2009). Cuando los prebidticos se combinan con los probioticos, su
relacion se clasifica como simbiética. Esta combinacion puede mejorar la tasa
de supervivencia de los probidticos y proporcionar beneficios de salud

adicionales al huésped (Collins, 1999.)

Los probidticos son complementos alimenticios “microorganismos vivos que,
administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio de salud al
huésped” (FAO/OMS, 2001). Dentro de los microorganismos probidticos se
utilizan bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque no
exclusivamente, también se utilizan Saccharomyces y Enterococcus, mientras
que los prebidticos se describen como sustancias dietéticas no digeribles que
estimulan el crecimiento de los probidticos (Schrezenmeir, 2001; Adhikari, 2003)

Por otro lado, el término postbidticos, también conocido como metabidticos,
biogénicos o0 simplemente metabolitos/CFS (sobrenadantes libres de
células); se refiere a factores solubles (productos o subproductos metabdlicos)
secretados por bacterias vivas o liberados después de la lisis bacteriana . Estos
subproductos ofrecen beneficios fisiolégicos al huésped al proporcionar
bioactividad adicional (Cicenia, 2014). Tales factores solubles se han recogido
de varias cepas de bacterias ; ejemplos incluyen acidos grasos de cadena corta
(SCFA), enzimas, péptidos, acidos teicoicos, muro péptidos derivados de
peptidoglucano, endo y exopolisacéaridos, proteinas de la superficie celular,

vitaminas, plasmégenos y acidos organicos (Yao, 2011; Tsilingiri, 2013).

Aunque la importancia de los postbiéticos se ha pasado por alto relativamente,
la evidencia cientifica de sus efectos beneficiosos para la salud esta
aumentando progresivamente (Compare, 2017; Haileselassie, 2016; Kareem,
2014; Costa K. D, 2003; Nakamura, 2016; (Tiptiri-Kourpeti, 2016). A pesar de
gue los mecanismos implicados en los efectos beneficiosos para la salud de los
postbidticos no estan completamente aclarados, ni su composicion precisa y los

mecanismos subyacentes aun estan bajo investigacion. Los datos cientificos
4
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han proporcionado evidencia de que los postbioticos poseen diferentes
propiedades funcionales que incluyen, entre otros, antimicrobianos,
antioxidantes e inmunomoduladores. Estas propiedades pueden afectar
positivamente la homeostasis dela microbiota y/o las vias metabdlicas y
de sefalizacion del huésped, lo que afecta las reacciones fisiologicas,
inmunologicas, biolégicas, neuroldgicas, reguladoras y metabdlicas especificas
(Sidhu S., 2010.; Shenderov, 2013).

Hasta la fecha solo hay unos pocos informes que resumen los hallazgos sobre
los postbiodticos, centrandose principalmente en los de diferentes especies
de Lactobacillus (Konstantinov, 2013; Cicenia, 2014; Patel, 2013;
2013; Tsilingiri, 2013).

La investigacion realizada por (Shenderov, 2013) revel6é que los postbioticos
tienen capacidades favorables de absorcion, metabolismo, distribucion y
excrecion, lo que podria indicar una alta capacidad para sefalar diferentes

organos y tejidos en el huésped, lo que provoca varias respuestas biologicas.

También se ha demostrado que los postbidticos pueden imitar los efectos de los
probidticos sobre la salud al tiempo que evitan la administracion necesaria
de microorganismos vivos, que no siempre son inofensivos. Tsilingiri et
al. (2012) lo demostraron, en un ensayo ex Vvivo, algunos probidticos pueden
inducir una respuesta inflamatoria local que se asemeja a la respuesta inducida
por Salmonella . demas, la preocupacién teorica asociada con bacterias
probidticas vivas la administracion (p. €j., hinchazon y flatulencia, translocacion
relacionada con los probiéticos y bacteriemiay fungemia, y la posible
transferencia del gen de resistencia a los antibiéticos) se han descrito en
informes de casos, ensayos clinicos y modelos experimentales , en pacientes
con enfermedades graves (p. €j., inmunosupresion, lactantes prematuros) y
factores de riesgo menores (p. ej., deterioro de la barrera epitelial intestinal,

administracion concurrente con antibidticos de amplio espectro a los que el
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probiotico es resistente) para eventos adversos (Doron y Snydman,
2015 ; Williams, 2010).

Actualmente los probidticos se utilizan para prevenir infecciones entéricas y
gastrointestinales, aunque dentro de los efectos de estos se ha demostrado en
varios trabajos que estos estimulan las funciones protectoras del sistema
digestivo, con actividades bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilacticos, 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).

Se ha reportado el efecto sobre patologias humanas, tales como en
carcinogénesis, mutagénesis y tumores ya que actian en la absorcion del
mutageno, estimulando el sistema inmunitario, inhibiendo la produccion
carcindgena del microbioma intestinal (Lopez Brea y Domingo, 2007). También
(Screefumar O. y Hosono, 2000) demostraron que algunas cepas probioticas
reducen la actividad de las enzimas procancerigenas que se sintetizan el

microbioma intestinal.

La Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer perteneciente a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que el cancer de colon y recto
(CCR) es el 3° tipo de cancer mas frecuente a nivel mundial y en México. De
acuerdo al Instituto Nacional de Salud Publica, se sabe que la principal causa
es la dieta (Forman et al., 2004; Armstrong y Doll, 1975, y Willet, 2001).

Por lo tanto, el uso de postbidticos puede representar una alternativa valida y
mas segura para evitar el riesgo relacionado con las bacterias probio6ticas vivas,
que confieren a los postbidticos cierta aplicabilidad y funcionalidad practicas
para convertirse en una estrategia prominente para tratar muchas
enfermedades ( Haileselassie et al., 2016 ; Tsilingiri, 2013 ; Vieira, et al., 2016 ).

En este caso el cancer de colon y recto (CCR).
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Se ha demostrado que la ingesta de probi6ticos mantiene el equilibrio del
microbiota del huésped y de bacterias benéficas para la salud del huésped y
reduce la de bacterias nocivas, pero hay una preocupacion tedrica asociada

con la administracion de bacterias probidticas vivas.

Aunque sus mecanismos exactos no han sido completamente dilucidados aun,
y solo hay unos pocos informes que resumen los hallazgos sobre los
postbiodticos, pero se ha demostrado que los postbidticos pueden imitar los
efectos de los probidticos, y hay datos que indican que los probiodticos pueden

impedir o retrasar la aparicion de ciertos tipos de cancer.

Por lo cual en este trabajo se evaluara el efecto in vitro de los postbiéticos de
lactobacilos y bifidobacterias, sobre la linea tumoral HT-29 e in vivo sobre

adenocarcinoma murino y se realizara el andlisis histopatolégico del tejido.



3. HIPOTESIS

Los liofilizados de postbidticos de Lactobacillus casei, L. plantarum, L.
acidophilus y Bifidobacterium longum presentan actividad anticarcinogéna in

vitro sobre la linea tumorale HT-29, y de manera in vivo sobre adenocarcinoma

murino.



4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto in vitro e in vivo del estracto liofilizado apartir de estos
microorganismos (Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus vy
Bifidobacterium longum) y evaluar el efecto mediante tecnicas histopatologicas

gue pueda presentar el estracto en ensayos in vivo y in vitro.

4.1 Objetivos especificos

Probioticos
+ Establecer la cinética de crecimiento de Lactobacillus casei,
L. plantarum, L. acidophilus y Bifidobacterium longum
+ Obtencion vy liofilizacion de los postbioticos de L. casei, L. plantarum,
L. acidophilus y B. longum
* Andlisis cualitativo y cuantitativo de los postbidticos para determinar
concentracion de proteina y acidos grasos

* Realizar cdpsulas conteniendo los postbidticos

Bioensayo in vitro
+ Determinar la actividad citotéxica de los postbidticos liofilizados sobre la

linea celular HT-29

Bioensayo in vivo
» Evaluar la actividad de los postbidticos liofilizados sobre adenocarcinoma
murino (ratas winstar hembras de 1509).
* Realizar el andlisis histologico de cortes de adenocarcinoma murino con

los postbioticos liofilizados



5. ANTECEDENTES

5.1 Probiéticos

Los alimentos probidticos y prebidticos se han consumido durante siglos, ya sea
como componentes naturales de los alimentos o como alimentos fermentados.
El interés por la microbiologia intestinal y el uso dietético de prebidticos y
probiéticos floreci6 a fines de 1800 y principios de 1900. El creciente
entusiasmo motivo el aislamiento de Escherichia coli por parte de Escherich a
fines de 1800, asi como la investigacion activa sobre los beneficios de la
alimentacion de bacterias de &cido lactico y lactosa cerca del cambio del siglo
20 (Rettger and Cheplin, 1921).

Las bacterias lacticas fueron descubiertas en 1857 por Louis Pasteur, Lister
reportd el aislamiento de bacterias a partir de leche acida en 1878, Henry
Tissier descubrié especies de Bifidobacterium en 1889, y Lactobacillus
acidophilus fue descubierto por Moro en 1900. Elie Metchnikoff en 1908, noto la
longevidad de los bulgaros que consumian yogur y en 1907, propuso que las
bacterias indigenas eran dafiinas y que la ingestibn de bacterias de acido
lactico en el yogur tenia una influencia positiva en la salud (Stavric y Kornegay,
1995; Rolfe, 2000), asi reportd que los lactobacilos transformaban la lactosa en
acido lactico, y que dicha acidez conferia un ambiente hostil para las bacterias

patdgenas (Mennickent y Green, 2009; y Figueroa et al., 2006).

Minoru Shirota en 1930 aisld6 una cepa de Lactobacillus casei de heces
humanas, que posteriormente cultivd en leche, originando una bebida con
caracteristicas probidticas. Esto lo llevo a ser uno de los pioneros en el estudio
de probidticos. Aunque las bases cientificas mas sélidas y los verdaderos
beneficios de estas bacterias para la salud se empezaron a estudiar con mayor

rigor a mediados de la década de 1980 (Figueroa et al., 2006).

10



Desde entonces, los probidticos se han convertido en una industria
multimillonaria, ayudados por su categorizacion como "suplementos dietéticos”,
que no estan sujetos a una evaluacion rigurosa por parte de la Administracion
de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA). La justificacion del uso de
probioticos se basa en el papel regulador gastrointestinal y genitourinario
desempeiiado por la microflora comensal y la necesidad de restaurar este
ecosistema microbiano. Dado un cambio en el pensamiento sobre los
probidticos del suplemento dietético a la terapia médica, el examen de las

propiedades y capacidades de estas sustancias se ha vuelto esencial.

La palabra o termino "probidtico" se acufié hasta 1960, y fue usado para
designar a las sustancias producidas por microorganismos que promueven el

crecimiento de otros microorganismos (Lilly y Stillwell, 1965).

El termino “probiotico” fue inicialmente usado como anténimo de “antibiético”.
Esto deriva de las palabras griegas 1o y Biotoo traducido como “por la vida”
(Hamilton-Miller y col., 2003). Se describe a los probiéticos como organismos
vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas ejercen un efecto
beneficioso para el hospedador, precisando que ese beneficio puede ser
fisiol6gico o para la salud (FAO/OMS, 2001; Reid et al., 2003).

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

¢ Identificacion de la cepa

e Origen humano

e Bioseguridad

e Tolerancia a las condiciones ambientales del tracto intestinal

¢ Adherencia al epitelio intestinal

11



e Produccion de antibiosis

e Capacidad para actuar como interfaz metabolico

e Modificacion de la respuesta bioldgica

e Viabilidad de la fabricacion a escala comercial de productos conteniendo

la o las cepas probidticas

Hasta la fecha, no se sabe de algun caso en el cual la ingestion de cepas
probioticas haya dado lugar a una colonizacién y supervivencia duradera en un
huésped. Invariablemente, los microorganismos llegan a persistir dias o
semanas, pero no mas tiempo (Tannock et al., 2000). Por lo tanto, la utilizacion
de probiodticos confiere efectos mas transitorios que duraderos, por lo que

parece ser necesaria una ingestion continuada.

Se sabe que las bacterias probidticas pueden incrementar la resistencia contra
los patdgenos intestinales mediante mecanismos antimicrobianos. Estos
incluyen, pero no estan limitados a la colonizacion competitiva, la produccion de
acidos organicos, como acidos lactico y acético, bacteriocinas entre otros

metabolitos primarios como el peréxido de hidrégeno y el diéxido de carbono.

La produccion de acidos organicos por parte de las bacterias probiéticas
disminuye el pH intestinal y por lo tanto se inhibe el crecimiento de patdgenos.
Los acidos organicos incrementan a su vez los movimientos peristalticos, lo que
de manera indirecta remueve a los patdgenos acelerando asi la velocidad con
la que atraviesan el intestino. El perdxido de hidrogeno producido puede
funcionar a través del sistema lactoperoxidasatiocianato, haciendo que el
peroxido de hidrégeno oxide al tiocianato para trasformarlo en acido
hidrocianico que es perjudicial para los patégenos. El diéxido de carbono y el
diacetil que son sintetizados por las bacterias &cido-lacticas inhiben el
crecimiento de patogenos. Numerosas bacteriocinas, como acidofilina,
lactobacilina, acidolina, lactocidina y lactolina han demostrado accion

antagonica contra patégenos (Figura—1), (Kailasapathy y Chin, 2000).
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Postbioticos Epitelio Intestinal Organo / Tejido
—— 0
Enzimas (Disminucion de carcindgenos, De conjugation de sales biliares Q -
(Reduccion de colesterolemia), Reduccion del riesgd de cancer de colon) -
(GPx, SOD, NADH-peroxidasa, Hidrolasa de lactosa [Tolerancia a lactosa)) O
*  Proteinas / Péptidos (Glutathione)
*  Polisaciridos
* Addos orgnicos O Efecto sistematico Péncreas
* Lipidos (Acidos grasos de cadena corta)
O J Antioxidante
Componentes Microbianos o Hpcehiisiiai '
= O Aatihipertensivo
* Acidos lipoteicoicos O g Am'pfolifentivoo e
*  Acidos teicoico mm
* Proteinas de superficie celular (s-layer) O pe”
*  Peptidoglicano QO Inmunomodulacion 9.5 8
*  Polisacdridos * Inmunopotenciacion (Inmunidad antitumoral, Resistencia a . S
nfecciones extraintestinales, Resistencia a enteropatogenos)
* Inmunorregulacion (mejora en las alergias) Tejido adiposo
* Anti-inflamatorio (mejora en las alergias, y enfermedad
nflamatona intestinal) Etc...
Q Antimicrobiano

Figura 1. Efectos locales y sistémicos atribuidos a los postbiéticos. (Imagen tomada de
Aguilar-Toala et al. (2014), modificada por Gastaldi-Elizondo D.)

La interferencia microbiana también conocida como resistencia a la
colonizacion, que es la primera linea de defensa contra infecciones por
microorganismos patdgenos que causan enfermedades, es descrita como un
fenémeno en el cual los microorganismos nativos 0 ya establecidos en un
“ecosistema” previenen o0 impiden la colonizacion de microorganismos
invasores en su habitat o “ecosistema”. Esto ocurre en la naturaleza, en lo
particular en ecosistemas asociados con cuerpos animales, es ejercida por el
microbiota y es una resistencia importante no especifica para el huésped
(Tannock. 1995).
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5.2 Bacterias lacticas

Son bacterias Gram positivas no esporuladas que tienen en comun la
capacidad de producir 4cido lactico por fermentacién utilizando aztcares como
sustrato (Garcia-Garibay, 1996). Carecen de la capacidad de la biosintesis del

grupo hemo, por lo que son catalasa negativa.

Crecen en presencia 0 ausencia de O2, por lo que algunas bacterias son
anaerobias facultativas y otras obligadas. Forman colonias pequefias nunca
pigmentadas, asociadas a la ausencia de citocromos. Se distinguen por su
tolerancia a la acidez, pueden seguir creciendo aun a a valores de pH menores
a5.0.

Se agrupan las especies de los géneros Lactococccus, Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Bifidobacterium y Pediococccus.

5.2.1 Lactobacillus

Son bacilos o cocobacilos gram-positivos no esporulados, aerotolerantes o
anaerobios, su metabolismo es estrictamente fermentativo, distinguiéndose
especies homofermentadoras (el acido lactico supera el 85% de los productos
de fermentacién de glucosa) y heterofermentadores (producen acido lactico,
CO2, etanol y/o é&cido 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).
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Se conocen alrededor de 56 especies del género Lactobacillus (Figura—-2, A) en
la actualidad, distribuidas en varios nichos ecologicos como son el tracto
gastrointestinal y el tracto genital y constituyen parte importante de la microflora
enddégena del humano. Su distribucion 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).

5.2.2 Bifidobacterias

Las bifidobacterias son bacilos gram-positivos, con una peculiar morfologia
bacilar que suele ramificarse en los extremos, anaerobios, no esporulados e
inmoviles, que habitan en el tracto intestinal de animales y en aguas residuales
(Prescott et al., 2005; Sakata et al., 2006). ElI 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 del microbiota intestinal
humana (Ké-ova et al., 2006). (Figura—-2, B)

La mayoria de las cepas que son importantes para humanos, crecen a una
temperatura 6ptima de 36-38° C; son acido-tolerantes y el pH éptimo para su
crecimiento se encuentra entre 6.5y 7.0, las cepas que se mantienen en un pH

superior a 8.5 no sobreviven (Biavati et al., 2000; y Gomes y Malcata, 1999).

Generalmente, las bifidobacterias se encuentran en cantidades superiores a
1019 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 (Linder et al, 2007).
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Figura 2. Aspecto microscopico de A) L. acidophilus (100X) y B) B.
longum (100X), en el que se puede apreciar la clasica division
en forma de “Y”, por la cual se le conoce a este género.
(Imagen tomada por Gastaldi-Elizondo D.)

5.3 Tracto digestivo

El tracto o tubo digestivos esta conformado por la cavidad oral, el eséfago, el
estbmago, el intestino delgado, intestino grueso y el ano. Su organizacion
histoldgica general comprende, desde la luz del tubo, el epitelio mucosal, la
lamina propria, la submucosa, una tlnica muscular y una tunica adventicia
(faringe, es6fago y recto) o serosa. La mucosa digestiva, 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 esta en contacto con un enorme namero de
microorganismos (Turner, 2003). La mucosa intestinal, es la mayor supeficie del
cuerpo en contacto con el ambiente externo (entre 200 a 300m?), y esta
relacionada con células y tejidos inmunitarios, formando una importante linea de
defensa que a su vez ofrece, nichos ecoldgicos para numerosos
microorganismos y eficaces mecanismos antimicrobianos dando asi un

ecosistema complejo y dinamico (Figura—3) (Liévin y Servin, 2006).
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Una mucosa intestinal intacta, las uniones entre los enterocitos constituyen una
barrera que excluye el paso de macromoléculas y patégenos (Dotan y Mayer,
2003). Aunado a eso, las células de Paneth, las cuales son abundantes en el
fondo de las criptas de Lieberkihn, protagonizan importantes funciones
defensivas inespecificas en respuesta a diversos estimulos, ya sean productos
bacterianos (como lipopolisacarido, peptidoglicano y acidos lipoteicoicos),
neurotransmisores (acetilcolina) o citokinas producidas por linfocitos, lo que
produce una diversidad de agentes antimicrobianos (como lisozima, defensinas,
fosfolipasa Az), citokinas proinflamatorias y estimuladoras (tumor necrosis factor
a o TNF-a, colony stimulating factor-1 o CSF-1, epithelial growth factor o EGF),
enzimas y otras moléculas que participan en la defensa contra microorganismos
invasores, la respuesta inflamatoria, el crecimiento de células epiteliales y otras

funciones metabdlicas (Keshav, 2004).

La mucosa intestinal esta protegida por 2 capas de glicoconjugados unidas a la
superficie celular, las glicoproteinas y los glicolipidos de la glicocalix; y por
encima de éstas se encuentra la secrecién de la mucosa de las células
caliciformes (Freitas y Cayuela, 2000), el cual es un gel formado por mucinas,
las cuales son proteinas que poseen cadenas de oligosacéaridos unidos a
serinas, prolinas y treoninas, representando asi la parte glucidica que puede ser
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
enteropatdégenos como Yersinia enterocolitica o Shigella flexneri, asi como para
los rotavirus (Liévin y Servin, 2006). Las mucinas son degradadas por
glicosidadas y esterasas provenientes de las bacterias del microbiota (Freitas y
Cayuela, 2000), lo que a su vez suministra nutrientes para el crecimiento
bacteriano, de lo que algunos microorganismos patdgenos que se adhieren al

mucus también se aprovechan. (Macfarlane et al., 2000).
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Figura 3. Esquema de organizacion histologica en el intestino delgado. Imagen tomada
de http:/icritika-dietetika.blogspot.com y modificada por C. Daniel Gastaldi-

Elizondo.

18



5.4 Microbiota del tracto digestivo

El microbiota se interpreta como “el conjunto de microorganismos (bacterias,
hongos, arqueas, virus y parasitos) que reside en nuestro cuerpo, que a su vez
pueden diferenciarse en comensales, mutualistas y patégenos.” (Mansilla EC et
al, 2016). Se estima que el microbiota del tracto digestivo de un adulto contiene
hasta 104 bacterias viables (Liévin y Servin, 2006). En el aparato digestivo,
existen mas de 400 especies bacterianas (Tannock, 1999), mas de la mitad del
peso de la materia que se encuentra en el colon corresponde a células
bacterianas cuyo numero es diez veces superior al de las células de los tejidos
que constituyen el cuerpo humano. El estémago contiene pocas bacterias (103
UFC/mL de jugo gastrico), mientras que la concentracién bacteriana aumenta a
lo largo del intestino hasta llegar al colon con una concentracién final de 10%?
UFClg.

La mayoria de las bacterias ingeridas (con saliva o en alimentos) no son
capaces de sobrevivir en el estbmago, dada la acidez del pH gastrico, s6lo
especies Aacido-tolerantes como algunos estreptococcus, lactobacilos y
Helicobacter pylori pueden sobrevivir (Figura—4). En el intestino delgado el pH
se neutraliza, y los microorganismos viables se incrementan 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
(como lo son los géneros Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium y en menor
cantidad anaerobios facultativos como las enterobacterias) (Kleessen et al.,
2000 y Moreau y Gaboriau, 2000).

19



10° CFU/g
Lactobacillus
Candida albicas

Helicobacter pylori Estémago
Lactobacillus 10°-10% CFU/g
Streptococcus — Bacteroides
}— Duodeno Lactobacillus
105-107 c[:u/g Candida albicas
Lactobacillus Streptococcus
. Bacteroi.des Yeyuno—- — 10%°-10 CFU/g
Candida albacillus o .
Streptococcus A Enctioides
3 Bacillus
lleon —{ - Bifidobacterium
Clostridium
{—1—\ Enterococcus
107-10% CFU/g Eudobacterium
Bacteroides Colon—< Fusobacterium
Clostridium Peptostreptococos
Enterobacteriaceae Ruminococcus
Enterococcus Streptococcus
Lactobacillus Enterobacteria
Veillonella Ano Faecalis
Peptococus
Lactobacillus

Figura 4. Microbiota del tracto digestivo, presencia bacteriana predominante en los
érganos. (Imagen tomada del Brook y modificada por C. Daniel Gastaldi-

Elizondo).

Algunos estudios longitudinales muestran variaciones en los recuentos de
determinadas especies, como Bacteroides thetaiotaomicron o Clostridium
perfringens que constituyen el microbiota intestinal (Kleessen et al., 2000).
Incluso posterior a perturbaciones inducidas por tratamientos antimicrobianos,
las poblaciones nativas o originales retornaron (De La Cochetiére et al., 2005).
Es importante resaltar que, la administracion de prebidticos puede tener un
impacto mayor sobre el microbiota que la de probioticos (Walker y Buckley,
2006); como es el caso de la administracion de inulina, que incrementa el

namero de bifidobacterias indigenas (Gibson et al., 1995).
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Los microorganismos que constituyen nuestro microbioma pueden contribuir a
una multitud de procesos, generalmente contribuyendo de manera beneficiosa a

la homeostasis del hospedador (Figura—=5).

Entre las funciones que son atribuidas al microbiota intestinal se pueden
mencionar las siguientes: modificacion del contenido intestinal (pH, potencial
redox, produccion de metabolitos como vitaminas y enzimas digestivas, que
modulan la digestion (por ejemplo: Oxalobacter formiges digiere hidratos de
carbono complejos) o proteccion de la litiasis renal o suministro de vitamina K),
homeostasis intestinal y detoxificacion de xenobidticos (Guarner F, et al., 2011,
FAO/OMS, 2002), modificaciones anatémico-funcionales del tracto digestivo
(que disminuyen el volumen fecal por accién mucolitica, la tasa de renovacion
de enterocitos, una diferenciacion de las células de la mucosa, y aceleracion del
transito intestinal), una resistencia a infecciones intestinales (por mecanismos
directos como lo son la competencia por nutrientes y la produccion de
sustancias antibioticas, e indirectos a travées de la potenciaciéon de la inmunidad
mucosal), balance energético: estudios recientes demuestran que variaciones
en los microbiomas pueden tener relacion con la obesidad, sindrome
metabdlico y diabetes mellitus, cancer, entre otras patologias (Garcia-Garcia-
de-Paredes A et al.,, 2015), desarrollo del GALT (tejido linfoide asociado a
intestino) (Moreau y Gaboriau, 2000; Liévin y Servin, 2006), desarrollo de los
mecanismos inmunitarios, protecciébn inmunolégica e inmunotolerancia,

desarrollo neuroldgico (Garcia-Garcia-de-Paredes A et al., 2015).

El microbiota tiene una funcién importante es su contribucién al desarrollo de la
mucosa. Los glicoconjugados que constituyen la glicocalix de las células de la
mucosa intestinal estan implicados en los mecanismos de reconocimiento
molecular que incluyen procesos de adhesién y diferenciacion celular,
regulacion, comunicacion y transduccion de sefales e infeccion por bacterias y

virus (Freitas y Cayuela, 2000).
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fermentation hydrotysis

esterification

Figura 5. Funciones metabdlicas e inmunologicas del microbiota
intestinal autoctona. (Imagen tomada de Backhed F, et al. 2012.)
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El microbioma intestinal siempre esta activo, reanudandose aproximadamente
cada 48 h. Los microorganismos intestinales comprenden en promedio
alrededor de 100 especies, en un nimero de 10% células individuales colonizan
la parte baja del intestino delgado y el intestino grueso, donde hay ausencia de

oxigeno, formando un ecosistema del microbioma intestinal.

La distribucion intestinal de los microorganismos depende de la cantidad de
oxigeno. El oxigeno presente en el tracto digestivo varia segun el sitio, mientras
en el estbmago e intestino delgado hay una cantidad apreciable, en el
segmento inferior del intestino delgado y el intestino grueso contienen muy
poco. Las bacterias acido lacticas (anaerdbiocas facultativas), colonizan el
intestino delgado y las bifidobacterias (anaerobias obligadas), predominan en el

intestino grueso.

El estbmago y la parte superior del intestino delgado contienen pocas bacterias
(Figura—4), ya que los alimentos transitan mas rapido por esa seccion, ademas
de que la saliva contiene lisozima (que es una enzima bacteriolitica) y el pH del
fluido géastrico es demasiado bajo y el de la bilis es demasiado alto. Cada
region del tracto gastrointestinal posee una disposicion de la poblacién

microbiana muy particular. (Tabla— 1) (Rastall, 2004).

El uso de probidticos afecta el ecosistema intestinal por medio de los
mecanismos inmunoldégicos de la mucosa, interactuando con los
microorganismos comensales o potencialmente patdgenos, generando asi
productos metabdlicos finales, como lo son acidos grasos de cadena corta y
enviandos mensajes a las células del huésped mediante sefiales quimicas
(Figura—6; Tabla— 2).
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Tabla 1. Caracteristicas del microbiota del tracto gastrointestinal.

Region
Gastrointestinal

Caracteristica de la
microflora

Ejemplos

Muy bajo numero de

Lactobacilos spp.

Estomago bacterias Estreptococos spp.
Presencia de anaerobios
facultativos
Presencia de solo 102
UFC/ml
pH acido
Mayor carga bacteriana Lactobacilos spp.
Intestino Presencia de anaerobios y Estreptococos spp.
anaerobios facultativos Bifidobacterium spp.
Bacteroides spp.
Clostridium spp.
La regién con mayor carga Bifidobacterium spp.
Colon bacteriana. Bacteroides spp.
e Presencia de 10"'- e Clostridium spp.
10"2(UFC)/mL e Peptococos spp.
e Presencia de anerobios o Atopobium spp.

estrictos y facultativos en
menor medida

Estos mecanismos pueden conducir a un mejoramiento del ambiente intestinal,
a una regulacion negativa de la inflamaciéon y a la regulacion positiva de la
respuesta inmunitaria a provocaciones antigénicas como a al antagonismo de
patégenos potenciales. Ya se han estudiado varias patologias digestivas, entre
ellas aquellas que incluyen alteracion en el equilibrio de la flora gastrointestinal,
como lo son: la intolerancia a la lactosa, el sindrome de intestino irritable, las
infecciones por H. pylori y la enfermedad inflamatoria intestinal, la diarrea
asociada al uso de antibiéticos, la diarrea aguda (en poblacién pediatrica
principalmente), entre muchas otras (Martinez, 2001).
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Figura 6. Mecanismos de interaccion entre el microbiota y los probiéticos. El
microbiota normal y los probidticos interactian con el huésped en
actividades metabdlicas y en la funciéon inmunitaria y evitan la
colonizaciéon por microorganismos oportunistas y patégenos. (Imagen
tomada de Guarner et al., 2017).

En los ultimos afios, los probiéticos han adquirido una considerable importancia
debido a que son capaces de ejercer un benéfico sobre la salud, como por
ejemplo en la prevencidén y el tratamiento de desdérdenes 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 empled
Lactobacillus plantarum como inmunomodulador; estimulando
significativamente a los esplenocitos en respuesta a la concavalina A y al

mitdégeno de las células T (Puertollano et al., 2005).
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La simbiosis entre el microbiota y el huésped puede optimizarse de manera

significativa mediante la intervencion farmacoldgica o nutricional utilizando

prebidticos o probidticos.

Tabla 2.

Mecanismos de interaccion entre probiéticos y huésped.

PROBIOTICOS

Beneficios
inmunologicos

Beneficios no
inmunologicos

(Tabla tomada de Guarner et al., 2017

ACTIVIDAD

¢ Activan a los macréfagos locales para que aumenten la
presentacién de antigenos a los linfocitos B y que
aumenten la secrecién de inmunoglobulina A (IgA) tanto a
nivel local como sistémico

¢ Modulan el perfil de citoquinas
¢ Inducen tolerancia a antigenos alimentarios

e Digieren el alimento y compiten con los patégenos por
nutrientes

e Alteran el pH local para crear un ambiente local
desfavorable para los patégenos

¢ Producen bacteriocinas que inhiben los patégenos

¢ Eliminan los radicales superoxidos

¢ Estimulan la produccién de mucina por parte del epitelio
¢ Mejoran la funcion de la barrera intestinal

e Compiten por la adherencia de los patégenos

¢ Modifican las toxinas de los patégenos
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5.5 Cancer de colon y recto (CCR)

El cancer colorrectal (CCR) es un tumor maligno que tiene su origen en la capa
mas interna del intestino grueso y las causas son multifactoriales como la carga
genética, factores bioldgicos y/o ambientales. Del 60 al 80 % de los canceres se
deben a factores relacionados con el estilo de vida, mientras que solo entre el 5

y 8 % es por factores de origen genéticos.

La Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer perteneciente a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2015), estima que el cancer de colon y
recto (CCR) es el 3° mas frecuente a nivel mundial y en México. La incidencia
aumento, ya que anteriormente se ubicaba en 4° (OMS, 2008). De acuerdo con
datos del Instituto Nacional de Salud Publica, es el segundo tipo de cancer que
cobra la vida en hombres después del cancer de préstata y el tercero en

mujeres solo después de cancer de mama vy tiroides (Globocan 2018).

En el 2018, en México se presentaron 14,900 nuevos casos de céncer
colorrectal, de los cuales, 7,795 fueron en mujeres y 7,105 en hombres. El
riesgo de padecer céncer colorrectal en el transcurso de la vida es de
aproximadamente 1 en 22 lo que equivale a un 4.49% para los hombres y de 1
en 24 (4.15%) para las mujeres. Aunque la mayor prevalencia se ubica entre la
poblacion de 60 a 65 afios, cada vez se reportan mas casos en personas de 30
y hasta 40 afios y en el pais se presentan alrededor de 8 mil 700 nuevos casos

cada afno.

Se trata de una patologia que crece exponencialmente en México y el mundo
debido a malos habitos dietéticos principalmente y el mantenimiento de
costumbres perjudiciales (Tirado y Mohar, 2008). Los habitos alimenticios de
gran incidencia incluyen, pero no estan limitados a: la ingesta calérica en
exceso, el bajo contenido de vegetales no absorbibles (como la fibra),
preferencia de carne roja, el exceso en el consumo de carbohidratos refinados
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con bajo contenido de micronutrientes que dan proteccion. La digestion de
productos que cumplen con estas caracteristicas es capaz de potenciar la
carcinogénesis produciendo dafio en el DNA en las células de las criptas
liderando mutacion de 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).

El tumor de cancer de colon se inicia por accion de carcinGgenos quimicos
mutédgenos y se le reconoce un desarrollo gradual, por etapas que abarcan
desde lesiones pretumorales (epitelio hiperplasico), pasando por varias formas
de adenomas, hasta llegar al carcinoma invasor y metastasico, estando cada
etapa definida por la activacién de oncégenes o la inactivacion de diversos
genes supresores (Ruiz et al., 1992).

Algunos investigadores han demostrado la propiedad detoxificante y
antimutagénica de microbiota bacteriana intestinal no patégena (los probiéticos)
e ingredientes no digestibles (los prebioticos) con la conclusion de que ambos
tienen efectos benéficos en contra del cancer colorrectal (CRC) (Fotiadis et al.,
2008; Wollowski et al., 2001).

A pesar de los tratamientos como lo son la cirugia, seguida por quimio y
radioterapia, la tasa de éxito del tratamiento CRC sigue siendo muy variable con
alta tasa de mortalidad (Liong, 2008). En su revision sobre la prevencion de
cancer de colon por probiéticos 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 reduccion por derivados lacteos
fermentados por bacterias del &cido lactico, de la tumorigénesis
experimentalmente inducida en ratas; concluyeron que existen una serie de
estudios, en modelos animales, probando una relacion inversa entre el
consumo de probidticos y aparicion de criptas aberrantes o el desarrollo de
tumores en el colon, asi como evidencias sobre el sinergismo antitumoral del

consumo de probidticos y prebioticos (fructo-oligosacaridos).
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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 proliferacién de colonias en
criptas (Fotiadis et al., 2008; Biasco et al., 1991).

La administracion de lactobacilos y bifidobacterias podria modificar el
microbiota, dando lugar a una reduccion de los niveles de enzimas pro-
carcinogénicas como la nitroreductasa, azoreductasa (Mennickent y Green,

2009) y B-glucuronidasa y sustancias carcindgenas (Hosada et al., 1996).

Estudios in vitro con L. rhamnosus GG Yy bifidobacterias y un estudio in vivo
utilizando cepas GG y LC-705 de L. rhamnosus, asi como Propionibacterium sp,
demostraron una disminucion de la disponibilidad de aflatoxina carcindgena en
el lumen (EI-Nezami et al., 2000; Oatley et al., 2000).

En las ultimas 2 décadas, algunos estudios animales demostraron el efecto de
proteccion que tienen los probidticos contra el cancer colorrectal. En la
administracion de probidticos a ratas se encontr6 una 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 Gtil para predecir la existencia de cancer colorrectal.
Usando azoxymetano (AOM) se les induce la formacion de FCA a las ratas.
Reddy et al. (1997) reportaron que un mayor crecimiento de bifidobacterias en
el colon, lo cual puede resultar en la inhibicion del desarrollo de FCA y
multiplicidad de las criptas, lo cual fue atribuido a la reduccién del pH por las
colonias de microorganismos que fueron responsables de inhibir el crecimiento

de E. coli y Clostridium.
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Kulkarni y Reddy (1994) reportaron una inhibicién en la formacion de FCA en el
50% de ratas tratadas bajo un esquema de alimentacion con Bifidobacterium
longum. Una investigacion similar realizada por Challa et al. (1997) demostro
una reduccién del 23% de FCA y un 28% de cripta aberrante (AC) en ratas con
una dieta que contenia 0.5% de B. longum (1x108 células viables/g de
alimento). A los animales se les proporcioné una dieta experimental anterior al

tratamiento con AOM y durante el trascurso del experimento.

Baricault et 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

disminucioén en el crecimiento del0 - 50% de las células HT-29 tratadas.

Singh et al.,, 1997; A partir de una investigacion en ratas, llegaron a la
conclusién de que AOM inducidas por la proliferacién celular se inhiben con la
ingestion de B. longum a través de una disminucibn de la ornitina
descarboxilasa (ODC).

Aunque los probidticos promueven el crecimiento de bacterias benéficas no
patébgenas al reducir el pH del colon, algunas de ellas también producen
sustancias como bacteriocinas y antitoxinas, que inhiben las bacterias
patdogenas (Gupta y Garg, 2009 y http://www.vitamintrader.com/articles/the-
absolute-importance-of-probiotics/). Ademas, se ha encontrado que liberan
metabolitos protectores al intestino y regulan la motilidad intestinal (Gupta y
Garg, 2009). Anteriormente se ha discutido que algunas cepas probidticas
también pueden prevenir el dafio genotoxico en el epitelio del colon (que es
considera ser una etapa temprana en el proceso carcinogénico del CCR)
(Figura=7).
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Figura 7. Mecanismos directos de accion antitumoral atribuidos a
microorganismos probioticos. (Imagen tomada de J.E. Aguilar-
Toala et al y modificada por C. Daniel Gastaldi-Elizondo).

5.6 Estrategias terapéuticas

Existen 3 estrategias alimentarias que promueven el buen mantenimiento de un
equilibrio saludable de la microflora intestinal, consisten en la alteracion
beneficiosa de su composicién, mediante el incremento de las cantidades de
bifidobacterias, de lactobacilos y/o de ambas, esto basado en la utilizacion de

prebioticos, probioticos y/o simbidticos.

Los probidticos se describen como microorganismos vivos reconocidos como
habitantes normales del intestino que al ser ingeridos potencian las propiedades

de la flora intestinal. Los prebibticos como ingredientes alimentarios (hidratos
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de carbono no digeribles) que poseen un efecto favorable sobre la flora
intestinal, estimulando selectivamente el crecimiento de bacterias benéficas. Y
los simbidticos como la combinacion de prebioticos y probidticos (Hertzler, 1996
y 2003).

Tanto los prebidticos como los probidticos son considerados alimentos
funcionales y se definen como aquellos que contienen un componente ya sea o
no un nutriente, que afecta una o varias funciones del organismo en forma
especifica y positiva, promoviendo algun efecto fisiol6gico que va mas alla de
su valor nutritivo tradicional, esto de acuerdo con los lineamientos de la OMS.
Las estrategias terapéuticas actuales deben tomar en cuenta una terapia de
interferencia microbiana, es decir, mediante la introduccién de microorganismos
vivos en el huésped cuya funcion sea estabilizar, mantener o restablecer el

equilibrio del estado de salud de la flora intestinal.

En el campo de los derivados lacteos, después de varios afios de investigacion,
ha salido al mercado lo que se llama los "cultivos biol6gicos" los cuales se
diferencian de los tradicionales en que sobreviven el paso del estomago al
intestino y una vez en el estomago son asimilados por el organismo, brindando
asi un importante caracter terapéutico aparte de un alto valor nutritivo. Este tipo
de cultivo esta compuesto por 2 clases de bacterias, Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium las cuales forman una asociacién altamente productiva. Es
importante seflalar que para asegurar la llegada al intestino de las
bifidobacterias 0 sus compuestos, éstas estaran mas protegidas de la accion de
los jugos gastricos, si son ingeridas con yogurt u otro alimento que sirva de
proteccion.

Cuando el ser humano ingiere productos que contengan estas bacterias, éstas
encuentran un habitat adecuado en el intestino, y permanecen viables bajo
condiciones normales. Se considera que la dosis diaria de bifidobacterias para
mantener una dominancia en el intestino es de 10%® a 10% en estas

concentraciones se puede asegurar un efecto terapéutico. Ambos
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microorganismos son resistentes a sales biliares y a los pH bajos, condiciones
normales en el paso por el estdmago e intestino. En el 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° para
mantenerse vivas. Cuando estan liofilizadas, todavia en el empaque de la
farmacia, entonces deben estar a 4° y en algunas presentaciones (mesdfilos,
termofilos y otras para la industria), bajo 0°. Las "bacterias biologicas" pueden
adicionarse a la leche fresca o a sus derivados, convirtiendolos 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 (Jiapika y Posse, s.f.)

Pocos estudios se han publicado apoyando esta hipotesis de que la terapia de
prebidtico o probidtico, pudieran ser efectiva en el tratamiento de estas
afecciones. Bifidbacterium longum ha sido empleando como probidtico, logrado
prevenir una translocaciéon de bacterias (Ondarza, 2007) y se sabe que las
bifidobacterias y otras cepas de bacterias benéficas son estimuladoras de la
sintesis de IgA. Por ello, se les ha relacionado el consumo de ciertos alimentos
prebibticos, que contienen estas cepas de bacterias, con una estimulacion de

las defensas del organismo (Mateos, 2002).

En trabajos recientes, se ha demstrado la actividad inhibitoria de los
postbiéticos de varios probiéticos sobre cultivos axénicos in vitro de Entamoeba
histolytica HM1-IMSS (Barréon et al., 2008, Zamora 2008), Giardia lamblia
(Calderon 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

anicamente los metabolitos producto de los probioticos.
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6. MATERIAL Y METODO

6.1 Material bioldgico
Las bacterias que se emplearon en este trabajo fueron:

e Lactobacillus plantarum (Cepa ATCC 8014)
e Lactobacillus casei (Cepa ATCC 334)

e Lactobacillus acidophilus (Cepa ATCC 4356)
e Bifidobacterium longum (Cepa ATCC 15707)

Ademas, se empled:

e Linea celular HT-29 (se obtuvo de la ATCC (American Type Culture
Collection, 1994).

¢ Suero fetal bovino (Se obtuvo del catalogo de la ATCC, al igual que el
medio AIM-V), asi como los antibidticos empleados (penicilina-
estreptomicina) y el DMSO (Dimetil-sulfoxido).

e Ratas Winstar hembras (150 gr)

6.2 Preparacion de soluciones y medios de cultivo

La preparacion de las soluciones y medios de cultivo a emplear en el desarrollo

de este trabajo se describen en la Tabla-3.

6.2.1 Probidticos

Preparacion de medio de cultivo de probiéticos MPT.
Medio MPT-caldo y MPT-agar: se prepar6 de acuerdo con las indicaciones

mencionadas por Barron et al., 2008.
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Tabla 3. Reactivos y medios empleados y descripcion de su preparacion

SOLUCION DESCRIPCION
Acido clorhidrico Se afora hasta 50 mL con agua bidestilada desionizada 0.41
(0.1N) mL de HCI concentrado (12N)

Citrato férrico de
amonio (1%)

Se disuelve 0.1g de citrato férrico de amonio en (CFA) 10 mL
de agua bidestilada desionizada; y se mantiene en
refrigeracion en un frasco ambar a 4°C, hasta su empleo. Se
esteriliza por medio de filtracidon

Hidréxido de sodio

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

(10N) agua bidestilada desionizada

Solucidn salina Se disuelven 0.85g de cloruro de sodio (NaCl) en 100mL de

(0.85%) agua bidestilada desionizada y se ajusta a pH7.0. Se esteriliza
en autoclave por 15 min a 15Lb de presion a 121°C. Se
mantiene en refrigeracion a 4°C, hasta su empleo

Medio AIM-V Medio para el cultivo de la linea celular HT-29, se adquirira en

Aceso-Lab. GIBCO®

Suero fetal bovino
inactivado

Se adquirira en Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA. GIBCO ®.
Se inactiva colocandolo en un bafio de calentamiento a 56°C
durante 30 minutos. Se mantiene en refrigeracion a 4°C

Tripsina-EDTA

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

DMSO

Se adquirira en Probiotek

Azul de trypan

Se adquirira en Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA. Se prepara
pesando 0.2g y se afora a 100mL con agua destilada. Se
esteriliza por filtracidn y se almacena en refrigeracién a 4°C

Doxorrubicia HCI

Se adquirira de Zurich Pharma, en solucién de 10 mg. Se le
agregan 10 mL de agua destilada y ésta sera la solucién madre

Bromuro de
Tetrazolio (MTT)

El MTT se disuelven PBS a una concentracion de Smg/mL a
temperatura ambiente. La solucién se esteriliza por filtracion y
se almacena en refrigeracion a 4°C

MPT-agar Se prepara con peptona de caseina, extracto de levadura,
NaCl, glucosa, acido ascdrbico, L-cisteina, KH2PO4, KoHPOy,
citrato férrico de amonio y agar nutritivo

MPT-caldo Se prepara con peptona de caseina, extracto de levadura,
NaCl, glucosa, acido ascorbico, L-cisteina, KH2.PO4, K;HPO4 y
citrato férrico de amonio

CO; Se adquirira en Praxair
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6.3 Disefio experimental

Se evalué a los postbioticos de L. acidophilus, L. casei, L. plantarum y B.
longum en un sistema in vivo. Los tratamientos de postbidticos encapsulados en
alginatos, y microorganismos encapsulados en alginato; se dosificaron como

tratamiento previo y durante el curso de la afeccion.

En el modelo in vitro se empled la linea celular HT-29 y se evalué la actividad

citotoxica estableciendo tres eventos independientes por triplicado.

6.4 Mantenimiento

Las cepas de probidticos se mantuvieron en refrigeracion a 4°C en caldo, cada
cepa se activd tomando 500uL y se suspendié en 5mL de caldo para

prébidticos, se incubaron por 24-48h a 37°C.

Para la activacion de cada cepa de bacterias y el mantenimiento de las mismas,
se tomo bajo condiciones de esterilidad 0.5mL del cultivo de la cepa de las
bacterias &cido lacticas en tubos borosilicato de 13x100mm conteniendo 5mL
de caldo y otros tubos con caldo, se incubaron a 37°C/18 h, posteriormente bajo
condiciones de esterilidad se tomaron con una asada de cada cultivo y se
resembraron por estria en tres tubos de borosilicato de 13x100mm conteniendo
5mL de medio-agar inclinado y otros tubos conteniendo medio-agar inclinado,
se incubaron a 37°C/24 h, enseguida se guardaron a 4°C por no mas de tres

meses.
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6.5 Obtencién de postbiéticos

Los probidticos se reactivaron antes de iniciar cada bioensayo. A un litro de
medio-caldo MPT se le inocula 1% de cultivo de cada uno de los probi6ticos
(incubado por 24h a 37°C dependiendo de cada cepa) se incubaron a 37°C por
48h.

El cultivo se colocé en frascos especiales y se centrifugo a 2500rpm por 10 min,
se separ6 el sobrenadante y se centrifugd nuevamente; este paso se repite
hasta que se observe la ausencia del precipitado; el sobrenadante se esterilizo
con filtracién cuatro veces con filtros Millipore de 0.22um se le realiza la prueba
de esterilidad, tomando una alicuota y colocandola en medio-caldo para
probiéticos, se incuba a 37°C por 48h y una vez aprobada dicha prueba de
esterilidad, el sobrenadante estéril fue el medio con los factores extracelulares

de los probidticos o también llamado postbidtico.

6.5.1 Liofilizado de los postbiodticos

El sobrenadante filtrado se congeld por 24 h a -20°C y posteriormente se llevé
la muestra de los postbidticos 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 almacené a -20°C hasta su

empleo. (Figura—38)
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Figura 8. Esquema de obtencion y liofilizado de los postbiéticos.

6.6 Andlisis fisicoquimico

A los postbidticos se les realiz6 un analisis fisicoquimico, en el cual se
determind la proteina y extracto etéreo basdndose en la metodologia de las
normas oficiales mexicanas NMX-F-068-S-1980 (ANEXO-1) y NMX-F-089-
1978 (ANEXO-2) respectivamente.

6.7 Linea celular

La linea celular se obtuvo de la “ATCC” (American Type Culture Collection,

1994). Las células fueron adaptadas a un crecimiento in vitro, en medio AIM-V.
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6.7.1 Mantenimiento in vitro

Las células tumorales se mantuvieron en el medio AIM-V suplementado con

10% de suero fetal bovino.

Se incubaron a 37°C en una atmosfera hUmeda, conteniendo un 5% de CO2 en
frascos de 25cm? (Corning, New York, USA).

6.7.2 Congelacion de la linea celular

Para asegurar la disponibilidad de la linea en el laboratorio, se congelaron
muestras (stocks) de aproximadamente 2x107 cél/mL, para lo cual las células se
concentrarén mediante centrifugacion a 1800 rpm durante 10min, se eliminé el
sobrenadante y el concentrado celular se resuspendié en una solucién de 70%
medio de cultivo, 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 almacené a -80°C durante una semana y después
se guardd en un tanque de nitrégeno liquido hasta el momento que fuera

requerido.

6.8 Valoraciones de actividad citotéxica

Las células HT-29 de cancer de colon humano que se encuentren en
crecimiento exponencial, con un 90% de confluencia, se lavaron con solucion

de fosfatos (PBS) y posteriormente se tratd con una solucion de tripsina
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0.025%-EDTA 0.03% durante 5 minutos a 37°C, para obtener una suspension
celular que se contaron en camara de Neubauer, empleando el método de
exclusion del colorante azul de trypan. Se inocularan 2 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 humeda de 5%
de CO2y 95% de aire, por 24 h, para permitir adherencia de las células en los
pozos. Se realizaron diluciones seriadas 1:2 de la soluciébn madre del liofilizado
de postbioticos de cada probidtico sobre las placas de 96 pozo de fondo plano,
ajustando un volumen de 100 uL, incubando por un periodo de 48 h a 37 °C en
una atmosfera humeda de 5% de CO:2 y 95% de aire. Ademas, se dejaron
pozos con células mas medio de cultivo, como control positivo de crecimiento.
Como control negativo de crecimiento, se colocé Doxorrubicina HCI a una
concentracion de 100ug/mL y pozos sin células, pero con tratamiento como

blancos.

Para evaluar el efecto citotoxico del compuesto, se empleo el método
fluorométrico indirecto de reduccién del MTT (3-(4,5-dimeltiltiazol-2-il)- 2,5-
difeniltetrazolio bromuro), se agreg6 a cada pozo 15 pL de MTT (0.5 mg/mL), se
incub6 por cuatro horas y posteriormente se agregdé a cada pozo 80 pL de

DMSO y se ley6 a 570 nm de absorbancia en un lector de microplacas.

El uso de la rezarsurina permite determinar si se trata de una actividad
citotoxica. Después de la valoracion de citotoxicidad, se retird6 el medio con
rezasurina y se reemplazé por 100uL por pozo del medio AIM-V + 5% SFB y se
incubo por 48 hs. Se siguid el procedimiento descrito para evaluar la actividad
citotoxica y se obtuvieron las curvas de porcentaje de supervivencia en funcion

del logaritmo de la concentracion. (Figura—9).
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Figura 9. Esquema Valoraciones de actividad citotoxica.

6.9 Encapsulacion

La técnica empleada fue con alginato de sodio al 2% como soporte de
inmovilizacién (Duran, 1997; y Cruz, 2007). Se preparo la solucion de alginato
de sodio, se esterilizd y posteriormente se mezclé con el liofilizado de
postbidticos (LPtb).

Las cépsulas se obtuvieron por goteo de la mezcla a través de una aguja en
caida libre de una solucion de CacCl2 (0.2 M), las capsulas se dejaron por 20
minutos para permitir que se polimericen y se almacenaron a 3°C con solucion

de agua peptonada al 0.03%. (Figura—10).
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Figura 10. En la imagen se describe en A) la metodologia para la encapsulacion de
postbidticos y en B) se aprecia el aspecto de las capsulas.

6.10 Bioensayo in vivo

Se utilizaron ratas hembra Winstar de seis semanas de edad. Las ratas fueron
divididas en cinco grupos. Como se observa en la Tabla—4.

NOTA: Todos los animales fueron tratados segln lo estipulado en la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones técnicas

para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.
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Tabla 4. Distribucion de los grupos de ensayo.

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Pre-Tratamiento
(Postbidticos antes de
inducir cancer y recibir
tratamiento quimico)

Tratamiento al
cancer
(cdncer +
postbidticos)

Tratamiento
durante todo el
bioensayo con

postbidticos

Control (cancer)

Testigo (sin cancer
ni droga)

Control (cancer tratado
con droga)

Dieta comercial molida

+

Dieta comercial
molida

Dieta comercial
molida

Dieta comercial
molida

Dieta comercial
molida

Dieta comercial molida
y un antineopldsico

capsulas + postbidticos

hasta el momento

del cancer y hasta

sacrificio solo
recibe dieta

£ AP
bl + + (para disminuir el

"] . !

s postbidticos avance del cancer)
H encapsulados postbiéticos postbidticos

E encapsulados encapsulados

o

@ Se induce cancery Hasta inducir Inicia el Desde el destete, | Desde el destete Desde el destete solo
© = - 2 . . . . - - N

o recibe tratamiento cancer, se integraa | tratamiento desde | seinduce cdncer | y hastael recibe dieta comercial,
E quimico. Después de la dieta las capsulas el destete y y hasta el momento de se induce céncery

> cancer ya no recibe con postbidticos, durante el curso momento de sacrificio. sigue con el mismo

@

w

tratamiento hasta el
momento de sacrificio.

el momento del
sacrificio.

del sacrificio.

comercial.

Nota: N= 12 individuos por grupo

Droga 5-FU o 5-fluorouracilo

Para generar el cancer en los animales, después de cuatro semanas se les
administro el carcinégeno 1,2 dimetilhidrazina DMH (21 mg/kg de peso corporal
disuelta en 0.37 mg/ml EDTA, 0.9% NaCl) via subcutanea, una vez por semana

durante ocho semanas.

A los animales del grupo 2 se les administré6 (por 9 semanas después del
tratamiento con el carcinégeno) la dieta comercial molida mas los postbiéticos
encapsulados; y, probioticos encapsulados (los cuales previamente mostraron

actividad citotoxica in vitro), y se registré el peso corporal de los animales

semanalmente.

Las ratas se sacrificaron a las 17 semanas después de la primera inyeccion con
DMH, bajo anestesia con éter y se sometieron a una autopsia para la diseccién
y analisis de los tejidos. El colon fue retirado y se abrio longitudinalmente. Se

lavé con una solucion salina fisiologica fria.
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6.10.1 Andlisis histologico

Se disectaron los tumores y se fijaron durante 24h en formalina neutra, los
tejidos fueron deshidratados con alcohol, transparentados con xilol y embebidos
en parafina, posteriormente se realizaron los cortes histologicos de 8um en
micrétomo y finalmente los cortes histologicos fueron tefiidos en hematoxilina-

eosina y se analizaron al microscopio oOptico.

6.10.2 Técnica histologica: Hematoxilina-Eosina

El tejido se conserva en formol al 10% para cortes histologicos, con el fin de
determinar las caracteristicas por una tincion de Hematoxilina-Eosina (H&E).
Los tejidos se deshidratan para procesarlos en parafina, esto es mediante un
procesador de tejidos (Lipshaw Automatic Tissue Processor) de la siguiente

manera:

El tejido permanece en formol 10% por 12 hr y el alcohol etilico al 80% por 1 h,
luego alcohol etilico al 96 %, se realizaron 3 cambios cada hora y media, luego
Xileno, 2 cambios cada 1.5 hr y finalmente, parafina a 60°C, en 2 cambios cada

hora y media y al final se colocan los tejidos en moldes cubicos hasta enfriar.

Después de 24 hr, se coloc6 en cama de hielo para efectuar los cortes, con un
espesor de 4 ym, posteriormente se colocaron en un portaobjetos, cubriéndolos
con un gel a base de huevo y glicerol en dilucién 1:1, mas granos de Timol
como conservador, los cortes se colocaron en una placa caliente para fundir la

parafina y continuar con la tincion con H&E.
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El proceso de tincion se llevo a cabo en un tren de tincion: los portaobjetos se
colocan en una canastilla que se introduce en las siguientes soluciones: xileno,
5min; alcohol etilico absoluto, 3 min; alcohol etilico al 96%, 3 min; alcohol etilico
al 70%, 3 min; agua destilada; hematoxilina de Harris, agua potable, alcohol
acido al 1%, agua potable; solucidon saturada de carbonato de litio, 2 min; agua
potable-eosina, agua potable, dos cambios en alcohol etilico al 96%; 3 cambios
en alcohol etilico absoluto, xileno y fueron montados con resina sintética Sigma
y se cubrieron con un portaobjetos quedando listos para su observaciéon al
microscopio optico 40X y 100X (Armed Forces, 1975; Chavez et al., 2011).

6.10.3 Analisis estadistico

El andlisis estadistico consistié en dos pasos, el primero la determinacion de la
distribucion de los datos obtenidos para cada variable estudiada mediante la

prueba de Kolmogorov-Smirnov.

En el segundo paso, para los datos con una distribucién normal predominante
se emplea la prueba ANOVA de una via para evaluar el nivel de significancia de
la diferencia entre la media de los grupos de los que consta el experimento

(control y tratamientos).

En los casos en que se encontré diferencia entre los grupos, se empled la
prueba de Tukey para evaluar el nivel de significancia de la diferencia de la
media entre los tratamientos y del grupo control contra cada uno de los

tratamientos.
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6.11 Cuantificacidén de proteinas

A) Determinacion cualitativa de proteinas mediante la prueba de Biuret:

A los postbioticos obtenidos de cada cepa de Lactobacillus sp. y de B. longum.
se les realizo la prueba de Biuret, para detectar la presencia o ausencia de

proteinas por un metodo cualitativo.

Se agregaron 10 gotas de cada postbidticos en una placa de porcelana con
pocillos y se les adiciond 3 gotas del reactivo de Biuret considerando como una
prueba positiva la presencia de proteinas, si se observa un vire al de color
violeta y si la reaccion permanece azul indica que es negativo para la presencia

de proteinas.
B) Curva de calibracion de proteinas por el método de Bradford:

Se preparo soluciones stock de albumina sérica bovina a concentraciones de
0.0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.00 mg/mL. de la solucién de Bradford se toman 20

mL y se mezclaron 80 mL de agua bidestilada.

La solucion se filtré con un papel Whatman No. 1 y el filtrado se guard6 en un
frasco ambar. De la solucion madre se toman 100 pL y se adicion6 a un tubo de
borosilicato de 13x100.

Posteriormente, se adicion6 1 mL de la solucion de Bradford y se homogeniz6

en un vortex por 15 segundos.

Los estandares se dejaron reposar por 10 minutos, para permitir la formacién
del complejo colorado y pasado este tiempo, se realiz6 la lectura en un
espectrofotometro Spectronic Genesis 5, con una longitud de onda de 595 nm,
usando celdas rectangulares desechables de poliestireno con capacidad de 1.5

mL de la marca Daigger. Para cada estandar se realizaro 5 repeticiones.
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C) Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford en los

postbidticos (Ptb) de Lactobacillus sp. y Bifidobacterium longum

De cada uno de los PtbLc, PtbLp, PtbLa y PtbBI se tomaron 100 pyL y se
depositdé en un tubo de borosilicate de 13x100 y se les adiciondé 1 mL de la
solucion de Bradford diluido (1:5), se mezclé por unos segundos y se dejo
reposar por 10 min, la lectura se realizd6 a una A-595 nm en un
espectrofotometro Spectronic Génesis 5. El procedimiento se sometié a un
control positivo (0.5 mg/mL). Para cada uno de los medios se realizaron 5

repeticiones.

D) El contenido de nitrégeno de los postbiéticos de Lacobacillus sp. se
realizara por la norma oficial NMX-F-608-NORMEX-2011

E) Cuantificacion de proteinas mediante el programa para deteccion de

proteinas del equipo Nanodrop:

La cuantificacion se realizé en un NANO-DROP 2000 por triplicado y se realizé
un promedio con el fin de reducir cualquier error que se pudiera haber
producido en la lectura. Se tom6 1 pL del postbiéticos con ayuda de una

micropipeta y se colocé directamente sobre el pedestal.

Posteriormente, el brazo del aparato fue movido para cerrar, permitiendo la
formacion de una columna entre la muestra y el brazo. El aparato desplego la
lectura en la pantalla y se registr6 en la bitacora el dato obtenido.

F) Obtencién de proteinas de los postbidticos por el método de
precipitacion con (NH4)2S0a4 al 80 % de saturacion:

Se tomaron 250 mL de cada uno de los postbidticos de Lactobacillus casei (Lc),
Lactobacillus plantarum (Lp), Lactobacillus acidophilus (La) y Bifidobacterium
longum (Bl), y se agregaron 140.26 g de (NH4)2SO4 al 80 % (sulfato de amonio).
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El procedimiento se realizé en un bafio con hielo y se dej6 en agitacion por 24
horas a 4°C. Posteriormente, el contenido de los matraces se dosifico en tubos
conicos con capacidad 50 mL, éstos se llevaron a una centrifuga marca
eppendorf, donde fueron centrifugados a 11,000 r.p.m por 30 minutos. Por
decantacion se elimind el sobrenadante y el precipitado de proteinas con sulfato

de amonio fue resuspendio en buffer de fosfatos 0.1 M a un pH 7.2.

Ademas, se realiz6 una dialisis para cada uno de los precipitados de L. casei, L.
plantarum, L. acidophilus y B. longum usando 10 cm de longitud de la
membrana (spectrapor membrane tubing por 2 Cat. D1614-11), se humedecié
con agua destilada y por un extremo se ato. En el interior del tubo se agregaron
5 mL de la solucion de proteina resuspendida y en el otro extremo se ligd, para
evitar la salida de las proteinas.

Posteriormente, la membrana de dialisis fue introducida a la matriz elenmeyer
de 500 mL con agua bidestilada y se dejo en agitacion por 24 h., con cambios
de agua bidestilada cada 6 h. Terminada la dialisis, se extrajé de la membrana
del interior del matraz y el contenido se adiciond a un tubo conico de 15 mL y se
guardd para su posterior uso en los bioensayos. Al dializado se le realiz6 la

prueba de Biuret, antes descrita.

G) Caracterizacion de proteinas por la técnica de electroforesis de
Laemmli 1970.

Preparacion de geles de poliacrilamida: Se realiz6 la electroforesis de proteinas
al postbidticos de Lactobacilli sp. y B. longum, y el medio sin crecimiento de
bacterias probiodticas, después de la precipitation de las biomoléculas con

(NH)2S04 al 80% de saturacion en un sistema discontinuo desnaturalizante.

Este sistema estd conformado por dos geles de poliacrilamida: el gel
concentrador y el gel separador, que presentan diferente concentracion,

composicién y pH.
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Preparacién del gel separador:

Se preparé un volumen de 9.936 mL para la fase separadora del gel. En un
vaso de precipitado de 20 mL se adicion 4.06 mL de agua tridestilada estéril,
3.21 mL de una solucién stock de acrilamida/bisacrilamida al 30% de la casa
comercial de Bio Rad. 2.5 mL de Tris en HCI con un ph de 8.8, 0.1 mL de SDS
al 10%, las sustancias fueron mezcladas para homogenizarse, posteriormente
se agregd 0.05 mL de PSA al 10% y 0.016 mL de TEMED, se mezclo y se
agregdé con una jeringa de 3 mL, entre las placas de vidrios previamente
montadas. Se marco el limite hasta donde la matriz de acrilamida seria vertida,
se traz6 una linea horizontal en el vidrio con un marcador indeleble. Para saber
la ubicacién exacta de la linea, se colocé el peine entre ambos vidrios y se
midié entre uno y cinco centimetros (dependiendo del tamano de la camara) por

debajo de los dientes del peine.

Se dej6 polimerizar a temperatura ambiente por 15 a 30 minutos, usando como
control de polimerizacion la solucion de poliacrilamida remanente. Una vez
formado el gel, se lavo la parte superior del gel varias veces con agua destilada

hasta eliminar completamente los restos de acrilamida no polimerizada.
Preparacién del gel concentrador:

Se mezcl6 6.1 mL de agua tridestilada estéril, 1.3 mL de una solucion stock de
acrilamida/bisacrilamida al 30% de la casa comercial de Bio Rad, 2.5 mL TRIS
en HCI con un H de 6.8, 0. 1 mL de SDS al 10%, las sustancias se mezclaron
en un vaso de precipitados de 20 mL, para homogenizar la mezcla.
Posteriormente se adicionaron los catalizadores 0.050 mL de PSa al 10%y
0.016 mL de TEMED, se homogenizé y fueron vertidos entre las placas de
vidrio con una jeringa de 3 mL, agregandolo arriba del gel separador.
Inmediatamente después, se coloco el peine entre ambos vidrios secando con
papel toalla los restos de poliacrilamida que lleguaron a derramarse. Se dejé

polimerizar la poliacrilamida a temperatura ambiente por 15 a 30 minutos
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usando como control de la polimerizacion la solucion de poliacrilamida que
quedd remanente en el vaso. Una vez formado el gel, se retir6 el peine
cuidadosamente y se lavaron todos los pocillos ya formados con chorro suave
de agua destilada.

Coloracién y visualizacion de las bandas de proteinas empleando

azul brillante de Azul de Coomasie R-250.

Terminado el tiempo de corrimiento, el gel de poliacrilamida se coloc6 en un
recipiente de plastico de 15x15x5 cm y se agregé una solucién de azul brillante
de Coomasie en un volumen gque cubre completamente el gel. Se dejo incubar

por 15-20 min en un aparato orbital para generar movimientos rotatorios.
Decoloracién del gel de poliacriamida:

El gel de poliacrilamida tefiido se colocdé en un recipiente de plastico de
15x15x5 cm y se adicion6 una solucion preparada al 7% metano y 5% acido
acético, en un volumen que cubre completamente el gel. Se dejé incubar por 30
min en un aparato orbital para generar movimientos rotatorios. Pasado el
tiempo de incubacion, la solucién se elimind y se adicioné la misma cantidad de
volumen para apreciar las bandas protéicas. Posteriormente, el gel se dejo
incubar por 12 h con movimientos circulares constantes y se observo en un
transiluminador (Transilluminator 3uVP KodaK Edas 290), que permitio la toma
de la fotografia y el analisis se realizé con el programa computacional Kodak ID

Image Analysis Software.

6.12 Acidos grasos de los postbi6ticos

El contenido de acidos grasos presentes en los postbioticos de cepa se realizé
en un laboratorio con acreditacion EMA (Entidad Mexicana de Acreditacion) de

acuerdo con la NOM-086-SSAI-1994.
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7. RESULTADOS

7.1 Cinética de crecimiento de probioticos

En la Figura-11 se observa la grafica correspondiente a la cinética de
crecimiento de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y Bifidobacterium longum,
la cual se llevo a cabo durante 12 horas mediante el método turbidimétrico.

La fase de adaptacion ocurrio hasta la tercera hora, en las cuatro cepas
probiodticas 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 tercera hora hasta la
séptima hora; esta cepa fue la que mas rapido llegd a su fase estacionaria y
obtuvo una lectura de absorbancia menor de 1.2 nm; en contraste L. casei, L.
plantarum y B. longum la lectura de absorbancia para su fase estacionaria fue
de 1.6 nm. Entre las cuatro cepas probioticas no hubo diferencias significativas.
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Figura 11. Grafica de la cinética de crecimiento de las bacterias probioticas.

7.2 Unidades formadoras de colonias (UFC)

Terminadas las 12 hs de incubacién a 37°C, se realizé el recuento bacteriano
en placa (RBP) para determinar las unidades formadoras de colonias. En la

Figura-12 se muestran los resultados de las UFC de las distintas cepas.

Hubo una marcada diferencia significativa entre las 4 cepas, siendo
L. acidophilus la que mostr6 un mayor nimero de UFC, como se muestra en la
Tabla-5, en la cinética de crecimiento L. acidophilus fue la cepa que en menor
tiempo llegb 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.
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Figura 12. Resultado de las UFC de las bacterias probiéticas.

Tabla 5. Comparacién de resultados de UFC de los postbi6ticos
por recuento bacteriano en placa (RBP)

Bacteria Determinaciéon de UFC/mL (1 x109)
L.casei 35.33
L. acidophilus 652.66
L. plantarum 89.33
B. longum 59.00
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7.3 Liofilizados de los postbidticos

Las caracteristicas de los postbitticos de Lactobacillus casei, L plantarum, L.
acidophilus y Bifidobacterium longum se describen en la Tabla—6 y se observan
en la Figura—13, los cuales presentaron diversos aspectos desde granular

hasta pegajoso.

L. acidophilus L. casei L. plantarum B. longum

Figura 13. Aspecto de los postbioticos al finalizar el proceso de liofilizacion.

L. plantarum obtuvo un pH de 4.37, coloracion roja, textura pegajosa y

rendimiento de de 14g/L.

L. acidophilus 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.

L. casei con el menor pH, de 4.36, esta misma cepa fue la que obtuvo un color
amarrillo mas oscuro que L. acidophiuls, textura liquida y el mayor rendimiento,
de 20g/L.

B. longum obtuvo un pH de 4.46, coloracion marrén, textura pegajosa y
rendimiento de 12 g/L.
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Ademas, presentaban un olor fuerte recalcitrante, y tras pasar unos minutos a
temperatura ambiente se covertian a liquido aceitoso y su color cambiaba a
mas oscuro. Con estas caracteristicas se sugiere que la composicion de los

postbidticos es mayor en acidos grasos insaturados.

Tabla 6. Caracteristicas de los postbiéticos de las cepas probiodticas.

L. acidophilus L. casei L. plantarum B. longum
pH 4.70 4.36 4.37 4.46
Color amarillo café rojo marron
Textura granulado liquido pegajoso pegajoso-
aceitoso
Rendimiento ~12g ~20g ~149 ~129g

7.4 Actividad biologica sobre la linea celular HT-29

En la Figura—14 se muestran las grafica con absorbancias (570nm) de HT-29
frente a los postbidticos de las cepas probibticas, asimismo el grupo control
(células sin tratamiento). Fueron 3 eventos independientes donde las células
HT-29 fueron incubadas 48 horas con las siete diferentes diluciones de los
postbioticos, y posteriormente, se utilizé el método turbidimétrico del MTT para

analizar la viabilidad de la linea celular.

Los resultados demostraron que la combinacion de cepas de L. acidophilus y B.
longum tuvieron mayor inhibicion de la linea celular HT-29, y requiere una
menor cantidad en comparacién con las otras combinaciones de cepas,
teniendo un efecto de inhibicion de la linea celular HT-29 significativamente
mayor (p=0.05) en comparacion con las otras combinaciones de las cepas

probidticas.
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Los resultados obtenidos fueron similares a los ya reportados por Baricault et al.
(1995) puesto que hubo una inhibicion de crecimiento de la linea celular HT-29,
aunque con mayor porcentaje, a partir de 60% con los postbioticos de las cuatro
cepas de probidticos utilizadas.

Asimismo, se respalda que los postbidticos de L. acidophilus y B. longum

obtuvieron mejores resultados en comparacion con Fotiadis et al. (2008).
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Figura 14. Actividad bioldgica de la mezcla de postbidticos sobre las células HT-29.

En la Figura-15 se observa el cultivo de las células HT-29 en presencia de
diversos tratamientos.

presencia de HT-29+doxorrubicina.
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7.5 Concentracion inhibitoria media maxima (ICso) de la mezcla
de postbioticos

El ICso se define como la concentracion necesaria de la muestra para disminuir
en un 50% la concentracion inicial de los radicales libres (DPPH+), teniendo en
cuenta que a menor valor de ICso es mayor la actividad. (Si el valor es >1, indica

que la sustancia es citotoxica para las células tumorales, si es <1, lo contrario).

En la Tabla—7 se muestra los valores ICso de las mezclas de los postbiéticos,
siendo el mas alto la mezcla de L. acidophiuls y B. longum

Estos son resultados de tres experimentos independientes por triplicado.

Tabla 7. Valores IC5, de la mezcla de postbiéticos.

Postbioticos mg/mL  Interpretacion
Lp.+L.c. <0.001 ) No citotoxica
B.l. + L.p. <0.001 No citotdxica
La. +L.p. 0.350 No citotdxica
L.a. +L.c 0.391 No citotoxica
L.a. +B.l. 1.866 Citotdxica
B.l. + L.c. 1.566 Citotoxica
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7.7 Resultados del bioensayo in vivo

Tras la administracion del 1, 2 Dimetilhidrazina (DMH) (como se ve en el
apartado 6.10) el cual es un potente carcindgeno de colon que induce tumores
colorrectales en animales de experimentacion (Newell y Heddle, 2004; Saini et
al., 2009) y es el modelo mas ampliamente utilizado de carcinogénesis de colon

quimicamente inducido, por lo cual fue utilizado en este estudio.

En la Figura—16 se muestran imagenes del colon de las ratas, después de
haber sido lavado con una solucion salina fisiologica fria (ver Tabla—4, los
grupos de estudio). La pared interior del colon es examinada visualmente para
el conteo y localizacion de placas y tumores. El tamafio de lesiones y tumores
(longitud, ancho y grueso) es medido con un Vernier (Mitutoyo, 0.1 mm de

graduacion). En promedio el tamafio variaba entre 0.5nm a 2nm.

El cancer de colon inducido por DMH es un proceso de varios pasos que
involucra una serie de alteraciones patolégicas, como la formacion de focos
cripticos aberrantes (lesiébn microscépica discreta) (lonov et al., 1993). Fiala
(1975) ya inform6 que el metabolito activo de DMH se excreta a través de la
bilis y es responsable de su efecto cancerigeno en el colon al pasar por el tracto

digestivo.

El DMH se metaboliza en el higado para formar azoximetano y metil-
azoximetanol, que luego se transporta al colon a través de la bilis o la sangre
para generar su Ultimo metabolito cancerigeno, el ion diazonio que provoca
estrés oxidativo al metilar biomoléculas de células epiteliales del colon y
conduce a la proeventos mutagénicos como resultado de la inflamacion y la

promocién del tumor. (Oday O Hamiza, et al., 2012).
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Figura 16. Muestras representativas de colon de los grupos de
estudio. A) Pre-Tratamiento (Prebiético antes de inducir
cancer), B) Tratamiento (Cancer + prebiético), C) Control
(cancer), D) Testigo (Cancer + antineoplasico).

7.8 Andlisis histoldgico

En la Tabla—8 se muestran imagenes representativas de los cortes histoldgicos
con la técnica de hematoxilina-eosina para cada uno de los grupos de estudio
de este proyecto.
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Tabla 8.

Analisis histologico de los cortes de colon de modelo murino, tefliidos por la

técnica de Hematoxilina-Eosina.

G DESCRIPCION

tratamiento quimico*)

Pre-Tratamiento (Postbibtico** antes
de inducir cancer y recibir

Esquema de alimentacion: Dieta comercial
+Postbidtico encapsulado, se induce cancer y
recibe tratamiento quimico. Después de
cancer ya no recibe capsulas+postbioticos

DESCRIPCION

OBSERVACION

¥,

Prevencion

Se observan
L Criptas colonicas,
|_ligera presencia de

infiltrado leucocitario y
["céluas caliciformes en

la estructura de las
—Glandulas de
Lieberkuhn asi como la
capa mucosa.

Esquema de alimentacion: Dieta comercial +
Postbiotico encapsulado. Inicia el tratamiento
desde el destete y durante el curso del cancer
y hasta el momento del sacrificio.

Tratamiento al cancer (cancer + Tratamiento
postbiético**) post cancer
2
Esquema de alimentacion: Dieta comercial al i °bse"’a!, ;
destete, hasta inducir cancer, se integra a la \nmour(r;o:IayCIZsomca
dieta las capsulas con postbidtico, hasta el Glatdulas de
momento del sacrficio. Lieberkuhn
Tratamiento durante todo el Tratamiento
bioensayo con postbioético** mixto
B Se observan:

[Criptas coldnicas
normales
—Mucosa

Control (cancer)

Esquema de alimentacion: Soélo recibe dieta
comercial desde el destete, se induce cancery
y hasta el momento de sacrificio solo recibe

Sin tratamiento
Se observan:

"T~criptas aberrantes

~_ | Infiltracion

Esqguema de alimentacién: No se induce
cancer. Sélo recibe dieta comercial desde el
destete y hasta el momento de sacrificio.

dieta comercial. leucocitaria
Testigo (sin cancer ni droga) Testigo
Se observan:

+ Criptas coldnicas
normales

._{-Céluas caliciformes

en la estructura de
las Glandulas de
Lieberkuhn

momento de sacrificio.

Control (cancer tratado con droga®)

Esquema de alimentacion: Desde el destete
solo recibe dieta comercial, se induce cancer y
sigue con el mismo tratamiento hasta el

Alimentacion
Normal

—® Se observan
criptas colénicas
normales

—e Mucosa

** La mezcla de postbidticos empleada fue de L. plantarum + L.casei
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Tabla 9. Descripcion del esquema de induccion de cancer (DMH) y tratamiento
por la droga (5-FU)

Descripcion de compuestos para el experimento in vivo

Especificaciones

Dosis DMH (Se inicia la
inyeccion a tres semanas de
la ingesta de capsulas)

Dosis 5-FU 50mg/kg por S dias 0 1 vezen 3
Nombre comun de 5-FU: Carac, Tolak, Efudex y Fluoroplex

2 semanas, 2 veces a la semana: 4
Omg/kg

7.9 Pruebas postanova que muestran diferencias estadisticas

Tabla 10. Pruebas post-anova que muestran diferencias estadisticas.

Tukey HSD ab

Concentracion N Subset
1 2 3 4 5]
20 mg/mL 18 .100593
10 mg/mL 18 131657 131657
5 mg/mL 18 144120 144120
2.5 mg/mL 18 .156135 .156135 .156135
1.25 mg/mL 18 175495 175495
0.625 mg/mL 18 179492 179492
0.313 mg/mL 18 191245
C- 18 405889
148 A25 .060 .064 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means. The error team is Mean Square (Error)= .001

a) Uses Harmonic Mean Sample Size = 18.000

b) Alpha = 0.05
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Tabla 11. Pruebas post-anova que muestran diferencias estadisticas.

Tukey HSD 2b
Concentracion N Subset
1 2 3 4
L.p.+L.c. 24 146823
B.l. + L.p. 24 157882 .157882
L.a.+ L.p. 24 .180640 .180640
La.+L.c. 24 .188986
L.a.+B.l 24 .218840
Bl +L.c. 24 .220299
Sig. .883 225 .962 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means. The error team is Mean Square (Error)= .001
a) Uses Harmonic Mean Sample Size = 24.000

b) Alpha = 0.05
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7.11 Compendio de resultados de L. casei y L. plantarum

En la (Tabla—11) se muestran los resultados de los andlisis sobre la cepa de

L.caseiy L. plantarum.

Tabla 12.

Compendio de resultados de los analisis sobre L.caseiy L. plantarum.

Biomolécula

Prueba

L. casei

L. plantarum

Biuret

Bradford (mg/mL)

0.0446 mg/mL

0.0464 mg/mL

Proteinas | NMX-F-608-NORMEX-2002 2.31% 2.26%
Nanodrop (mg/mL) 1.022 mg/mL 0.94 mg/mL
Precipitacion con 1.98mg/mL 1.7015 mg/mL
(NH4)2504 al 80% de
saturacion

Ac. Grasos | NOM-086-SSA1-1994 (%) 0.72% 0.76%
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8. DISCUSION

La utilizacion de postbidticos no se limita a alimentos funcionales, la supresion
mediada por probioticos del cancer o las células inflamadas también se han
reportado para postbidticos (de LeBlanc A de M. et al., 2005; Tsilingiri K, et al.,
2012; Cicenia A, et al.,, 2014). Postbiético de Lactobacilos y Bifidobacterium
ofrecen una multitud de posibilidades para su utilizacion en células cancerosas
y estudios inflamatorios (Soa SSY, et al., 2017). Esto ofrece una alternativa mas
segura al tratamiento actual de radio y quimioterapias que estan limitadas por
las toxicidades asociadas con estas Ultimas terapias. En este estudio,
investigamos el efecto citotoxico de postbioticos producido por tres cepas de
Lactobacilos y una de Bifidobacterium sobre el cancer de colon (linea celular
HT-29) para determinar el potencial de los postbioticos como suplemento

funcional y como tratamiento complementario para el cancer.

Elsa Jacouton. et al., 2017, reportaron que Lactobacillus casei BL23, una cepa
probidtica bien conocida por sus propiedades antiinflamatorias vy
anticancerigenas, protegié significativamente a los ratones contra el desarrollo
de CCR (inducido con azoximetano y dextrano sulfato de sodio), la cepa redujo
significativamente el desarrollo del tumor, ya que todos los ratones tratados
estaban libres de tumor al final del experimento. Se redujo las puntuaciones
histoldgicas y los valores del indice proliferativo. Ademas, reportaron que tenia
un efecto inmunomodulador, mediado por la regulacién negativa de la citocina
IL-22, y un efecto antiproliferativo, mediado por la regulacion positiva de
caspasa-7, caspasa-9 y Bik. Y que el tratamiento tendi6 a contrarrestar la
disbiosis inducida por CCR en ratones. Los ratones alimentados con L. casei
BL23 estaban protegidos contra el desarrollo de tumores: ningun raton en este
grupo desarroll6 tumores macroscopicos, en comparacion con los ratones que
recibieron PBS, que desarrollaron un promedio por raton de 2.3 tumores de al

menos 2 mm de didmetro. Como se muestra en la Figura—17-A.
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Un estudio publicado en el 2018 en que se realiz6 un andlisis in vivo en
animales, a los cuales se les administr6 azoximetano y dextrano sulfato de
sodio con el objetivo de provocar desarrollo tumoral, posteriormente a un grupo
se le administro probioticos y al otro agua, por un trascurso de 60 dias después
de la inyeccion. Como resultado, el grupo al cual se le administro probioticos
presento un 40% menos de tumores que el grupo al que se le administro solo
agua (Figura—17-B) (Mendes, M.C.S., et al.,2018).

Esto también se demuestra en los cortes histolégicos, Elsa Jacouton. et al.,
2017, reportaron que la cepa LB23 mostré menos dafio que los ratones control
y es capaz de regular negativamente la proliferacion, como se observa a través
de una disminuciéon en Ki67 (un marcador del CCR estrictamente relacionado
con la proliferacion celular). (Figura—18).

Al examinar cortes histolégicos de este estudio que se muestran en las
imagenes de la Tabla-8, con lo ya reportado comparandolos con el trabajo de
Jorge Arroyo et al.,, 2008 (Figura—19), quienes también utilizan DMH como
agente procarcinogenético, el cual se sabe sufre metabolismo en el higado,
dando como resultado un agente carcinogenético (ion diazonium), que es capaz
de producir efectos téxicos en lugares diferentes del tumor (Bobek S., et
al.,2000). La produccion de metabolitos oxigenados reactivos durante el
metabolismo hepatico del DMH o durante la carcinogénesis del colon esta bien
documentado (Ver apartado 7.7); muchas publicaciones también sugieren que
las células tumorales producen cantidades considerables de H202, que es

liberada en la circulacién (Vaiyapuri M., et al.,2006).

En la Figura—21, se muestra el efecto de extracto etandlico sobre el colon de
rata, en las imagenes del bloque “A” se ve la morfologia normal (ver Figura—3)
de un corte de colon de rata sin alteraciones significativas. En el bloque “B” en
la imagen B.1 se observa como el DMH a afectado el tejido, disrumpiendo su
estructura, generando un adenocarcinoma, en cambia en la imagen 2 con la

induccion del tratamiento propio de ese estudio a una baja concentracion, se
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observa incremento de glandulas colonicas, un adenoma, aunque también se
observa la infiltracion linfocitica, la cual indica una buena respuesta del
tratamiento (una infiltracion linfocitica baja indica una mala accion del
tratamiento y por el contrario una infiltracion linfocitica alta indica una buena
accion del tratamiento, entre mas linfocitos presentes mejor es la respuesta). En
el bloque “C” en la imagen 1 se observa un adenocarcinoma in situ (doble fila
de célula), porque no ha pasado la membrana basal, desmoplasia y en en la

imagen 2 una disminucion del adenocarcinoma glandular.

L. caseiBL23 .

Figura 17. Imagenes representativas de tumores en colon de ratones. A)
Grupo 1; ratones alimentados con L. casei BL23 / Grupo 2; con PBS
(Imagen tomada de Elsa Jacouton. et al., 2017). B) Imagen tomada
de Mendes, M. C. S, et al., 2018. (Imagen modificada por C. Daniel
Gastaldi-Elizondo)
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Figura 158. Cortes de tejidos coélonicos de ratones. A) Imagenes
representativas teiidas con H&E, tratados con PBS o BL23. (barras
de escala, 100 pm.). B) Imagenes representativas teiiidas con Ki67;
una flecha negra indica la distribucion de Ki67 dentro de la cripta.

Estos resultados al igual que los presentados en este trabajo demuestran que el
uso de probidticos y postbidticos tienen un efecto en la disminucién del cancer
en colon, como se puede apreciar en la (Figura—16, Figura-17, Figura—19,
Tabla-11). Con lo que se puede concluir que el efecto quimioprotector de las
distintas dosis de los postbioticos frente a adenomas y carcinomas inducidos
por DMH fue significativo, evidenciandose mejor efecto a dosis mas altas y
durante un mayor trascurso de tiempo, al igual que una ingesta previa a la
aparicion del cancer. (Tabla—8)

De igual manera se han utilizado modelos de células intestinales humanas in

vitro para estudiar la funciéon de células intestinales especificas en humanos,
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como es el caso de Caco-2 y HT-29 como las lineas celulares intestinales
humanas mas utilizadas (Cencic, A.; et al., 2010). La linea celular de cancer de
colon parental HT-29 est4 compuesta principalmente de células indiferenciadas,
con una pequefia minoria de células diferenciadas (~ 3% a 5% del total de
células) (Liévin-Le Moal, V.; et al., 2013).

Una caracteristica de la promocién del tumor de colon es una disminucién en la
integridad de la barrera epitelial. (Garcia Lafuente; et al., 2001) Demostraron
que los probi6ticos mejoran esta funcion de barrera in vivo, utilizaron L. brevis,
mostraron una disminucion en la absorcion de manitol radiomarcado en la rata y
(R.J. Kennedy, et al., 2000) Informan un efecto similar en ratones inactivados

con interleucina 10 y alimentados con L. plantarum 299.

(Baricault, L.; et al., 1995) Utilizando Lactobacillus helveticus, Bifidobacterium 6
una mezcla de Streptococcus thermophilus y L. bulgaricus redujeron
significativamente la tasa de crecimiento de las células HT-29, lo que resulté en
una disminucion del 10% al 50% en el numero total de células. Las cepas mas
efectivas para reducir la tasa de crecimiento de HT-29 fueron L. helveticus y

Bifidobacterium.

Sin embargo, Tan et al., 2015; demostraron que las diferentes composiciones
de medios de MRS reconstituido con la suplementacion de polisorbato 80
afectaron significativamente los efectos citotoxicos y antiproliferativos selectivos
de los postbioticos producidos por L. plantarum I-UL4 en células MCF-7 (cancer

de mama).
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Colon +DMH, Colon +DMH + tratamiento (50mg/kg),

adenocarcinoma indiferenciado (glandular y zonas de hipoplasia glandular, abundantes

escamoso) (40x) macréfagos, infiltracion del parénquima por células
mononucieares (reaccion crénica al toxico) (40x)

Colon +DMH + tratamiento (100mg/kg). . Colon +DMH + tratamiento (200mg/kg),
adenocarcinoma in situ (no existe infiltracion de adenocarcinoma glandular (40x)
membrana basal) (10x)

Figura 16. Imagenes representativas de cortes histolégicos de colon
de rata. (Imagen tomada de Jorge Arroyo et al., 2008. y

modificada por C. Daniel Gastaldi-Elizondo).
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(lyer C; et al., 2008) Reveld que L. reuteri puede participar en la via extrinseca
de apoptosis inducida por Lactobacillus para prevenir la aparicion de cancer
colorrectal. Sin embargo, (Zhung-Yuan Chen; et al., 2017) utilizando una cepa
de la misma especie, L. reuteri BCRC14625, NO exhibid_la capacidad de inducir
apoptosis celular. Aunque si causa dafio a la membrana celular HT-29 de
acuerdo con un aumento significativo en la actividad del lactato deshidrogenasa
(LDH) y la cepa BCRC17010 muestra el mejor potencial probibtico para la
inhibicidn del crecimiento de HT-29 entre las siete cepas probadas.

Li-Oon Chuah et al.,, 2019; demostraron que los postbiéticos exhibieron un
efecto citotoxico selectivo por efecto antiproliferativo e induccion de apoptosis
contra las células cancerosas malignas, de una manera dependiente de la dosis
y el tiempo (Shahid M, et al., 2018) sin causar efectos toxicos o hemdlisis en las

células normales.

La (Figura—20) muestra que los postbidticos producidos por las cepas de L.
plantarum exhibieron un profundo efecto citotoxico a las 72 h de incubacion en
todas las lineas celulares de cancer (de mama, cervical, colorrectal, hepéatico y
leucemia), aunque diferentes valores de Clso fueron exhibidos por diferentes

postbioticos.

HT-29 (ATCC*HTB-38) ND ND 28 22 ND. ND.

Notes: Human breast cancer cells MCF-7 (ATCC-HTB-22) _q-n\.u(.u! cancer cells Hela (ATCC CCL2) and liver cancer cells
Hep-G2 (ATCC HB-8065) are anchorage-dependent cells while leukemia cells HLG0 (ATCC CCL-240) and K562 (ATCC CCL-243) are suspension cells. The hughﬂ:
concentration of PM being tested on all cells was 30% (vV). The IC,; values were detected after 72 h of incubation. The values reported are the means of nine

rephicates. ND. no ICS0 values were detected up to the concentration of 30% (viv

Figura 20. Valores de CI50 de posbiéticos producidos por seis cepas de
Lactobacillus plantarum en varias lineas de células cancerosas.
(Imagen tomada de Li-Oon Chuah et al., 2019).
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Ademas, los postbidticos exhibieron un efecto citotoxico mas potente sobre las
células cancerosas en suspension como HL60 y K562 en comparacion con las
células cancerosas dependientes del anclaje (MCF-7, HelLa, Hep-G2 y HT-29).
Lo que implica el vasto potencial de la PM como un suplemento nutracéutico
alternativo que posee una actividad anticancerigena prometedora debido a su

baja citotoxicidad para las células normales de mamiferos.

Esto revela los vastos potenciales de los postbibticos, sus interesantes
propiedades anticancerigenas, como suplemento funcional y tratamiento

complementario contra el cancer el cual puede explorarse mas a fondo.
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Durante la realizacion de este proyecto un estudio taxonémico publicado en el
“l.C.S.P.” (International Committee on Systematics of Prokaryotes), sobre el
género Lactobacillus realizado por Jinshui Zheng et all. 2020, en el cual se
evalué la taxonomia de Lactobacillaceae y Leuconostocaceae sobre la base de

secuencias completas del genoma.

El estudio divide el género Lactobacillus en grupos funcionalmente relevantes
que compartieran ciertas propiedades fisiologicas, metabdlicas y estilos de vida
para facilitar los estudios funcionales y ecoldgicos sobre las bacterias de este
género. Los parametros que se evaluaron incluyeron filogenia del genoma
central, identidad de aminoacidos promedio por pares (conservada), genes de

firma especificos del clado, criterios fisiolégicos y la ecologia de los organismos.

Con esto Lactobacillus ahora se extiende a mas de 25 géneros, incluidos el
género modificado Lactobacillus, que incluye organismos adaptados al huésped
gue se han denominado en el grupo L. delbrueckii; Paralactobacillus asi como
23 géneros nuevos, dentro de los que se encuentran Lacticaseibacillus y
Lactiplantibacillus, que son los de interés para este trabajo dado que son los
nuevos nombre otorgados a las bacterias utilizadas en este estudio, como se

aprecia en la (Tabla 13).

Tabla 13.

Cambio de nombre del genro Lactobacillus.

Nombre antiguo Nombre nuevo
Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum

Lactobacillus acidophilus | --—--—----
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9. CONCLUSIONES

Los liofilizados de los postbidticos de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y B.
longum contienen compuestos de naturaleza lipidica y protéica, y
probablemente son los responsables de la inhibicion la linea celular HT-29 bajo

condiciones in vitro.

* La mezcla de postbidticos de L. casei y L. plantarum encapsulados inhiben

significativamente la alteracién histolégica a nivel de colon en un modelo in vivo.
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10. PERSPECTIVAS

En la dltima década los probioticos y postbioticos han adquirido importancia a
nivel mundial, debido al incremento de enfermedades gastrointestinales, como:
el sindrome de inflamacion intestinal, infecciones intestinales bacterinas, virales,
amibianas, y en cancer, sobre todo los que estan relacionados al intestino como

el cancer de colon.

El potencial de los posbioticos presenta avances prometedores para tratar o
prevenir afecciones como el cancer de colon (al menos a nivel in vivo en
modelos murinos), aun hay mucho por estudiar, pero los resultados son
prometedores, dentro de las siguientes perspectivas se puede considerar lo

siguiente:

Generar un farmaco a partir de los metabolitos secundarios producidos por las

bacterias probioticas, sobre todo las que han mostrado mejores resultados.

Estudiar las vias de sefializacion en las que atacan al cancer, y determinar que
proteinas o componentes son los que intervienen en la inhibicion de la

proliferacion celular.
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11. DISPOSICION DE LOS RESIDUOS GENERADOS

Los residuos que se generaron durante toda la parte experimental del proyecto
fueron desechados cumpliendo con el reglamento del departamento de Medio
ambiente y Seguridad de la FCQ. Para ello se utilizaron lo contenedores
correspondientes a cada tipo de residuo los cuales fueron proporcionados por
dicho departamento para posteriormente llevar a cabo las labores pertinentes

de almacenaje previo a la disposicion final de los residuos.
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ANEXOS

1 ANEXO — NMX-F-068-5-1980.

ALIMENTOS. DETERMINACION DE PROTEINAS. FOODS.
DETERMINATION OF PROTEINS. NORMAS MEXICANAS. DIRECCION
GENERAL DE NORMAS.

PREFACIO
En la elaboracion de esta Norma participaron las siguientes Instituciones:

Subsecretaria de Salubridad.
Direccion General de Laboratorios de Salud Publica.

1. OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

Esta Norma Mexicana establece el procedimiento para determinar proteinas en productos
alimenticios.

2. REFERENCIA
Esta Norma se complementa con la siguiente Norma Mexicana vigente:

NMX-BB-014. Utensilios de vidrio usados en laboratorio - Clasificacién y tamafios nominales.
(Clasificacion y tamarfios nominales para utensilios de vidrio usados en el laboratorio).

3. FUNDAMENTO

Este método se basa en la descomposicion de los compuestos de nitrégeno orgéanico por
ebullicién con acido sulfurico. El hidrégeno y el carbdén de la materia organica se oxidan para
formar agua y bioxido de carbono. El acido sulflirico se transforma en SOz, el cual reduce el
material nitrogenado a sulfato de amonio.

El amoniaco se libera después de la adicion de hidroxido de sodio y se destila recibiéndose en
una disolucidn al 2% de acido borico. Se fitula el nitrdgeno amoniacal con una disolucion
valorada de acido, cuya normalidad depende de la cantidad de nitrogeno que contenga la
muestra. En este método de Kjeldahl-Gunning se usa el sulfato de cobre como catalizador y el
sulfato de sodio para aumentar la temperatura de la mezcla y acelerar la digestion.

4. MATERIALES Y REACTIVOS
4 1 Materiales
= El equipo de vidrio empleado debe cumplir con los requisitos que establece la NMX-
BB-014.
=  Matraces Kjeldahl de 500 y/o 800 cm?
= Material comin de laboratorio

4.2 Reactivos

Los reactivos que se mencionan a continuacion, deben ser grado analitico, cuando se indique
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agua, debe entenderse agua destilada.

Acido sulfurico concentrado

Sulfato de cobre pentahidratado

Zinc granulado

Hidroxido de sodio: Disolver con 500 cm? de agua 500 g de hidréxido de sodio.

Sulfato de sodio anhidro

Acido bérico al 2%

Solucion de acido clorhidrico 0.1 N

Indicador Shiro Tashiro: Disolver 0.2 g de rojo de metilo en 60 cm? de alcohol y aforar a
100 cm? con agua. Disolver 0.2 g de azul de metileno y aforarlos a 100 cm?® con agua.
Mezclar 2 partes de rojo de metilo y una de azul de metileno.

5. APARATOS E INSTRUMENTOS

= Digestor y destilador Kjeldahl
= Balanza analitica con * 0.1 mg de sensibilidad

6. PROCEDIMIENTO
6.1 Determinar la masa, en la balanza analitica, de aproximadamente un gramo de muestra y
pasarla cuantitativamente a un matraz Kjeldahl, afadirle 2 g de sulfato de cobre, 10 g de
sulfato de sodio anhidro, 25 cm? de acido sulfirico y unas perlas de vidrio.
6.2 Colocar el matraz en el digestor y calentar cuidadosamente a baja temperatura hasta que

todo el material esté carbonizado, aumentar gradualmente la temperatura hasta que la
disolucion esté completamente clara y dejar por 30 minutos mas a esa temperatura.

6.3 Enfriar y afadir de 400 a 450 cm?® de agua para disolver completamente la muestra,
agregar 3 0 4 granulos de zinc, un poco de parafina cuando sea necesario y 50 cm?® de
hidréxido de sodio 1:1.

6.4 Inmediatamente conectar el matraz a un sistema de destilacion, el cual previamente se le
ha colocado en la salida del refrigerante un matraz Erlenmeyer de 500 cm?® que contenga 50
cm? de acido bdrico y unas gotas del reactivo Shiro Tashiro como indicador.

6.5 Destilar hasta que haya pasado todo el amoniaco, que unas gotas de destilado no den
alcalinidad con el papel tornasol, aproximadamente 300 cm?

NOTA: Las primeras gotas de destilado deben hacer virar el color del indicador de viocleta a
verde.

6.6 Retirar el matraz recibidor y titular el destilado con acido clorhidrico 0.1 N.

7. EXPRESION DE RESULTADOS
El Nitrégeno presente en la muestra, expresado en por ciento se calcula mediante la

siguiente formula:
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VXNx0.014 x 100
% de nitrogeno = 34%343434343434343%4
m

En donde:

V = Volumen de acido clorhidrico empleado en la titulacion, en cm3
N = Normalidad del &cido clorhidrico.

m = Masa de la muestra en g.

0.014 = Miliequivalente del nitrégeno.

El por ciento de proteinas se obtiene multiplicando el por ciento de nitrégeno obtenido por el
factor correspondiente (Véase A.2).

APENDICE A

Al El contenido de nitrégeno en diferentes proteinas es aproximadamente de 16% por lo
que multiplicando el por ciento de nitrégeno obtenido por el factor 6.25 se obtiene la cantidad
de proteinas presentes en el alimento. Sin embargo, en algunos productos, la relacion
nitrogeno-proteinas varia en forma transcendente por lo que es necesario utilizar los factores
que en ese caso se sefialen:

5.7 Pan y trigo

5.95 Arroz

6.31 Germen de trigo
6.25 Maiz

6.71 Soya

5.70 Cereales y pastas
6.38 Leche

8. BIBLIOGRAFIA

=  NMX-Z-013 Guia para la redaccion, estructuracion y presentacion de las Normas
Mexicanas.

» Té&cnicas para el analisis fisicoquimico de alimentos. Direccion General de
Investigacion en Salud Publica. Secretaria de Salubridad y Asistencia 1976.
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2 ANEXO- NMX-F-089-5-1978.

DETERMINACION DE EXTRACTQ ETEREQ (METODO SOXHLET) EN ALIMENTOS.
FOODSTUFF-DETERMINATION OF ETHER EXTRACT (SOXHLET). NORMAS MEXICANAS.
DIRECCION GENERAL DE NORMAS.

PREFACIO

96



En la elaboracién de esta Norma participaron los siguientes Organismos:
Camara de Productos Alimenticios Elaborados con Leche.

Productos Pesqueros Mexicanos.

Empacadora Brener, S A.

Diconsa.

Secretaria de Salubridad y Asistencia

Direccion General de Control de Alimentos, Bebidas y Medicamentos
Laboratorio Nacional de Salubridad

Instituto Nacional del Consumidor.

Laboratorio Central de la Secretaria de Hacienda y Crédito Publico.
Elias Pando, S A.

AVISO AL PUBLICO

Con fundamento en lo dispuesto en los Articulos 19, 22, 4° 23, inciso C y 26 de la Ley General
de Normas y de Pesas y Medidas, publicada en Diario Oficial de la Federaciéon con fecha 7 de
abril de 1961, esta Secretaria ha aprobado la siguiente Norma Oficial Mexicana
“DETERMINACION DE EXTRACTO ETEREO (METODO SOXHLET) EN ALIMENTOS” NOM-
F-89-5-1978.

0. INTRODUCCION

El método Soxhlet utiliza un sistema de extraccion ciclica de los componentes solubles en éter
que se encuentran en el alimento.

1. OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

Esta Norma Mexicana establece el procedimiento para la determinacion de acidos grasos
(extracto etéreo) por el método de Soxhlet en todos los alimentos sélidos, excepto los
productos lacteos.

2. REACTIVOS Y MATERIALES

Eter etilico anhidro (vease A 1.1).
Material comun de laboratorio.

3. APARATOS E INSTRUMENTOS

Extractor Soxhlet.

Cartucho de extraccion de tamario adecuado para el extractor (véase A.1.2)
Parrilla eléctrica de placa con termostato.

Estufa (100 — 110°C) con termostato y termémetro.

Balanza analitica con sensibilidad de 0.1 mg.

4. PROCEDIMIENTO
Transferir 2.0 g de muestra finamente dividida en el cartucho o dedal; cubrir con una porcion de
algodan. Colocar el cartucho dentro del extractor Soxhlet. En la parte inferior ajustar un matraz
con cuerpos de ebullicion (llevados previamente a peso constante por calentamiento a 100 —
110°C).

Colocar el refrigerante. Afiadir eter por el extremo superior del refrigerante en cantidad
suficiente para tener 2 6 3 descargas del extractor (alrededor de 80 ml).
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Hacer circular el agua por el refrigerante y calentar hasta que se obtenga una frecuencia de
unas 2 gotas por segundo. Efectuar la extraccién durante 4 a 6 horas. Suspender el
calentamiento, quitar el extractor del matraz y dejar caer una gota de éter del extractor a un
papel o vidrio de reloj, si al evaporarse el éter se observa una mancha de grasa, ajustar el
Soxhlet de nuevo al matraz y continuar la extraccion.

Evaporar suavemente el éter del matraz y secar a 100°C hasta peso constante.
5. CALCULOS

P-p/Mx100
Porciento de Extracto Etéreo =
Donde:
P = Masa en gramos del matraz con grasa.

p = Masa en gramos del matraz sin grasa.
M = Masa en gramos de la muestra.

APENDICE A
A1 Observaciones
A.1.1 Precaucion:

El éter es extremadamente inflamable. Se pueden formar perdxidos inestables cuando se
almacenan mucho tiempo o se expone a la luz del sol.

Puede reaccionar con explosion cuando esta en contacto con el éxido de cloro, litio o con
agentes fuertemente oxidantes. Por ello es recomendable el empleo de extractores efectivos
de vapores y evitar la electricidad estatica.

A 1.2 5e puede emplear papel filtro en lugar del cartucho de extraccion.
6. REPORTE DE PRUEBA
En el reporte de esta determinacion se debe indicar el tiempo de extraccion.
7. BIBLIOGRAFIA
= Tecnicas para el analisis fisicogquimico de alimentos de la Direccion General de
Investigacion en Salud Publica y de la Direccion General de Control de Alimentos,
Bebidas y medicamentos de la Secretaria de Salubridad y Asistencia.

= Fecha de aprobacion y publicacion: noviembre 03, 1978. Esta Norma cancela a la:
NMX-F-089-1964
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