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RESUMEN

Los probioticos 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
probidticas ejercen efectos benéficos tanto en la microbiota endégena como en el epitelio
y el sistema inmune intestinal. Como microorganismos probiéticos se utilizan los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium. Hay datos que indican que los probiéticos pueden impedir
o retrasar la aparicion de ciertos tipos de céncer. Varios trabajos in vivo e in vitro han
demostrado que probibticos detoxifican y tienen propiedad antimutagénica. Se ha
demostrado en algunos trabajos in vitro que los factores extracelulares han presentado
actividad biolégica sobre protozoarios y bacterias de importancia médica, es por esto que
en este trabajo se obtuvieron factores extracelulares de Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium longum para determinar la actividad biol6gica sobre la linea tumoral HT-29.
Con los factores extracelulares, a diferentes dosis, se observé una marcada inhibicion del
crecimiento de HT-29, siendo las mejores concentraciones las de 13mg/mL y 26mg/mL. Se
concluye que los factores extracelulares si inhiben el crecimiento de HT-29 y esto puede
generar mas experimentos in vitro e in vivo para demostrar la actividad antagonista de
probidticos en células de cancer.

ABSTRACT
Probiotics are living organisms which when administered in adequate amounts to exert a

beneficial effect on the health of the host. Has been shown to exert several beneficial
probiotic strains both endogenous microbiota as epithelium and intestinal immune system.
As used probiotic microorganisms Lactobacillus and Bifidobacterium. There is evidence that
probiotics can prevent or delay the onset of certain cancers. Various works in vivo and in
vitro have shown that probiotics are detoxified and antimutagenic property. It has been
shown in some studies in vitro that extracellular factors have displayed activities of protozoa
and bacteria of medical importance, which is why in this work were obtained from
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium longum extracellular factors to determine the
biological activity on tumor cell line HT-29. With extracellular factors, at different doses, there
was a marked inhibition of the growth of HT-29 being the best concentration of 13mg/mL
and 26mg/m. We conclude that if extracellular factors inhibit the growth of HT-29 and this
can generate more experiments in vitro and in vivo to demonstrate the antagonist activity of
probiotics in cancer cells.
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Area: Microbiologia y biotecnologia.

INTRODUCCION
Los probidticos son “microorganismos vivos que, administrados en cantidades

adecuadas, confieren un beneficio de salud al huésped” (FAO/OMS, 2002). Como
microorganismos probioticos se utilizan principalmente las bacterias de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque no exclusivamente.

Varios trabajos han demostrado que los probiéticos estimulan las funciones
protectoras del sistema digestivo, son también conocidos como bioterapéuticos,
bioprotectores o bioprofilacticos y se utilizan para prevenir infecciones entéricas y
gastrointestinales, asi como también se ha reportado propiedades antimutagénicas
y efecto benéfico en tratamiento de cancer colorrectal en modelo murino (Wollowski
et al., 2001; Fotiadis et al., 2008; Gupta y Garg, 2009; Patel y Patel, 2010).

Por otra parte, el cancer de colon y recto puede aparecer en cualquier persona
(sobre todo a partir de los 40 afios), pero es mas frecuente a partir de los 60 afos.
En el mundo el cancer colorrectal ocupa el cuarto lugar con 608,000 defunciones
(OMS, 2008).

Brady et al. (2000); recogen un total de 24 observaciones sobre probioticos y
tumores de colon, que describen la reduccion por derivados lacteos fermentados
por bacterias del acido lactico, de la tumorigénesis experimentalmente inducida en
ratas.

Baricault et al. (1995), estudiaron el efecto de diferentes leches fermentadas usando
la linea celular Caco-9. Encontraron que 10-50% de las células demostraron una
disminucién en el crecimiento.

Kulkarni y Reddy (1994), han reportado una inhibicién en formacién de FCA en 50%
en ratas con una alimentacién con Bifidobacterium longum. Challa et al. (1997),
observé una reduccion del 23% en total colonizacion de FCA 'y 28% en total AC en
ratas con una dieta que contenia 0.5% de Bifidobacterium longum (1x108 células
viables/g de alimento).

Se ha reportado la actividad inhibitoria de los factores extracelulares de varios
probioticos sobre cultivos axénicos in vitro de parasitos, asi como en bacterias
enteropatdgenas. Estos resultados brindan la posibilidad de realizar experimentos
empleando Unicamente los metabolitos producto de los probidticos. El objetivo de
este trabajo fue emplear los factores extracelulares de Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium longum, y evaluar la actividad in vitro que ejercen éstos en la linea
celular HT-29.
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MATERIALES Y METODOS
Material Biol6logico:
Bifidobacterium longum
Lactobacillus acidophilus.
Linea celular HT-29.

Obtencién y liofilizacion de factores extracelulares.

Las cepas de Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium longum se reactivaron con
medio MPT-caldo, el cual se prepard de acuerdo a las indicaciones mencionadas
por Barron et al., 2008. Se realizd una cinética de crecimiento con el método
turbidimétrico.

Para la obtencién vy liofilizacién de los factores extracelulares, se inocul6 1% de
cultivo de los probidticos en un litro de medio caldo a 37°C por 48h. Se centrifugd a
2500 rpm por 10 min, se separo el sobrenadante y se esterilizé con filtros Millipore
de 0.22 ym. Posteriormente los factores extracelulares se llevaron a un liofilizador
Labconco.

Valoraciones de actividad citotoxica.

Las células HT-29 de cancer de colon humano que se encuentren en crecimiento
exponencial, con un 90% de confluencia, se trataron con una solucién de tripsina
0.025%-EDTA 0.03% durante 5 minutos a 37°C, para obtener una suspension
celular que se contara en camara de Neubauer, empleando el método de exclusion
del colorante azul de trypan. Se inocularon 5 x 10 células de cancer de colon
humano en placas de 96 pozos con fondo plano. Las placas se preincubaron por 24
h a 37 °C en una atmésfera humeda 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 solucién madre del liofilizado de factores extracelulares sobre las placas
de 96 pozo de fondo plano, ajustando un volumen de 100 pL, incubando por un
periodo de 48 h a 37 °C en una atmosfera himeda de 5% de CO2 y 95% de aire
Ademas, se dejaron pozos con células mas medio de cultivo, como control positivo
de crecimiento, como control negativo de crecimiento se colocé Doxorubicina HCl y
pozos sin células, pero con tratamiento como blancos.

Para evaluar el efecto citotoxico del compuesto, se empleé el método fluorométrico
indirecto de reduccioén del MTT.

Andlisis estadistico.
Se realizé un andlisis estadistico ANOVA P<0.05 y un analisis de concentracion
inhibitoria media (Clso).

RESULTADOS

La figura 1 muestra los resultados de la valoracion citotoxica de Lactobacillus
acidophilus y Bifidobacterium longum:
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Figura 1. Actividad bioldgica de los factores extracelulares de L. acidophilus y B.
longum a diferentes concentraciones.

En la figura 1, las concentraciones de L. acidophilus, las diluciones de 430 mg/mL
a 7mg/mL tuvieron una marcada inhibicion del crecimiento y no tuvieron diferencia
significativa. La concentracion de 3.5 mg/mL obtuvo diferencia estadistica. En el
caso de B. longum, las concentraciones de 430mg/mL a 13 mg/mL son semejantes
y las de 7mg/mL y 3.5mg/mL tienen diferencia significativa entre ellas mismas y con
las demés diluciones.

Entre ambas cepas si hubo diferencia significativa, y también se puede observar la
diferencia con el grupo control positivo de proliferacion de HT-29; asimismo, las
concentraciones de 430 a 13mg/mL tuvieron una inhibicibn mayor en comparacion
al control negativo de proliferacion, con ambos controles hubo diferencia
significativa.

Las siguientes figuras muestran a la linea celular HT-29 antes y después del
bioensayo donde se muestra su marcada inhibicion de crecimiento.

Figura 2. Fotografias de HT-29. A. HT-29 antes de bioensayo. B. HT-29 después de bioensayo. C. Placa
de 96 pozos después de bioensayo.

Los factores extracelulares de L. acidophilus tienen una inhibicién de crecimiento de
HT-29 del 68.5%, y para B. longum es del 61.2%. Este resultado concuerda con
Baricault et al. (1995), ya que encontraron que 10-50% de las células Caco-9
demostraron una disminucion en el crecimiento al experimentar con L. acidophilus.

Mendoza et al./ Vol. 1, No.1 (2016) 197-201
200



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Kulkarni y Reddy (1994), reportaron una inhibicién en formacion de cripta aberrante
en 50% en ratas con una alimentacion con B. longum. Una investigacion similar por
Challa et al. (1997), observé una reduccion del 23% en total colonizacion de FCA 'y
28% en total AC(cripta aberrante) en ratas con una dieta que contenia 0.5% de
Bifidobacterium longum (1x108 células viables/g de alimento). Estos reportes
concuerdan con el resultado obtenido con los factores extracelulares de B. longum.

CONCLUSIONES:

* Los factores extracelulares de Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium longum
inhiben el crecimiento de la linea celular de cancer de colon humano HT-29.

* De acuerdo a este resultado se puede realizar a futuro una experimentacion in vivo
para determinar el efecto antagonista de los factores extracelulares de L.
acidophilus y B. longum.
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