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RESUMEN 

 

 

Los probióticos 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 probióticas ejercen efectos benéficos tanto en el 

microbioma endógeno como en el epitelio y el sistema inmune intestinal. Así 

como también se ha reportado el efecto de los probióticos sobre patologías en 

humanos, tales como en carcinogénesis, mutagénesis y tumores. Hay algunos 

datos iniciales que indican que los microorganismos probióticos pueden impedir 

o retrasar la aparición de ciertos tipos de cáncer. Durante las últimas 2 décadas, 

varios trabajos in vivo e in vitro han demostrado que probióticos detoxifican y 

tienen propiedad antimutagénica, y concluyen que tienen efecto benéfico en 

cáncer colorrectal. Se ha demostrado en algunos trabajos in vitro que los 

postbióticos han presentado actividad biológica sobre protozoarios y bacterias 

de importancia médica. En este trabajo se utilizarán como microorganismos 

probióticos las bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, se 

obtendrán los postbióticos de Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, 

Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium longum. A los postbióticos se les 

realizarán un análisis fisicoquímico, obtención y caracterización de proteínas y 

se realizará un perfil de ácidos grasos; posteriormente se liofilizarán para 

preparar una solución madre y hacer diluciones 1:2 de cada probiótico, con 

esto, se determinarán el efecto citotóxico y/o citotástico sobre la línea tumoral 

de colon HT-29, mediante el método del MTT. Se pasará a modelo in vivo con 

ratas Sprague-Dawley de seis semanas de edad, y se les administrará mezcla 

de alimento comercial con dosis probióticos microencapsulados, y con 

liofilizados de postbióticos encapsulados; las ratas serán tratadas con el 

carcinógeno 1,2-dimetilhidrazina (DMH). La encapsulación será con el método 

del alginato de sodio al 2%. Se realizará un análisis histológico.  
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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. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La investigación realizada durante el siglo pasado ha demostrado que ciertos 

microorganismos pueden aumentar la resistencia a las enfermedades entre 

ellas las bacterias del ácido láctico, las cuales pueden enriquecerse en el tracto 

intestinal al alimentarse de carbohidratos específicos. El consumo de alimentos 

fermentados se ha asociado con una mejora de la salud, y las bacterias del 

ácido láctico (lactobacilos y biofdobacterias) se han implicado como agentes 

causantes de esta mejora de la salud.  

El incremento de la resistencia bacteriana a los antibióticos en humanos ha 

provocado un aumento en el interés público y gubernamental en eliminar el uso 

sub-terapéutico de antibióticos. Un enfoque alternativo es el uso de 

microorganismos probióticos, sustratos prebióticos que enriquecen ciertas 

poblaciones bacterianas, una combinacion simbiótica de prebióticos y 

probióticos o los postbioticos.  

La FDA exige que los fabricantes de probióticos destinados al tratamiento o 

prevención de enfermedades que presenten una solicitud de Investigación de 

nuevos medicamentos. Actualmente, no se han aprobado los probióticos para 

usos terapéuticos. Los proveedores de atención médica interesados en el 

potencial terapéutico de los probióticos requieren evidencia de la eficacia de los 

ensayos controlados aleatorios, incluidos los datos sobre la colonización local 

exitosa y los resultados específicos de la cepa, e información sobre la integridad 

y estabilidad del producto.  (Patterson, 2003.; Barrons, 2008.)  

Los prebióticos se clasifican como "ingredientes alimenticios no digeribles que 

afectan beneficiosamente al huésped al estimular selectivamente el crecimiento 

y / o actividad de una o un número limitado de bacterias en el colon, y así 

mejorar la salud del huésped" (Gibson, 1995.). Actualmente, los prebióticos más 
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ampliamente aceptados incluyen fructooligosacáridos y galactooligosacáridos 

(ISAPP, 2009). Cuando los prebióticos se combinan con los probióticos, su 

relación se clasifica como simbiótica. Esta combinación puede mejorar la tasa 

de supervivencia de los probióticos y proporcionar beneficios de salud 

adicionales al huésped (Collins, 1999.) 

Los probióticos son complementos alimenticios “microorganismos vivos que, 

administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio de salud al 

huésped” (FAO/OMS, 2001). Dentro de los microorganismos probióticos se 

utilizan bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque no 

exclusivamente, también se utilizan Saccharomyces y Enterococcus, mientras 

que los prebióticos se describen como sustancias dietéticas no digeribles que 

estimulan el crecimiento de los probióticos (Schrezenmeir, 2001; Adhikari, 2003) 

Por otro lado, el término postbióticos, también conocido como metabióticos, 

biogénicos o simplemente metabolitos/CFS (sobrenadantes libres de 

células); se refiere a factores solubles (productos o subproductos metabólicos) 

secretados por bacterias vivas o liberados después de la lisis bacteriana . Estos 

subproductos ofrecen beneficios fisiológicos al huésped al proporcionar 

bioactividad adicional (Cicenia, 2014). Tales factores solubles se han recogido 

de varias cepas de bacterias ; ejemplos incluyen ácidos grasos de cadena corta 

(SCFA), enzimas, péptidos, ácidos teicoicos, muro péptidos derivados de 

peptidoglucano, endo y exopolisacáridos, proteínas de la superficie celular, 

vitaminas, plasmógenos y ácidos orgánicos  (Yao, 2011; Tsilingiri, 2013). 

Aunque la importancia de los postbióticos se ha pasado por alto relativamente, 

la evidencia científica de sus efectos beneficiosos para la salud está 

aumentando progresivamente (Compare, 2017; Haileselassie, 2016; Kareem, 

2014;  Costa K. D, 2003;  Nakamura, 2016;  (Tiptiri-Kourpeti, 2016). A pesar de 

que los mecanismos implicados en los efectos beneficiosos para la salud de los 

postbióticos no están completamente aclarados, ni su composición precisa y los 

mecanismos subyacentes aún están bajo investigación. Los datos científicos 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacteriolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacterial-strain
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/short-chain-fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/plasmalogen
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han proporcionado evidencia de que los postbióticos poseen diferentes 

propiedades funcionales que incluyen, entre otros, antimicrobianos, 

antioxidantes e inmunomoduladores. Estas propiedades pueden afectar 

positivamente la homeostasis de la microbiota y/o las vías metabólicas y 

de señalización del huésped , lo que afecta las reacciones fisiológicas, 

inmunológicas, biológicas, neurológicas, reguladoras y metabólicas específicas 

(Sidhu S., 2010.; Shenderov, 2013). 

Hasta la fecha solo hay unos pocos informes que resumen los hallazgos sobre 

los postbióticos, centrándose principalmente en los de diferentes especies 

de Lactobacillus (Konstantinov, 2013; Cicenia, 2014; Patel, 2013; 

2013; Tsilingiri, 2013). 

La investigación realizada por (Shenderov, 2013) reveló que los postbióticos 

tienen capacidades favorables de absorción, metabolismo, distribución y 

excreción, lo que podría indicar una alta capacidad para señalar diferentes 

órganos y tejidos en el huésped, lo que provoca varias respuestas biológicas.  

También se ha demostrado que los postbióticos pueden imitar los efectos de los 

probióticos sobre la salud al tiempo que evitan la administración necesaria 

de microorganismos vivos, que no siempre son inofensivos. Tsilingiri et 

al. (2012) lo demostraron, en un ensayo ex vivo, algunos probióticos pueden 

inducir una respuesta inflamatoria local que se asemeja a la respuesta inducida 

por Salmonella . demás, la preocupación teórica asociada con bacterias 

probióticas vivas la administración (p. ej., hinchazón y flatulencia, translocación 

relacionada con los probióticos y bacteriemia y fungemia , y la posible 

transferencia del gen de resistencia a los antibióticos) se han descrito en 

informes de casos, ensayos clínicos y modelos experimentales , en pacientes 

con enfermedades graves (p. ej., inmunosupresión, lactantes prematuros) y 

factores de riesgo menores (p. ej., deterioro de la barrera epitelial intestinal, 

administración concurrente con antibióticos de amplio espectro a los que el 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/homeostasis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417302765#bib114
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/microorganism
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417302765#bib113
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417302765#bib113
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/salmonella
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/probiotic-bacteria
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/probiotic-bacteria
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacteremia
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fungemia
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/experimental-model
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probiótico es resistente) para eventos adversos ( Doron y Snydman, 

2015 ; Williams, 2010).  

Actualmente los probióticos 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 bioprofilácticos, así 

como también se ha reportado propiedades antimutagénicas y efecto benéfico 

en tratamiento de cáncer 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 patologías humanas, tales como en 

carcinogénesis, mutagénesis y tumores ya que actúan en la absorción del 

mutágeno, estimulando el sistema inmunitario, inhibiendo la producción 

carcinógena del microbioma intestinal (Lopez Brea y Domingo, 2007). También 

(Screefumar O. y Hosono, 2000) demostraron que algunas cepas probióticas 

reducen la actividad de las enzimas procancerígenas que se sintetizan el 

microbioma intestinal. 

La Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer perteneciente a la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), estima que el cáncer de colon y recto 

(CCR) es el 3° tipo de cancer más frecuente a nivel mundial y en México. De 

acuerdo al Instituto Nacional de Salud Pública, 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 postbióticos puede representar una alternativa válida y 

más segura para evitar el riesgo relacionado con las bacterias probióticas vivas, 

que confieren a los postbióticos cierta aplicabilidad y funcionalidad prácticas 

para convertirse en una estrategia prominente para tratar muchas 

enfermedades ( Haileselassie et al., 2016 ; Tsilingiri, 2013 ; Vieira, et al., 2016 ). 

En este caso el cáncer de colon y recto (CCR). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417302765#bib27
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417302765#bib27
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417302765#bib122
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417302765#bib30
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417302765#bib114
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224417302765#bib117
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2. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

 

Se ha demostrado que la ingesta de probióticos 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 preocupación teórica asociada 

con la administración de bacterias probióticas vivas.  

Aunque sus mecanismos exactos no han sido completamente dilucidados aún, 

y solo hay unos pocos informes que resumen los hallazgos sobre los 

postbióticos, pero se ha demostrado que los postbióticos pueden imitar los 

efectos de los probióticos, y hay datos que indican que los probióticos pueden 

impedir o retrasar la aparición de ciertos tipos de cáncer.  

Por lo cual en este trabajo se evaluará el efecto in vitro de los postbióticos de 

lactobacilos y bifidobacterias, sobre la línea tumoral HT-29 e in vivo sobre 

adenocarcinoma murino y se realizará el análisis histopatológico del tejido.  
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3. HIPÓTESIS 

 

Los liofilizados de postbióticos de Lactobacillus casei, L. plantarum, L. 

acidophilus y Bifidobacterium longum presentan actividad anticarcinogéna in 

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

murino. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto in vitro e in vivo del estracto liofilizado apartir de estos 

microorganismos (Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus y 

Bifidobacterium longum) y evaluar el efecto mediante tecnicas histopatologicas 

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

 

4.1 Objetivos específicos 

 

Probioticos  

• Establecer la cinética de crecimiento de Lactobacillus casei,                    

L. plantarum, L. acidophilus y Bifidobacterium longum    

• Obtención y liofilizacion de los postbioticos de L. casei, L. plantarum,      

L. acidophilus y B. longum    

• Análisis cualitativo y cuantitativo de los postbióticos para determinar 

concentración de proteína y ácidos grasos 

• Realizar cápsulas conteniendo los postbióticos 

Bioensayo in vitro 

• Determinar la actividad citotóxica de los postbióticos liofilizados sobre la 

línea celular HT-29 

Bioensayo in vivo 

• Evaluar la actividad de los postbióticos liofilizados sobre adenocarcinoma 

murino (ratas winstar hembras de 150g). 

• Realizar el análisis histológico de cortes de adenocarcinoma murino con 

los postbióticos liofilizados 
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5. ANTECEDENTES 

 

5.1 Probióticos  

Los alimentos probióticos y prebióticos se han consumido durante siglos, ya sea 

como componentes naturales de los alimentos o como alimentos fermentados. 

El interés por la microbiología intestinal y el uso dietético de prebióticos y 

probióticos floreció a fines de 1800 y principios de 1900. El creciente 

entusiasmo motivó el aislamiento de Escherichia coli por parte de Escherich a 

fines de 1800, así como la investigación activa sobre los beneficios de la 

alimentación de bacterias de ácido láctico y lactosa cerca del cambio del siglo 

20 (Rettger and Cheplin, 1921).  

Las bacterias lácticas fueron descubiertas en 1857 por Louis Pasteur, Lister 

reportó el aislamiento de bacterias a partir de leche ácida en 1878, Henry 

Tissier descubrió especies de Bifidobacterium en 1889, y Lactobacillus 

acidophilus fue descubierto por Moro en 1900. Elie Metchnikoff en 1908, notó la 

longevidad de los búlgaros que consumían yogur y en 1907, propuso que las 

bacterias indígenas eran dañinas y que la ingestión de bacterias de ácido 

láctico en el yogur tenía una influencia positiva en la salud (Stavric y Kornegay, 

1995; Rolfe, 2000), así reportó que los lactobacilos transformaban la lactosa en 

ácido láctico, y que dicha acidez confería un ambiente hostil para las bacterias 

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

Minoru Shirota en 1930 aisló una cepa de Lactobacillus casei de heces 

humanas, que posteriormente cultivó en leche, originando una bebida con 

características probióticas. Esto lo llevo a ser uno de los pioneros en el estudio 

de probióticos. Aunque las bases científicas más sólidas 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). 
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Desde entonces, los probióticos se han convertido en una industria 

multimillonaria, ayudados por su categorización como "suplementos dietéticos", 

que no están sujetos a una evaluación rigurosa por parte de la Administración 

de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA). La justificación del uso de 

probióticos se basa en el papel regulador gastrointestinal y genitourinario 

desempeñado por la microflora comensal y la necesidad de restaurar este 

ecosistema microbiano. Dado un cambio en el pensamiento sobre los 

probióticos 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 "probiótico" se acuñó 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 “probiótico” fue inicialmente usado como antónimo de “antibiótico”. 

Esto deriva de las palabras griegas πϱο y βιοτοσ traducido como “por la vida” 

(Hamilton-Miller y col., 2003). Se describe a los probióticos como organismos 

vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas ejercen un efecto 

beneficioso para el hospedador, precisando que ese beneficio puede ser 

fisiológico o para la salud (FAO/OMS, 2001; Reid et al., 2003).  

Hay diversas características que debe reunir una cepa microbiana para ser 

incluida en dicho término “probiótico”. A continuación, 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). 

• Identificación de la cepa 

• Origen humano 

• Bioseguridad 

• Tolerancia a las condiciones ambientales del tracto intestinal 

• Adherencia al epitelio intestinal 



12 
 
 

• Producción de antibiosis 

• Capacidad para actuar como interfaz metabólico 

• Modificación de la respuesta biológica 

• Viabilidad de la fabricación a escala comercial de productos conteniendo 

la o las cepas probióticas 

Hasta la fecha, no se sabe de algún caso en el cual la ingestión de cepas 

probióticas haya dado lugar a una colonización y supervivencia duradera en un 

huésped. Invariablemente, los microorganismos llegan a persistir días o 

semanas, pero no más tiempo (Tannock et al., 2000).  Por lo tanto, la utilización 

de probióticos confiere efectos más transitorios que duraderos, por lo que 

parece ser necesaria una ingestión continuada.  

Se sabe que las bacterias probióticas pueden incrementar la resistencia contra 

los patógenos intestinales mediante mecanismos antimicrobianos. Estos 

incluyen, pero no están limitados a la colonización competitiva, la producción de 

ácidos orgánicos, como ácidos láctico y acético, bacteriocinas entre otros 

metabolitos primarios como el peróxido de hidrógeno y el dióxido de carbono.  

La producción de ácidos orgánicos por parte de las bacterias probióticas 

disminuye el pH intestinal y por lo tanto se inhibe el crecimiento de patógenos. 

Los ácidos orgánicos incrementan a su vez los movimientos peristálticos, lo que 

de manera indirecta remueve a los patógenos acelerando así la velocidad con 

la que atraviesan el intestino. El peróxido de hidrógeno producido puede 

funcionar a través del sistema lactoperoxidasatiocianato, haciendo que el 

peróxido de hidrógeno oxide al tiocianato para trasformarlo en ácido 

hidrociánico que es perjudicial para los patógenos. El dióxido de carbono y el 

diacetil que son sintetizados por las bacterias ácido-lácticas inhiben el 

crecimiento de patógenos. Numerosas bacteriocinas, como acidofilina, 

lactobacilina, acidolina, lactocidina y lactolina han demostrado acción 

antagónica contra patógenos (Figura–1), (Kailasapathy y Chin, 2000). 
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La interferencia microbiana también conocida como resistencia a la 

colonización, que es la primera línea de defensa contra infecciones por 

microorganismos patógenos que causan enfermedades, es descrita como un 

fenómeno en el cual los microorganismos nativos o ya establecidos en un 

“ecosistema” previenen o impiden la colonización 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 específica para el huésped 

(Tannock. 1995).  
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5.2 Bacterias lácticas 

 

Son bacterias Gram positivas no esporuladas que tienen en común la 

capacidad de producir ácido láctico por fermentación utilizando azúcares como 

sustrato (García-Garibay, 1996). Carecen de la capacidad de la biosíntesis del 

grupo hemo, por lo que son catalasa negativa.  

Crecen en presencia o ausencia de O2, por lo que algunas bacterias son 

anaerobias facultativas y otras obligadas. Forman colonias pequeñas nunca 

pigmentadas, asociadas a la ausencia de citocromos. Se distinguen por su 

tolerancia a la acidez, pueden seguir creciendo aún a a valores de pH menores 

a 5.0.  

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 ácido láctico supera el 85% de los productos 

de fermentación de glucosa) y heterofermentadores (producen ácido láctico, 

CO2, etanol y/o ácido acético en proporciones equimoleculares), y sus 

complejos requerimientos nutritivos reflejan sus nichos ecológicos, 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 ecológicos como son el tracto 

gastrointestinal y el tracto genital y constituyen parte importante de la microflora 

endógena del humano. Su distribución se ve afectada por varios factores 

ambientales, los cuales incluyen pH, disponibilidad de oxígeno, nivel de 

sustratos específicos, presencia de secreciones e interacción bacteriana 

(Gomes y Malcata, 1999). 

 

5.2.2 Bifidobacterias 

Las bifidobacterias son bacilos gram-positivos, con una peculiar morfología 

bacilar que suele ramificarse en los extremos, anaerobios, no esporulados e 

inmóviles, que habitan en el tracto intestinal de animales y en aguas residuales 

(Prescott et al., 2005; Sakata et al., 2006). El género Bifidobacterium Orla-

Jensen 1924, comprende 33 especies reconocidas (Euzéby, 2006), 10 de las 

cuales (Bifidobacterium adolescentes, B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. 

catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. longum, B. infantis, B. gallicum y B. 

dentium) se han identificado como componentes del microbiota intestinal 

humana (Kǿ•ová et al., 2006). (Figura–2, B) 

La mayoría de las cepas que son importantes para humanos, crecen a una 

temperatura óptima de 36-38° C; son ácido-tolerantes y el pH óptimo para su 

crecimiento se encuentra entre 6.5 y 7.0, las cepas que se mantienen en un pH 

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

Generalmente, las bifidobacterias se encuentran en cantidades superiores a 

1010 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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5.3 Tracto digestivo 

 

El tracto o tubo digestivos está conformado por la cavidad oral, el esófago, el 

estómago, el intestino delgado, intestino grueso y el ano. Su organización 

histológica general comprende, desde la luz del tubo, el epitelio mucosal, la 

lámina propria, la submucosa, una túnica muscular y una túnica adventicia 

(faringe, esófago y recto) o serosa. La mucosa digestiva, constituye una frontera 

crítica 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 está en contacto con un enorme número de 

microorganismos (Turner, 2003). La mucosa intestinal, es la mayor supeficie del 

cuerpo en contacto con el ambiente externo (entre 200 a 300m2), y está 

relacionada con células y tejidos inmunitarios, formando una importante línea de 

defensa que a su vez ofrece, nichos ecológicos para numerosos 

microorganismos y eficaces mecanismos antimicrobianos dando asi un 

ecosistema complejo y dinámico (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 patógenos (Dotan y Mayer, 

2003). Aunado a eso, las células de Paneth, las cuales son abundantes en el 

fondo de las criptas de Lieberkühn, protagonizan importantes funciones 

defensivas inespecíficas en respuesta a diversos estímulos, ya sean productos 

bacterianos (como lipopolisacárido, peptidoglicano y ácidos lipoteicoicos),  

neurotransmisores (acetilcolina) o citokinas producidas por linfocitos, lo que 

produce una diversidad de agentes antimicrobianos (como lisozima, defensinas, 

fosfolipasa A2), citokinas proinflamatorias y estimuladoras (tumor necrosis factor 

α o TNF-α, 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 metabólicas (Keshav, 2004). 

La mucosa intestinal está protegida por 2 capas de glicoconjugados unidas a la 

superficie celular, las glicoproteínas y los glicolípidos de la glicocálix; y por 

encima de éstas se encuentra la secreción de la mucosa de las células 

caliciformes (Freitas y Cayuela, 2000), el cual es un gel formado por mucinas, 

las cuales son proteínas que poseen cadenas de oligosacáridos unidos a 

serinas, prolinas y treoninas, representando asi la parte glucídica que puede ser 

80% de la masa molecular (Liévin y Servin, 2006). Además de proteger y 

lubricar la superficie de la mucosa, el gel constituye una barrera para ciertos 

enteropatógenos como Yersinia enterocolitica o Shigella flexneri, así 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 patógenos que se adhieren al 

mucus también se aprovechan. (Macfarlane et al., 2000). 
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5.4 Microbiota del tracto digestivo 

 

El microbiota se interpreta como “el conjunto de microorganismos (bacterias, 

hongos, arqueas, virus y parásitos) que reside en nuestro cuerpo, que a su vez 

pueden diferenciarse en comensales, mutualistas y patógenos.”  (Mansilla EC et 

al, 2016). Se estima que el microbiota del tracto digestivo de un adulto contiene 

hasta 1014 bacterias viables (Liévin y Servin, 2006).  En el aparato digestivo, 

existen más de 400 especies bacterianas (Tannock, 1999), más de la mitad del 

peso de la materia que se encuentra en el colon corresponde a células 

bacterianas cuyo número es diez veces superior al de las células de los tejidos 

que constituyen el cuerpo humano. El estómago contiene pocas bacterias (103 

UFC/mL de jugo gástrico), mientras que la concentración bacteriana aumenta a 

lo largo del intestino hasta llegar al colon con una concentración final de 1012 

UFC/g. 

La mayoría de las bacterias ingeridas (con saliva o en alimentos) no son 

capaces de sobrevivir en el estómago, dada la acidez del pH gástrico, sólo 

especies ácido-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 109 en el 

íleon; las especies presentes pertenecen a los géneros Streptpcoccus, 

Lactobacillus, Veilonella, Actinomyces y Bacteroides, así 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). 
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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 Cochetière et al., 2005). 

Es importante resaltar que, la administración de prebióticos puede tener un 

impacto mayor sobre el microbiota que la de probióticos (Walker y Buckley, 

2006); como es el caso de la administración de inulina, que incrementa el 

número de bifidobacterias indígenas (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: modificación del contenido intestinal (pH, potencial 

redox, producción de metabolitos como vitaminas y enzimas digestivas, que 

modulan la digestión (por ejemplo: Oxalobacter formiges digiere hidratos de 

carbono complejos) o protección de la litiasis renal o suministro de vitamina K), 

homeostasis intestinal y detoxificación de xenobióticos (Guarner F, et al., 2011, 

FAO/OMS, 2002), modificaciones anatómico-funcionales del tracto digestivo 

(que disminuyen el volumen fecal por acción mucolítica, la tasa de renovación 

de enterocitos, una diferenciación de las células de la mucosa, y aceleración del 

tránsito intestinal), una resistencia a infecciones intestinales (por mecanismos 

directos como lo son la competencia por nutrientes y la producción de 

sustancias antibióticas, e indirectos a través de la potenciación de la inmunidad 

mucosal), balance energético: estudios recientes demuestran que variaciones 

en los microbiomas pueden tener relación con la obesidad, síndrome 

metabólico y diabetes mellitus, cáncer, entre otras patologías (García-García-

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, protección inmunológica e inmunotolerancia, 

desarrollo neurológico (García-García-de-Paredes A et al., 2015).  

El microbiota tiene una función importante es su contribución al desarrollo de la 

mucosa. Los glicoconjugados que constituyen la glicocálix de las células de la 

mucosa intestinal están implicados en los mecanismos de reconocimiento 

molecular que incluyen procesos de adhesión y diferenciación celular, 

regulación, comunicación y transducción de señales e infección por bacterias y 

virus (Freitas y Cayuela, 2000). 
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El microbioma intestinal siempre está activo, reanudándose aproximadamente 

cada 48 h. Los microorganismos intestinales comprenden en promedio 

alrededor de 100 especies, en un número de 1014 células individuales colonizan 

la parte baja del intestino delgado y el intestino grueso, donde hay ausencia de 

oxígeno, formando un ecosistema del microbioma intestinal. 

La distribución intestinal de los microorganismos depende de la cantidad de 

oxígeno. El oxígeno presente en el tracto digestivo varia según el sitio, mientras 

en el estómago e intestino delgado hay una cantidad apreciable, en el 

segmento inferior del intestino delgado y el intestino grueso contienen muy 

poco.  Las bacterias ácido lácticas (anaeróbiocas facultativas), colonizan el 

intestino delgado y las bifidobacterias (anaerobias obligadas), predominan en el 

intestino grueso.  

El estómago y la parte superior del intestino delgado contienen pocas bacterias 

(Figura–4), ya que los alimentos transitan más rápido por esa sección, además 

de que la saliva contiene lisozima (que es una enzima bacteriolítica) y el pH del 

fluído gástrico es demasiado bajo y el de la bilis es demasiado alto.  Cada 

región del tracto gastrointestinal posee una disposición de la población 

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

El uso de probióticos afecta el ecosistema intestinal por medio de los 

mecanismos inmunológicos de la mucosa, interactuando con los 

microorganismos comensales o potencialmente patógenos, generando asi 

productos metabólicos finales, como lo son ácidos grasos de cadena corta y 

enviandos mensajes a las células del huésped mediante señales químicas 

(Figura–6; Tabla– 2).  
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Estos mecanismos pueden conducir a un mejoramiento del ambiente intestinal, 

a una regulación negativa de la inflamación y a la regulación positiva de la 

respuesta inmunitaria a provocaciones antigénicas como a al antagonismo de 

patógenos potenciales.  Ya se han estudiado varias patologías digestivas, entre 

ellas aquellas que incluyen alteración en el equilibrio de la flora gastrointestinal, 

como lo son: la intolerancia a la lactosa, el síndrome de intestino irritable, las 

infecciones por H. pylori y la enfermedad inflamatoria intestinal, la diarrea 

asociada al uso de antibióticos, la diarrea aguda (en población pediátrica 

principalmente), entre muchas otras (Martínez, 2001).   
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En los últimos años, los probióticos han adquirido una considerable importancia 

debido a que son capaces de ejercer un benéfico sobre la salud, como por 

ejemplo en la prevención y el tratamiento de desórdenes intestinales, en la 

reducción del riesgo de cáncer o en la modulación de la respuesta inmune. Tal 

como lo demostró Bujalance et al., 2007 en un estudio donde empleó 

Lactobacillus plantarum como inmunomodulador; estimulando 

significativamente a los esplenocitos en respuesta a la concavalina A y al 

mitógeno 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 farmacológica o nutricional utilizando 

prebióticos o probióticos. 
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5.5 Cáncer de colon y recto (CCR) 

 

El cáncer colorrectal (CCR) es un tumor maligno que tiene su origen en la capa 

más interna del intestino grueso y las causas son multifactoriales como la carga 

genética, factores biológicos y/o ambientales. Del 60 al 80 % de los cánceres 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 Investigación en Cáncer perteneciente a la 

Organización Mundial de la Salud (OMS, 2015), estima que el cáncer de colon y 

recto (CCR) es el 3° más frecuente a nivel mundial y en México. La incidencia 

aumentó, ya que anteriormente se ubicaba en 4° (OMS, 2008). De acuerdo con 

datos del Instituto Nacional de Salud Pública, es el segundo tipo de cáncer que 

cobra la vida en hombres después del cáncer de próstata y el tercero en 

mujeres sólo después de cáncer de mama y tiroides (Globocan 2018).  

En el 2018, en México se presentaron 14,900 nuevos casos de cáncer 

colorrectal, de los cuales, 7,795 fueron en mujeres y 7,105 en hombres. El 

riesgo de padecer cáncer 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 

población de 60 a 65 años, cada vez se reportan más casos en personas de 30 

y hasta 40 años y en el país se presentan alrededor de 8 mil 700 nuevos casos 

cada año. 

Se trata de una patología que crece exponencialmente en México y el mundo 

debido a malos hábitos dietéticos principalmente y el mantenimiento de 

costumbres perjudiciales (Tirado y Mohar, 2008). Los hábitos alimenticios de 

gran incidencia incluyen, pero no están limitados a: la ingesta calórica 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 protección. La digestión de 

productos que cumplen con estas características es capaz de potenciar la 

carcinogénesis produciendo daño en el DNA en las células de las criptas 

liderando mutación de genes que se incluyen adenomatous polyposis coli 

(APC), Kirsten-ras (K-ras) y p53 (proteína 53 kilodaltones) (Fotiadis et al., 2008; 

Sidhus et al., 2010). 

El tumor de cáncer de colon se inicia por acción de carcinógenos químicos 

mutágenos y se le reconoce un desarrollo gradual, por etapas que abarcan 

desde lesiones pretumorales (epitelio hiperplásico), pasando por varias formas 

de adenomas, hasta llegar al carcinoma invasor y metastásico, estando cada 

etapa definida por la activación de oncógenes o la inactivación de diversos 

genes supresores (Ruiz et al., 1992).  

Algunos investigadores han demostrado la propiedad detoxificante y 

antimutagénica de microbiota bacteriana intestinal no patógena (los probióticos) 

e ingredientes no digestibles (los prebióticos) con la conclusión de que ambos 

tienen efectos benéficos en contra del cáncer colorrectal (CRC) (Fotiadis et al., 

2008; Wollowski et al., 2001).  

A pesar de los tratamientos como lo son la cirugía, 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 revisión sobre la prevención de 

cáncer de colon por probióticos Brady et al. 2000; recogen un total de 24 

observaciones sobre probióticos y tumores de colon, incluyendo datos de 

principios de los 80, que describen la reducción por derivados lácteos 

fermentados por bacterias del ácido láctico, de la tumorigénesis 

experimentalmente inducida en ratas; concluyeron que existen una serie de 

estudios, en modelos animales, probando una relación inversa entre el 

consumo de probióticos y aparición de criptas aberrantes o el desarrollo de 

tumores en el colon, así como evidencias sobre el sinergismo antitumoral del 

consumo de probióticos y prebióticos (fructo-oligosacáridos). 
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Se ha demostrado que el crecimiento de bacterias que liberan enzimas 

carcinogénicas se inhibe por bajo pH y probióticos (L. acidophilus y B. bifidum), 

se ha reportado pH bajo en heces fecales con baja proliferación de colonias en 

criptas (Fotiadis et al., 2008; Biasco et al., 1991).  

La administración de lactobacilos y bífidobacterias podría modificar el 

microbiota, dando lugar a una reducción de los niveles de enzimas pro-

carcinogénicas como la nitroreductasa, azoreductasa (Mennickent y Green, 

2009) y β-glucuronidasa y sustancias carcinógenas (Hosada et al., 1996).  

Estudios in vitro con L. rhamnosus GG y bifidobacterias y un estudio in vivo 

utilizando cepas GG y LC-705 de L. rhamnosus, así como Propionibacterium sp, 

demostraron una disminución de la disponibilidad de aflatoxina carcinógena en 

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

En las últimas 2 décadas, algunos estudios animales demostraron el efecto de 

protección que tienen los probióticos contra el cáncer colorrectal. En la 

administración de probióticos a ratas se encontró 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 útil para predecir la existencia de cáncer colorrectal. 

Usando azoxymetano (AOM) se les induce la formación 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 inhibición del desarrollo de FCA y 

multiplicidad de las criptas, lo cual fue atribuido a la reducción 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 inhibición en la formación de FCA en el 

50% de ratas tratadas bajo un esquema de alimentación con Bifidobacterium 

longum. Una investigación similar realizada por Challa et al. (1997) demostró 

una reducción del 23% de FCA y un 28% de cripta aberrante (AC) en ratas con 

una dieta que contenía 0.5% de B. longum (1x108 células viables/g de 

alimento). A los animales se les proporcionó 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 cáncer de colon usando una línea celular de células de cáncer 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 

disminución en el crecimiento de10 - 50% de las células HT-29 tratadas.  

Singh et al., 1997; A partir de una investigación en ratas, llegaron a la 

conclusión de que AOM inducidas por la proliferación celular se inhiben con la 

ingestión de B. longum a través de una disminución de la ornitina 

descarboxilasa (ODC).  

Aunque los probióticos promueven el crecimiento de bacterias benéficas no 

patógenas al reducir el pH del colon, algunas de ellas también producen 

sustancias como bacteriocinas y antitoxinas, que inhiben las bacterias 

patógenas (Gupta y Garg, 2009 y http://www.vitamintrader.com/articles/the-

absolute-importance-of-probiotics/). Además, 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 probióticas 

también pueden prevenir el daño genotóxico en el epitelio del colon (que es 

considera ser una etapa temprana en el proceso carcinogénico del CCR) 

(Figura–7).  
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5.6 Estrategias terapéuticas 

 

Existen 3 estrategias alimentarias que promueven el buen mantenimiento de un 

equilibrio saludable de la microflora intestinal, consisten en la alteración 

beneficiosa de su composición, mediante el incremento de las cantidades de 

bifidobacterias, de lactobacilos y/o de ambas, esto basado en la utilización de 

prebióticos, probióticos y/o simbióticos.  

Los probióticos se describen como microorganismos vivos reconocidos como 

habitantes normales del intestino que al ser ingeridos potencian las propiedades 

de la flora intestinal.  Los prebióticos 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 simbióticos como la combinación de prebióticos y probióticos (Hertzler, 1996 

y 2003). 

Tanto los prebióticos como los probióticos 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 

específica y positiva, promoviendo algún efecto fisiológico que va más allá 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 introducción de microorganismos 

vivos en el huésped cuya función sea estabilizar, mantener o restablecer el 

equilibrio del estado de salud de la flora intestinal.   

En el campo de los derivados lácteos, después de varios años de investigación, 

ha salido al mercado lo que se llama los "cultivos biológicos" 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 

así un importante carácter terapéutico aparte de un alto valor nutritivo.  Este tipo 

de cultivo está compuesto por 2 clases de bacterias, Lactobacillus acidophilus y 

Bifidobacterium las cuales forman una asociación altamente productiva.  Es 

importante señalar que para asegurar la llegada al intestino de las 

bifidobacterias o sus compuestos, éstas estarán más protegidas de la acción de 

los jugos gástricos, 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 hábitat 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 108 a 109, 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 estómago e intestino.  En el caso de los derivados 

lácteos que contienen las bacterias tradicionales, hay únicamente un aporte 

nutritivo, ya que generalmente vienen pasteurizados o han sido guardados a 

bajas temperaturas y ellas requieren una temperatura de más de 37º para 

mantenerse vivas. Cuando están liofilizadas, todavía en el empaque de la 

farmacia, entonces deben estar a 4º y en algunas presentaciones (mesófilos, 

termófilos y otras para la industria), bajo 0º.  Las "bacterias biológicas" pueden 

adicionarse a la leche fresca o a sus derivados, convirtiéndolos así, en 

alimentos altamente nutritivos y terapéuticos. Este descubrimiento implica un 

paso gigante en el campo de la biotecnología, el cual debe darse a conocer a 

todos los niveles, desde los industriales, hasta los consumidores, pasando por 

los profesionales de la salud (Jñápika y Posse, s.f.) 

Pocos estudios se han publicado apoyando esta hipótesis de que la terapia de 

prebiótico o probiótico, pudieran ser efectiva en el tratamiento de estas 

afecciones. Bifidbacterium longum ha sido empleando como probiótico, logrado 

prevenir una translocación de bacterias (Ondarza, 2007) y se sabe que las 

bifidobacterias y otras cepas de bacterias benéficas son estimuladoras de la 

síntesis de IgA. Por ello, se les ha relacionado el consumo de ciertos alimentos 

prebióticos, que contienen estas cepas de bacterias, con una estimulación de 

las defensas del organismo (Mateos, 2002). 

En trabajos recientes, se ha demstrado la actividad inhibitoria de los 

postbióticos de varios probióticos sobre cultivos axénicos in vitro de Entamoeba 

histolytica HM1-IMSS (Barrón et al., 2008, Zamora 2008), Giardia lamblia 

(Calderón 2011, Ontiveros 2011) y Trichomonas vaginalis (Ontiveros 2011), así 

como en las bacterias Salmonella sp, Enterobacter cloacae, Pseudomonas 

aeruginosa, Listeria monocitógenes, Serratia marscecens (García 2011). Estos 

resultados brindan la posibilidad de realizar experimentos empleando 

únicamente los metabolitos producto de los probióticos.  
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6. MATERIAL Y MÉTODO 

 

6.1 Material biológico 

Las bacterias que se emplearon en este trabajo fueron:  

• Lactobacillus plantarum (Cepa ATCC 8014)  

• Lactobacillus casei (Cepa ATCC 334)  

• Lactobacillus acidophilus (Cepa ATCC 4356)  

• Bifidobacterium longum (Cepa ATCC 15707)  

 

Además, se empleó: 

• Línea celular HT-29 (se obtuvo de la ATCC (American Type Culture 

Collection, 1994). 

• Suero fetal bovino (Se obtuvo del catálogo de la ATCC, al igual que el 

medio AIM-V), así como los antibióticos empleados (penicilina-

estreptomicina) y el DMSO (Dimetil-sulfoxido). 

• Ratas Winstar hembras (150 gr) 

 

6.2 Preparación de soluciones y medios de cultivo 

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

de este trabajo se describen en la Tabla–3. 

 

6.2.1 Probióticos 

Preparación de medio de cultivo de probióticos MPT.  

Medio MPT-caldo y MPT-agar: se preparó de acuerdo con las indicaciones 

mencionadas por Barrón et al., 2008. 
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6.3 Diseño experimental 

 

Se evaluó a los postbióticos de L. acidophilus, L. casei, L. plantarum y B. 

longum en un sistema in vivo. Los tratamientos de postbióticos encapsulados en 

alginatos, y microorganismos encapsulados en alginato; se dosificaron como 

tratamiento previo y durante el curso de la afección.  

En el modelo in vitro se empleó la línea celular HT-29 y se evaluó la actividad 

citotóxica estableciendo tres eventos independientes por triplicado.   

 

6.4 Mantenimiento 

 

Las cepas de probióticos se mantuvieron en refrigeración a 4ºC en caldo, cada 

cepa se activó tomando 500μL y se suspendió en 5mL de caldo para 

próbióticos, se incubaron por 24-48h a 37ºC.  

Para la activación de cada cepa de bacterias y el mantenimiento de las mismas, 

se tomó bajo condiciones de esterilidad 0.5mL del cultivo de la cepa de las 

bacterias ácido lácticas en tubos borosilicato de 13x100mm conteniendo 5mL 

de caldo y otros tubos con caldo, se incubaron a 37ºC/18 h, posteriormente bajo 

condiciones de esterilidad se tomaron con una asada de cada cultivo y se 

resembraron por estría en tres tubos de borosilicato de 13x100mm conteniendo 

5mL de medio-agar inclinado y otros tubos conteniendo medio-agar inclinado, 

se incubaron a 37ºC/24 h, enseguida se guardaron a 4ºC por no más de tres 

meses. 
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6.5 Obtención de postbióticos 

 

Los probióticos 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 probióticos 

(incubado por 24h a 37ºC dependiendo de cada cepa) se incubaron a 37ºC por 

48h.  

El cultivo se colocó en frascos especiales y se centrifugo a 2500rpm por 10 min, 

se separó el sobrenadante y se centrifugó nuevamente; este paso se repite 

hasta que se observe la ausencia del precipitado; el sobrenadante se esterilizó 

con filtración cuatro veces con filtros Millipore de 0.22μm se le realiza la prueba 

de esterilidad, tomando una alícuota y colocándola en medio-caldo para 

probióticos, se incuba a 37ºC por 48h y una vez aprobada dicha prueba de 

esterilidad, el sobrenadante estéril fue el medio con los factores extracelulares 

de los probióticos o también llamado postbiótico. 

 

6.5.1 Liofilizado de los postbióticos 

 

El sobrenadante filtrado se congeló por 24 h a -20°C y posteriormente se llevó 

la muestra de los postbióticos de Lactobacillus casei, L. plantarum, L. 

acidophilus y Bifidobacterium longum a un liofilizador.  El liofilizado que se 

obtuvo se colocó en un frasco de vidrio estéril y se almacenó a -20°C hasta su 

empleo. (Figura–8) 
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6.6 Análisis fisicoquímico 

 

A los postbióticos se les realizó un análisis fisicoquímico, en el cual se 

determinó la proteína y extracto etéreo basándose en la metodología de las 

normas oficiales mexicanas NMX-F-068-S-1980 (ANEXO–1) y NMX-F-089-

1978 (ANEXO–2) respectivamente. 

 

6.7 Línea celular 

 

La línea 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 atmósfera húmeda, conteniendo un 5% de CO2 en 

frascos de 25cm3 (Corning, New York, USA). 

 

6.7.2 Congelación de la línea celular 

 

Para asegurar la disponibilidad de la línea en el laboratorio, se congelaron 

muestras (stocks) de aproximadamente 2x107 cél/mL, para lo cual las células se 

concentrarón mediante centrifugación a 1800 rpm durante 10min, se eliminó el 

sobrenadante y el concentrado celular se resuspendió en una solución de 70% 

medio de cultivo, 20% suero fetal bovino (SFB) y 10% DMSO como 

anticongelante que impide la formación de cristales de agua en el interior de las 

células manteniendo la integridad celular, y se dispensó 1mL por criotubo 

(Corning), este material se almacenó a -80°C durante una semana y después 

se guardó en un tanque de nitrógeno líquido hasta el momento que fuera 

requerido. 

 

6.8 Valoraciones de actividad citotóxica  

 

Las células HT-29 de cáncer de colon humano que se encuentren en 

crecimiento exponencial, con un 90% de confluencia, se lavaron con solución 

de fosfatos (PBS) y posteriormente se trató con una solución de tripsina 
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0.025%-EDTA 0.03% durante 5 minutos a 37°C, para obtener una suspensión 

celular que se contaron en cámara de Neubauer, empleando el método de 

exclusión del colorante azul de trypan. Se inocularán 2 x 104 células de cáncer 

de colon humano en placas de 96 pozos con fondo plano.  

Las placas se preincubaron por 24 h a 37 ºC en una atmósfera húmeda de 5% 

de CO2 y 95% de aire, por 24 h, para permitir adherencia de las células en los 

pozos. Se realizaron diluciones seriadas 1:2 de la solución madre del liofilizado 

de postbióticos de cada probiótico sobre las placas de 96 pozo de fondo plano, 

ajustando un volumen de 100 µL, incubando por un periodo de 48 h a 37 ºC en 

una atmósfera húmeda de 5% de CO2 y 95% de aire. Además, se dejaron 

pozos con células mas medio de cultivo, como control positivo de crecimiento. 

Como control negativo de crecimiento, se colocó Doxorrubicina HCl a una 

concentración de 100µg/mL y pozos sin células, pero con tratamiento como 

blancos.  

Para evaluar el efecto citotóxico del compuesto, se empleo el método 

fluorométrico indirecto de reducción del MTT (3-(4,5-dimeltiltiazol-2-il)- 2,5-

difeniltetrazolio bromuro), se agregó a cada pozo 15 µL de MTT (0.5 mg/mL), se 

incubó por cuatro horas y posteriormente se agregó a cada pozo 80 µL de 

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

El uso de la rezarsurina permite determinar si se trata de una actividad 

citotóxica. Después de la valoración de citotoxicidad, se retiró el medio con 

rezasurina y se reemplazó por 100µL por pozo del medio AIM-V + 5% SFB y se 

incubó por 48 hs. Se siguió el procedimiento descrito para evaluar la actividad 

citotóxica y se obtuvieron las curvas de porcentaje de supervivencia en función 

del logarítmo de la concentración. (Figura–9). 
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6.9 Encapsulación 

 

La técnica empleada fue con alginato de sodio al 2% como soporte de 

inmovilización (Durán, 1997; y Cruz, 2007). Se preparó la solución de alginato 

de sodio, se esterilizó y posteriormente se mezcló con el liofilizado de 

postbióticos (LPtb).  

Las cápsulas se obtuvieron por goteo de la mezcla a través de una aguja en 

caída libre de una solución de CaCl2 (0.2 M), las cápsulas se dejaron por 20 

minutos para permitir que se polimericen y se almacenaron a 3°C con solución 

de agua peptonada al 0.03%. (Figura–10). 
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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 según lo estipulado en la 

Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, “Especificaciones técnicas 

para la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio”. 
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Para generar el cáncer en los animales, después de cuatro semanas se les 

administro el carcinógeno 1,2 dimetilhidrazina DMH (21 mg/kg de peso corporal 

disuelta en 0.37 mg/ml EDTA, 0.9% NaCl) vía subcutánea, una vez por semana 

durante ocho semanas. 

A los animales del grupo 2 se les administró (por 9 semanas después del 

tratamiento con el carcinógeno) la dieta comercial molida más los postbióticos 

encapsulados; y, probióticos encapsulados (los cuales previamente mostraron 

actividad citotóxica in vitro), y se registró el peso corporal de los animales 

semanalmente.  

Las ratas se sacrificaron a las 17 semanas después de la primera inyección con 

DMH, bajo anestesia con éter y se sometieron a una autopsia para la disección 

y análisis de los tejidos. El colon fue retirado y se abrio longitudinalmente. Se 

lavó con una solución salina fisiológica fría.  
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6.10.1 Análisis histológico 

 

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 histológicos de 8µm en 

micrótomo y finalmente los cortes histológicos fueron teñidos en hematoxilina-

eosina y se analizaron al microscopio óptico. 

 

6.10.2 Técnica histológica: Hematoxilina-Eosina 

 

El tejido se conserva en formol al 10% para cortes histológicos, con el fin de 

determinar las características por una tinción 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 etílico al 80% por 1 h, 

luego alcohol etílico 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 cúbicos hasta enfriar. 

Después de 24 hr, se colocó en cama de hielo para efectuar los cortes, con un 

espesor de 4 μm, posteriormente se colocaron en un portaobjetos, cubriéndolos 

con un gel a base de huevo y glicerol en dilución 1:1, más granos de Timol 

como conservador, los cortes se colocaron en una placa caliente para fundir la 

parafina y continuar con la tinción con H&E. 
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El proceso de tinción se llevó a cabo en un tren de tinción: los portaobjetos se 

colocan en una canastilla que se introduce en las siguientes soluciones: xileno, 

5min; alcohol etílico absoluto, 3 min; alcohol etílico al 96%, 3 min; alcohol etílico 

al 70%, 3 min; agua destilada; hematoxilina de Harris, agua potable, alcohol 

acido al 1%, agua potable; solución saturada de carbonato de litio, 2 min; agua 

potable-eosina, agua potable, dos cambios en alcohol etílico al 96%; 3 cambios 

en alcohol etílico absoluto, xileno y fueron montados con resina sintética Sigma 

y se cubrieron con un portaobjetos quedando listos para su observación al 

microscopio óptico  40X y 100X (Armed Forces, 1975; Chavez et al., 2011). 

 

6.10.3 Análisis estadístico 

 

El análisis estadístico consistió en dos pasos, el primero la determinación de la 

distribución de los datos obtenidos para cada variable estudiada mediante la 

prueba de Kolmogorov-Smirnov.   

En el segundo paso, para los datos con una distribución normal predominante 

se emplea la prueba ANOVA de una vía 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 encontró diferencia entre los grupos, se empleó 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 Cuantificación de proteínas 

A) Determinación cualitativa de proteínas mediante la prueba de Biuret:  

A los postbióticos obtenidos de cada cepa de Lactobacillus sp. y de B. longum. 

se les realizó la prueba de Biuret, para detectar la presencia o ausencia de 

proteínas por un metodo cualitativo.  

Se agregaron 10 gotas de cada postbióticos en una placa de porcelana con 

pocillos y se les adicionó 3 gotas del reactivo de Biuret considerando como una 

prueba positiva la presencia de proteínas, si se observa un vire al de color 

violeta y si la reacción permanece azul indica que es negativo para la presencia 

de proteínas. 

B) Curva de calibración de proteínas por el método de Bradford:  

Se preparo soluciones stock de albúmina sérica bovina a concentraciones de 

0.0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.00 mg/mL. de la solución de Bradford se toman 20 

mL y se mezclaron 80 mL de agua bidestilada.  

La solucion se filtró con un papel Whatman No. 1 y el filtrado se guardó en un 

frasco ámbar. De la solucion madre se toman 100 μL y se adicionó a un tubo de 

borosilicato de 13x100.  

Posteriormente, se adicionó 1 mL de la solución de Bradford y se homogenizó 

en un vortex por 15 segundos.  

Los estándares se dejaron reposar por 10 minutos, para permitir la formación 

del complejo colorado y pasado este tiempo, se realizó la lectura en un 

espectrofotómetro 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 estándar se realizaro 5 repeticiones.  
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C) Cuantificación de proteínas por el método de Bradford en los 

postbióticos (Ptb) de Lactobacillus sp. y Bifidobacterium longum 

De cada uno de los PtbLc, PtbLp, PtbLa y PtbBl se tomaron 100 μL y se 

depositó en un tubo de borosilicate de 13x100 y se les adicionó 1 mL de la 

solución de Bradford diluído (1:5), se mezcló por unos segundos y se dejó 

reposar por 10 min, la lectura se realizó a una λ-595 nm en un 

espectrofotómetro Spectronic Génesis 5. El procedimiento se sometió a un 

control positivo (0.5 mg/mL). Para cada uno de los medios se realizaron 5 

repeticiones.  

D) El contenido de nitrógeno de los postbióticos de Lacobacillus sp. se 

realizará por la norma oficial NMX-F-608-NORMEX-2011 

E) Cuantificacion de proteínas mediante el programa para detección de 

proteínas del equipo Nanodrop:  

La cuantificación se realizó en un NANO-DROP 2000 por triplicado y se realizó 

un promedio con el fin de reducir cualquier error que se pudiera haber 

producido en la lectura. Se tomó 1 μL del postbióticos con ayuda de una 

micropipeta y se colocó directamente sobre el pedestal.  

Posteriormente, el brazo del aparato fue movido para cerrar, permitiendo la 

formación de una columna entre la muestra y el brazo. El aparato desplegó la 

lectura en la pantalla y se registró en la bitácora el dato obtenido. 

F) Obtención de proteínas de los postbióticos por el método de 

precipitación con (NH4)2SO4 al 80 % de saturación:  

Se tomaron 250 mL de cada uno de los postbióticos 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 realizó en un baño con hielo y se dejó en agitación por 24 

horas a 4°C. Posteriormente, el contenido de los matraces se dosificó en tubos 

cónicos con capacidad 50 mL, éstos se llevaron a una centrífuga marca 

eppendorf, donde fueron centrifugados a 11,000 r.p.m por 30 minutos. Por 

decantación se eliminó el sobrenadante y el precipitado de proteínas con sulfato 

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

Ademas, se realizó una diálisis 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 humedeció 

con agua destilada y por un extremo se ató. En el interior del tubo se agregaron 

5 mL de la solución de proteína resuspendida y en el otro extremo se ligó, para 

evitar la salida de las proteínas.  

Posteriormente, la membrana de diálisis fue introducida a la matriz elenmeyer 

de 500 mL con agua bidestilada y se dejó en agitación por 24 h., con cambios 

de agua bidestilada cada 6 h. Terminada la diálisis, se extrajó de la membrana 

del interior del matraz y el contenido se adicionó a un tubo cónico de 15 mL y se 

guardó para su posterior uso en los bioensayos. Al dializado se le realizó la 

prueba de Biuret, antes descrita. 

G) Caracterizacion de proteínas por la técnica de electroforesis de 

Laemmli 1970. 

Preparación de geles de poliacrilamida: Se realizó la electroforesis de proteínas 

al postbióticos de Lactobacilli sp. y B. longum, y el medio sin crecimiento de 

bacterias probióticas, después de la precipitation de las biomoléculas con 

(NH)2SO4 al 80% de saturación en un sistema discontinuo desnaturalizante.  

Este sistema está conformado por dos geles de poliacrilamida: el gel 

concentrador y el gel separador, que presentan diferente concentración, 

composición y pH.  
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Preparación del gel separador:  

Se preparó un volumen de 9.936 mL para la fase separadora del gel. En un 

vaso de precipitado de 20 mL se adicionó 4.06 mL de agua tridestilada estéril, 

3.21 mL de una solución 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 agregó 0.05 mL de PSA al 10% y 0.016 mL de TEMED, se mezcló y se 

agregó con una jeringa de 3 mL, entre las placas de vidrios previamente 

montadas. Se marcó el límite hasta donde la matriz de acrilamida sería vertida, 

se trazó una línea horizontal en el vidrio con un marcador indeleble. Para saber 

la ubicación exacta de la línea, se colocó el peine entre ambos vidrios y se 

midió entre uno y cinco centímetros (dependiendo del tamano de la cámara) por 

debajo de los dientes del peine. 

Se dejó polimerizar a temperatura ambiente por 15 a 30 minutos, usando como 

control de polimerización Ia solución de poliacrilamida remanente. Una vez 

formado el gel, se lavó la parte superior del gel varias veces con agua destilada 

hasta eliminar completamente los restos de acrilamida no polimerizada. 

Preparación del gel concentrador:  

Se mezcló 6.1 mL de agua tridestilada estéril, 1.3 mL de una solución stock de 

acrilamida/bisacrilamida al 30% de la casa comercial de Bio Rad, 2.5 mL TRIS 

en HCl 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 homogenizó y fueron vertidos entre las placas de 

vidrio con una jeringa de 3 mL, agregandoló arriba del gel separador. 

Inmediatamente después, se colocó el peine entre ambos vidrios secando con 

papel toalla los restos de poliacrilamida que lleguaron a derramarse. Se dejó 

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 

quedó remanente en el vaso. Una vez formado el gel, se retiró el peine 

cuidadosamente y se lavaron todos los pocillos ya formados con chorro suave 

de agua destilada. 

Coloración 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 colocó en un 

recipiente de plástico de 15x15x5 cm y se agregó una solución de azul brillante 

de Coomasie en un volumen que cubre completamente el gel. Se dejó incubar 

por 15-20 min en un aparato orbital para generar movimientos rotatorios. 

Decoloración del gel de poliacriamida:  

El gel de poliacrilamida teñido se colocó en un recipiente de plástico de 

15x15x5 cm y se adicionó una solución preparada al 7% metano y 5% ácido 

acético, en un volumen que cubre completamente el gel. Se dejó incubar por 30 

min en un aparato orbital para generar movimientos rotatorios. Pasado el 

tiempo de incubación, la solución se eliminó y se adicionó la misma cantidad de 

volumen para apreciar las bandas protéicas. Posteriormente, el gel se dejó 

incubar por 12 h con movimientos circulares constantes y se observó en un 

transiluminador (Transilluminator 3uVP KodaK Edas 290), que permitió la toma 

de la fotografía y el análisis se realizó con el programa computacional Kodak ID 

Image Analysis Software. 

 

6.12 Ácidos grasos de los postbióticos 

 

El contenido de ácidos grasos presentes en los postbióticos de cepa se realizó 

en un laboratorio con acreditación EMA (Entidad Mexicana de Acreditación) de 

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

 

7.1 Cinética de crecimiento de probióticos 

En la Figura–11 se observa la gráfica correspondiente a la cinética de 

crecimiento de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y Bifidobacterium longum, 

la cual se llevó a cabo durante 12 horas mediante el método turbidimétrico. 

La fase de adaptación ocurrió hasta la tercera hora, en las cuatro cepas 

probióticas 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 presentó 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 más rápido llegó 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 probióticas no hubo diferencias significativas. 
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7.2 Unidades formadoras de colonias (UFC) 

Terminadas las 12 hs de incubación a 37°C, se realizó 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 mostró un mayor número de UFC, como se muestra en la 

Tabla–5, en la cinética de crecimiento L. acidophilus fue la cepa que en menor 

tiempo llegó a su fase estacionaria, el resultado para esta cepa podría 

relacionarse puesto que rápido tuvieron crecimiento exponencial y en el 

recuento en placa recuperaron su viablidad mayor a las otras cepas probióticas. 
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7.3 Liofilizados de los postbióticos 

Las características de los postbióticos 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. plantarum obtuvo un pH de 4.37, coloración 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 más oscuro que L. acidophiuls, textura líquida y el mayor rendimiento, 

de 20g/L. 

B. longum obtuvo un pH de 4.46, coloración marrón, textura pegajosa y 

rendimiento de 12 g/L. 
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Además, presentaban un olor fuerte recalcitrante, y tras pasar unos minutos a 

temperatura ambiente se covertían a líquido aceitoso y su color cambiaba a 

más oscuro. Con estas características se sugiere que la composición de los 

postbióticos es mayor en ácidos grasos insaturados. 

 

 

7.4 Actividad biológica sobre la línea celular HT-29 

En la Figura–14 se muestran las grafica con absorbancias (570nm) de HT-29 

frente a los postbióticos de las cepas probióticas, 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 utilizó el método turbidimétrico del MTT para 

analizar la viabilidad de la línea celular. 

Los resultados demostraron que la combinación de cepas de L. acidophilus y B. 

longum tuvieron mayor inhibición de la línea celular HT-29, y requiere una 

menor cantidad en comparación con las otras combinaciones de cepas, 

teniendo un efecto de inhibición de la línea celular HT-29 significativamente 

mayor (p=0.05) en comparación con las otras combinaciones de las cepas 

probióticas.  
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Los resultados obtenidos fueron similares a los ya reportados por Baricault et al. 

(1995) puesto que hubo una inhibición de crecimiento de la línea celular HT-29, 

aunque con mayor porcentaje, a partir de 60% con los postbioticos de las cuatro 

cepas de probióticos utilizadas.  

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

obtuvieron mejores resultados en comparación con Fotiadis et al. (2008). 

 

 

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

diversos tratamientos. 

 
 

 

A                                  B                                    C 
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7.5 Concentración inhibitoria media máxima (IC50) de la mezcla 

de postbioticos 

 

El IC50 se define como la concentración necesaria de la muestra para disminuir 

en un 50% la concentración inicial de los radicales libres (DPPH+), teniendo en 

cuenta que a menor valor de IC50 es mayor la actividad. (Si el valor es >1, indica 

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

En la Tabla–7 se muestra los valores IC50 de las mezclas de los postbióticos, 

siendo el mas alto la mezcla de L. acidophiuls y B. longum 

 

Estos son resultados de tres experimentos independientes por triplicado. 
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7.7 Resultados del bioensayo in vivo 

Tras la administración del 1, 2 Dimetilhidrazina (DMH) (como se ve en el 

apartado 6.10) el cual es un potente carcinógeno de colon que induce tumores 

colorrectales en animales de experimentación (Newell y Heddle, 2004; Saini et 

al., 2009) y es el modelo más ampliamente utilizado de carcinogénesis de colon 

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

En la Figura–16 se muestran imágenes del colon de las ratas, después de 

haber sido lavado con una solución salina fisiológica fría (ver Tabla–4, los 

grupos de estudio). La pared interior del colon es examinada visualmente para 

el conteo y localización de placas y tumores. El tamaño de lesiones y tumores 

(longitud, ancho y grueso) es medido con un Vernier (Mitutoyo, 0.1 mm de 

graduación). En promedio el tamaño variaba entre 0.5nm a 2nm. 

El cáncer de colon inducido por DMH es un proceso de varios pasos que 

involucra una serie de alteraciones patológicas, como la formación de focos 

crípticos aberrantes (lesión microscópica discreta) (Ionov et al., 1993). Fiala 

(1975) ya informó que el metabolito activo de DMH se excreta a través de la 

bilis y es responsable de su efecto cancerígeno en el colon al pasar por el tracto 

digestivo.  

El DMH se metaboliza en el hígado para formar azoximetano y metil-

azoximetanol, que luego se transporta al colon a través de la bilis o la sangre 

para generar su último metabolito cancerígeno, 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 inflamación y la 

promoción del tumor. (Oday O Hamiza, et al., 2012). 
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7.8 Análisis histológico 

 

En la Tabla–8 se muestran imágenes representativas de los cortes histológicos 

con la técnica de hematoxilina-eosina para cada uno de los grupos de estudio 

de este proyecto.  
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7.9 Pruebas postanova que muestran diferencias estadísticas 
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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 análisis sobre la cepa de  

L.casei y L. plantarum.   
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8. DISCUSIÓN 

 

La utilización de postbióticos no se limita a alimentos funcionales, la supresión 

mediada por probióticos del cáncer o las células inflamadas también se han 

reportado para postbióticos (de LeBlanc A de M. et al., 2005; Tsilingiri K, et al., 

2012; Cicenia A, et al., 2014). Postbiótico de Lactobacilos y Bifidobacterium 

ofrecen una multitud de posibilidades para su utilización en células cancerosas 

y estudios inflamatorios (Soa SSY, et al., 2017). Esto ofrece una alternativa más 

segura al tratamiento actual de radio y quimioterapias que están limitadas por 

las toxicidades asociadas con estas últimas terapias. En este estudio, 

investigamos el efecto citotóxico de postbioticos producido por tres cepas de 

Lactobacilos y una de Bifidobacterium sobre el cáncer de colon (línea celular 

HT-29) para determinar el potencial de los postbioticos como suplemento 

funcional y como tratamiento complementario para el cáncer. 

Elsa Jacouton. et al., 2017, reportaron que Lactobacillus casei BL23, una cepa 

probiótica bien conocida por sus propiedades antiinflamatorias y 

anticancerígenas, protegió 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 

histológicas y los valores del índice proliferativo. Además, reportaron que tenía 

un efecto inmunomodulador, mediado por la regulación negativa de la citocina 

IL-22, y un efecto antiproliferativo, mediado por la regulación positiva de 

caspasa-7, caspasa-9 y Bik. Y que el tratamiento tendió a contrarrestar la 

disbiosis inducida por CCR en ratones. Los ratones alimentados con L. casei 

BL23 estaban protegidos contra el desarrollo de tumores: ningún ratón en este 

grupo desarrolló tumores macroscópicos, en comparación con los ratones que 

recibieron PBS, que desarrollaron un promedio por ratón de 2.3 tumores de al 

menos 2 mm de diámetro. Como se muestra en la Figura–17–A. 
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Un estudio publicado en el 2018 en que se realizó un análisis in vivo en 

animales, a los cuales se les administró azoximetano y dextrano sulfato de 

sodio con el objetivo de provocar desarrollo tumoral, posteriormente a un grupo 

se le administró probióticos y al otro agua, por un trascurso de 60 dias después 

de la inyección. Como resultado, el grupo al cual se le administro probióticos 

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 histológicos, Elsa Jacouton. et al., 

2017, reportaron que la cepa LB23 mostró menos daño que los ratones control 

y es capaz de regular negativamente la proliferación, como se observa a través 

de una disminución en Ki67 (un marcador del CCR estrictamente relacionado 

con la proliferación celular). (Figura–18). 

Al examinar cortes histológicos de este estudio que se muestran en las 

imágenes 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 hígado, 

dando como resultado un agente carcinogenético (ion diazonium), que es capaz 

de producir efectos tóxicos en lugares diferentes del tumor (Bobek S., et 

al.,2000). La producción de metabolitos oxigenados reactivos durante el 

metabolismo hepático del DMH o durante la carcinogénesis del colon está bien 

documentado (Ver apartado 7.7); muchas publicaciones también sugieren que 

las células tumorales producen cantidades considerables de H2O2, que es 

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

En la Figura–21, se muestra el efecto de extracto etanólico sobre el colon de 

rata, en las imágenes del bloque “A” se ve la morfología 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 

inducción del tratamiento propio de ese estudio a una baja concentracion, se 
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observa incremento de glándulas colónicas, un adenoma, aunque también se 

observa la infiltración linfocítica, la cual indica una buena respuesta del 

tratamiento (una infiltración linfocítica baja indica una mala acción del 

tratamiento y por el contrario una infiltración linfocítica alta indica una buena 

acción 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 disminución del adenocarcinoma glandular. 
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Estos resultados al igual que los presentados en este trabajo demuestran que el 

uso de probióticos y postbióticos tienen un efecto en la disminución del cáncer 

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, evidenciándose mejor efecto a dosis más altas y 

durante un mayor trascurso de tiempo, al igual que una ingesta previa a la 

aparición del cancer. (Tabla–8) 

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

vitro para estudiar la función de células intestinales específicas en humanos, 
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como es el caso de Caco-2 y HT-29 como las líneas celulares intestinales 

humanas más utilizadas (Cencic, A.; et al., 2010). La línea celular de cáncer de 

colon parental HT-29 está compuesta principalmente de células indiferenciadas, 

con una pequeña minoría de células diferenciadas (~ 3% a 5% del total de 

células) (Liévin-Le Moal, V.; et al., 2013). 

Una característica de la promoción del tumor de colon es una disminución en la 

integridad de la barrera epitelial. (García Lafuente; et al., 2001) Demostraron 

que los probióticos mejoran esta función de barrera in vivo, utilizaron L. brevis, 

mostraron una disminución en la absorción 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 ó 

una mezcla de Streptococcus thermophilus y L. bulgaricus redujeron 

significativamente la tasa de crecimiento de las células HT-29, lo que resultó en 

una disminución del 10% al 50% en el número total de células. Las cepas más 

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 suplementación de polisorbato 80 

afectaron significativamente los efectos citotóxicos y antiproliferativos selectivos 

de los postbioticos producidos por L. plantarum I-UL4 en células MCF-7 (cáncer 

de mama). 
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(Iyer C; et al., 2008) Reveló que L. reuteri puede participar en la vía extrínseca 

de apoptosis inducida por Lactobacillus para prevenir la aparición de cáncer 

colorrectal. Sin embargo, (Zhung-Yuan Chen; et al., 2017) utilizando una cepa 

de la misma especie, L. reuteri BCRC14625, NO exhibió la capacidad de inducir 

apoptosis celular. Aunque si causa daño 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 probiótico para la 

inhibición del crecimiento de HT-29 entre las siete cepas probadas. 

Li-Oon Chuah et al., 2019; demostraron que los postbióticos exhibieron un 

efecto citotóxico selectivo por efecto antiproliferativo e inducción 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 tóxicos o hemólisis en las 

células normales.  

La (Figura–20) muestra que los postbióticos producidos por las cepas de L. 

plantarum exhibieron un profundo efecto citotóxico a las 72 h de incubación en 

todas las líneas celulares de cáncer (de mama, cervical, colorrectal, hepático y 

leucemia), aunque diferentes valores de CI50 fueron exhibidos por diferentes 

postbióticos. 
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Además, los postbióticos exhibieron un efecto citotóxico más potente sobre las 

células cancerosas en suspensión como HL60 y K562 en comparación con las 

células cancerosas dependientes del anclaje (MCF-7, HeLa, Hep-G2 y HT-29). 

Lo que implica el vasto potencial de la PM como un suplemento nutracéutico 

alternativo que posee una actividad anticancerígena prometedora debido a su 

baja citotoxicidad para las células normales de mamíferos.  

Esto revela los vastos potenciales de los postbióticos, sus interesantes 

propiedades anticancerígenas, como suplemento funcional y tratamiento 

complementario contra el cáncer el cual puede explorarse más a fondo. 
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Durante la realización de este proyecto un estudio taxonómico publicado en el 

“I.C.S.P.” (International Committee on Systematics of Prokaryotes), sobre el 

género Lactobacillus realizado por Jinshui Zheng et all. 2020, en el cual se 

evaluó la taxonomía 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 fisiológicas, metabólicas y estilos de vida 

para facilitar los estudios funcionales y ecológicos sobre las bacterias de este 

género. Los parámetros que se evaluaron incluyeron filogenia del genoma 

central, identidad de aminoácidos promedio por pares (conservada), genes de 

firma específicos del clado, criterios fisiológicos y la ecología de los organismos. 

Con esto Lactobacillus ahora se extiende a más de 25 géneros, incluidos el 

género modificado Lactobacillus, que incluye organismos adaptados al huésped 

que se han denominado en el grupo L. delbrueckii; Paralactobacillus así 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). 
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9. CONCLUSIONES 

 

Los liofilizados de los postbióticos de L. casei, L. plantarum, L. acidophilus y B. 

longum contienen compuestos de naturaleza lipídica y protéica, y 

probablemente son los responsables de la inhibición la línea celular HT-29 bajo 

condiciones in vitro. 

• La mezcla de postbióticos de L. casei y L. plantarum encapsulados inhiben 

significativamente la alteración histológica a nivel de colon en un modelo in vivo.  
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10. PERSPECTIVAS 

 

En la última década los probióticos y postbioticos han adquirido importancia a 

nivel mundial, debido al incremento de enfermedades gastrointestinales, como: 

el síndrome de inflamación intestinal, infecciones intestinales bacterinas, virales, 

amibianas, y en cáncer, sobre todo los que están relacionados al intestino como 

el cáncer de colon. 

El potencial de los posbioticos presenta avances prometedores para tratar o 

prevenir afecciones como el cáncer 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 fármaco a partir de los metabolitos secundarios producidos por las 

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

Estudiar las vías de señalización en las que atacan al cáncer, y determinar que 

proteínas o componentes son los que intervienen en la inhibición de la 

proliferación celular. 
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11. DISPOSICIÓN DE LOS RESIDUOS GENERADOS 
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