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RESUMEN

Se denomina cancer a un grupo de enfermedades caracterizadas por un
crecimiento descontrolado de células anormales. En mujeres, el cancer
colorrectal ocupa a nivel mundial el segundo lugar en ocurrencia, solo después
del cancer de mama y, en el caso de los hombres, ocupa el tercer lugar tras el
cancer de pulmon y prostata. El cancer de préstata ocupa el segundo lugar a
nivel mundial, solo después del cancer de pulmén (WHO, 2018).

Por la ocurrencia de efectos secundarios en los tratamientos convencionales,
en los Ultimos afios se ha puesto gran interés en el empleo como tratamiento
de soporte de diferentes especies de probiéticos que parecen tener actividad
anticancerigena y citotoxica, ademas de los diversos beneficios que le
confieren al organismo.

En este trabajo se pusieron a prueba 3 cepas de lactobacilos, Lactobacillus
casei R0215, Lactobacillus helveticus ATCC 15009 y Lactobacillus rhamnosus
R0O011 150, para determinar si tienen actividad citotoxica en dos lineas
celulares de cancer de colon y en una de cancer de prostata. Ademas,
determinar la concentracion a la que los lactobacilos de estudio presentan
actividad citotoxica, determinar la fase de crecimiento del lactobacilo en
cuestion en la que se presenta mayor actividad citotoxica y determinar el
tiempo de contacto (entre los lactobacilos y la linea celular) requerido para que
se presente el efecto citotoxico.

Se reactivaron las tres cepas de lactobacilos y a cada una se le realiz6 una
cinética de crecimiento de 30 horas. Se tomaron las muestras de los tiempos
de crecimiento 12, 24 y 30 horas, se liofilizaron y se utilizaron para los ensayos
de citotoxicidad in vitro. Estos se hicieron en una placa de 96 pozos, una placa
para cada linea celular, en las que se colocaron 20 000 células por pozo, y se
probaron 3 concentraciones diferentes (baja, media y alta) de cada lactobacilo
en sus 3 tiempos de crecimiento, que se dejaron interactuar 24 y 48 horas. El
efecto citotoxico se detecto con el método colorimétrico de sulforrodamina B.

De las lineas celulares de cancer de colon, Caco-2, es sensible a L. casei y L.
rhamnosus a las 48 horas de tratamiento de forma dependiente de la
concentracion. La linea celular HCT-15 es sensible a las 3 cepas de
lactobacilos en ciertas concentraciones a las 24 y 48 horas de tratamiento. En
el caso, de la linea celular de cancer de prostata, PC-3 es poco sensible a las
tres cepas de lactobacilos probadas y también es la linea celular menos
sensible de las estudiadas.

En conclusion, las 3 cepas de lactobacilos estudiadas en este trabajo tienen
actividad citotoxica para alguna de las tres lineas celulares estudiadas. Las



muestras cosechadas a 30 horas de cultivo fueron, en general, las que
presentaron mayor actividad citotoxica contra estas lineas celulares.



1. INTRODUCCION

Se denomina cancer a un grupo de enfermedades caracterizadas por un
crecimiento descontrolado de células anormales. Entre los mdultiples tipos de
cancer que existen, toman relevancia para este trabajo el cancer de colon y
prostata. El cancer colorrectal en mujeres, ocupa a nivel mundial el segundo
lugar con el 9.5%, solo después del cancer de mama y, en el caso de los
hombres, ocupa el tercer lugar con el 10.9%, solo detras del cancer de pulmon
y prostata. El cancer de préstata ocupa el segundo lugar a nivel mundial con el
13.5% de los casos, solo después del cancer de pulmén (WHO, 2018).

Se ha descrito un efecto de algunas especies de bacterias acido lacticas (BAL)
sobre el desarrollo de estas enfermedades. Se denomina probiéticos a las
bacterias que, suministradas en dosis adecuadas, proveen de un efecto
benéfico para el organismo. Entre estas bacterias, entra el género
Lactobacillus, y sus especies, por mencionar algunos ejemplos, casei,
rhamnosus, lactis y helveticus, que se ha encontrado tienen un efecto
antiproliferativo y/o citotdxico contra células de distintos tipos de cancer, tanto
en estudios in vivo como en estudios in vitro. Aunque no se tienen identificadas
especificamente las moléculas o compuestos responsables de esta actividad,
existen informes que sefalan péptidos, polisacaridos y &cidos grasos
producidos por algunas cepas de Lactobacillus como posibles responsables de
esta actividad.

Por lo anterior, en este trabajo se pretenden probar en lineas celulares de
cancer de prostata y colon la posible actividad citotéxica de Lactobacillus
helveticus, L. rhamnosus y L. casei de las especies ATCC® 15009, RO011 150
y R0215 respectivamente.

Para este proyecto se tienen 3 preguntas principales:

1. ¢L. helveticus, L. rhamnosus y L. casei poseen actividad citotoxica
contra lineas celulares de cancer de colon y préstata?

2. ¢Cual es la concentracidn de estos lactobacilos a la que se presenta
esta actividad?

3. ¢Cual es la fase de crecimiento a la que se presenta mayor actividad?



2. MARCO TEORICO

2.1 Cancer

Se denomina cancer a un amplio grupo de enfermedades caracterizadas por un
crecimiento descontrolado de células anormales. Algunas de las células del
cuerpo sufren mutaciones en los genes de control de divisidn y crecimiento
celular (Morris, 2018) empiezan a dividirse sin detenerse y tienen la capacidad
de invadir a los tejidos cercanos (American Cancer Society, 2019). Las células
viejas o dafiadas sobreviven cuando deberian morir, y células nuevas se
forman cuando no son necesarias. Estas células adicionales pueden dividirse
sin interrupcion y pueden formar masas que se llaman tumores.

El cancer es una enfermedad multifactorial ya que no hay una sola causa del
cancer per se, sino que se presenta por la influencia de varios factores como
edad, mutaciones, herencia, exposicion al alcohol, rayos ultravioleta (UV),
productos quimicos, infecciones, obesidad y el estiio de vida como la
alimentacion o el sedentarismo (Cancer Research UK, 2018).

Entre otros factores, la acumulacién de multiples alteraciones en el genoma es
responsable de la carcinogénesis. El dafio y modificaciones al acido
desoxirribonucleico (DNA) causado por un exceso en las especies reactivas
del oxigeno (ROS) y de nitrdgeno, conduciendo a las alteraciones del genoma
y modificaciones en las diferentes vias de sefalizacion que llevan a la célula a
apoptosis. Estos cambios en la informacién genética son causados por
mutaciones o translocaciones cromosomales, llevando a la activacion de
oncogenes o0 a la inactivacion de genes supresores de tumores (Sugimura,
1992). El estrés oxidante, desbalance entre la formacion de radicales libres y
los antioxidantes, puede aumentar la incidencia de cancer, aunque los
antioxidantes tienen un papel de prevencion y/o tratamiento para ciertos tipos
de céncer, disminuyendo las reacciones que inducen proliferacién, no solo in
vitro, sino también in vivo (Kim, et al., 2000, Kozu, et al., 2009).

En el 2018, los tipos de cancer que se presentaron mayormente en la poblacion
mundial en ambos sexos fueron pulmén, mama, colorrectal, préstata y de
estbmago, como se presenta en la grafica 1 (GLOBOCAN, 2018). En este
trabajo, nos enfocaremos en el cancer colorrectal (CC) y el de proéstata.



Casos estimados de cancer en 2018, a nivel mundial, ambos sexos, todas las edades
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Gréfica 1. Casos estimados de cancer en 2018 a nivel mundial, en ambos
sexos todas las edades. (GLOBOCAN, 2018).

Existen diversos tratamientos contra el cancer como la cirugia, quimioterapia,
radioterapia, inmunoterapia y la terapia hormonal. La eleccién del tratamiento a
utilizar depende del tipo de cancer, asi como de la etapa en que éste se
encuentre. Se puede utilizar un solo tipo de tratamiento o una combinacion de
tratamientos. Sin embargo, éstos llevan consigo efectos secundarios como
anemia, anorexia, alopecia, delirio, diarrea, dolores, estrefiimiento, fatiga,
nauseas, vOmito, neuropatias, moretones, problemas de concentraciéon y
memoria, asi como efectos mutagénicos y apoptosis en las células sanas y, por
ende, resultan contraproducentes para el paciente, afectando su calidad de
vida, ademés de su alto costo. Se ha demostrado que el uso de probibticos
como complemento al tratamiento contra diversos tipos de cancer ayuda a
reducir los efectos secundarios y, en algunos casos, a prevenirlo (National
Cancer Institute, 2017).

2.1.1 Cancer de colon

El CC es uno de los mas comunes a nivel mundial, ocupando en mujeres el
segundo lugar a nivel mundial con el 9.5%, solo después del cancer de mamay
en el caso de los hombres ocupa el tercer lugar con el 10.9%, solo detras del
cancer de pulmon y préstata (WHO, 2018). De acuerdo con la International
Agency for Research on Cancer (IARC), en 2018, el cancer de colon ocupa el
segundo lugar de causa de muerte en hombres y mujeres en México. ElI CC es
multifactorial y depende de varios factores de riesgo como la herencia, el estilo
de vida y la dieta (Kahouli, et al., 2013; Kumar, et al., 2015). Uno de los
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mayores factores de riesgo para el desarrollo de CC es la inflamacion cronica
intestinal, ya que quienes padecen enfermedades inflamatorias del intestino
son 6 veces mas propensos a padecer CC que aquellos que no (Mattar, et al.,
2011). También en los ultimos afios se ha puesto en materia de estudio la
importancia del equilibrio de la microbiota intestinal (Raman, et al.,, 2013) ya
que su alteracion, conocida como disbiosis, representa también un factor de
riesgo para el CC al afectar diversas funciones intestinales, asi como el
mantenimiento de la barrera epitelial (Baffoni, et al., 2011; Wieczorska, et al.,
2019), los cambios metabdlicos y las condiciones fisicoquimicas en el intestino
(Molska y Regula, 2019). En la TABLA 1 se enlistan algunos factores asociados
al CC.

Tabla 1. Factores asociados a cancer colorrectal.

Factores asociados a cancer colorrectal

esequilibrio en la microbiota intestinal:
Bacteroides, Proteobacterium, Eubacterium, Salmonella, y Fusobacterium.
Condiciones fisicoquimicas del colon alteradas:
Alcalosis, fermentacion incompleta, absorciéon de agua en el colon, contenido de agua fecal
genotoxica.
Daio en la barrera epitelial:
Muerte celular epitelial normal, reordenamiento en las proteinas de unién, translocacion de
patégenos,yf\ permeabilidad.
Enzimas bacterianas daiinas:
Azorreductasa, nitrorreductasa, alcohol deshidrogenasa, B-glucuronidasa producidas por
algunas bacterias patdgenas de los géneros Bacteroides, Clostridium, Enterococcus,
Salmonella 'y Staphylococcus como por ejemplo
Productos carcinogénicos:
Acetaldehido, ureasa, compuestos nitrogenados, aminas aromaticas, benzo(a)pireno, sales
biliares secundarias transformadas, sulfuro de hidrégeno.
Daiio a DNA
Alteracion en el ciclo celular:
Crecimiento celular anormal: Displasia y formacién tumoral.
Inflamacion intestinal

Modificado de Kahouli, 2013.

Aunque existen varios marcadores para el CC, es dificil de detectar, ya que
cuando eéstos y los sintomas clinicos aparecen y es diagnosticado,
normalmente la enfermedad se encuentra ya en etapas avanzadas, donde la
esperanza de vida y éxito del tratamiento son bajas. Para este tipo de cancer
existen multiples tratamientos, sin embargo, en la mayoria de los casos tienen
un indice de bajo éxito, bajo indice de supervivencia y un alto indice de
recurrencia (Mishra, et al., 2013). La principal eleccion de tratamiento contra
este tipo de cancer consiste en el 5-Fluoroacil (5-FU) que mezclan con el
compuesto citotoxico oxaliplatino (FOLFOX) que se utiliza como quimioterapia
estandar para etapas avanzadas y metastéaticas de cancer de colon (Chang, et
al., 2018). En este caso, por los diferentes beneficios a la salud que tienen los
probioticos, son grandes prospectos para beneficiar al paciente con CC como
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suplemento alimenticio profilactico o como un adyuvante a las terapias
convencionales (Kumar, et al., 2015), asi como su capacidad de disminuir la
mucositis intestinal, uno de los efectos adversos de estos medicamentos (Pico
y Mingot, 2019).

Para este trabajo se estudiaran las lineas celulares de cancer de colon HCT-15
y Caco-2. Ambas lineas son de origen humano, con la diferencia de que HCT-
15 corresponde al CC en estadio C de Dukes y las células Caco-2 pertenecen
a un adenocarcinoma colorrectal (ATCC, 2018).

2.1.2 Cancer de prostata

La préstata es un 6rgano enddcrino que se encuentra en la pelvis por debajo
de la vejiga delante del recto, rodeando el primer segmento de la uretra y
produce un liquido que se convierte en parte del semen. Las células epiteliales
de la zona acinar son las encargadas de producir el Antigeno Prostético
Especifico (PSA) y la fosfatasa acida prostatica (Wang, et al., 1979). Un
crecimiento anormal de la préstata lleva consigo un aumento del PSA en
sangre, el marcador mas importante para la deteccion del cancer de préstata.

En la préstata se distinguen 3 zonas: la zona central cruzada por los conductos
eyaculadores que supone un 25% de la glandula, la zona transicional, que
rodea a la uretra posterior, con un 5% del volumen glandular y la zona
periférica, que ocupa un 70% del volumen glandular. Es en esta Gltima zona en
la que se desarrollan el 68% de los canceres, mientras que en la zona Central
ocurre un 8% y en la zona Transicional, un 24%. En esta ultima las células del
parénquima pueden sufrir una hiperplasia formando masas nodulares,
comprimiendo la uretra y ocasionando los sintomas de la hiperplasia prostéatica
benigna. La zona Periférica es accesible al tacto rectal mientras que los
tumores que se desarrollan en las zonas Central y Transicional se valoran
mejor con la ecografia.



En la FIGURA 1 se presenta un esquema de la prostata y su localizacion.

Vesicula
seminal

Prostata

canceroso

Fig 1. Esquema de la préstata y su localizacion. (American Cancer Society,
2020).

El cancer de prostata ocupa el segundo lugar en tipos de cancer en hombres a
nivel mundial con el 13.5% de los casos, solo después del cancer de pulmén
(WHO, 2018). De acuerdo a la IARC, en 2018, el cancer de préstata ocupd el
primer lugar de causa de muerte en hombres en México. En 1999, el Centro
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, junto con la SSA y el INEGI, informaron
el 12.45% de las defunciones por cancer de préstata en varones entre 15-64
anos y el 87.5% en varones mayores de 65 afos. Sefialaron como factores de
riesgo, ademas de la predisposicion genética, raza y exposicion a hormonas,
asi como infecciones, inflamacion prostatica, altos niveles de estrogenos y
bajos niveles de andrégenos (De Marzo, et al., 2007; Porter, et al., 2018).

Casi todos los canceres de préstata son adenocarcinomas, que se desarrollan
a partir de las células de la glandula, las que producen el liquido prostatico que
se agrega al semen. El carcinoma prostéatico es una enfermedad asociada a la
edad: a mayor edad, mayor riesgo de padecer cancer en alto grado.
Clinicamente es raro en menores de 50 afios, pero la incidencia aumenta con
la edad mas rapido que cualquier otro tipo de cancer.

En este trabajo se estudiard la linea celular de cancer metastéatico de prostata
PC-3. Es una linea celular proveniente de humano y es de un adenocarcinoma
de grado IV (ATCC® CRL1435™),

2.2 Lineas celulares

Las lineas celulares son células de origen animal o humano que se han ido
adaptando para poder vivir en cultivo. Es importante conocer las



especificaciones de procedencia de las células como la especie, el sexo, edad,
tejido de procedencia, la patologia, asi como la manipulacion previa que se le
da a la linea celular. La identidad de la linea celular debe estar validada y
autentificada (Freshney, 2002).

Estas lineas celulares poseen la capacidad de proliferacion ilimitada, debido a
que sufrieron un proceso de transformacion que pudo ocurrir de manera
espontanea o ser inducido por compuestos quimicos o radiaciones que
compromete sus caracteristicas de crecimiento, como la administracion del
medio adecuado fresco (dependiendo de la linea celular) o el espacio
adecuado para su crecimiento (Ulrich y Pour, 2001).

Las lineas celulares pueden dividirse en adherentes y no adherentes. Para este
trabajo nos enfocaremos en las células adherentes, las cuales crecen en
monocapa con la capacidad de fijarse o adherirse a la placa donde sean
cultivadas y en células transformadas, que provienen de tumores o han sido
manipuladas de algun modo (Cell Culture Basics, 2016).

2.3 Ensayos de citotoxicidad in vitro

La citotoxicidad se define como un dafo celular provocado por alguna
sustancia que puede ser detectado. La evaluacion citotoxica es una via simple,
rapida y econdmica para obtener informacién de los compuestos a estudiar, por
ejemplo, en la identificacibn de nuevos compuestos posiblemente
anticancerigenos. Por ello es importante obtener resultados reproducibles en
estudios in vitro para posteriormente continuar con estudios in vivo. Muchos de
estos estudios tienen el propdsito de determinar el potencial citotéxico de los
compuestos estudiados para determinar si pueden ser usados como farmacos
0 cosméticos al ser no téxicos, o en el caso de compuestos anticancerigenos,
la toxicidad es de importancia (Freshney, 2000). Para los estudios in vitro se
tiene el sustrato biolégico al que se le afladen los compuestos de estudio. Las
alteraciones que sufre el material biolégico se pueden estudiar con las
modificaciones estructurales o fisiolégicas que sufren y que son esenciales
para la supervivencia celular, proliferacién y/o funciones.

Los ensayos de citotoxicidad sirven, entre otras cosas, para medir viabilidad,
para medir la proporcion de las células que se mantienen intactas después de
un tratamiento dafino y se puede evaluar la citotoxicidad de un compuesto
mediante la concentracion letal (LC) (Cordero, 2002).

En este trabajo se pretende demostrar el efecto citotoxico de tres cepas de
lactobacilos en lineas celulares. Esto con el meétodo in vitro de la
sulforrodamina B. Este ensayo se basa en la capacidad que tiene la
sulforrodamina de unirse a proteinas de las células que han sido fijadas en



placas con acido tricloroacético. Este compuesto es un colorante de color rosa
con dos grupos sulfonicos, los cuales se unen a los residuos basicos de las
proteinas en condiciones acidas, y se disocia en condiciones bésicas. Debido a
que la union del colorante es estequiométrica, la cantidad de colorante es
directamente proporcional a la concentracion de células vivas (Rahman, et al.,
2001). Esta union de colorante con los residuos basicos de proteinas se realiza
sobre los de las células restantes en la placa, una vez después de realizado el
tratamiento con posible efecto citotoxico.

2.4 Probhidticos

Entre las herramientas que se podrian emplear para generar citotoxicidad se
encuentran los probioticos, que pueden usarse como remediacion en distintos
tipos de cancer, como suplemento alimenticio profilactico o adyuvante en
terapias convencionales (Irecta, et al., 2017).

Los probidticos son microorganismos vivos que en cantidades adecuadas
confieren al hospedero un efecto benéfico (FAO/WHO, 2002), mayor a 10°
unidades formadoras de colonia (UFC)/g para compensar la pérdida de células
al pasar por el tracto gastrointestinal (Tamime, et al., 2005). EI beneficio mejor
conocido de ellos es la restauracion de la microbiota intestinal cuando se ha
administrado un antibiético y el aumento de la inmunidad del tracto
gastrointestinal. Para la seleccibn de microorganismos probiéticos se deben
considerar tres aspectos fundamentales: seguridad, aspectos funcionales y
aspectos tecnoldgicos. Los criterios utilizados actualmente para considerar una
bacteria como probi6tico se enlistan en la TABLA 2.

Tabla 2. Criterios para la definicion de microorganismos para ser considerados como
probidticos

Un probidtico deberia:

e Ser no patégeno

e Ser resistente a la destruccidn por procesamientos técnicos

e Ser resistente al acido gastrico o biliar

e Adherirse al tejido epitelial del intestino

e Ser capaz de colonizar el tracto gastrointestinal, aunque sea por un corto periodo de
tiempo

e Producir sustancias antimicrobianas

e Modular la respuesta inmune

e Influenciar en el metabolismo humano (por ejemplo, acumulacién del colesterol,
produccion de vitaminas, etc.)

Modificado de Teitelbaum y Walker, 2002; Castafieda, 2018.

Diversos alimentos y productos de consumo humano contienen probioticos
como leches fermentadas, quesos, frutas, cereales, aceitunas, pan, cerveza,
vino y salsas y pueden ser un solo probiético o una mezcla de ellos (Dsouza, et
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al., 2002). De igual forma se pueden encontrar en preparaciones
farmacéuticas.

Los probioticos generan beneficios que pueden ser aplicados para resolver
problemas de salud, entre los que se encuentran la inhibicibn de bacterias
patégenas, reduccion de los niveles de colesterol y triglicéridos, pueden
modular el sistema inmune, tienen efectos benéficos en diversos tipos de
cancer, producen vitaminas, previenen y tratan diarreas infecciosas y causadas
por antibiticos y mejoran la funcion intestinal. Ademas, ayudan a controlar la
microbiota intestinal de manera favorable (He, 2017).

Una vez ingeridos, los probi6ticos deben llegar al lumen intestinal, colonizarlo y
de ahi, ejercer su efecto benéfico. Los mecanismos exactos por los que los
probioticos ejercen sus efectos aln no se describen ni se entienden totalmente,
ya que es importante saber que cada probidtico tiene propiedades Unicas y el
mecanismo por el cual puede ejercer sus actividades benéficas se ve afectado
por diversos parametros moleculares y celulares, sus propiedades metabdlicas,
incluyendo su crecimiento y division, asi como los genes que posee, su
capacidad de adaptarse al hospedero, las moléculas presentes en su
superficie, algin componente secretado o0 incluso de la misma célula
bacteriana como el DNA o su peptidoglicano (Oelschlaeger, 2010, Saxami, et
al., 2012). Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium presentan propiedades
antiinflamatorias en el intestino, por lo que, una disminucion de estos promueve
un aumento de un estado proinflamatorio a nivel sistémico (Molska y Regula,
2019).

En el tracto gastrointestinal se adhieren al epitelio intestinal por receptores
celulares, estabilizando las uniones estrechas bloqueando la union de los
patbgenos y el transporte de sus toxinas que podrian pasar de forma
paracelular. De igual forma, aumentan la expresion de MUC2 y MUC3 para
proteger la mucosa intestinal (Tlaskalova-
Hogenova, et al., 2011). Otro mecanismo que pueden usar los probidticos y
que previene la colonizacion de patégenos, es creando un ambiente
desfavorable para ellos secretando factores antimicrobianos como
bacteriocinas, 6xido nitrico (NO), defensinas y peréxido de hidrégeno, asi como
alterando el pH del medio por medio de la produccion de &cido lactico, de acido
acético y de acidos grasos. Los probioticos pueden interaccionar con las
toxinas de los patogenos. Otra via por la cual los probioticos son benéficos, es
porque estimulan el sistema inmune a través de las células presentadoras de
antigeno, células NK, linfocitos T, citocinas y anticuerpos, pueden unirse a los
receptores tipo Toll (TLRs) y bloguean factor nuclear kappa B (NF-kB). Por otro
lado, los probidticos pueden prevenir la apoptosis activando la cascada de
sefalizacion Akt/MAPK y blogueando citocinas proinflamatorias como interferdn
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gama (IFN- y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a) e interleucina 1 (IL-1)
(Khani, et al., 2012).

Los mecanismos por los cuales los probidticos pueden ejercer su efecto
benéfico se presentan en la FIGURA 2.

1- Unidn a patégeno r
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16- Bloqueo de NF-kB
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Fig. 2. Mecanismos por los que los probidticos dan tienen efectos benéficos en
el organismo. NO: Oxido nitrico; H,O,. Peréxido de Hidrogeno; MUC2: Mucina
2; MUC 3: Mucina 3; NF-kB: Factor nuclear kappa B; MAPK: Proteinas
quinasas activadas por mitosis; IgA: Inmunoglobulina A; TNF-a: Factor de
necrosis tumoral alfa; IFN- y: Interferon gama; IL-1: Interleucina 1; IL-12:
Interleucina 12 (Modificado de Khani, 2012).

Como se menciond anteriormente, los probidticos ayudan a modular la
microbiota intestinal de manera favorable. Esto es importante ya que en
diversos estudios se ha demostrado que la misma tiene influencia fisioldgica y
bioquimica en la carcinogénesis del cancer de colon (Uronis, et al., 2009;
Sobhani, et al., 2011).

2.4.1 Crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano es el aumento en el nimero de bacterias en una
poblacién, este es de manera exponencial. El crecimiento bacteriano necesita
de los nutrientes adecuados, ya que este se afecta por las condiciones en que
se realice el cultivo bacteriano, como lo son el pH del medio, temperatura,
presencia de oxigeno y la composicion del medio por mencionar algunos
ejemplos, ya que estos dependen del tipo de microorganismo que nos interese
cultivar (Rogers y Kadner, 2019).
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Todo crecimiento bacteriano tiene principalmente 4 fases de crecimiento, las
cuales se pueden representar en una curva de crecimiento bacteriano, estas se
ilustran en la FIGURA 3.
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Fig 3. Figura que muestra la dinAmica del crecimiento microbiano. (Trevan,
1990).

Una vez inoculado en el medio, el microorganismo que deseamos cultivar entra
en una fase de latencia o fase lag. Esta es una fase de adaptacion metabdlica
a las nuevas condiciones, aqui no hay un crecimiento celular: Sin embargo, las
células inoculadas aumentan de tamafio individualmente y son
metabdlicamente activas, ya que, en este punto, sintetizan enzimas y
metabolitos necesarios para la division celular. Esta fase presenta una mayor o
menor duracion dependiendo de algunos factores como el tamafio del in6culo o
el estado metabdlico previo del in6culo.

Posteriormente, los microorganismos entran en una fase de crecimiento
exponencial o fase log. En esta fase, la velocidad de crecimiento es maxima;
las bacterias consumen los nutrientes del medio a gran velocidad y esta fase
continla hasta que los nutrientes se agoten, punto en el que disminuye la
velocidad de crecimiento bacteriano y algunas células comienzan a morir
(Rogers y Kadner, 2019). En este punto, comienza una fase pre estacionaria o
estacionaria temprana, donde termina la fase log. Aqui se da paso a la fase
estacionaria, caracterizada porque no existen cambios significativos en la
densidad celular, es decir, hay un balance entre los microorganismos vivos y
muertos, esto hace que la poblacion microbiana se mantenga constante. Aqui
ya se agotaron los nutrientes esenciales del medio, el pH del medio cambia vy,
por lo tanto, comienza a ser inadecuado para el crecimiento celular, y es
importante mencionar que en esta fase se produce acumulacion y liberaciéon de
metabolitos secundarios de la bacteria (Salvucci, 2019).

Por ultimo, se entra en la fase de muerte en la que comienza una disminucion
progresiva de las células viables y por lo tanto, predominan los organismos
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muertos; esto se debe al agotamiento de nutrientes y a que las condiciones del
medio ya son adversas para el crecimiento. El periodo de tiempo antes del
inicio de la fase de muerte depende de la especie y el medio. Las bacterias no
mueren necesariamente incluso cuando carecen de nutrientes, y pueden
permanecer viables durante largos periodos de tiempo (Rogers y Kadner,
2019).

La produccion de metabolitos puede ocurrir en cualquiera de las etapas de
crecimiento. Como se menciona a continuacion, no hay muchos detalles
acerca de las moléculas responsables de los efectos anticancerigenos, por lo
que es necesario evaluar células cosechadas en diferentes fases de
crecimiento por si su produccion esta relacionada con el mismo.

2.4.2 Lactobacilos como probidticos y su uso contra el cancer

El grupo de las BAL esta integrado por bacterias Gram-positivas, anaerobias
facultativas con un metabolismo fermentativo, capaces de producir acido lactico
como producto final de la fermentacion de carbohidratos. Incluye a los géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus,
constituyentes de la biota nativa humana y son generalmente reconocidos
como seguros (GRAS, por sus siglas en inglés (Chandra, 2016)). Sin duda, la
principal aplicacion de estas bacterias es durante la elaboracion de diferentes
productos lacteos fermentados, en donde las mas utilizadas son S.
thermophilus, Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus y L. delbrueckii
subsp. bulgaricus.

Los lactobacilos pertenecen de forma natural a la microbiota del tracto
digestivo, ademas de ser reconocidos como probiéticos (Regulski, et al., 2012).
L. casei, L. helveticus y L. rhamnosus son algunos ejemplos de probioticos que
se encuentran en la microbiota intestinal de manera predominante (Hati, et al.,
2016), ademéas, a nivel clinico, tienen actividades antimicrobianas,
antitumorales y antiinflamatorias (Sadhu y Ganguly, 2017).

Los lactobacilos no poseen plasmidos y producen L-acido lactico al llegar al
intestino, dando como resultado una disminucion del pH evitando asi el
crecimiento de bacterias putrefactivas y disminuyendo la microbiota patégena.
Poseen factores de adhesion para su interaccion con los enterocitos (Rondon,
et al., 2015).

Son capaces de generar en su metabolismo peréxido de hidrogeno, disminuyen
la concentracion de oxigeno, asi como son capaces de generar bacteriocinas
para inhibir el crecimiento de bacterias patogenas (Baffoni, 2011). Estas
mismas bacteriocinas también son capaces de inhibir el crecimiento de células
cancerigenas (Kaur y Kaur, 2015). También, cepas de L. casei, L. gasseri, L.
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acidophilus y L. rhamnosus presentaron un efecto de disminucién de apoptosis
y protector en lineas celulares HT-29 a través de sus proteinas de membrana
por medio de la activacion de enzimas antioxidantes y disminuyendo la
acumulacion de especies reactivas (Zhao, et al., 2017).

Se ha estudiado el uso de probidticos como tratamiento o adyuvante contra
distintos tipos de céncer por sus mdultiples beneficios a la salud. Los
tratamientos convencionales contra el cancer, como lo son la quimioterapia o
radioterapia confieren ciertos efectos secundarios como la diarrea, nausea,
alopecia, dafio a la mucosa intestinal, anorexia, neuropatia, entre otros, que
afectan la salud y la calidad de vida del paciente. Existen estudios preclinicos y
clinicos del uso de probidticos destinados para proteger de los tratamientos
convencionales como contra sus efectos secundarios (Mego, et al., 2013; Pico
y Mingot, 2019), asi como estudios que exhiben que los probidticos son
capaces de restaurar la microbiota perdida por efectos de la quimioterapia
(Ichim, et al., 2018).

Algunos son capaces de inhibir a los carcindgenos, y la formacion de
mutagenos alterando el metabolismo de absorcion y eliminacion de metabolitos
(Foo, et al.,, 2011) disminuyendo compuestos genotoxicos (Kumar y Suman,
2017). En un estudio en 1984 se demostré que adicionando a la dieta L.
acidophilus se disminuye la actividad de enzimas de bacterias fecales, como la
B-D- glucuronidasa, nitrorreductasa y azorreductasa, cuyos sustratos en la
dieta pueden convertirse en carcinbgenos por reacciones metabdlicas de las
bacterias intestinales (Goldin y Gorbach, 1984).

Algunas cepas de lactobacilos tienen la capacidad de unirse a algunos
mutagenos, esto depende de la composicion de su peptidoglicano,
polisacéaridos, glicoproteinas secretoras, de su fase de crecimiento y del tipo de
mutageno (Raman, et al., 2013).

Datos epidemioldgicos, asi como distintos estudios, han demostrado que el
consumo de ciertas cepas de BAL, asi como la ingestion de productos
fermentados pueden ayudar a disminuir el riesgo de desarrollo a ciertos tipos
de cancer, asi como de inhibir el crecimiento tumoral (Kato, et al., 1994), ya
que tienen efectos pro apoptoticos, inhiben migracion tumoral, asi como la
proliferacion celular, esto ultimo por efecto de algunas bacteriocinas secretadas
por los mismos lactobacilos (Sadhu y Ganguly, 2017). Este beneficio puede
obtenerse por diversas razones. Se ha observado que algunos probioticos
ejercen su efecto en diversos pasos de la cascada de invasion y metastasis de
las células cancerigenas, afectando la adhesion célula-célula y el
microambiente tumoral, asi como alterando la expresion de algunos genes
implicados en la transformacién, migracién e invasion celular (Motevaseli, et al.,
2017). Algunos lactobacilos tienen la capacidad de unirse a ciertos
carcindgenos, otros son capaces de modular enzimas intestinales que pueden
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ser procarcinogeénicas, otros pueden afectar el estrés oxidativo o directamente
la apoptosis. Los lactobacilos son capaces de producir péptidos bioactivos o
compuestos benéficos como por ejemplo, vitaminas del complejo B (Baffoni, et
al.,, 2011). En algunos casos funcionan como citomoduladores, que son
capaces de inhibir el crecimiento de células cancerosas, asi como son capaces
de estimular células inmunocompetentes para aumentar la respuesta inmune
(Chandra, 2016), por ejemplo L. gasseri inhibid la proliferacién y aumentar la
fagocitosis en un modelo de dimetilhidrazina asociado a CC, asi como la
reduccion del tamafio del tumor (Foo, et al., 2011). En modelos animales se ha
demostrado también que, con una dieta de suplementos alimenticios ricos en
lactobacilos, disminuyen la latencia de cancer de colon inducido de manera
experimental, siendo capaces de inhibir lesiones precancerosas y el desarrollo
del tumor (Foo, et al., 2011). Como se puede ver, en la Ultima década se ha
puesto especial atencién a modelos animales y a estudios in vitro con lineas
celulares, sobre todo por su efecto reductor de la invasiébn y metastasis en
distintos tipos de cancer (Motevaseli, et al., 2017).

Los probidticos producen metabolitos bioactivos como algunos &acidos
organicos o algunas proteinas, por mencionar algunos ejemplos, posiblemente
responsables de su efecto anticancerigeno (Sharma, et al.,, 2019). Se ha
observado que algunos metabolitos de algunos lactobacilos, como L. casel, L.
rhamnosus y L. acidophillus, por ejemplo y de algunas cepas de bifidobacterias
son capaces de inhibir la proliferacion tumoral de manera directa o indirecta
(Hirayama y Rafter, 2000; Commane, et al., 2005). Por ejemplo, L. plantarum
facilita la actividad de las células Natural Killer del sistema inmune contra la
linea celular de cancer de prostata PC-3 (Horinaka, et al., 2010).

Diversas cepas de probiéticos son capaces de convertir el acido linoleico en
acido linoleico conjugado (Kumar, et al., 2010), un compuesto derivado del
acido linoleico que confiere beneficios a la salud por sus propiedades
antiinflamatorias y anticancerigenas. Se ha demostrado también, que este
compuesto es capaz de reducir la incidencia de cancer de colon, piel, mama, y
préstata en modelos animales (Belury, 2002).

Existen muchos estudios tanto in vitro como in vivo que demuestran actividad
antigenotoxica que poseen los probidticos; esto es de gran importancia en la
investigacién contra el cancer, ya que en el proceso de carcinogénesis también
se ven implicados cambios genéticos (dafios al DNA, cambio en el equilibrio
entre oncogenes Yy supresores de tumores, mutaciones, entre otras)
(Grivennikov, 2013); asi mismo, existe una vasta cantidad de estudios que
demuestran la capacidad de los probioticos de regular la respuesta del sistema
inmune innato, modular procesos de inflamacion, fortalecer funciones de la
barrera epitelial del colon (en el caso del CC), todos estos procesos también
son de suma importancia en el caso de tumorigénesis y/o carcinogénesis
(Swee, 2013).
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Mucho del efecto anticancerigeno que se ha observado en diferentes estudios,
es gracias al exopolisacarido de los lactobacilos (Wei, et al., 2019) estudiados
como el de Zahran en 2017 con L. rhamnosus en un modelo in vivo de CC
(Zahran, et al., 2017) o el caso de L. plantarum, estudiado en 2017 por Zhou,
en un modelo in vitro en lineas celulares de cancer colorrectal CT26 de raton y
Caco-2 de humano (Zhou, et al., 2017).

Las propiedades que contienen cada especie de probioticos son diversas y la
combinacion individual de estas determina su accion especifica y, como
consecuencia, su aplicacion de forma efectiva para el tratamiento o prevencion
de algunas enfermedades (Oelschlaeger, 2010). Existen estudios que exhiben
que los lactobacilos pueden producir su efecto deseado usando cepas vivas 0
muertas por calor (Gonet, et al., 2007; Hu, et al., 2015), el sobrenadante del
cultivo bacteriano, la pared celular o su citoplasma (Wang, et al., 2014), este
ultimo afectando el ciclo celular. Estos resultados, pueden ser con una sola
cepa, o incluso, se ha observado que un coctel de lactobacilos diversos es
capaz de aumentar su efecto inhibitorio y disminuye vias de sefializacion de
proliferacion celular, asi como se aumenta la induccion de apoptosis
(Ghanavati, et al., 2020).

2.4.2.1 Lactobacillus casei

La bacteria L. casei es Gram-positiva, anaerobia facultativa, sin motilidad y no
formadora de esporas. Tiene caracter &cido tolerante, con metabolismo
estrictamente homofermentativo, siendo el &cido lactico su producto final
principal. Se encuentra de forma natural en la leche, carne, vegetales
fermentados, en el organismo humano y en el ambiente (Mori et al., 1997). De
igual forma, al no ser patégena, L. casei se encuentra de forma comercial en
diversos suplementos alimenticios en varios paises.

Usualmente es seleccionada por ser resistente a los acidos gastricos y a la
digestiéon biliar, asi como por su capacidad de colonizar facilmente el tracto
gastrointestinal (Teitelbaum y Walker, 2002).

2.4.2.2 Lactobacillus casei en cancer

En general, se ha encontrado que L. casei puede incrementar la produccién de
acidos grasos de cadena corta como el butirato, que se ha encontrado que
ayuda a disminuir e inducir apoptosis en el caso de células dafiadas (Kumar, et
al., 2013).

Se ha encontrado que diferentes cepas de L. casei tienen un efecto
antiproliferativo en distintas lineas celulares de cancer, incluyendo de cancer de
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colon HT-29 de humanos y CT-26 en el caso de ratones y que este efecto se
ejerce a través de la apoptosis, reduciendo la viabilidad de ambas lineas
celulares y con efecto antiproliferativo de forma dependiente de la
concentracion asi como del tiempo de incubacién (Tiptri, et al., 2016), un
experimento similar fue realizado pero con exopolisacarido de L. casei, dando
como resultado una disminucion en la viabilidad de la linea celular HT-29 con
un efecto antiproliferativo (Liu, et al., 2011). En un modelo de ratén, Kumar en
2010, describi6 que L. casei produce un polisacarido capaz de inhibir la
carcinogénesis en colon a través de la supresion en la sintesis de interleucina 6
(IL-6) y la transduccion de sefiales en la transcripcion del gen STAT 3
(importante en procesos de crecimiento celular y apoptosis) (Kumar, et al.,
2010). Otro estudio reciente, prueba que L. casei es capaz de inhibir el
crecimiento tumorigénico de cancer de colon en un modelo in vivo por medio de
la modulacién del sistema inmune (Aindelis, et al., 2020), asi como en otro tipo
de tumores (Bibas, et al., 2007).

En 1994, Fichera probé que la cepa L. casei ATCC25180 tiene actividad
citotoxica contra 2 lineas tumorales murinas (linfoma YAC-1 y mastocitoma
P815) y una linea tumoral humana de leucemia (K562), y que esta actividad es
mayor cuando Unicamente se expone el peptidoglicano de esta cepa contra
estas lineas tumorales (Fichera y Giese, 1994).

L. casei Shirota fue capaz de suprimir la tumorigénesis en un modelo in vivo de
CC de induccidon con un carcindbgeno, azoximetano con tratamientos en
periodos cortos y largos (8, 12 y 25 semanas) (Yamakazi, et al., 2000). En
2009, Matsumoto describié que esta cepa produce un polisacarido efectivo en
la prevencion del céancer colorrectal por medio del sistema inmune
disminuyendo la sintesis de IL-6, asi como el transductor de la sefial activadora
de la transcripcién en un modelo murino (Matsumoto, et al., 2009).

En el caso de L. casei BL23, presenta efectos antiinflamatorios en 2 modelos
murinos diferentes cuando existe colitis inducida quimicamente (Rochat, et al.,
2007; Leblanc, et al., 2011), asi como propiedades antitumorales en ratones
para un modelo con virus del papiloma humano y en un modelo de cancer de
colon inducido por dimetilhidrazina (Lenoir, et al., 2016). Esta misma cepa
exhibié un efecto antitumoral y apoptético en un modelo de CC inducido con
azoximetano (Jacouton, et al., 2017).

En 2018, Di et. al. probaron el exopolisacarido crudo y acidificado de 9 cepas
diferentes de L. casei y L. rhamnosus contra la linea celular HT-29 de cancer
de colon obteniendo un efecto antiproliferativo dependiente de la dosis (Di, et
al., 2018).

Se ha comprobado que L. casei YIT9018 ejerce un efecto protector en ratones
con melanoma al suprimir el crecimiento de los tumores primarios, asi como el
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desarrollo de metéastasis a pulmén por medio de la modulacién del sistema
inmune (Matsuzaki, et al., 1988).

En 2018, Riaz demostré que 2 cepas distintas de L. casei y una cepa de L.
paracasei aisladas de leche humana tienen diferentes actividades probioticas,
incluyendo su actividad anticancerigena en la linea celular HeLa de céancer de
cérvix mediante la activacion de moléculas que llevan a la célula a apoptosis
(Riaz, et al., 2018).

En la TABLA 3 se describen algunos ejemplos de distintas cepas de L. casei
sobre algunos tipos de cancer.

TABLA 3: Ejemplos de L. casei en diferentes tipos de cancer

Tipo de cancer In vitro In vivo Efecto Referencia
Cancer Ratones BALB/c Previene la Chang et al,
colorrectal recurrencia del 2018.
cancer.
Ratones Efecto protector Lenoir et al.
hembras vs. CRC inducido 2016.
C57BL/6 por DMH debido a
la modulacién del
sistema inmune.
HT-29; CT-26 Aumento de Tiptri, 2016.
apoptosis.
Céancer de vejiga 58 pacientes Disminuye diarrea Aso &
y mucositis y Akazan,
restaura 1992.
microbiota causada
por FOLFOX.
Melanoma Ratones Suprime Matsuzaki et
C57BL/6 crecimiento de al. 1988.

tumores primarios.
Evita metastasis a
pulmon.

2.4.2.3 Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus (L. rhamnosus) es un tipo de bacteria acido-lactica
Gram-positiva, anaerobia facultativa y produce acido lactico y etanol en
condiciones de anaerobiosis (Narayanan, et al., 2004). Es resistente al acido y
a la bilis y tiene la capacidad de producir agentes antimicrobianos (Behzadi et
al, 2017). Se sabe que secreta las proteinas LGG_00324 o p75 y LGG_00031
0 p40, capaces de promover la supervivencia y el crecimiento de las células
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epiteliales intestinales previniendo la apoptosis inducida por citocinas y
promoviendo la homeostasis de las células epiteliales intestinales (Claes et al.,
2012).

Se ha descrito que diferentes cepas de L. rhamnosus contienen hidrolasas que
pueden prevenir y tratar la colitis dependiente de un mecanismo de un receptor
de crecimiento (Claes et al., 2012).

2.5.2.4 Lactobacillus rhamnosus en cancer

En un estudio realizado en 2007, se demostr6 que L. rhamnosus GG
enriquecida con oligofructuosa propicié la maduracion de células dendriticas,
importantes en la respuesta inmune innata y reforzando la respuesta inmune
contra células tumorales (Roller, et al., 2007). En 2010, Altonsy demostré que
L. rhamnosus es capaz de inducir apoptosis en células Caco-2 de cancer de
colon (Altonsy, et al., 2010). En combinacion con vitamina K, una cepa viable
de L. rhamnosus GG fue capaz de inhibir proliferacion celular, inducir apoptosis
y arrestar el ciclo celular contra lineas celulares de cancer de colon, Caco-2,
HT-29 y SW480 de forma dosis dependiente (Orlando, et al., 2016).

L. rhamnosus es de las especies probiodticas que en modelos animales funciona
como adyuvante en tratamientos para inhibir a Helicobacter pylori, un
microorganismo patdégeno factor altamente asociado al cancer géastrico (Zhu y
Liu, 2017).

Se ha comprobado de forma in vitro, la capacidad de L. rhamnosus de inhibir el
factor inducible por hipoxia- 1 a (HIF-1a) (factor expresado en condiciones de
hipoxia, adapta a la célula en condiciones de hipoxia y asociado a distintos
tipos de cancer), en lineas celulares triple negativo de cancer de mama MDA-
MB-231 (Esfandiary, et al., 2016).

En 2011 Kandasamy comprobé que L. rhamnosus GG tiene un efecto
antiinflamatorio contra cancer de vejiga por medio de la produccién de
interleucina 10 (IL-10) por medio de células dendriticas y neutrdéfilos activando
células T (Kandasamy, et al., 2010).

En un modelo in vivo, L. rhamnosus GG inhibié el crecimiento de lesiones
preneoplasicas inducidas por el carcinogeno dimetilhidrazina, asi como la
actividad de enzimas fecales (previamente mencionadas) responsables de la
carcinogénesis quimica (Verma y Shukla, 2013).

En un modelo in vivo, el exopolisacarido de la cepa L. rhamnosus ATCC 7469

en interaccion con una baja dosis de radioterapia de forma sinérgica, controla
la progresion del CC a través de la modulacion de las vias de sefalizacion de
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factores de crecimiento asociados con inflamacion y proliferacion celular
(Zahran, et al., 2017).

En la TABLA 4 se describen algunos ejemplos de distintas cepas de L.
rhamnosus sobre algunos tipos de cancer.

TABLA 4. Ejemplos de L. rhamnosus sobre distintos tipos de cancer

Tipo de cancer In vitro In vivo Efecto Referencia
Cancer de colon  Caco-2; HT-29 Agente Orlando et al.,,
proapoptético. 2016.
Caco-2 Inmunomodulacién Lépez et al.,
de IL-8. 2008.
Ratas Antiproliferativo o Goldin et al.,
inhibicién de 1996.
angiogénesis e Gamallet et al.,
inflamacion. 2016.
Ratas Sprague Disminuye nimero Verma & Shukla,
Dawley de ACF y disminuye 2013.
actividad de
enzimas
procarcinogénicas.

Cancer de MDA-MB-231 Inhibidor de HIF-1a Esfandiary,
mama 2016.
Cancer de Ratones Regresion tumoral. Seow et al.,
vejiga hembras 2010.

C57BL/6.

En 2014, Sadeghi observo un efecto antiproliferativo de L. rhamnosus GG
inactivada por calor sobre la linea celular de cancer de colon Caco-2 dando pie
a la idea de que el efecto de los probiéticos sobre el efecto citotoxico en lineas
celulares no depende necesariamente de la viabilidad del microorganismo
(Sadeghi, et al., 2014).

2.4.2.5 Lactobacillus helveticus

Lactobacillus helveticus (L. helveticus) pertenece a las BAL. Es una bacteria
fermentativa estricta, Gram-positiva y anaerobia facultativa. L. helveticus tiene
la capacidad de influir en la salud de manera positiva. En diversos estudios in
vitro se han demostrado las propiedades como probidtico de esta bacteria
como su capacidad de sobrevivir al tracto gastrointestinal, su capacidad de
adherirse a las células epiteliales y antagonizar patdogenos (Taverniti y
Guglielmetti, 2012).

En estudios in vivo en modelos murinos se demostré que L. helveticus puede
prevenir infecciones gastrointestinales, estimula la proteccion contra
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patdgenos, modula la respuesta inmune del hospedero y afecta la composicion
de la microbiota intestinal (Taverniti y Guglielmetti, 2012).

2.4.2.6 Lactobacillus helveticus en cancer

En un modelo in vitro con lineas celulares HT29 de cancer de colon, se observo
que L. helveticus o algunos compuestos producidos por este lactobacilo son
capaces de interaccionar directamente con estas células y, por lo tanto, fueron
capaces de disminuir su tasa de crecimiento e inducir su diferenciacion (Ucello,
et al.,, 2012). De igual forma, en leche desnatada, diversas cepas de L.
helveticus tienen compuestos con actividad contra esta linea celular de cancer
de colon a distintos tiempos de fermentacion, estos compuestos con
propiedades multifuncionales, de los cuales tanto sus caracteristicas como su
actividad dependen de la cepa, asi como del mismo tiempo de fermentacion
(Elfahri, et al., 2016). En 2008, dos cepas de L. helveticus revelaron su
capacidad de unién a 5 aminas aromaticas heterociclicas, inactivando en estas
su capacidad mutagénica (Stidl, et al., 2008). L. helveticus en leche fermentada
es capaz de reducir de forma significativa la tasa de crecimiento de la linea
celular de cancer de colon HT-29 (Baricault, et al., 1995).

En la TABLA 5 se presentan algunos ejemplos de distintas cepas de L.
helveticus sobre algunos tipos de cancer.

Tipo de céncer In vitro In vivo Efecto Referencia
Cancer de colon T84 Reduce invasion Ternhag et al.,
de 2008.
Campylobacter
jejuni.
Hiperplasia de Ratones Mejora de Gareau et al.,
colon mucosa y del 2010.
epitelio del
colon.
Cancer de mama Modelo murino Retrasaron o Moreno et al.,
dependiente de detuvieron 2005.
hormonas. crecimiento
tumoral.
Aumento de IL-
4,IL-10y
disminucion de
IL-6.

En general, las moléculas, compuestos bioactivos o0 mecanismos que ejercen el
efecto citotoxico de los lactobacilos todavia no se entienden totalmente ni
estdn completamente dilucidados. Conforme va progresando el crecimiento
bacteriano (ver 2.4.1 Crecimiento bacteriano), sus fases de crecimiento (ver
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FIGURA 5), asi como su metabolismo, se van sintetizando diferentes y
determinadas moléculas, enzimas, compuestos y metabolitos que han
demostrado ser responsables de la citotoxicidad presentada en estas cepas y
que pudieran, en este caso, ser responsables de algunos de los efectos
citotéxicos observados en este trabajo. Por lo general, las fases de crecimiento
bacteriano que presentan una mayor actividad metabdlica son en la fase
exponencial y estacionaria, por lo que estos puntos fueron los que se tomaron
para este trabajo.
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3. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Justificacion

En multiples estudios se han comprobado multiples beneficios contra distintos
tipos de cancer con el uso de lactobacilos. EI mecanismo por el cual los
lactobacilos ejercen su actividad benéfica es poco claro ya que se tienen 3
hipotesis distintas. Algunos investigadores tienen la hipotesis de que los
lactobacilos se pueden unir a compuestos mutagénicos y pueden ser
excretados via urinaria o fecal. Sin embargo, dependiendo el tipo de lactobacilo
usado, los resultados son variables 0 no se observa una reduccion significativa.
La segunda hipoétesis consiste en que como las bacterias patégenas tienen la
capacidad de llevar a cabo reacciones metabdlicas que pueden convertir
ciertos metabolitos que pueden ser procarcinogénicos y pasar a carcinogénesis
utilizando varias enzimas, mientras que los lactobacilos son capaces de
disminuir la actividad de estas enzimas biotransformadoras, sin embargo, al
estudiar esto con diversos lactobacilos, los resultados fueron ser muy diversos.
Y la tercera hipétesis consiste en una desactivacion de la carcinogénesis; sin
embargo, se han obtenido resultados muy diversos e igual dependiendo de la
bacteria que se estudie (Teitelbaum y Walker, 2002). Ademas, aun teniendo el
mismo disefio experimental los resultados fueron inconsistentes entre ellos (de
Roos y Katan, 2000). En general se necesitan mas estudios para conocer qué
es lo que le da a los probidticos su capacidad citotoxica, asi como el
mecanismo de accién, ya que aun es poco conocido debido a que también este
efecto benéfico contra determinados tipos de cancer depende de la cepa de
lactobacilo de estudio, asi como del tipo de cancer en cuestion, por lo que los
resultados de un estudio no se pueden extrapolar a otro.

Por la relevancia que tienen el cancer de colon y préstata tanto a nivel mundial
como en México (previamente mencionada), en este trabajo se estudio la
posible actividad citotoxica de tres cepas de lactobacilos (por su facilidad de
manejo y cultivo) sobre una linea celular de cancer de prostata, PC-3 y dos
lineas celulares de cancer de colon, Caco-2 y HCT-15. Tanto en PC-3 como en
Caco-2 se estudia por presencia de metastasis y gravedad del cancer y en
HCT-15 por la invasion del tipo de tumor en las zonas cercanas a éste y una
supervivencia de quien la padece entre un 30%-60%.
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3.2 Hipétesis

Las bacterias Lactobacillus casei R0215, Lactobacillus helveticus ATCC 15009
y Lactobacillus rhamnosus R0011 150 poseen actividad citotdxica sobre lineas
celulares de cancer de colon y prostata.

3.3 Objetivo general

Determinar si Lactobacillus casei R0215, Lactobacillus helveticus ATCC 15009
y Lactobacillus rhamnosus R0011 150 poseen actividad citotoxica en lineas
celulares de cancer de colon (HCT-15 y Caco-2) y cancer de préstata (PC-3).

3.3.1 Objetivos particulares

1. Determinar la concentracion a la que los lactobacilos de estudio presentan
actividad citotoxica.

2. Determinar la fase de crecimiento del lactobacilo en cuestién en la que se
presenta mayor actividad citotéxica.

3. Determinar el tiempo de contacto requerido para que se presente el efecto
citotoxico.
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4. EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL Y EQUIPO
4.1.1 CEPAS Y LINEAS CELULARES DE ESTUDIO
Cepas utilizadas

e Lactobacillus casei R0215 y Lactobacillus rhamnosus R0011 150
proporcionadas por Laboratorios Lallemand, Estado de México, México.

e Lactobacillus helveticus (ATCC® 15009™), proporcionada por ATCC,
Manassas, Virginia, Estados Unidos; distribuida por Cientifica Senna
S.A. de C.V, Ciudad de México, México.

Lineas celulares (ATCC distribuidas por Cientifica Senna S.A. de C.V)

e Caco-2 de adenocarcinoma colorrectal
e HCT-15 de cancer colorrectal en estadio C de Dukes
e PC-3 adenocarcinoma de prostata estadio IV

4.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

4.2.1 Medios (Oxoid, Cheshire, Inglaterra; distribuidos por Comercial
Biomédico Ramirez SA de CV, San Nicolas de los Garza, Monterrey,
México)

Caldo de Man Rogosa y Sharpe (MRS)

Se pesaron 52 g/L de medio MRS OXOID CM0359 en balanza ADAM ACB
plus-1000 y se disolvieron en 1 L de agua destilada a temperatura ambiente.
Se esterilizé en autoclave YAMATO Sterilizer SM 300 a 121°C por 15 minutos.

Agar MRS

Se pesaron 62 g/L de Agar MRS OXOID en balanza ADAM ACB plus-1000 y se
disolvieron en 1 L de agua destilada a temperatura ambiente. Se esterilizé en
autoclave YAMATO Sterilizer SM 300 a 121°C por 15 minutos.

4.2.2 Reactivacion de cepas

Para la reactivacion de cepas, se tomaron 50 pL de L. casei y L. rhamnosus en
polvo y se resuspendieron en 10 mL de caldo MRS. Se dejaron incubando 24 h
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a 37°C con agitacion constante a 300 rpm (en radio de rotor) en incubardora
New-Brunswick. Posteriormente se tomd 1 mL de indculo y se transfirié a un
tubo con 10 mL de medio MRS y se dejo incubando 24 h a 37°C con agitacion
constante a 300 rpm (en radio de rotor). Tras este tiempo se sembraron en
placa de Agar MRS y se selecciond una colonia; para corroborar la pureza de
las cepas, se realiz6 tincion de Gram y se observé al microscopio.

Para la reactivacion de L. helveticus, se tomaron 400 pL y se transfirieron a 10
mL de caldo MRS. Se dejé en incubacion en condiciones anaerobias por 48 h a
37°C sin agitacion en estufa estatica E-71 y posteriormente 1 mL se trasfirieron
a 10 mL de caldo MRS y se dejo en incubacion 24 h. Se sembr6 en placa de
Agar MRS y se seleccion6 una colonia; para corroborar su pureza, se realiz6
tincion de Gram y se observo al microscopio.

4.2.3 Cinéticas de crecimiento

Las 3 cepas se cultivaron en MRS. L. casei y L. rhamnosus se incubaron en
condiciones aerobias a 37°C con agitacién constante a 300 rpm (en radio de
rotor). L. helveticus se incubd en una jarra de anaerobiosis sin agitacion a
37°C.

En MRS:

De un cultivo en tubos con 10 mL de caldo MRS con los lactobacilos saturados
se calculé el in6culo a tomar para una densidad Optica (DO) de 0.1. Se
transfirio a un matraz de 250 mL con 50 mL de MRS. Se tomaron muestras de
4 mL cada 2 h hasta las 30 h y se tomo lectura en el espectrofotometro. Para
cada muestra se realizaron diluciones para llevar a cabo el conteo en placa de
agar MRS y obtener asi las UFC (UFC/mL). Todas las muestras analizadas se
pusieron en congelacion y posteriormente se liofilizaron para su conservacion.

4.2.4 Ensayos de citotoxicidad de las muestras de cultivo en MRS en
la linea celular de cancer de colon HCT-15

Para determinar el efecto citotoxico de las muestras de cultivo se utilizo el
ensayo con sulforrodamina B. Cada muestra se analiz6 ocho veces y se realizé
una réplica del ensayo. Para este ensayo se realizd la siguiente metodologia
general:

1. Se sembro en una placa de 96 pozos 20 000 células / pozo en medio
RPMI y se incub6 a 37°C, 5% CO,, durante 24 h.

2. Después del tiempo de incubacion, se retiré el medio de cultivo y se
colocaron 90 pL de medio RPMI + suero fetal bovino 10% +
penicilina/estreptomicina 1%. Se incubaron las células por 1 h a
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37°C, 5% CO,. Se adicionaron 10 puL de cada muestra (cepa de
lactobacilo en t12, t24 o t30) con 3 concentraciones diferentes, baja
(3.3 mg/mL), media (6.6 mg/mL) y alta (9.9 mg/mL) y se incubaron
las placas durante 24 y 48 h (esto ultimo de acuerdo a un estudio
realizado por Orlando et al., 2016), a 37°C, 5% CO,. Se utilizé una
caja para cada cepa utilizada. El orden utilizado en las placas de las
concentraciones y los tiempos estudiados se ilustran en la FIGURA
4.
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Fig. 4. Modelo de la placa con las muestras y dosis a estudiar de cada cepa. t:
Tiempo de crecimiento bacteriano en horas; C: Concentracion.

3. Transcurrido el tiempo de tratamiento, se retiré el medio de cultivo,
se agregaron 100 puL de TCA 10% y se incubaron las placas a 4°C
durante una hora. Después de la incubacion, se realizaron 5 lavados
con agua y se secaron las placas a temperatura ambiente.

4. Se agregaron 50 pL de una solucion de sulforrodamina B (explicado
en el punto 2.3 de este trabajo) 0.4% en acido acético 1%. Se
incubaron por 30 min a temperatura ambiente. Se lavaron 5 veces en
acido acético 1% y se dejaron secar a temperatura ambiente. Se
adicionaron 100 pL del amortiguador tris 100 mM, pH 10.5 para
solubilizar y se leyeron las placas a 490 nm.
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425 Pruebas de actividad citotoxica de las muestras de cultivo en
MRS en lalinea celular de cancer de colon Caco-2

Para el cultivo de la linea celular de cancer de colon, Caco-2 se realiz6 el
meétodo previamente descrito. La Unica diferencia fue el medio. Para el cultivo
de esta linea celular el medio utilizado es EMEM Gibco con las mismas
condiciones de cultivo celular previamente descritas, 37°C al 5% de CO,.

Para las pruebas citotoxicas se utiliz6 el método previamente descrito de
sulforrodamina B. Se colocaron 20,000 células por pozo, se probaron las 3
cepas de lactobacilos, L. casei, L. helveticus y L. rhamnosus con las 3
concentraciones utilizadas (3.3, 6.6 y 9.9 mg/mL) en los mismos tiempos de
tratamiento, 24 y 48 h.

4.2.6 Pruebas de actividad citotéxica de las muestras de cultivo en
MRS en la linea celular de cancer de prostata PC-3

Para el cultivo de la linea celular de cancer de préstata PC-3 se realizé el
método previamente descrito. La Unica diferencia fue el medio. Para el cultivo
de esta linea celular, el medio utilizado es FI2K, con las mismas condiciones de
cultivo celular previamente descritas, 37°C al 5% de CO..

Para las pruebas citotoxicas se utilizd6 el método previamente descrito de
sulforrodamina B. 20,000 células por pozo, se probaron las 3 cepas de
lactobacilos, L. caseli, L. helveticus y L. rhamnosus con las 3 concentraciones
utilizadas (3.3, 6.6 y 9.9 mg/mL) en los mismos tiempos de tratamiento, 24 y 48
horas.

4.3 Calculo de efecto citotoxico
Se consider6 como control el medio + lineas celulares como el 100% y se
calculo el porcentaje de supervivencia de las células que permanecieron en el
pozo, ya que el método de sulforrodamina B muestra células vivas. El calculo
de la citotoxicidad se realiz6 restando 100%- % de células vivas de cada
condicion evaluada.

4.4 Anélisis estadistico
Los datos se presentan como mediaterror estandar de la media (EEM). Se
aplicé la prueba de analisis de varianza (ANOVA) de 2 factores para evaluar los
datos experimentales con el programa GraphPad Prism 6. Los valores de p
menor al 0.05 (P<0.05) se consideraron significativos.
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5. RESULTADOS

Se probaron los lactobacilos Lactobacillus casei R0215, Lactobacillus
helveticus ATCC 15009 y Lactobacillus rhamnosus R0011 150 en lineas
celulares de cancer de prostata, PC-3 y dos de céancer de colon HCT-15 y
Caco-2 a tres concentraciones diferentes: 3.3 mg/mL (baja), 6.6 mg/mL (media)
y 9.9 mg/mL (alta) a dos tiempos de tratamiento diferentes, 24 y 48 horas.

5.1 Cinéticas de crecimiento

En la FIGURA 5 se presentan las curvas de crecimiento de las 3 cepas en
MRS. Estas se realizaron en condiciones de incubacion de 37°C y 300 rpm (en
radio del rotor), solo para L. casei y L. rhamnosus. L. helveticus se incub6 a
37°C en condiciones anaerobias y sin agitacion. Las cinéticas se realizaron por
triplicado.
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Tiempo (h)
Cepa M (h-1)
BL. casei R0215 0.1835
L. helveticus ATCC 15009 0.1533
’L. rhamnosus R0011 150 0.2821

Fig. 5. Cinéticas de crecimiento de L. casei R0215 (café), L. helveticus ATCC
15009 (verde) y L. rhamnosus R0011 150 (azul) en medio MRS. A la izquierda
se observa el In de la densidad éptica vs. el tiempo de cultivo. La grafica de la
derecha ensefa las unidades formadoras de colonias de cada cepa. En la parte
inferior se encuentra la velocidad especifica de crecimiento (u) de cada cepa
expresada en h™.

Se observa que, de las 3 cepas, L. rhamnosus es la que presenta una mayor
velocidad de crecimiento en MRS. En cuanto a la densidad éptica (izquierda) y
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a la grafica de UFC (derecha), las 3 cepas tienen un crecimiento muy similar
respecto a su tendencia.

Las 3 cepas se encuentran en fase lag desde su in6culo (tiempo 0) y hasta las
6 horas de crecimiento. Los 3 lactobacilos entraron en fase exponencial desde
las 6 horas de incubacion y, hasta las 24 horas de crecimiento en el caso de los
tres lactobacilos. L. casei y L. rhamnosus entraron en fase de muerte entre sus
24 y 30 horas de incubacion (tiempo en que termind la cinética de crecimiento).

L. helveticus permanecié en su fase estacionaria desde las 24 y hasta el fin del
cultivo (30 horas de incubacion).

La concentracibn que alcanzaron los microorganismos en los 3 tiempos de
incubacion que se probaron en las pruebas de citotoxicidad contra las lineas
celulares se puede observar en la TABLA 6.

Tabla 6. Concentracion bacteriana de los 3 lactobacilos en sus 3 tiempos de
incubacion probados en los ensayos de citotoxicidad.

Concentracion
bacteriana
(UFC/mL)
Tiempo de
incubacion L. casei L. rhamnosus
t12 1.1x10° 2.4x10° 1.9x10%
t24 6.0x10° 5.0x10° 1.1x10"
t30 5.0x10° 8.0x10° 1.1x10"

5.2 Ensayos de citotoxicidad

5.2.1 La linea Caco-2 es sensible a L. casei y L. rhamnosus a
las 48 horas de tratamiento de forma dependiente de la
concentracion

De los tres lactobacilos probados, Unicamente L. helveticus no tuvo efecto
citotoxico alguno a ninguna concentracion probada en ninguno de sus tiempos
de crecimiento evaluada.

En el caso de L. casei, a las 24 horas de tratamiento, Unicamente presento
efecto citotdéxico en la concentracién mas alta (9.9 mg/mL) en el tiempo de 30
horas de su crecimiento con un 5.75% de citotoxicidad, sin diferencia
significativa respecto a las tres concentraciones evaluadas (P=0.2) ni al tiempo
de crecimiento de L. casei (P=0.2). Esto se puede observar en la GRAFICA 2.
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Grafica 2. Citotoxicidad de L. casei vs. Caco-2 a las 24 horas de tratamiento.
Los datos ilustran promedio + EEM. Ningun factor afecta el efecto citotoxico.
(P>0.05)

Al evaluar L. casei a las 48 horas de tratamiento, no se presentaron efectos
citotoxicos en la concentracibn mas baja (3.3 mg/mL). Para la concentracion
media, 6.6 mg/mL, en el tiempo 12 de crecimiento se obtuvo un 7.19% de
citotoxicidad, en el tiempo 24, 8.62% y a las 30 horas de crecimiento, 11.25%.
En la concentracion mas alta, 9.9 mg/mL, los efectos obtenidos fueron de
17.25%, 1829 y 9.73% en sus tiempos de crecimiento 12, 24 y 30
respectivamente. Estos resultados se observan en la TABLA 7 y en la
GRAFICA 3. Los efectos citotoxicos si se afectan por un efecto de
concentracion de forma significativa con un valor de P=0.013 (P<0.05), en
cambio, el tiempo de crecimiento de L. casei no afecta de forma significativa
(P=0.7).

Tabla 7. Porcentajes de citotoxicidad con su desviacién estandar de L. casei vs.
Caco-2 a las 48 horas de tratamiento

L. casei 48 horas
Tiempo/ Concentracion 3.3 mg/mL 6.6 mg/mL 9.9 mg/mL

t12 0 7.19+4 4 17.25+4.1
t24 0 8.6216.1 18.29+8.1
t30 0 11.25+5.0 9.73+5.1
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Grafica 3. L. casei vs. Caco-2 a las 48 horas de tratamiento. Los datos ilustran
promedio + EEM y como factor que afecta el efecto citotoxico las
concentraciones. P=0.014 (P<0.05).

L. helveticus no presenta algun efecto citotoxico contra Caco-2 ni a las 24 ni 48
horas de tratamiento en ninguna de las 3 concentraciones probadas.

L. rhamnosus no presento efectos citotoxicos a las 24 horas de tratamiento de
exposicion contra la linea celular Caco-2. A las 48 horas de tratamientos los
efectos se presentaron en las tres concentraciones probadas, pero con algunas
diferencias. En la concentracion mas baja (3.3 mg/mL), el efecto Unicamente se
observé en el tiempo 30 de crecimiento bacteriano con un 4.9% de
citotoxicidad. La concentracion de 6.6 mg/mL presentd efectos citotoxicos
crecientes de acuerdo al tiempo de crecimiento de L. rhamnosus; en el tiempo
12 el efecto fue de 6.4%, en el tiempo 24, 13.7% y a las 30 horas de
crecimiento fue de 14.1%. De igual manera, un efecto creciente se observa en
la concentracion alta de 9.9 mg/mL, 16.7% de citotoxicidad en el tiempo 12 de
crecimiento, a las 24 horas de crecimiento, el efecto es de 18.3% y a las 30
horas el efecto citotdéxico observado es de 20.6%. En este caso, el efecto
citotoxico se afecta significativamente por las concentraciones (P=0.01), como
se observa en la GRAFICA 4a, asi como por el tiempo de crecimiento de L.
rhamnosus (P=0.02) observado en la GRAFICA 4b. Estos resultados se
observan en la TABLA 8 y en las GRAFICAS 4a y 4b.

Tabla 8. Porcentajes de citotoxicidad con desviacién estandar de L. rhamnosus
vs. Caco-2 a las 48 horas de tratamiento.

L. rhamnosus 48 horas

Tiempo/ Concentraciéon 3.3 mg/mL 6.6 mg/mL 9.9 mg/mL
t12 0 6.41£3.1 16.7£0.4
t24 0 13.7+1.9 18.3x3.4
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t30 4.9+3.4 14.1+3.2 20.616.5

L.rhamnosus vs. Caco-2.48 horas de tratamiento
(Factor concentracién)
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Gréfica 4a. Citotoxicidad de L. rhamnosus vs. Caco-2 a las 48 horas de
tratamiento. Los datos ilustran promedio £ EEM y como factor que afecta al
efecto citotoxico la concentracion. P=0.01 (P<0.05).

L rhamnosus vs. Caco-2. 48 horas de tratamiento
(Factor crecimiento bacteriano)

B 3.3mg/ml
B 6.6mg/ml
Il 99mg/ml

% Citotoxicidad

Tiempos de crecimiento (h)de L.rhamnosus

Gréfica 4b. Citotoxicidad de L. rhamnosus vs. Caco-2 a las 48 horas de
tratamiento. Los datos ilustran promedio £ EEM y como factor que afecta el
efecto citotoxico el tiempo de crecimiento bacteriano. P=0.0291 (P<0.05).
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5.2.2 La linea celular HCT-15 de cancer de colon es sensible a las 3
cepas de lactobacilos en determinadas concentraciones a las 24 y
48 horas de tratamiento

Se probaron las tres cepas de lactobacilos (L. casei R0215, L. helveticus
ATCC® 15009™ y L. rhamnosus R0011 150) sobre la linea celular HCT-15 de
cancer de colon a 3 concentraciones diferentes: 3.3 mg /mL, 6.6 mg/mL y 9.9
mg/mL y las placas se dejaron a dos tiempos diferentes, 24 y 48 horas.

L. casei R0215 ejerce un efecto citotoxico sobre la linea celular HCT-15 a las
24 horas de tratamiento en las 3 concentraciones probadas en los diferentes
tiempos de crecimiento de la cepa. En la TABLA 9 se pueden observar estos
datos.

Tabla 9. Porcentajes de citotoxicidad con desviacién estandar de L. casei vs.
HCT-15 a las 24 horas de tratamiento.

L. casei
24 hrs
3.3 mg/mL 6.6 mg/mL 9.9 mg/mL
t=12 3.1+3.1 1.0£0.8 0
t=24 4.0+1.4 6.1+1.7 0.1+0.1
t=30 8.5+11.7 1.5£2.6 10.3t7.0

Se observa en la TABLA 9 gue, tanto en la concentracion baja como alta, los
efectos citotoxicos presentados aumentan respecto al tiempo de crecimiento
bacteriano, siendo el efecto mas alto de 10.3% en la concentracion de 9.9
mg/mL en el tiempo 30 de crecimiento bacteriano. La concentraciéon media (6.6
mg/mL) a pesar de presentar citotoxicidades en todos los tiempos de
crecimiento bacteriano, no existe alguna tendencia. En este caso, la
concentracion no es un factor significativo en el efecto citotéxico presentado
(P=0.4) ni tampoco resulta significativo el tiempo de crecimiento en el que se
encuentre L. casei (P=0.08). En la GRAFICA 5 se pueden observar estos
resultados.
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Grafica 5. Citotoxicidad L. casei vs. HCT-15 a las 24 horas de tratamiento. Los
datos ilustran promedio + EEM. Ningun factor afecta al efecto citotoxico.
(P>0.05).

Al aplicar el tratamiento por 48 horas con L. casei, se presentan efectos
citotéxicos en las tres concentraciones de prueba en los tres tiempos de
crecimiento del lactobacilo. Tanto el efecto citotoxico mas bajo, casi nulo,
(0.6%) como la citotoxicidad mas alta (22.8%) de este tratamiento se presentan
en la concentracion baja. En la concentracion media, aparentemente no hay
alguna tendencia que dependa de la concentracién probada o el tiempo de
crecimiento de la bacteria. En este caso, el efecto citotoxico mas bajo fue del
5.0% y el mas alto, en este caso, del 22.3%. La concentracion alta, 9.9 mg/mL,
presenta efectos similares entre el tiempo 12 y 24 de crecimiento bacteriano
(cerca del 13%), mientras que en el tiempo 30 de crecimiento bacteriano, la
citotoxicidad presentada fue del 20.4%. En este caso, la concentracion no
afecta significativamente al efecto citotoxico presentado (P=0.3), asi como
tampoco se afecta por el tiempo de crecimiento en que se encontrara el
lactobacilo (P=0.1). Estos resultados se observan en la TABLA 10, asi como en
la GRAFICA 6.

Tabla 10. Porcentajes de citotoxicidad con desviacion estandar de L. casei vs.
HCT-15 a las 48 horas de tratamiento.

L. casei
48 hrs
3.3 mg/mL 6.6 mg/mL 9.9 mg/mL
t=12 2.31£3.2 7.7£1.9 13.314.3
t=24 0.6+£0.836 5.0t4.4 13.619.8
t=30 22.8+22.1 22.3+25.9 20.4+13.9
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Gréfica 6. Citotoxicidad de L. casei vs. HCT-15 a las 48 horas de tratamiento.
Los datos ilustran promedio + EEM. Ningun factor afecta al efecto citotoxico.
(P>0.05).

De igual forma, se evalud la cepa de L. helveticus (ATCC® 15009™) contra
HCT-15. A las 24 horas de tratamiento, Gnicamente no hay efecto citotoxico en
la concentracion alta (9.9 mg/mL) en ninguno de los tres tiempos de
crecimiento del lactobacilo. Sin embargo, existieron efectos en la concentracion
baja en el tiempo de crecimiento 12 (0.4%) y en el tiempo 30 de crecimiento
(4.4%) sin presentar citotoxicidad en el tiempo 30 de su crecimiento. En la
concentracion media (6.6 mg/mL) no se presentd efecto en el tiempo 12 del
crecimiento de la cepa. En los tiempos 24 y 30 si se presenta citotoxicidad con
el 2.4% y el 7.2% respectivamente. En este tratamiento la concentracion resulta
significativa para que se presente el efecto citotoxico con un valor de P=0.01
(P<0.05), asi como también resulta significativo el tiempo de crecimiento en
gue se encuentre la cepa de L. helveticus, P=0.01 (P<0.05). Estos resultados
se observan en la TABLA 11, asi como en las GRAFICAS 7ay 7b.

Tabla 11. Porcentajes de citotoxicidad con desviacion estandar de L. helveticus
vs. HCT-15 a las 24 horas de tratamiento.

L. helveticus

24 hrs

3.3 mg/mL 6.6 mg/mL
t=12 0.4+0.0 0
t=24 0 2.4+3.3
t=30 4.416.2 7.215.4

37



L. helveticus vs. HCT-15. 24horas de tratamiento
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131

124 03 ne2
114
s 10] s
5 94 B 30
5 s
< 7
2 6
2 51
(6] 4 -
ES 34
2
1
ol == T
S o S
& & <&
i) © 9
%> ©" )

Concentraciones

Gréfica 7a. Citotoxicidad de L. helveticus vs. HCT-15 a las 24 horas de
tratamiento. Los datos ilustran promedio £ EEM y como factor que afecta al
efecto citotoxico las concentraciones. P=0.0152 (P<0.05)
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Grafica 7b. Citotoxicidad de L. helveticus vs. HCT-15 a las 24 horas de
tratamiento. Los datos ilustran promedio £ EEM y como factor que afecta al
efecto citotoxico el tiempo de crecimiento bacteriano. P=0.008 (P<0.05)

También se evalud el efecto citotoxico que pudiera ejercer L. helveticus contra
HCT-15 a las 48 horas de tratamiento. En la concentracion baja, Unicamente se
presenta efecto citotoxico cuando el lactobacilo se encuentra en su tiempo 30
de crecimiento, siendo este del 3.1%. En el caso de la concentracion media
(6.6 mg/mL) las muestras de los tres tiempos de crecimiento bacteriano
tuvieron efecto citotdxico, presentandose el menor (0.6%) en el tiempo 30 y el
mayor efecto (5.3%) se presenta a sus 24 horas de crecimiento. En la
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concentracion de 9.9 mg/mL, las tres muestras de los tres tiempos de
crecimiento probados tuvieron efecto. La mayor citotoxicidad (21.7%) es en el
tiempo 24, mientras que el menor efecto (10.4%) fue a las 12 horas. La
concentracion es un factor que afecta significativamente a la citotoxicidad
presentada en este caso (P=0.02). No es significativo el tiempo de crecimiento
en que se encuentre el lactobacilo en cuestion (P=0.1). Estos resultados se
presentan en la TABLA 12 y en la GRAFICA 8.

Tabla 12. Porcentajes de citotoxicidad con desviacion estandar de L. helveticus
vs. HCT-15 a las 48 horas de tratamiento.

L. helveticus

48 hrs
3.3 mg/mL 6.6 mg/mL 9.9 mg/mL
t=12 0 2.7+2.7 10.419.3
t=24 0 5.3+3.8 21.7+11.2
t=30 3.1+6.2 0.6+0.9 11.6%£5.9
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Gréfica 8. Citotoxicidad de L. helveticus vs. HCT-15 a las 48 horas de
tratamiento. Los datos ilustran promedio + EEM y como factor que afecta al
efecto citotdxico las concentraciones. P=0.023 (P<0.05).

En el tratamiento de 24 horas de L. rhamnosus contra HCT-15, las tres
concentraciones probadas tuvieron efecto citotéxico sobre esta linea celular. En
la concentracion baja, el unico efecto presentado es en la muestra del tiempo
30 de crecimiento bacteriano con un 3.6%. La concentracion de 6.6 mg/mL
presenta efecto citotoxico en los 3 tiempos de crecimiento probados, t12
(0.8%), t24 (3.9%) y t30 (7.5%). La concentracion alta también ejerce
citotoxicidad sobre esta linea celular en las 3 muestras probadas, un efecto del
1.9% en el tiempo 12 de crecimiento de este lactobacilo, mientras que, en los
tiempos de crecimiento de 24 y 30 horas, se presentaron efectos similares
cercanos al 4%. En este caso, la concentracion no resulta significativa sobre la
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citotoxicidad presentada, P=0.2 (P>0.05), mientras que, en la muestra, el
tiempo de crecimiento en que se encontrara este lactobacilo, si es significativo,
P= 0.04 (P<0.05). Estos resultados se observan en la TABLA 13 y en la
GRAFICA 9.

Tabla 13. Porcentajes de citotoxicidad con desviaciébn estandar de L.
rhamnosus vs. HCT-15 a las 24 horas de tratamiento.

L. rhamnosus

24 hrs
3.3 mg/mL 6.6 mg/mL 9.9 mg/mL
t=12 0 0.81£1.6 1.91+2.3
t=24 0 3.9+2.7 4.716.3
t=30 3.5¢5.1 7.56.3 4.915.7

L.rhamnosus vs. HCT-15. 24 horas de tratamiento
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Gréfica 9. Citotoxicidad de L. rhamnosus vs. HCT-15 a las 24 horas de
tratamiento. Los datos ilustran promedio £ EEM y como factor que afecta al
efecto citotoxico el tiempo de crecimiento bacteriano. P=0.04 (P<0.05).

En las 48 horas de tratamiento de L. rhamnosus contra HCT-15 las 3
concentraciones probadas presentan efectos citotoxicos. En la concentracion
mas baja, se presentan efectos en la muestra del tiempo 24 de crecimiento de
la bacteria (11.6%) y en el 30 del 7.4%. En la concentracion de 6.6 mg/mL los 3
tiempos de crecimiento de la cepa presentan citotoxicidades, la mas baja se
presenta en el tiempo 24 de 3.8% mientras que el efecto mas alto es en el
tiempo 30 del 17.0%. La concentracion alta no presenta efectos en el tiempo 30
de crecimiento bacteriano, mientras que en los tiempos 12 y 24 se presentan
efectos del 3.2% y del 5.3%, respectivamente. En este caso se presenta un
efecto citotoxico que no depende ni de la concentracion (P=0.4) ni del tiempo
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de crecimiento en el que se encuentre la bacteria (P=0.2). Estos resultados se
pueden observar en la TABLA 14 y en la GRAFICA 10.

Tabla 14. Porcentajes de citotoxicidad con desviacion estandar de L.
rhamnosus vs. HCT-15 a las 48 horas de tratamiento.

L. rhamnosus

48 hrs

3.3mg/mL 6.6mg/mL 9.9mg/mL
t=12 0 4.615.6 3.11+3.7
t=24 11.6x15.8 3.845.9 5.317.6
t=30 7.419.2 17.0£14.9 0
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Gréfica 10. Citotoxicidad de L. rhamnosus vs. HCT-15 a las 48 horas de
tratamiento. Los datos ilustran promedio + EEM. Ningun factor afecta al efecto
citotoxico. (P>0.05).

5.2.3 La citotoxicidad observada en la linea celular PC-3 es a
tiempos de contacto y concentraciones muy especificas

Se probaron las 3 cepas de lactobacilos contra la linea celular de cancer de
préstata metastasico en hueso, PC-3 a las 24 y 48 horas de tratamiento con 3
concentraciones de prueba, 3.3, 6.6 y 9.9 mg/mL.

L. casei R0215 no presentd efectos a las 48 horas de tratamiento. Sin
embargo, a las 24 horas de exposicion con la linea celular PC-3, se obtuvieron
efectos citotoxicos en las tres concentraciones de prueba. En la concentracion
baja, Unicamente se presentd efecto citotoxico del 7.5% en el tiempo 30 de
crecimiento bacteriano; mismo caso en la concentraciéon media, de 6.6 mg/mL,
unicamente en el tiempo 30 del crecimiento bacteriano se presentd un efecto
citotdxico, pero en esta ocasion del 11.4%. Ya en la concentracion mas alta,
9.9 mg/mL, se presentaron efectos citotoxicos a las 24 horas de crecimiento
bacteriano de 3.9% y en el tiempo 30, de 9.2%. En el tiempo 12 de crecimiento
bacteriano no se presentaron efectos citotoxicos a ninguna de las
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concentraciones de prueba. La concentracion en el efecto citotoxico no es
significativo (P=0.5), sin embargo el tiempo de crecimiento bacteriano parece
ser significativo para ejercer un efecto citotdxico contra PC-3 (P=0.01). En la
TABLA 15 se observan estos valores obtenidos con sus respectivas
desviaciones estandar, asi como en la GRAFICA 11.

Tabla 15. Porcentajes de citotoxicidad obtenidas de L. casei vs. PC-3 a las 24
horas de tratamiento

L. casei
24 hrs
3.3 mg/mL 6.6 mg/mL 9.9 mg/mL
t=12 0 0 0
t=24 0 0 3.9+7.9
t=30 7.519.6 11.4+23.6 9.2+11.4
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Gréfica 11.Citotoxicidad de L. casei vs. PC-3 a las 24 horas de tratamiento. Los
datos ilustran promedio + EEM y como factor que afecta el efecto citotoxico el
tiempo de crecimiento bacteriano. P=0.005 (P<0.05).

L. helveticus ATCC® 15009™ no presenta efectos citotoxicos a las 48 horas de
tratamiento a ningun tiempo de crecimiento bacteriano ni a ninguna de las tres
concentraciones probadas.

A las 24 horas de tratamiento, L. helveticus ATCC® 15009™ Unicamente
presenta efecto citotéxico del 5.1% en la concentracion mas alta, 9.9 mg/mL,
cuando proviene de la muestra de 30 h de crecimiento. Ni la concentracion ni el
tiempo de crecimiento del lactobacilo afectan significativamente al efecto
citotéxico (P=0.4).
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Gréfica 12. Citotoxicidad de L. helveticus vs. PC-3 a las 24 horas de
tratamiento. Los datos ilustran promedio £ EEM. Ningun factor afecta al efecto
citotoxico. (P>0.05).

L. rhamnosus R0011 150 a las 24 horas de tratamiento contra PC-3 no
presenta efectos citotoxicos salvo en la concentracion media de 6.6 mg/mL
con las muestras tomadas en los tres tiempos de crecimiento, en el tiempo 12
de 0.2%, en el 24 de 2.7 y en el tiempo 30 de su crecimiento de 10.7%. La
concentracion afecta de forma significativa el efecto -citotéxico, P=0.02
(P<0.05), sin embargo, el tiempo de crecimiento bacteriano no es significativo
en este caso (P=0.15). Estos resultados se presentan en la TABLA 16 y en la
GRAFICA 13.

Tabla 16. Porcentajes de citotoxicidad obtenidas de L. rhamnosus vs. PC-3 a
las 24 horas de tratamiento en la concentracion media (6.6mg/mL)

L. rhamnosus

24 hrs
6.6 mg/mL
t=12 0.2+2.9
t=24 2.614.1
t=30 10.7£12.3
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Gréfica 13. Citotoxicidad de L. rhamnosus vs. PC-3 a las 24 horas de
tratamiento. Los datos ilustran promedio £ EEM y como factor que afecta al
efecto citotoxico, la concentracion. P=0.02 (P<0.05).

A las 48 horas de tratamiento de L. rhamnosus sobre la linea celular PC-3, no
se presenta efecto citotoxico en la concentracion baja (3.3 mg/mL) en ninguno
de los tiempos de crecimiento de la cepa que se probaron. En la concentracion
media, Unicamente se presentod efecto citotoxico en el tiempo 30 de crecimiento
de la bacteria del 2.323%; los tiempos 12 y 24 de crecimiento no presentaron
citotoxicidad. En el caso de la concentracion de 9.9 mg/mL, se presentaron
efectos bajos en los tiempos de crecimiento bacteriano 12 (0.6%) y 24 (0.9%), y
en el caso del tiempo 30, el efecto fue un poco mas elevado (4.4%). En este
caso ni la concentracién (P=0.1662) ni el tiempo de crecimiento bacteriano
(P=0.09) afectan significativamente al efecto citotoxico (P>0). Estos resultados
se presentan en la TABLA 17 y en la GRAFICA 14.

Tabla 17. Porcentajes de citotoxicidad obtenidas de L. rhamnosus vs. PC-3 a
las 48 horas de tratamiento en las concentraciones media y alta.

L. rhamnosus
48 hrs
6.6 mg/mL 9.9 mg/mL
t=12 0 0.6+1.0
t=24 0 0.9t1.1
t=30 2.3+4.0 4.446.0
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Gréfica 14. Citotoxicidad de L. rhamnosus vs. PC-3 a las 48 horas de
tratamiento. Los datos ilustran promedio £ EEM. Ningun factor afecta al efecto
citotoxico. (P>0.05).
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6. Discusion

A lo largo de este proyecto se pretendia evaluar el efecto citotoxico de tres
cepas de lactobacilos diferentes: Lactobacillus casei R0215, Lactobacillus
helveticus ATCC 15009 y Lactobacillus rhamnosus R0011 150 en lineas
celulares de cancer de préstata, PC-3 y dos de cancer de colon HCT-15 vy
Caco-2 a tres concentraciones diferentes: 0.66 mg/mL, 3.3 mg/mL y 6.6 mg/mL,
a dos tiempos diferentes de tratamiento, 24 y 48 horas.

En una primera etapa, cuyos resultados no se presentan en este trabajo, al
realizar las cinéticas de crecimiento bacteriano, tomar muestras a diferentes
tiempos y probar su efecto en las cepas en las lineas celulares de estudio se
presentaban resultados inconsistentes respecto a su citotoxicidad: no se
observaba alguna tendencia que dependiera de la concentracion de estudio o
del tiempo de crecimiento del lactobacilo de prueba, se obtuvieron en algunos
casos, altas desviaciones estandar y el principal problema fue que en los
tiempos O de los crecimientos de los microorganismos de prueba, se
observaban altos efectos citotoxicos en varios casos incluso en cargas
bacterianas muy bajas y en la concentracion mas baja no se observaron
efectos citotdxicos o eran muy bajos, esto posiblemente debido al estado
metabdlico del que venia la cepa del indculo inicial al usado para la cinética.
Igualmente esto pudo haber sido posible porque en los tiempos previos a t12,
las cepas no tenian la concentracibn minima para ser consideradas como
probioticos. Por este motivo, los resultados que aqui se presentan muestran los
resultados obtenidos para las tres especies Unicamente en su fase de
crecimiento donde se presenté mayor concentracion bacteriana (t12, t24 y t30)
y se observd mas consistencia en sus efectos citotoxicos ejercidos,
excluyéndose la concentracion previa mas baja y agregando una concentracion
mas alta. Al final, las concentraciones probadas fueron 3.3 mg/mL (baja), 6.6
mg/mL (media) y 9.9 mg/mL (alta).

En la cinética de crecimiento de los 3 lactobacilos estudiados (FIGURA 5) se
observan claramente las fases de una cinética de crecimiento: la fase lag,
exponencial o logaritmica, estacionaria y en algunos casos, la fase de muerte.
Las cinéticas de crecimiento duraron 30 horas para que las bacterias
alcanzaran todas las fases y se pudieran obtener por lo menos, las
concentraciones minimas requeridas para que una bacteria acido lactica sea
considerada probidtico (mayores a 10°y hasta 10') (Kumar, et al., 2015). Los
resultados obtenidos en la etapa preliminar con las muestras obtenidas en los
tiempos 0, 4, y 6 horas de crecimiento eran poco consistentes y sin claridad.
Esto pudiera ser por la concentracién de bacterias (no es la adecuada para
considerarse probidtico) o del estado metabdlico en el que se encontrara la
bacteria al momento de inocularse: la muestra denominada t=0 provenia de un
cultivo en fase logaritmica o estacionaria, por lo que metabdlicamente era
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diferente a muestras tomadas en tiempos correspondientes a la fase
logaritmica. A diferencia de las muestras tomadas en t12, t24 y t30 que
presentaron resultados mas consistentes, por lo que al final se decidié que
serian las muestras a estudiar por sus concentraciones alcanzadas y el
metabolismo bacteriano en las fases en las que se encontraron.

En la FIGURA 5 de las cinéticas de crecimiento se observa que, en t12, las 3
bacterias ya se encontraban en la fase exponencial y también las 3 ya habian
alcanzado una cantidad considerable para poder ejercer un efecto probiotico
(TABLA 6) donde L. casei tenfa una concentracién de 1.1x10° UFC/mL, L.
helveticus de 2.4x10° y L. rhamnosus de 1.9x10. En t24, las 3 cepas
continlan en fase exponencial, L. helveticus alcanzé una concentracion de
5.0x10° y tanto L. rhamnosus de 1.10x10 y L. casei de 6.0x10™ y, en este
punto, las 3 bacterias alcanzaron su maximo de crecimiento. Al término de la
cinética, t30 y ultimo punto a evaluar en este trabajo, L. helveticus parece
entrar en su fase estacionaria, alcanzando una concentracion de 8.0x10%; sin
embargo, tanto L. casei como L. rhamnosus ya se encuentran en su fase de
muerte, donde alcanzaron concentraciones de 5.0x10° y 1.1x10*°. Sabemos las
fases de crecimiento en la que se encuentran los lactobacilos en cada punto de
Su respectiva cinética observando la FIGURA 5 derecha, donde las UFC nos
ilustran Unicamente la concentracion bacteriana viable, a diferencia de la
FIGURA 5 izquierda, que nos presenta la densidad Optica, turbidez que va
alcanzando el medio en el que se cultivan las cepas a lo largo de la cinética.
Los 3 lactobacilos alcanzan las cantidades para ser considerados probiéticos
normativamente, obteniendo concentraciones de 10° a 10*° unidades. Respecto
a la velocidad de crecimiento que presentaron los microorganismos, L.
rhamnosus es, en este caso, el lactobacilo con una mayor velocidad de
crecimiento (0.2821 h™) asi como el que alcanza una mayor concentracion de
los 3 microorganismos. La velocidad de crecimiento de L. casei es menor que
la de L. rhamnosus con 0.1835 h™ y la que obtuvo la menor velocidad de
crecimiento de los 3 probidticos es L. helveticus con 0.1533 h™. Esto mismo se
puede observar en la FIGURA 5 derecha donde es proporcional su velocidad
de crecimiento respecto a la concentracion alcanzada de cada cepa.

En este trabajo se utilizaron 2 lineas celulares de cancer de colon y una de
prostata. Estudiamos Caco-2 por ser un adenocarcinoma, el tipo mas comun de
los canceres en general y de colon, HCT-15 es una linea celular en estadio C
de Dukes, en el que la supervivencia del paciente es baja y ya existe invasion
en los nodulos linfaticos cercanos. PC-3 nos permite estudiar un cancer grave
ya gue es una linea celular metastasica, aunque los resultados obtenidos por
cada linea celular no los podemos comparar entre si, ya que todas las lineas
celulares responden diferente a todos los tratamientos.

Caco-2 es una linea celular de un adenoma colorrectal de muy lento
crecimiento in vitro. Es una linea que tiene la capacidad de formar monocapas
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en la placa en la que se cultive. En este caso tiene caracteristicas similares a
las de una célula epitelial y muy similar a la de un enterocito con marcadores
de colonocitos, con microvellosidades en su borde, uniones estrechas entre
células y tiene una forma de cupula que es semipermeable y tiene receptores
para factores de crecimiento (Grasset, et al., 1984; Sambuy, et al., 2005). Su
tumorigenicidad es relativamente lenta, ya que requiere al menos 20 dias para
formar un tumor palpable y aproximadamente 70-120 dias para formar un
tumor de 1 cm, su organizacion tisular es tubular y glandular y presenta
infiltracion de fibroblastos (Trainer, et al., 1988). Parece ser una linea celular
muy sensible a lactobacilos en general, posiblemente por la gran cantidad de
enzimas, receptores y marcadores que esta linea celular presenta (Lea, 2015),
ya que diversos estudios en la literatura hablan de los diferentes posibles
mecanismos que ejercen estos sobre Caco-2 como lo pueden ser la reduccién
de la proliferacion celular, alteraciones en ciertos elementos que participan en
el ciclo celular, induccion de apoptosis, asi como la accion de compuestos
celulares especificos de las BAL que tienen efectos adyuvantes sobre la
modulacién del sistema inmune asi como las vias de regulacion de
interleucinas y citocinas. De igual forma existen varios estudios que
demuestran que los conjugados del acido linoleico producidos por algunas
cepas de lactobacilos, ejercen actividad citotoxica contra Caco-2, por ejemplo,
la participacion de estos conjugados en el metabolismo de lipidos y la
expresion genética, asi como por medio de la modulacion de marcadores del
sistema inmune, (Belury, 2002; Kumar, et al., 2010; Pourmollae, et al., 2020;
Ren, et al., 2020).

En este trabajo, Unicamente L. helveticus (ATCC® 15009™) no presenta
efectos citotoxicos contra Caco-2 en ninguno de sus tiempos de tratamiento,
independientemente de la concentracion o tiempo de crecimiento estudiado.
Esto es distinto a un estudio realizado por Elfahri en 2016 con distintas cepas
de L. helevticus cultivadas en leche y ejercieron un efecto citotéxico contra
Caco-2 y otra linea celular de cancer de colon, HT-29 debido a péptidos con
posible actividad proteolitica (Elfahri, et al., 2016). Sin embargo, como he
mencionado, son cepas de L. helveticus diferentes, ademas de la forma de
cultivo, en este estudio L. helveticus fue cultivada en MRS, lo que posiblemente
pudiéramos pensar es que el medio de cultivo del lactobacilo en el que se
realice el tratamiento (MRS o leche) pudiera ser un factor que afecte
directamente el metabolismo bacteriano.

El efecto citotoxico de L. casei, sobre Caco-2 demuestra que es importante el
tiempo de tratamiento al que se exponga el lactobacilo sobre la linea celular, ya
qgue al exhibir a las 24 horas un unico efecto en la concentracion mas alta y a
sus 30 horas de crecimiento (carga bacteriana de 10°), la citotoxicidad aumenté
a las 48 horas de tratamiento (grafica 3). En este caso la concentracion resulta
significativa (P<0.05), ya que, aungue existan efectos tanto en la concentracion
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media como en la alta y en los 3 tiempos de crecimiento de la bacteria
estudiados, en el caso de la concentracion de 9.9 mg/mL, el efecto es mayor.
Para este caso, su tiempo de crecimiento no resulta significativo por lo que
mientras se utilicen estas concentraciones y el lactobacilo tenga una carga
bacteriana entre 10° y 10'°, como las que tenia L. casei en este trabajo, se
podria presentar efecto. Se ha encontrado que L. casei es capaz de sintetizar
acido linoleico conjugado, un acido graso derivado del &cido linoleico y que
presenta diferente isomeria a este y que tiene diferentes beneficios a la salud
por sus propiedades antidiabéticas, antiinflamatorias, y anticarcinogénicas
(Maggiora, et al., 2004; Kumar, et al., 2010); y que de acuerdo con Ewaschuk.
et. al, es capaz de inducir apoptosis y de reducir la viabilidad de lineas
celulares de cancer de colon Caco-2 (Ewaschuk, et al., 2006), asi como de
inhibir su crecimiento celular (Lampen, et al., 2005) en un efecto dosis-
dependiente. Dallal en 2015 describié que lisados de la cepa L. casei ATCC
39392 en contacto con Caco-2 son capaces de disminuir proliferacion celular,
migracion y capacidad invasiva, asi como aumentar la apoptosis celular (Dallal,
et al., 2015). Ademas, una caracteristica importante de cepas de L. casei es
que en Caco-2 posee alta adherencia, y la adherencia es un requisito
primordial en un probidtico (Tuomola y Salminen, 1998; Saxami, et al., 2012).

El efecto citotdxico de L. rhamnosus sobre Caco-2 igual exhibe la importancia
del tiempo de contacto de un tratamiento con la linea celular, ya que, a las 24
horas de tratamiento, no ejerce efectos citotoxicos en ninguna de las
concentraciones utilizadas en ninguno de sus tiempos de crecimiento
estudiados. Sin embargo, a las 48 horas de tratamiento, se observan efectos
en las 3 concentraciones diferentes, siendo un factor significativo (P<0.05)
(GRAFICA 4a) y haciendo que este sea mayor en su concentracion mas alta
(9.9 mg/mL). En este caso también resulta significativo (P<0.05) el tiempo de
crecimiento en el que se encontrara la cepa, ya que en las 3 concentraciones,
su efecto fue mayor en su tiempo 30 de crecimiento (GRAFICA 4b), punto
donde L. rhamnosus presentaba una carga de 1.10x10'° En este estudio L.
rhamnosus siempre presenté una carga bacteriana de 10'°en sus 3 tiempos de
crecimiento (TABLA 6), mucho mayor que la descrita en la literatura, por lo que
haber observado efectos citotoxicos es consistente con lo informado en otros
estudios. En la TABLA 8 es clara la tendencia que existe de aumento en el
porcentaje de citotoxicidad conforme aumentamos la concentracién de una
misma muestra (tiempo de crecimiento), asi como el aumento de efecto que
existe entre las mismas concentraciones conforme va aumentando el tiempo de
crecimiento de la bacteria. Distintas cepas de L. rhamnosus de igual forma
presentan efectos citotoxicos, y de acuerdo a Altonsy (2010), este lactobacilo
es capaz de aumentar la apoptosis a una concentracién de 108 UFC/mL contra
Caco-2. De igual forma, en un estudio realizado en 2016 se demostré que una
cepa viable de L. rhamnosus es capaz de inducir apoptosis, inhibir la
proliferacion de Caco-2 y arrestar el ciclo celular, y este efecto se ve
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potencializado en combinacion del lactobacilo con vitamina K (Orlando, et al.,
2016), sin embargo, lo interesante de esto, es que tanto en este articulo
mencionado como en este trabajo realizado, el efecto es de forma dosis-
dependiente, por lo que, posiblemente, este tipo de efecto sea en general, de la
especie L. rhamnosus sobre esta linea celular. L. rhamnosus, viva o
desactivada por UV, es capaz de disminuir la produccién de IL-8, una citocina
proinflamatoria y capaz de estimular la angiogénesis en un proceso
carcinogénico (Lopez, et al., 2008), o también por medio de la modulacién del
sistema inmune, se ha observado que esta especie ejerce efectos citotoxicos
contra esta linea celular (Banna, et al., 2017). En un estudio apenas realizado
en 2019, demostrd que L. rhamnosus posee diferentes compuestos de alto y
bajo peso molecular, como acidos carboxilicos, éteres, amidas y ésteres,
responsables de su efecto citotdxico y genotoxico contra la linea celular Caco-2
(Sharma, et al., 2019).

HCT-15 es una linea celular de cancer de colon que tiene la capacidad de
formar una monocapa in vitro, presenta proteinas de adhesion,
microvellosidades, posee uniones estrechas entre células, su organizacion
tisular es tubular y glandular y presenta infiltracion de fibroblastos (Trainer, et
al., 1988).

En el caso de HCT-15, L. casei presenta efecto citotoxico a las 24 y 48 horas
(GRAFICAS 5 y 6) de tratamiento. Aunque en ninguno de los 2 tratamientos
ninguna muestra y ninguna de las concentraciones probadas resultan
significativas para los efectos presentados, a las 48 horas de tratamiento se
duplica el mayor efecto presentado a las 24 horas de tratamiento, por lo que los
efectos en este tiempo son mayores, e independientemente de la
concentracion utilizada, los mayores efectos se presentan en la muestra del
tiempo 30 de crecimiento, donde el lactobacilo tiene una carga bacteriana de
5x10° UFC/mL, y en este caso, es ligeramente mayor en la concentracion
media, de 6.6 mg/mL (22.394%) aunque no hay mucha diferencia con el efecto
presentado en la concentracion alta (20.394%).

Algo que se observa en las muestras de t12 y t24 es que su efecto va
incrementando conforme aumentamos la concentracion. Sin embargo, en t30
los efectos son mas elevados que t12 y t30, sin embargo, su efecto es muy
similar entre si, oscilando entre el 20 y 22%, por lo que, si quisiéramos utilizar
esta cepa sobre HCT-15, debemos tener la carga de t30 (5x10° UFC/mL)
utilizando la concentracion media. Existen diferentes estudios de diferentes
cepas de L. casei ejerciendo un efecto citotéxico contra lineas celulares de
cancer de colon. Algo que se ha observado in vitro, es que a mayor tiempo de
contacto entre las células cancerosas y L. casei, va aumentando la inhibicién
de las lineas cancerosas (Tiptiri, et al., 2016), algo similar que ocurre en este
trabajo, el efecto aument6 de las 24 a las 48 horas. L. casei tiene la capacidad
de adherirse a las células cancer de colon de forma dependiente de la
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concentracion y del tiempo (Tiptiri, et al., 2016). En este trabajo observamos
que el tiempo de contacto es importante, la carga bacteriana de igual forma es
importante, sin embargo, la concentracion no lo es, mientras se cumpla con la
carga bacteriana. Diversos autores le confieren esta actividad citotoxica de L.
casei a su peptidoglicano (Fichera y Giese, 1994), a su exopolisacarido por sus
propiedades fisicoquimicas o0 a extractos intracelulares para células de cancer
de colon (Liu, et al., 2011), o alguna citocina capaz de regular la respuesta
inmune (Aindelis, et al., 2020; Chorefio, et al., 2020), asi como afectar el ciclo
celular.

Los resultados de L. helveticus son interesantes. A las 24 horas de tratamiento
Unicamente se observan efectos en la concentracién baja y media, ademas
esto siendo de forma significativa, ya que este efecto es evidentemente mayor
en la concentracion media entre las muestras probadas (GRAFICA 7a). En
ambos casos, los efectos fueron mayores en la muestra de t30 de crecimiento,
donde L. helveticus se encontraba en su fase estacionaria de crecimiento y
presentaba una carga bacteriana de 8x10°, esto hace que también la fase de
crecimiento en que se encuentre esta cepa es significativo (GRAFICA 7b), de
forma dependiente de la concentracion, es decir, la muestra de t30 present6 un
efecto en la concentracion baja, pero a concentracibn media, esta misma
muestra tuvo un efecto mayor (TABLA 11).

Esta cepa, en este caso, también es una evidencia de la importancia del tiempo
de contacto del tratamiento con las lineas celulares, ya que esta significancia
del momento de crecimiento Unicamente se observdo a las 24 horas de
tratamiento, aunque a las 48 horas de tratamiento igual se encontraron efectos
citotéxicos. En el caso de las 48 horas de tratamiento, los efectos presentados
son mucho mayores que a las 24 horas. Como mencioné previamente, en este
tratamiento, ya no resulta significativo el tiempo de crecimiento bacteriano,
porque no se observa un patron entre las pruebas y las muestras, sin embargo,
las concentraciones utilizadas, aqui permanecen siendo significativas
(GRAFICA 8). Se observa en la TABLA 12 cémo conforme aumentamos las
concentraciones utilizadas, los efectos son mayores en todas las muestras. Los
mayores efectos presentados son en la concentracion mas alta, y mientras que,
en esta misma concentracion, los efectos de t 12 y t 30 son muy similares, el
efecto presentado en t24 de L. helveticus es mayor, por casi el doble. En t 24,
L. helveticus tiene una carga bacteriana de 5.0x10°y en su Gltimo punto de la
fase exponencial de su fase de crecimiento. El hecho que en este tratamiento
de 48 horas el tiempo de crecimiento bacteriano no sea significativo y a las 24
horas si, nos podria estar hablando de que una sustancia labil sea la posible
responsable del efecto citotoxico (Nepelska, et al., 2017) y que para que pueda
ejercer su efecto a las 48 horas de tratamiento ya se requiera una mayor
concentracion de este. Respecto a esto ultimo, autores como Hati y Elfahri,
ambos en 2016, le confieren la citotoxicidad y actividad anticancerigena de L.
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helveticus a distintas moléculas de caracter proteico y antioxidante como
enzimas [-glucosidasas enddgenas (forman isoflavonas, capaces de
protegernos contra distintos tipos de cancer (Hati, et al., 2016) o enzimas
proteoliticas como la caspasa y otros componentes bioactivos dependientes del
tiempo de fermentacién, ademas de la cepa de L. helveticus que se utilice,
cambios de pH, y concentracién (Elfahri, et al., 2016).

L. rhamnosus contra HCT-15 present6 efectos a las 24 y 48 horas de
tratamiento. En el primer caso, 24 horas de tratamiento, resulta significativo el
tiempo de crecimiento bacteriano, ya que como se puede observar en la
GRAFICA 9, los mayores efectos presentados comparados con las
concentraciones de prueba fueron mayores en la muestra del tiempo 30 de
crecimiento, donde la cepa, ya se encontraba en concentraciones de 10%°.
También se observa coémo el efecto aumenta conforme aumenta el tiempo de
crecimiento bacteriano, es decir, las pruebas de t24 son mayores respecto a las
muestras de t 12 pero menores respecto a las de t30. En esta grafica también
es posible observar que el efecto citotéxico mas alto se presenta en la muestra
de t30 en la concentracion media, con un 7.5% de citotoxicidad.

A las 48 horas, L. rhamnosus presenta mayor citotoxicidad que a las 24 horas
de tratamiento, aunque en este caso ningun factor es significativo para el efecto
citotoxico. No se aprecia alguna tendencia respecto a concentraciones o tiempo
de crecimiento bacteriano, no obstante, en la TABLA 14 se puede observar
claramente que, en la concentracion alta, se ejercen los menores efectos de
este tratamiento y es claro que la muestra de t30 con la concentracion media
tiene el efecto citotdxico mas alto de todos con el 17% de citotoxicidad. Existe
relacion entre ambos tiempos de tratamiento, ya que en ambos podemos
observar que en la muestra de t30 de crecimiento del lactobacilo en la
concentracion media, 6.6mg/mL se presenta el mayor efecto de todos. Aqui, la
cepa presentaba una carga bacteriana de 1.10x10°. Aqui también sucede lo
mismo que L. helveticus en esta misma linea celular, mientras que el tiempo
bacteriano es significativo a las 24 horas de tratamiento, a las 48 horas este
deja de ser significativo, por lo que de igual forma, podria hablarnos de un
compuesto bioactivo labil (Nepelska, 2017) y de posible caracter proteolitico
(Hati, et al, 2016), (Kumari y Vij, 2015; Marazza, 2009) o inmune, ya que L.
rhamnosus es capaz de estimular el sistema inmune contra lineas celulares de
cancer de colon (Hu, et al., 2015).

PC-3 es una linea celular de cancer de prostata metastasico de hueso y es
altamente maligno (Voelkel, et al., 2018). Esta linea celular tiene un crecimiento
en monocapa Yy es capaz de anclarse, tiene alta capacidad migratoria, no
responde a androgenos ni a glucocorticoides, se le han identificado, por lo
menos 10 marcadores, es de origen epitelial, posee microvellosidades, forma
complejos de unién entre células, tiene cuerpos lipoidales y una de sus
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caracteristicas morfolégicas principales es que es un adenocarcinoma
pobremente diferenciado (Kaighn, et al., 1979; Tai, et al., 2011).

Al probar la cepa de estudio de L. casei, no se observé ningun efecto citotdxico
a las 48 horas de tratamiento. Sin embargo, a las 24 horas, existe citotoxicidad
de L. casei sobre esta linea celular dependiente del tiempo de crecimiento
bacteriano de forma significativa. En la GRAFICA 11 podemos observar que
este se presenta en la muestra de las 30 horas de crecimiento en las 3
concentraciones diferentes, sin embargo, aunque entre estas no exista ninguna
tendencia, es claro que, a la concentracion media, el efecto es mayor. El que
se presente citotoxicidad a las 24 horas y sea dependiente del tiempo de
crecimiento, podria hablarnos de wuna sustancia secretada por el
microorganismo en ese estado metabdlico y ademas de caracter labil al
funcionar Unicamente en un tiempo limitado, como podrian ser alguna con
actividad proteolitica (Hati, et al., 2016) o alguna citocina que pudiera estimular
el sistema inmune (Horinaka, et al., 2010; Chorefio, et al., 2020).

En el caso de L. helveticus contra PC-3, lo que sucede es similar a lo
presentado en L. casei. A las 48 horas de tratamiento, L. helveticus no ejerce
efectos citotdxicos en ninguna muestra en las concentraciones probadas. A las
24 horas de tratamiento se observa un efecto pareciera especifico, al
presentarse Unicamente en la muestra de t30 en la concentracion mas alta, sin
embargo, este es apenas del 6%. De igual forma, parece que la sustancia o
molécula responsable de este efecto, pudiera ser labil, al presentarse en un
tiempo limitado. Se sabe que distintos probiéticos, entre ellos L. helveticus, son
capaces de generar péptidos bioactivos, asi como diferentes proteinasas
asociadas a pared celular o peptidasas intracelulares, asi como también
sintetizar compuestos bioactivos con una variedad de efectos, entre ellos,
contra el cancer de préstata (Mamo, 2016). En este caso se podrian probar
diferentes fracciones de esta cepa a este tiempo de crecimiento y a esta
concentracion para encontrar especificamente

El caso de L. rhamnosus contra esta linea celular resulta diferente a los 2
casos anteriores. A las 24 horas de tratamiento Unicamente se presentaron
efectos citotoxicos en la concentracion media, 6.6 mg/mL (GRAFICA 13), de
igual forma se puede observar en los valores de la tabla 15, una tendencia en
los resultados, ya que, en esa concentracion, el efecto se incrementa conforme
avanza el tiempo de crecimiento de la bacteria, presentando el mayor efecto en
la muestra de t30 con poco mas del 10%. En este tratamiento, la concentracion
afecta de forma significativa al efecto citotoxico (P<0.05). Sin embargo, al
aplicar el tratamiento a las 48 horas, sigue sin presentarse un efecto en la
concentracion mas baja. En el caso de la concentracion media, ya unicamente
se presenta un efecto en la muestra de t30 y el poco efecto que existia en las
muestras de t12 y t24 a las 24 horas, ya es cero. En la concentracion mas alta,
las 3 muestras presentaron efectos, muy bajos, el de la muestra del tiempo 30
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siguid siendo el mas elevado, pero con apenas el 4% de citotoxicidad. Ningun
factor resulta significativo en este tratamiento y son resultados poco
significativos los efectos observados en este punto. EI méximo efecto
observado a las 48 horas es en la concentracién més alta del 4%, sin embargo,
el resultado del tratamiento a las 24 horas es méas del doble y resultaria mas
conveniente probarlo a futuro, ademas de que en este caso se presentd en la
concentracion media.

L. rhamnosus posee actividad contra la linea celular PC-3 como lo observo
Celebioglu en un estudio reciente (Celebioglu, et al., 2020). Al igual que L.
helveticus, L. rhamnosus también es de las especies de probidticos capaces de
sintetizar compuestos bioactivos con actividad contra el cancer de prostata, asi
como de dipeptidasas intracelulares (Mamo, 2016) con actividad antioxidante y
antiproliferativa (Suhargo, et al., 2019). También es capaz de inhibir ciertos
marcadores de cancer de préstata evitando la tumorigénesis, migracion celular,
invasion y metastasis a través de ciertos genes (Boominathan, 2017).

El observar que el tiempo de tratamiento (24 o 48 horas) es importante para
que se presente un mayor o menor efecto y que el tiempo de crecimiento
bacteriano deje de ser significativo a las 48 horas en varios de los casos como
L. helveticus y L. rhamnosus en HCT-15 o L. casei y, nuevamente L. helveticus,
en PC-3 aqui presentados, nos hace pensar en que posiblemente las
sustancias o agentes responsables del efecto citotoxico, son labiles perdiendo
su efecto a las 48 horas, esto corresponde a lo presentado en el estudio de
Nepelska en 2017 donde sugiere una naturaleza termoldbil de moléculas
bioactivas susceptibles a desnaturalizacion, hidrdélisis o evaporacion (Nepelska,
et al., 2017). Es importante para estos casos, recordar que los probiéticos,
como es el caso de L. helveticus son capaces de producir bacteriocinas,
sustancias que igual resultan labiles y que poseen actividad antimicrobiana y
antiinflamatoria (Gonzéalez, et al., 2003; Pourmollae, et al., 2020) por lo que
también resultaria un buen blanco como estudio de sustancia responsable de
un efecto citotdxico en estos casos.

Es importante recordar que los efectos citotdxicos que un lactobacilo puede
presentar contra una linea celular dependen del tipo de linea celular de estudio,
la cepa de lactobacilo de estudio asi como la dosis 0 concentracion que se
administre, por lo que intentar extrapolar los resultados de una linea celular a
otra (aunque sea del mismo tipo de cancer) o entre cepas, no es correcto y no
nos daria resultados similares o confiables, por lo que cada caso hay que
tratarlo de una forma diferente y estudiarlo de manera independiente.

Los lactobacilos son de naturaleza variable. Posiblemente esto pueda dar una
pequefia explicacion a la variabilidad de resultados que existen entre los
mismos tratamientos y entre estudios de la literatura, e incluso en este trabajo.
Podemos observar que bacterias de la misma especie tienen distintos
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resultados en cada linea celular estudiada, donde obtenemos efectos
citotoxicos, por ejemplo L. helveticus no causa efectos en Caco-2, pero si en
HCT-15 esto nos dice que los beneficios para la salud que nos pudiera conferir
un probidtico en especifico, no se puede extrapolar a otro tipo de linea celular
(Bibas, et al., 2007), aunque sean del mismo tipo de cancer.

Las diferentes lineas celulares de un mismo tipo de céncer son diferentes
respecto a morfologia, ultraestructura, su expresion de antigenos asociados a
tumor, capacidad de proliferacion, crecimiento y anclaje in vitro, su expresion
de oncogenes, asi como su potencial maligno y tumorigénico. Por lo anterior,
es importante recordar que el efecto de cada lactobacilo sera distinto
dependiendo su cepa y de la linea celular sobre la que se quiera observar
dicho efecto, es por eso que, en cada linea celular y cepa de este trabajo, los
efectos en algunos casos dependan de la concentracion, asi como del tiempo
de crecimiento en el que se hayan encontrado. De t0 a t30 el metabolismo de
cada bacteria va modificAndose para su supervivencia, y el hecho que existan
efectos a lo largo de su crecimiento y a distintas concentraciones, nos habla de
gue los agentes responsables de su citotoxicidad contra estas lineas celulares
son distintos, entre bacteria como contra la linea celular.

De acuerdo con estos resultados observados y otros estudios encontrados en
diversos articulos, es importante para el efecto citotoxico la cepa de estudio, la
fase metabdlica en la que se encuentre la bacteria, la concentracion y el tiempo
de tratamiento (Guiomar, et al., 2020). Con los resultados obtenidos en este
trabajo, se puede decir que, aunque las tres cepas de lactobacilos ejercen
efectos citotdxicos contra las tres lineas celulares, existe una bacteria “ideal”
contra cada tipo de linea celular donde resulta significativo tanto la
concentracion probada como el tiempo de crecimiento en el que se encuentre
la bacteria a probar. Para Caco-2, L. rhamnosus R0011 150 es la mas efectiva,
ya que tanto la fase de crecimiento en la que se encuentre, asi como la
concentracion utilizada (9.9 mg/mL) son factores significativos sobre su
citotoxicidad con el tratamiento de 48 horas. Para HCT-15, Lactobacillus
helveticus (ATCC® 15009™) es la mas efectiva, ya que tanto la fase de
crecimiento como la concentracion utilizada (6.6 mg/mL) son factores
significativos sobre su citotoxicidad a las 24 horas de tratamiento. Sin embargo,
a las 48 horas de tratamiento, se obtiene un efecto mayor afectado
significativamente por la concentracion mas alta. Para PC-3, L. casei R0215 es
la mas efectiva a las 24 horas de tratamiento, su efecto mas alto es en la
concentracion media y significativamente el efecto citotéxico se afecta en la
muestra de su tiempo de 30 horas de crecimiento. En los tres casos, la muestra
de t30 resulta ser la mas efectiva en este tipo de estudio.

Es importante el tiempo de contacto que existe (24 6 48 horas) entre el
tratamiento (los lactobacilos) contra las lineas celulares para tener o no efecto
citotoxico, el cual, también se afecta por la concentracion o el momento
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metabdlico en que se encuentre la bacteria. En estos casos, existe una bacteria
“‘ideal” contra cada tipo de linea celular donde resulta significativo tanto la
concentracion probada como el tiempo de crecimiento en el que se encuentre
la bacteria a probar.

El uso de probibticos podria ser una buena opcibn como complemento a
terapias contra el cancer por sus multiples beneficios, la ventaja que pueden
actuar de manera local o a distancia, bajo costo, por su facilidad de obtencion y
manejo. Sin  embargo, es necesario realizar estudios posteriores,
principalmente moleculares, para obtener resultados mas concisos y puntuales
gue nos ayuden a precisar estos beneficios o posibles efectos secundarios que
nos aportan los probidticos para poder hacer un uso 6ptimo de éstos de
manera cotidiana asi como terapia complementaria, buscando, estudiando y
analizando el o los posibles agentes bioactivos, asi como su mecanismo de
accion.
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7. RESUMEN DE RESULTADOS

Las 3 cepas de lactobacilos estudiadas en este trabajo tienen actividad
citotoxica.

En general, el tiempo de 30 horas en una cinética del crecimiento
bacteriano de estos lactobacilos estudiados, es la que posee mayor
actividad citotoxica contra estas lineas celulares.

Es importante el tiempo de contacto que existe (24 6 48 horas) entre el
tratamiento (los lactobacilos) contra las lineas celulares para tener o no
efecto citotdxico, el cual, también se ve afectado por la concentracion o
el momento metabdlico en que se encuentre la bacteria.

En estos casos, existe una bacteria “ideal” contra cada tipo de linea
celular donde resulta significativo tanto la concentracion probada como
el tiempo de crecimiento en el que se encuentre la bacteria a probar.

Para Caco-2, L. rhamnosus R0011 150 es la mas efectiva, ya que tanto
la fase de crecimiento en la que se encuentre (t30) asi como la
concentracion utilizada (9.9mg/mL) son factores significativos sobre su
citotoxicidad con el tratamiento de 48 horas.

Para HCT-15, Lactobacillus helveticus (ATCC® 15009™) es la mas
efectiva, ya que tanto la fase de crecimiento en la que se encuentre (t30)
asi como la concentracion utilizada (6.6mg/mL) son factores
significativos sobre su citotoxicidad a las 24 horas de tratamiento, sin
embargo, a las 48 horas de tratamiento, se obtiene un efecto mayor
afectado significativamente por la concentracion mas alta.

Para PC-3, L. casei R0215 es la mas efectiva a las 24 horas de
tratamiento, su efecto mas alto es en la concentracibn media y
significativamente el efecto citotoxico se afecta con el tiempo en el que
se encuentre de crecimiento (t30).
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8. CONCLUSION

En conclusion, las 3 cepas de lactobacilos estudiadas en este trabajo tienen
actividad citotoxica para alguna de las tres lineas celulares estudiadas. Las
muestras cosechadas a 30 horas de cultivo fueron, en general, las que
presentaron mayor actividad citotdxica contra estas lineas celulares.
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9. PERSPECTIVAS

Los probidticos son microorganismos que dentro de los multiples beneficios
que confieren a la salud, es la citotoxicidad sobre lineas celulares de distintos
tipos de cancer. Estos efectos dependen de la concentracién usada, del tiempo
de tratamiento, asi como del estado metabdlico de la bacteria; ademas, es una
respuesta especifica, ya que depende de la cepa de probidtico que estemos
utilizando asi como de la linea celular de estudio, ya que de esto también
depende la respuesta que se presente. Es necesario estudios a futuro para
conocer a detalle los compuestos 0 moléculas bioactivas responsables de este
tipo de efecto, asi como su mecanismo de accion sobre las lineas celulares.

Aislar de cada lactobacilo de este estudio en su tiempo de crecimiento de 30
horas, diferentes fracciones, para poder estudiar diferentes compuestos
proteicos, lipidicos u oligosacéaridos, su exopolisacarido, peptidoglicano, asi
como distintos compuestos y metabolitos sintetizados por cada lactobacilo y su
contenido intracelular que pudieran ser los responsables de estos efectos
citotéxicos observados por medio de estudios similares y ya de manera mas
especifica, tomando como antecedentes los resultados obtenidos en este
trabajo.

Investigar también en la genética y biologia molecular microbiana, posibles
compuestos bioactivos 0 genes que pudieran hacer que una misma especie,
pero de diferente cepa de lactobacilo tenga efectos benéficos en distintas
lineas celulares o que algin mismo compuesto de una misma cepa bacteriana
pudiera ejercer un efecto citotoxico en distintas lineas celulares o que
diferentes especies de lactobacilos pudieran compartir algin compuesto
responsable de su actividad citotoxica.
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