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RESUMEN

Los probioticos son microorganismos vivos que, cuando son suministrados en cantidades adecuadas,
promueven beneficios en la salud del organismo anfitrién. Se ha observado que el suministro de ciertas
formulaciones puede Ilegar a modular la microbiota intestinal, mejorando las condiciones fisico-quimicas
y a la vez reduciendo el estrés oxidativo. El cancer colorrectal esta ubicado entre las primeras causas de
mortalidad por enfermedad maligna en el mundo donde se calcula que el 90% de los pacientes mueren
debido a la metéastasis. Es por esto que la profilaxis se ha convertido en la mejor estrategia terapéutica para
este tipo de patologia. En el laboratorio donde se llevd a cabo este trabajo se observo que en una linea
celular HCT-116 proveniente de adenocarcinoma de colon, el tratamiento con probioticos indujo la
fosforilacion y por lo tanto la activacion de las ERK 1/2. En el modelo In Vivo de céncer de colon
inducidos en ratas Wistar mediante la inyeccién intraperitoneal de 1,2 Dimetilhidrazina (DMH)y
suplementadas con probioticos se observd un aumento en la expresion proteica de ERK 1/2 total en
relacion con los tratados que fueron sometidos Unicamente DMH y una dieta libre de probioticos. En

cuanto al efecto angiogénico no se observaron diferencias entre control y tratado.



1. ANTECEDENTES

1.1.PROBIOTICOS

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los probioticos se definen como “Microorganismos

vivos que, cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren algin beneficio al huésped”.

Los probidticos se han convertido en un ingrediente tipico en muchos alimentos tradicionales y
formulaciones. Se han usado varios atributos de bacterias probi6ticascon éxito en el tratamiento de la
diarrea aguda, la enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) y otros trastornos intestinales dentro de los

cuales se encuentra el que hacemos hincapié en este trabajo, el Cancer Colorrectal (CCR).

1.2.Mecanismos probables de la accion anticarcinogénica de los probioticos

Los siguientes mecanismos se describen en la literatura cientifica por serresponsables de la actividad
anticarcinogénica de los probid6ticos: (1) modificacion de la composicion de la microbiota intestinal; (1)
cambios en la actividad metabdlica de la microbiota intestinal;(I11) union y degradacion de compuestos
cancerigenos presentes en la luz intestinal; (IV)produccion de compuestos con actividad anticancerigena,
como acidos grasos de cadena corta yacido linoleico conjugado; (V) inmunomodulacion; (V1) mejora de
la barrera intestinal;(\VVIl) cambios en la fisiologia del huésped; (VIII) inhibicion de la proliferacion e

induccion celular apoptosis en células cancerosas.
Modificacién de la composicién microbiana intestinal

La composicion exacta de la microbiota intestinal y su relacion con el desarrollo de
CRC sigue siendo desconocido. Sin embargo, una microbiota intestinal saludable debe estar compuesta de
tal maneraque el nimero de bacterias beneficiosas exceda las bacterias patégenas (eubiosis). De otra
manera,puede desencadenar una inflamacién crénica y aumentar la produccién de compuestos
carcinogénicos (disbiosis). Los microorganismos probidticos son capaces de reducir la poblacién de
bacterias patdgenas de diferentes maneras, a través de: la competencia por nutrientes, factores de
crecimiento yreceptores de adhesion Algunos probidticos pueden producir sustancias antibacterianas
como bacteriocinas, peroxido de hidrégeno y é&cido lactico, que inhiben el crecimiento o eliminan las

bacterias patdgenas de la luz intestinal.



Cambios en la actividad metabdlica de la microbiota intestinal

Algunas bacterias presentes en los intestinos humanos son capaces de producir compuestos
carcinogénicos. Esta capacidad esdebido a la presencia y actividad de algunas enzimas, como j-
glucosidasa, B-glucuronidasa,nitrato reductasa, azoredutasa, 7-a-deshidroxilasa, todas las cuales son
capaces de convertir
hidrocarburos aromaticos policiclicos, aminas aromaéticas heterociclicas y acidos biliares primarios en
carcindgenos activos. Estos metabolitos tienen actividades citotdxicas y genotoxicas, que pueden conducir

acrecimiento celular anormal y la activacion de vias antiapoptéticas en los colonocitos.

Cambiandoel metabolismomicrobiano porla modulacién de la actividad de estas enzimas es uno de
estrategias propuestas por el cualel consumo de probidticos puede reducir el riesgo de desarrollar CRC.
Estudios in vitro(Nowak et al2014) e in vivo (Zhu et al, 2014)han demostrado que el consumo de ciertos

cepas de bacterias probioticas pueden reducir la actividad de estas enzimas.
Union y Degradacion de Compuestos Carcinogénicos Presentes en el Lumen Intestinal.

Esta habilidad parece estar asociada conla aparicion de intercambio cationico entre los compuestos
cancerigenos y los peptidoglicanos presentes en las paredes celulares de algunos microorganismos
probidticos. Asi,los compuestos cancerigenos serian eliminados junto con la bacteria a través de las heces.
La capacidad de union y la degradacion parecen ser altamente dependientes de la cepa utilizada, la
viabilidaddel microorganismo, el compuesto cancerigeno, la dosis probidtica ycondiciones ambientales,

como el pH, la presencia de sales biliares y enzimas gastrointestinales.
Produccion de compuestos con Actividad Anticarcinogénica

Los microorganismos probiéticos pueden producir compuestos con propiedades anticarcinogénicas, como
los é&cidos grasos de cadena corta (AGCC) y el é&cido |linoleico conjugado (ALC)
Como son de naturaleza diferente, cada uno de estos compuestos exhibe una actividad anticarcinogenica

diferente.
e Acidos Grasos de Cadena Corta (AGCC)

Los AGCC son los productos finales de la fermentacion bacteriana de carbohidratos no digestibles
de la dieta y de origenes enddgenos, como el moco. El butirato es el AGCC maés estudiado en lo que
respecta al CRC, ya que ayuda a regular elequilibrio entre la proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis
de los colonocitos (Serban, 2014). El butiratose encuentra en mayores cantidades en las heces de
individuos sanos, en comparacion con las personascon CRC.Se estima que se producen 200 mmol de
butirato en el colon humano todos los dias.Las bacterias productoras de butiratopertenecen a los grupos de

Clostridium 1V y XlVa, y las principales especies productoras incluyenFaecalibacteriumprausnitzii,
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Eubacteriumrectale y Roseburian(Vipperla & O’Keefe, 2012). El &cido lacticolas bacterias (BAL) no
producen butirato, pero algunas especies de bacterias como Eubacteriumhallii y Anaerostipescaccae, son
capaces de convertir acetato y lactato en butirato(Weir et al., 2013). En consecuencia, la produccién de
butirato depende de la composicion de lamicrobiota intestinal, la dieta, la composicion quimica de los
carbohidratos ingeridos yla presencia de otros metabolitos. Ademas, el butirato puede contribuir a la
prevencion de la CRC, ya que es capaz demejorar la barrera intestinal a través del aumento en la
produccion de moco, y la
proliferacion de células sanas, ya que este AGCC es el principal sustrato energético para los colonocitos.
El butirato también estimula la produccion de factores de crecimiento y citocinas antiinflamatorias,como
la interlekina (IL)-10. Ademéas, este AGCC tiene la capacidad de disminuir la
produccion de citocinas inflamatorias al inhibir la activacion de la transcripcion nuclear mediada por el
factor kappa B (NF-kB); aumentar la inmunogenicidad de las células tumorales; regulando la actividad
de proteinas implicadas en la apoptosis, como Bcl-2, Bak y caspasas 3 y 7; aumentar la
actividad de la enzima antioxidante glutation-S-transferasa; suprimir la actividad de la ciclooxigenasa
(COX)-2;  estimular la  produccion de  péptidos  antimicrobianos; e inhibir la
desacetilacion de histonas. Este efecto puede provocar el silenciamiento o la regulacion positiva de los
genes

involucrados en el control de la proliferacién, diferenciacion y apoptosis del ciclo celular.
Sin embargo, el trabajo en animales muestra que los efectos beneficiosos del butirato varian de acuerdo
al modelo experimental utilizado, el grado de inflamacion, la dosis, la etapa del
proceso carcinogénico, e incluso la genética del individuo (Irrazabal et al, 2014). Ademaés del butirato, los
acidos acético y propidnico también exhiben actividad antiinflamatoria,ya que son capaces de suprimir la
activacion de NF-«xB y regular la expresion génica decitoquinas proinflamatorias (Tedelind et al, 2007). El
acido propionico es capaz de estimular la apoptosis de las células tumorales, y exhibe una actividad
antiproliferativa. Los AGCC son producidos naturalmente por las bacterias que componen la microbiota
intestinal. Por lo tanto, el consumo de probidticos puede contribuir al aumento de la produccion diaria de

dichos acidos grasos.
e Acido Linoleico Conjugado (ALC)

Algunas especies de bacterias probiéticas, como Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus plantarum, Propionibacterium freudenreichii, entre otras, son capaces de producir
ALC a partir del acido linoleico. Este acido graso se produceen el ileon distal por bacterias, y puede ser
absorbido o interactuar con los colonocitos, ejerciendo asi sus efectosbeneficiosos localmente.
Las actividades antiproliferativas y proapoptéticas de ALC resultan de su capacidad para

aumentar la expresion del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisoma (PPARYy),
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que esta involucrado en la modulacion del metabolismo lipidico, apoptosis y funcion de sistema inmune.
Los ALC pueden suprimir la produccion de eicosanoides en colonocitos por dos vias. La primera, consiste
en la sustitucion del &cido araquidoénico en las membranas celulares porALC; y la segunda, es el resultado
de la interferencia de ALC en la actividad de las enzimas ciclooxigenasa y lipoxigenasa, que son
responsables de la sintesis deeicosanoides.La actividad anticarcinogénica del ALC es dosis-dependiente.
Por lo tanto, el consumo delos probidticos que puede aumentar la produccion de este acido graso lo

suficiente como para promover un efecto anticancerigeno.
Inmunomodulacién.

La aparicion de inflamacion crénica en el intestino aumenta el riesgo de padecer CRC. Por lo
tanto, las personas con enfermedad inflamatoria intestinal son cinco veces mas propensas a desarrollar
CCR en comparacion con individuos sanos (Tjalsmaet al, 2012). La inflamacidon crénica puedeafectar la
composicion de la microbiota intestinal y aumentar su potencial genotdxico, lo cual indica la existencia de
una fuerte relacién entre la microbiota intestinal, el sistema inmune y la probabilidad de padecer CRC. La
microbiota intestinal es esencial para la maduracion del sistema inmune, y el desarrollo de tolerancia
inmunoldgica, un mecanismo por el cual el sistema inmune esmodulado para proteger el organismo

huésped contra los patogenos.

Proporcionar la cantidad apropiada delos probidticos y una microbiota favorable para el sistema
inmune es un enfoque para la inmunomodulacién en beneficio del organismo huésped (Koboziev et al,
2014).El uso de probidticos para la inmunomodulacidén es una practica comdn y creciente. Esoocurre a
través de la interaccién entre las células inmunes presentes en el tracto gastrointestinaly los
microorganismos probidticos o sus metabolitos. Los metabolitos son reconocidos por los receptores de las
células inmunitarias y epiteliales, tales como receptores Toll-like y NOD-like. Después de ser
reconocidos, las células inmunes y epiteliales comienzan a secretar citoquinas quepueden ayudar a regular

la respuesta inmune innata y adaptativa (Delcenserie et al, 2008).

En el caso del CRC, las citoquinas proinflamatorias, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-17, IL-12,y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) pueden asociarse con el desarrollo de cancer. Encontraste, las citoquinas
antiinflamatorias, IL-10 y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) puedenexhibir efectos
inhibitorios (Yu & Fang, 2015). Dado que los probiéticos pueden aumentar la produccién de citoquinas
antiinflamatorios y disminuir la produccion de citoquinas proinflamatorias el desarrollo de las células de
cancer de colon puede retrasarse. Ademas, los probiéticos puedendisminuir la expresién de COX-2, una
enzima que cataliza la produccion de prostaglandinas derivadas del acido araquidoénico, y que se ha
relacionado con un mayor riesgo de desarrollar CRC, ya queestimula la proliferacién celular y el proceso

proinflamatorio (Zhang et al, 2016).



Otra ruta inmunomoduladora importante consiste en el aumento de la producciénde
inmunoglobulina A (IgA). Debido a su resistencia a la protedlisis, esta inmunoglobulina actda en la
barrera intestinal, lo que limita el contacto de compuestos potencialmente cancerigenos presentes enla luz
intestinal con colonocitos (Corthésy et al, 2007). Ademas, IgA crea un ambiente antiinflamatorio, ya que
no puede activarse el sistema del complemento y la respuesta proinflamatoria(Yan & Polk, 2011).

Es importante destacar que la actividad inmunomoduladora de los probi6ticos depende de su
supervivencia y persistencia en el tracto gastrointestinal; asi como la variedad, dosis y frecuencia
utilizada. Ademas, la interaccion con el sistema inmune del huésped puede afectar su actividad
inmunomoduladora. Por lo tanto, no todos los probiéticos son capaces de modular el sistema inmune y

prevenir la aparicion de CCR.
Refuerzo de la barrera intestinal.

La funcion principal de la barrera intestinal es proteger nuestro cuerpo de los dafios fisicos y
quimicos, asi como de la invasién de microorganismos presentes en la luz intestinal.Esta barrera consiste
en una capa de células epiteliales (colonocitos), algunas células inmunes, caliciformes y células de Paneth,
proteinas de unidén celular, capas de moco, IgA, pH, péptidos antimicrobianos ymicroorganismos que

componen la microbiota intestinal.

La relacion simbidtica entre la microbiota intestinal y nuestro cuerpo depende de la existencia de esta
separacion anatomica. Cualquier alteracidén en esta barrera aumenta la interaccién del huésped con la
microbiota intestinal, lo que puede llevar a unainflamacion y, eventualmente, al desarrollo de CCR.Los
microorganismos de la microbiota intestinal pueden cambiar la barrera intestinal y hacerlaméas o menos
permeable. Algunas especies de probidticos son capaces dereducir la permeabilidad intestinal, ya que
pueden modificar tres componentes importantes de labarrera intestinal, como son: el pH intracoldnico, las

proteinas de unioén celular y laproduccién de mucinas(Rajagopala et al, 2017).
e pH intracoldnico

Las personas con CRC suelen exhibir valores de pH intracolénicos mas altos en comparacion
conindividuos sanos. Por lo tanto, la disminucion del pH intracolénico se ha asociado con
menorincidencia de este tipo de céncer. Los valores mas altos de pH se pueden atribuir a las bajas
cantidades deécidos organicos y AGCC presentes en las heces de estos individuos. Estos acidos pueden
serproducidos a partir de la actividad metabdlica de los microorganismos probiéticos como se describid

previamente.

Los valores de pH intracolénico mas bajos inhiben la proliferacion y la patogenicidad de las bacterias,

asi como la actividad de las enzimas bacterianas responsables de la produccion decompuestos
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cancerigenos. Ademas de disminuir el pH intracolonico, los acidos lactico y acético aumentan el
peristaltismo,dificultando la adhesion de bacterias patdégenas a los colonocitos y, en consecuencia,
reduciendo el tiempo que los compuestos cancerigenos podrian estar en contacto con la mucosa intestinal
(Ohigashi et al, 2013).

e Proteinas de adhesion celular

Los procesos inflamatorios y carcinogénicos aumentan la permeabilidad intestinal,
principalmenteporque cambian la estructura y expresion de las proteinas de union celular, quehace que los
colonocitos se adhieran entre si. Estas proteinas se encuentran principalmente en la region apical de los
colonocitos, y estan formados por un complejo de proteinas transmembrana (ocludinas y claudinas) que se
unen al citoesqueleto de los colonocitos a través de la unidn transmembranaproteinas, formando las
uniones estrechas (Ohland & Macnaughton, 2010)consumo regular de probidticos puede reducir la
permeabilidad intestinal, ya que modifican la distribucion de las proteinas de union celular(L. Madsen,
2012). Disminuye la cantidad de compuestos con capacidad carcinogénica e inflamatorios absorbidos, y

evitaocurrencia de dafio a los colonocitos y, en consecuencia, el desarrollo de CRC.
e Produccién de Mucinas

La barrera formada por el moco es dindmica, y la composicién y cantidad de la mucina producida esta
influenciada por la composicién de la microbiota intestinal (Carasi et al, 2015). Asi, algunos probioticos
pueden aumentar la produccion de mucinas mediante células caliciformes, a través de la regulacion
positiva de los genes MUC, principalmente MUC 2. La capacidad de los probioticos para aumentar la

produccion de mucinas puede verse afectada por factores, como el sistema inmune y la dieta.
e Cambios en la Fisiologia del Huésped

Los probioticos pueden cambiar la fisiologia del huésped y asi contribuir a la prevencion de la CCR
(Irrazéabal et al, 2014). Por ejemplo, algunos microorganismos probidticos pueden cambiar la actividad de
algunas enzimas involucradas en el proceso de desintoxicacién celular, como catalasa,
superdxidodismutasa y glutation-S-transferasa, 1o que impide la actividad de la libre radicales (RL) y
sustancias cancerigenas. Los RL son producidos naturalmente por la microbiota intestinal durante la

respiracién celular y los procesos inflamatorios.

Otro método por el cual los probidticos pueden modificar la fisiologia del huésped esta relacionadoa
las poliaminas, que son moléculas cargadas positivamente capaces de unirse a las proteinas,fosfolipidos,
ADN y ARN presentes en las células. En consecuencia, las poliaminas pueden regular la expresion génica,

proliferacion celular y la diferenciacién.



Debido a sus funciones fisiologicas, la biosintesis, catabolismo, absorcion y reflujo celular de
poliaminas estan estrictamente controladas. Sin embargo, con el desarrollo de CRC,este control se pierde,

lo que aumenta las concentraciones intracelulares de estas moléculas.

inhibicién de la proliferacion e induccion de la apoptosis en celulas cancerosas

Los eventos de proliferacion y apoptosis de células tumorales es lo que define la velocidaddel
desarrollo del cancer.Debido a los cambios que ocurren durante el proceso de desarrollo de dicha
patologia, en estas celulas predomina mas la proliferacion que los eventos de apoptosis(Fearon, 2011). Por
lo tanto, los probi6ticos que son capaces demodular la proliferacion celular y la apoptosis son de gran
interés, ya que las células cancerosasserian eliminadas de forma menos agresiva y, debido a que la
apoptosis no causa ningun dafio a células vecinas y noproduce inflamacion, a diferencia de los

tratamientos como quimioterapia y la radioterapia (Zhu et al, 2014).

En un estudio in vitro, Enterococcusfaecium RM11 y Lactobacillus fermentumRM28, cepas
bacterianas que se pueden encontrar en la leche fermentada, pudieron inhibir la proliferacion celular en
celulas Caco-2en un 21% y 23%, respectivamente (Thirabunyanon et al, 2009). Del mismo modo,
Sadeghi-Aliabadi et al. (Zhu et al, 2014)observaron una actividad antiproliferativa de Lactobacillus
plantarum A7 y Lactobacillusrhamnosus GG inactivado por el calor y el sobrenadante libre de células
producido por ellos. Esto sugiere que los efectos de los probidticos en las células cancerosas pueden no
depender de laviabilidad de los microorganismos. Chen et al observaron una disminucion significativa en
la proliferacion celular relacionada con la produccién de bacitricina por parte de la cepa probidtica
Bacillus subtilis (Z. Chen et al., 2015).

La mayor incidencia de apoptosis de células cancerosas inducida por el consumo delos probi6ticos
se ha atribuido al AGCC, particularmente el butirato. Este AGCC puede inducircambios epigenéticos,

paralizando el ciclo celular y estimulando la expresion de genes pro-apoptéticos(Kumar et al, 2013).

La inmunomodulacién es otra via posible que contribuye a la actividad pro-apopt6ticainducida por
el consumo de probiéticos, especialmente el aumento de la produccion de TNF-a. Ademas, Wan et al.
(Wan et al, 2014) concluy6 que la capacidad de inducir apoptosis del tumor en células SW620 por el
probidtico Lactobacillus delbrueckii fue una consecuencia del aumento de la expresiéon de caspasa-3 y

reduccion de la expresién de Bcl-2.

1.3.CANCER DE COLON



En las ultimas décadas hemos sido testigos de la evolucion del modelo genético de desarrollo y
progresion del cancer, al punto que actualmente se acepta que es en gran parte una enfermedad genética.
Esto incluye los factores genéticos hereditarios que influencian la predisposicion al cancer y los blancos
genéticos de la progresion que confieren la capacidad de crecimiento anémalo a las células neopléasicas.

El cancer colorrectal (CCR) es el segundo tipo de cancer méas comun en las mujeres en los hombres
en todo el mundo segun datos proporcionados en el 2018 por el Instituto Nacional del Cancer de los
Estados Unidos (Siegel, Miller, & Jemal, 2018). Ademés de la edad y la raza, muchos de los factores de
riesgo conocidos para el CCR derivan de los comportamientos tradicionalmente asociados con paises de
altos ingresos, como un estilo de vida sedentario, dieta occidental y el tabaquismo. Segin datos
proporcionados por la Sociedad Americana de Cancer en el afio 2018, la prevalencia de dichos factores se
refleja en la variacién de la incidencia del CCR en el mundo, que es més alta en Europa y América del

Norte y la mas baja en Africa

Durante el desarrollo de los adenocarcinomas colorrectales, las células epiteliales del tracto
gastrointestinal adquieren mutaciones secuenciales genéticas y epigenéticas en oncogenes especificos y/o
genes supresores de tumores confiriéndoles una ventaja selectiva sobre la proliferacion y la auto
renovacion, es decir, el epitelio normal se transforma en mucosa hiperproliferativa, causando la aparicion,

progresion y metastasis del CCR(De Rosa et al., 2015).

La carcinogénesis del CCR es un proceso de multiples etapas, caracterizado por una gran
inestabilidad gendémica que se produce por diferentes vias; entre las mas importantes se encuentran: la de
inestabilidad cromosémica (CIN), la de inestabilidad microsatelital (MSI) y la de metilacion (Tariq &
Ghias, 2016).

1.4.ViAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN EL DESARROLLO DEL CANCER
COLORRECTAL

1.4.1.La via de sefializacion de las MAP quinasas

Hasta el presente, cuatro cascadas MAPK (proteinas quinasas activadas por mitégenos) han sido al
menos identificadas, estas incluyen ERK1/2 (las proteinas quinasas reguladas por sefiales extracelulares 1
y 2), JNK (quinasa c-Jun N-terminal), p38 y ERK5/ BMKL1. Estas quinasas con actividad sobre residuos
serina y treonina se activan por fosforilaciébn en respuesta a una amplia variedad de estimulos
extracelulares que interaccionan con receptores que poseen actividad tirosina quinasa intrinseca, 0 con
receptores que pueden ser fosforilados en tirosina o simplemente por activacion de tirosina quinasas

citosolicas como Src. Todas las MAPKSs se activan mediante un mecanismo de fosforilacién dual Unico,



sobre un motivo Thr-X-Tyr, situado en el bucle de fosforilacion (Cheruku et al, 2015). Las sefiales (o
estimulos) son transmitidos a través de una serie de proteinas quinasas citosolicas que estan organizadas
en tres niveles: MAP3K, MAPKK y MAPK (Figura 1). Cada familia participa en la regulacion del
metabolismo intracelular y expresion de genes involucrados en diversas respuestas celulares incluyendo
crecimiento y desarrollo, enfermedad, apoptosis y respuesta celular a estrés (Keshet & Seger, 2010).
Usualmente, las ERK1/2 juegan un rol en la proliferacién y diferenciacion, las JINK y p38 son activadas
por el estrés celular por lo que se denominan proteinas quinasas activadas por estrés, y la ERK5 parece
responder igualmente a ciertos tipos de estrés, asi como a sefiales mitogénicas. Sin embargo, dependiendo
de las lineas celulares y la estimulacion, las distintas cascadas pueden regular funciones no candnicas, es
decir, fuera de lo normal, e incluso opuestas; asi, en raras condiciones, ERK1/2 puede participar en la
respuesta al estrés y la apoptosis, mientras que JNK puede mediar la proliferacion. La mala regulacion de
las cascadas, a menudo, conduce a enfermedades tales como el céncer, la diabetes y la respuesta inmune
inflamatoria (Keshet & Seger, 2010). Mas aun, la activacion de la sefializacion ERK 1/2 es muy comun en
el CCR (Cheruku et al, 2015). Se ha informado de que pequefias moléculas inhibidoras dirigidas contra la

via ERK han demostrado tener efectos antitumorales sobre el CCR (Peng et al, 2013).

_ Factores de crecimiento Factores de crecimienta, Factores de crecimienta,
ESTIMULD .. i GPCE, estréz, citoquinas GPCE, estréz, citoquinas
mitogenos, GPCE , , . .
inflamatoriaz inflamatoriasz
A-Faf B-Faf,
MAPKKE C-Raf -
o (G

RESPI_J'ESTA Crecimiento, diferenciacion, Crecimiento, diferenciacion, Crecimiento, diferenciacion,
BIOLOGICA desamrollo apoptosis, nflamacion apoptosis, nflamacion

Figura 1: Componentes de las vias de sefializacion de MAPK
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1.4.2.La via de sefializacién PISK/AKT

Fosfatidilinositol 3 quinasa (P13K) pertenece a una familia de quinasas de lipidos que se activa por
numerosos estimulos celulares tales como factores de crecimiento y receptores de hormonas, regulando asi
el crecimiento celular, la supervivencia, la movilidad y las respuestas a los cambios en las condiciones
nutricionales. Como muestra la Figura 2, esta quinasa puede ser dividida en tres clases (I, Il y 111) en base
a su selectividad por los sustratos, su estructura y su modo de regulacién (Thorpe et al, 2015;Hawkins &
Stephens, 2015). La clase | se divide en: a) clase IA, que comprende heterodimeros formados por una
subunidad regulatoria (p85a, p85p, p55a, p5S5y o p50a) y una subunidad catalitica de 110KDa (p110a, B o
d); vy b) clase IB, estd compuesta por heterodimeros con una subunidad regulatoria (p101 o p87) y una
subunidad catalitica (p110y) (Backer, 2010). Numerosos estudios indican que la clase 1A PI3K esta
implicada en el cancer humano (Yuan & Cantley, 2008); se sabe que esta via es una de las mas
desreguladas en esta enfermedad que no sélo juega un rol clave en el crecimiento tumoral, sino que
también es un potencial objetivo de los tratamientos de cancer(Osaki et al, 2004). Como se muestra en la
Figura 5, la clase IA PI3K es activada por receptores con actividad tirosina quinasa (RTK) o tirosinas
guinasas no receptoras tales como c-Src mientras que la clase IB es activada por receptores acoplados a
proteina G (GPCR)(Fruman & Rommel, 2014). Las interacciones de la subunidad regulatoria con varias
proteinas afectan la localizacion y activacion de la subunidad catalitica. Ademas, la interaccion directa de
la subunidad catalitica con Ras puede estimular la actividad de la clase | de PI3K (Castellano &
Downward, 2011). Una vez activada, esta quinasa cataliza la adicion de un grupo fosfato a la posicion 3°-
OH del anillo de inositol de fosfatidilinositoles(Fruman & Rommel, 2014). El resultante fosfatidilinositol
3 -fosforilado sirve como segundo mensajero el cual media el reclutamiento a la membrana plasmatica y
la activacién de moléculas efectoras que poseen un dominio de homologia de plekstrina (PH), entre las

gue se encuentra la quinasa Akt (Vanhaesebroecket al, 2012)
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Figura 2: PI3Ks constituye una familia de enzimas que esta dividida en tres clases.
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Figura 3: Modelo para la regulacidn de la via de sefializacion PI3K/AKkt.

Las PI3K clase 1l (PI3K-C2a, By v) son mondmeros caracterizados por un dominio C-terminal C2
gue parece no unir Ca2+. Estas enzimas fosforilan preferentemente fosfatidilinositol y fosfatidilinositol-4-
fosfato; y dado que no poseen adaptadores, no se conocen la manera en que se controlan las PI3K clase II.
La clase Il PI3K fosforila fosfatidilinositol (PI) para formar fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) en
ubicaciones intracelulares especificas, como endosomas y estructuras autofagociticas tempranas, y regula
el destino y la funcidn de estas estructuras mediante la unién a distintos dominios efectores. Solo hay una
subunidad catalitica de PI3K de clase Ill, que se une a una proteina quinasa putativa (p150 o Vpsl5), la
cual participa en su regulacién. Los detalles moleculares de como esta regulada la actividad de PI3K de
Clase Il todavia son poco conocidos(Hawkins & Stephens, 2015). Akt, también llamada proteina quinasa
B (PKB) o proteina relacionada con la quinasa A o C (RAC), es una quinasa de 57 KDa que fosforila
residuos de serina y de treonina. Los genomas de mamiferos contienen tres genes de Akt, que codifican las
isoformas Aktl (PKBa), Akt2 (PKBB) y Akt3 (PKBy). Akt2 y Akt3 tienen un 81% y un 83% de
homologia en la secuencia de aminoacidos con Aktl, respectivamente. Como muestra la Figura 4, cada
gen codifica una proteina que contiene un dominio PH en el extremo N-terminal, un dominio guinasa
central que incluye el residuo de treonina 308 (Thr309 en Akt3), y un dominio regulador C-terminal que
incluye el residuo de serina 473 (Ser474 en Akt2 y Serd72 en Akt3). La union de los lipidos fosforilados
(resultantes de la activacion de PI3K) al dominio PH de Akt provoca su translocacion del citoplasma a la
membrana plasmatica y altera su conformacion para permitir la fosforilacion del residuo de treonina 308
por PDK-1 (quinasa dependiente de fosfoinositido-1). La fosforilacion del residuo de serina 473 es
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controversial, ya que puede ser mediada por PDK-1, PDK-2 (quinasa dependiente de fosfoinositido-2),
ILK (quinasa ligada a integrina) o por autofosforilacion. Se requiere de la fosforilacion de ambos residuos
para la activacion completa de Akt(Gao et al, 2014).

La via de sefalizacion de PI3K/Akt estd asociada con el CCR humano participando en la
transformacion de la mucosa géstrica o del colon a un fenotipo menos diferenciado y mas maligno. Se
cree que los efectos de PI3K sobre el crecimiento y progresion del tumor estan mediados principalmente
por Akt (Pandurangan, 2013). Akt se encuentra sobre-expresada en varios tipos de cancer, incluyendo el
cancer de colon, de pancreas, de ovario, y de mama. Ademas, la sobre-estimulacion de la fosforilacion de
Akt y la consecuente sobre-activacion de esta enzima en los carcinomas de c6lon humano se correlaciona
con el aumento de la proliferacion celular y la inhibicién de la apoptosis, asi como diferentes parametros
clinico-patoldgicos tales como grado invasivo, infiltracion de vasos, metastasis de ganglios linfaticos y
estadio tumoral (H. Chen et al, 2018).

Trr308

Akt1 (PKBa) N C
1 480

s> a3

A —

1 481

Gne308D 473
C
% t t

479
Dominio PH Dominio quinasa  Dominio regulatorio

AKI3 (PKBy)

Figura 4: Estructura de los dominios de las tres isoformas humanas de Akt/PKB
1.4.3.Latirosina quinasa Src

Se han identificado al menos once tirosinas quinasas no receptoras pertenecientes a la familia Src
en mamiferos: Src, Fyn, Yes, BIk, Yrk, Frk (Rak), Lck, Hck, Lyn, Frg y Srm. Los miembros de esta
familia son estructuralmente similares, pero difieren en sus patrones de localizacion y expresién. Src, Fyn
y Yes estan ubicuamente expresadas mientras que varios de los otros miembros de esta familia se
encuentran predominantemente en ciertos tipos de células(Sen & Johnson, 2011). La relacion de las
proteinas Src con los distintos sistemas de sefializacién ha generado un enorme interés en el entendimiento

de mecanismos por los cuales estas enzimas son reguladas y como participan en las cascadas de
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sefializacion intracelular(Boggon & Eck, 2004). La tirosina quinasas de la familia Src poseen una masa
molecular entre 52-66 KDa y estan compuestas por varios dominios presentes en otras moléculas de
sefializacion. Se ha propuesto un modelo que describe el funcionamiento y los diferentes dominios de la
proteina Src basado en la estructura cristalina de Src humana(Boggon & Eck, 2004). Como se observa en
la Figura 5, estas quinasas contienen un dominio SH4 de localizacion a membrana en la region N-
terminal, un grupo de aminoacidos cominmente Illamado dominio Gnico, un dominio SH3, un dominio
SH2, una unién que conecta el dominio SH2 con el dominio quinasa y una extremidad o cola conservada
en la region C-terminal(Sen & Johnson, 2011). Este dominio carboxilo-terminal contiene el residuo
tirosina Y527 (siendo para humanos el residuo Y530) el cual es clave en la regulacion de la actividad
quinasa. En la conformacién inactiva de Src, el dominio quinasa se encuentra inhibido, bloqueado por un
rulo que se forma al unirse el residuo Y527 fosforilado con el dominio SH2. Cuando un estimulo provoca
la activacion de Src, la defosforilacion del residuo Y527 permite separar la cola de la region C terminal
del dominio SH2 y este evento provoca un cambio conformacional en el dominio catalitico, exponiendo su
sitio activo. Estos cambios conformacionales permiten la exposicion del residuo de tirosina Y416 (ubicada
en el bucle catalitico) y su autofosforilacion conduciendo a la total activacion de Src, ya que la
fosforilacion de Y416 estabilizaria la conformacion extendida caracteristica de Src activa. La actividad de
Src no sélo esta controlada por un delicado balance de fosforilacion y defosforilacion, sino que otros
mecanismos participarian en la activacion de esta enzima (Young et al, 2001,0kada, 2012). De esta
manera, Src juega un rol integral en mualtiples procesos celulares a través de la interaccion estructural de
SH2 y SH3 con la sefalizacidn proteica, incluyendo la invasion, migracion, proliferacion, angiogénesis y
apoptosis (Yeatman, 2004, Sen & Johnson, 2011). La activacion aberrante de Src se describe en multiples
tipos de cancer y, en particular, en el cancer gastrointestinal se observa un incremento en su activacién
(probablemente, como consecuencia de alteraciones genéticas y epigenéticas) que favorece el progreso y
la quimiorresistencia de la enfermedad(Lieu & Kopetz, 2010). EI 80% de los pacientes con CCR sobre-
expresan Src en el tejido tumoral. La evidencia ha demostrado que la sobre-expresion de Src en el CCR
acelera la metéstasis y provoca resistencia a los farmacos quimioterapéuticos a través de mdltiples vias de
sefializacién. Por lo tanto, la inhibicion de Src puede ser Gtil como blanco terapéutico para el tratamiento
del CCR

1.4.4.La familia de proteinas quinasas C (PKC)

La proteina quinasa C (PKC) es una familia de quinasas que fosforilan residuos de serina y
treonina, dependientes de fosfolipidos y que funcionan en numerosos tipos de células. Como se puede
apreciar en la Figura 6, basandose en sus caracteristicas estructurales y de activacion, esta familia de
proteinas puede clasificarse ademas en tres subfamilias: isoenzimas de PKC convencionales o clasicas

(cPKC, a, BL, BIL, y), isoenzimas de PKC nuevas o no clasicas (nPKCs, 9, €, 1, 0), € isoenzimas atipicas de
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PKC (aPKCs, ¢, 1, A)(Steinberg, 2012). Las isoenzimas de PKC estan implicadas en multiples vias de
transduccion de sefiales que responden a una variedad de estimulos externos, incluyendo hormonas,
factores de crecimiento y otros ligandos de receptores de membrana. Por esta razon, las isoenzimas de
PKC pueden actuar como dianas terapéuticas para varias enfermedades. En cancer, las isoenzimas de PKC
juegan un rol critico en la proliferacion celular, supervivencia, migracion, invasion, apoptosis,
angiogénesis y resistencia a drogas utilizadas en el tratamiento de esta enfermedad(Kang, 2014). En
particular, la importancia de las PKC en el CCR ha sido demostrada y varios reportes indican que la
carcinogénesis del CCR va acompafiada de cambios en la expresion de las diferentes isoenzimas de PKC,
incluyendo un aumento dramatico en el nivel de expresion de PKCPII y PKCe, como también la pérdida
de la funcionalidad de PKCd(Luna et al, 2011). Con respecto a PKCa, se ha demostrado que esta

isoenzima participa en el arresto del crecimiento y la supresion del cancer en el epitelio intestinal (Kang,

2014).
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Figura 6: Estructura de los dominios de las enzimas de la familia PKC

1.4.5.La via de seiializacion de p-Catenina

La sefializacion de Wnt representa una de las pocas cascadas moleculares clave que regulan el
destino celular de los animales a lo largo de su vida. Durante el desarrollo embrionario, los niveles

proteicos de B-catenina, regulados por Wnt, contribuyen criticamente al establecimiento del eje del cuerpo
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y la orquestacion del desarrollo de los tejidos y 6rganos. En los 6rganos adultos, la sefalizacion Wnt
continla desempefiando papeles indispensables en la homeostasis tisular, la renovacion celular y la

regeneracion (Yang, 2012).

La proteina B-catenina (Armadillo en Drosophila), codificada por el gen CTNNBL, es el principal
componente de la via Wnt/B-catenina. EI desequilibrio en las propiedades estructurales y de sefializacion
de la B-catenina a menudo da como resultado una enfermedad y un crecimiento desregulado relacionado

con el cancer y la metastasis (Mantilla et al, 2015).

En hasta el 90% de los CCR la via de sefializacion regulada por Wnt/B-catenina es defectuosa
(Walther et al, 2009). La estabilidad de p-catenina en citosol es regulada por un complejo de degradacion.
La proteina supresora de tumores Axina funciona como el andamio de este complejo interactuando
directamente con B-catenina, con el producto del gen adenomatouspolyposiscoli (APC), con la quinasa de
caseina 1 (CK1) y con la quinasa de glucégeno-sintasa 3 (GSK3). Cuando el ligando Wnt no ocupa su
receptor Frizzled y co-receptor LRP, B-catenina es fosforilada secuencialmente en Ser45 por CK1 y en
Thr41/Ser37/Ser33 por GSK3. De esta manera, B-catenina, una vez fosforilada en esos sitios, y después
del agregado de ubiquitina, es rapidamente degradada por el proteosoma. La ocupacion del receptor por su
ligando Wnt inhibe la fosforilacion de B-catenina por CK1 y GSK3 lo que acarrea el desarmado del
complejo de destruccion. B-catenina, ahora libre en el citosol, es importada hacia el nicleo donde estimula
la transcripcion de genes que regulan la proliferacion, diferenciacion y migracion celular (Figura7). Los
defectos encontrados en la via de sefializacion Wnt/B-catenina en la mayoria de los casos de CCR estan
caracterizados por mutaciones en APC, axina y/o B-catenina. Estas mutaciones evitan la degradacion de -
catenina y simultaneamente estimulan su acumulacion nuclear y la transcripcion de los genes que esta
proteina controla. Se identificaron otros sitios de fosforilacion en B-catenina (tales como Ser552 y Ser675)
que cuando estan fosforilados estimulan la entrada de B-catenina al nlcleo y su actividad transcripcional
independientemente de la via de sefializacion activada por Wnt (Verheyen & Gottardi, 2010). Varias
quinasas tales como c-Src, Akt, PKA y las MAPKs fosforilan a B-catenina regulando su funcion como

mediador en la transduccién de sefiales extracelulares (Valenta et al, 2012).
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Figura 7: Representacion esquematica de la via de sefializacion Wnt/ B-catenina

1.5. TRATAMIENTO DE CANCER DE COLON

Las opciones para el tratamiento del cancer de cdlon incluyen actualmente la cirugia, la
radioterapia, la quimioterapia utilizando Irinotecan (CPT-11) el cual est4 aprobado en todo el mundo para
el tratamiento del CCR metastasico, como quimioterapia de primera y segunda linea para el CCR
avanzado o recurrente. La combinacion de CPT-11 con otras drogas (por ejemplo, FOLFIRI, que es una
combinacion de CPT-11 junto con leucovorin y 5-fluorouracilo o 5-FU), demostré incrementar
significativamente la supervivencia de los pacientes que no han respondido a la terapia inicial basada
Unicamente en 5-FU (Li et al, 2014,Mocellin et al, 2017); los cuales reducen significativamente la calidad
de vida de los missmos. Existen ademas estrategias terapéuticas emergentes, como las drogas
antiinflamatorias no esteroides (Sulindac), nuevos agentes quimioterapicos (Capecitabina) y anticuerpos

monoclonales (Cetuximab, anticuerpo para el factor de crecimiento epidérmico).

Sin embargo, los probiéticos representan otra opcion terapéutica emergente. Han demostrado su

eficacia en varias enfermedades como la colitis ulcerativa, diarrea, eczema atopico. Las posibilidades de
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administrar probidticos como terapia para el cancer de colon surge de estudios sobre las bacterias
comensales que forman parte de la biota habitual intestinal en el desarrollo del cancer de célon. Estas
bacterias se han relacionado con el cancer colorrectal debido a que la ubicacién de los mismos coincide
con una region en donde la concentracion de bacterias es muy grande (10** unidades formadoras de
colonias por gramo de contenido intestinal). Existen numerosos mecanismos por los cuales las bacterias

comensales pueden contribuir a la patogénesis del cancer colorrectal mencionados previamente.
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2. OBJETIVOS

A lo largo de este trabajo se ha logrado el entrenamiento en manejo de cultivo celular y en técnicas de
biologia celular y molecular para el estudio de la transduccion de sefiales.

En este trabajo de tesina se propone explorar los mecanismos de sefializacion desencadenados a partir
de la interaccion de celulas tumorales intestinales con probidticos utilizando como modelos
experimentales una linea celular intestinal HCT-116 derivada de adenocarcinoma de c6lon humano y un
modelo experimental de animal con desarrollo de cancer colorrectal por induccién con 1,2 — DMH. De

esta forma se procedio a:
1- En las células HCT-116 tratadas con una suspension de probidticos:
1.1- Evaluar marcadores tales como stem-cell y p-ERK.

2- En el modelo animal con desarrollo de CCR por induccién con 1,2-DMH divididos en dos grupos, con

y sin una dieta suplementada con probidticos:

2.1-Evaluar la expresion de marcadores moleculares que han sido estudiados como factores pronésticos de
CCR en humanos y en modelos animales, pero nunca en animales cuya dieta ha sido suplementada con

probidticos, tales como ERK 1/2 y CD 31 (marcador de angiogénesis).

2.2-Evaluar la expresion de algun marcador asociado a la progresion del CCR, tal como el ERK 1/2.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.MODELOS EXPERIMENTALES

3.1.1.Modelo Animal

Los animales provienen del Bioterio del Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la

Universidad Nacional del Sur.

Se utilizaron ratas Wistar-Lewis macho de ocho semanas de edad, rango tolerable de seis a diez
semanas, sanas al examen fisico, expuestas 12 horas de luz artificial de 6:00 a 18:00 y 12 horas de
oscuridad de 18:00 a 6:00 (200 lux a 1 metro del piso de la jaula) a presion atmosférica, sometidas a un
rango de temperatura de 20 a 22°C y a un 40 a 70% de humedad, con ventilaciéon adecuada, alimentadas

ad limitum con alimento balanceado comercial y agua corriente filtrada.

Los animales se alojaron en jaulas rectangulares de 35 por 35 por 65 cm realizadas con alambre 18
de acero inoxidable, piso alambrado y con una bandeja inferior para recolectar las excretas. Estas jaulas
permiten un campo visual satisfactorio y un acceso féacil a los animales. El disefio de las mismas facilita su
limpieza y desinfeccidn. La ubicacion de los sistemas de bebederos y distribucidn de alimento impiden su
contaminacién con excrementos. Se utiliz6 una cama de viruta de madera sobre la bandeja para absorber
las excretas de los animales. La limpieza de la cama se realizddia por medio, removiendo totalmente la

viruta y desinfectando las bandejas con hipoclorito de sodio al 10%.
Los animales se manipularon manualmente evitando al maximo el estrés.

El bienestar de los animales y su comportamiento durante el desarrollo de un trabajo cientifico,
estan relacionados con las condiciones de alojamiento y el uso de los mismos. Se sabe que distintas
variables influyen en el bienestar de los animales y que estas tienen un impacto directo en el desarrollo y
resultados de una experiencia (Hutchinson, Avery, & Vandewoude, 2005)(Benefiel, Dong, & Greenough,
2005)(Smith & Corrow, 2005). A efectos de no perder datos relevantes y anticipar eventos adversos,
debido a los extensos protocolos que requirieron los estudios se confeccionaron historias clinicas y partes
diarios para realizar un estricto seguimiento de los animales durante el desarrollo de todo el proceso
experimental. El tamafio de muestra se determiné a través del programa estadistico InfoStat, teniendo en

cuenta un nivel de significacion de a=0.01.

Los protocolos fueron aprobados por el Comité Asesor de Cuidado Animal y Uso de Animales de
Laboratorio de la Universidad Nacional del Sur.
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Historias clinicas.

Se desarrollé un modelo de historia clinica para el seguimiento de la evolucion de los animales y
se contd con asesoramiento veterinario considerando la mayor cantidad de variables posibles y teniendo

en cuenta los objetivos de la investigacion.
Parte diario.

En el mismo se registran las variables ambientales del Bioterio y las desviaciones negativas del bienestar
animal, el cual se defini6 seghin el “manual sobre el cuidado y uso de los animales de experimentacion”
del Consejo Canadiense de Proteccion de los Animales y las recomendaciones del Comité Asesor de

Cuidado Animal y Uso de los Animales de Laboratorio de la Universidad Nacional del Sur.
Eutanasia.

Para realizar el examen postmortem los animales fueron sacrificados bajo atmosfera de CO,, segin los
lineamientos de la IACUC (Institutional Animal Care and Use Committee). En la determinacion de la
sobrevida total se adoptaron los criterios adicionales de eutanasia de la IACUC para evitar el dolor y el

sufrimiento animal.
Criterios adicionales de eutanasia:

e Pérdida de peso: pérdida del 20 al 25% del peso al momento del ingreso al estudio, teniendo en
cuenta la edad del animal, o la aparicidn de caquexia y pérdida de masa muscular.

e Inapetencia: anorexia completa por 24 horas o anorexia parcial (menos del 50% del requerimiento
caldrico) por 3 dias.

o Debilidad/incapacidad para comer o beber: incapacidad que persiste por 24 horas.

e Estado moribundo: pérdida de la capacidad de responder a estimulas.

¢ Infeccion: que involucre cualquier 6rgano o sistema.

e Signos de severa disfuncidn de érganos o sistemas con pobre pronostico.
Estudios macroscopicos.
Necropsia y diseccion.

Para evitar el proceso de degeneracion postmortem, la necropsia se llevd a cabo lo antes posible.
Sin embargo, en caso de que no pudiera realizarse de inmediato, el cadaver pudo ser conservado en
refrigerador durante 2 y 4 °C, inmediatamente después del deceso por unas 8 horas.
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Durante la autopsia se completd la planilla correspondiente al animal indicando todas las
observaciones macroscopicas sin agregar datos interpretativos ni clasificaciones histolégicas de las
lesiones, dictando la descripcion a un asistente.

Se describieron forma, posicion, color y consistencia de los 6rganos y en caso de corresponder,
contenido normal o patolégico.

Examen externo: se observd la condicion general del animal, estado nutricional, presencia de
alteraciones en la piel o el pelo y de lesiones superficiales. Se reportaron anormalidades o lesiones en los

orificios nasales, boca, ano y dientes. Se observo el color de la mucosa oral y las orejas.

Examen interno: se colocé al animal en posicion ventral y se procedi6 a disecar la piel realizando
un corte en la linea media desde la base del cuello hasta la pelvis. Se observé el aspecto del tejido

subcutaneo y se colocd la piel a los lados.
A continuacidn, se procedid a disecar el plano muscular a lo largo del plano medio.

Se observé la posicion de los drganos y la presencia de liquidos o adherencias en la cavidad. Luego se
realizo la extraccion de las visceras abdominales para su examen detallado. Primero se retir6 el intestino
delgado desde el ciego hasta el estdmago. Se observo la presencia de lesiones y se buscaron ganglios con
cambios en su tamafio, forma o consistencia. En caso de ser necesario se tomaron muestras para su estudio

histolégico siempre rotulandolas adecuadamente.

Se observd in situ el intestino grueso para ubicar lesiones macroscopicas e identificar su
localizacién (ciego, colon ascendente, transverso, descendente o recto) o cualquier alteracion de la mucosa
digna de mencion (cambio de coloracion, presencia de ulceracidn, etc.). Se retird el colon completo, se
procedio a realizar un corte a lo largo de su eje longitudinal y se separaron las lesiones macroscépicas.
Ante la presencia de un posible tumor se informé si este compromete y en qué medida la luz colonica y si
infiltra, hasta que capa lo hace. El resto del érgano se fijé abierto a porciones de corcho y se colocé en

formol 10% para su completo estudio microscépico.

Se retiraron y observaron también el estémago, higado y bazo. En el higado se realizaron cortes en

busca de lesiones, si no se localiz6 ninguna, se tomé una muestra al azar.

Se resecaron ambos rifiones, se anotd cualquier cambio en su aspecto, se cortaron a través del hilio

en dos mitades y se colocaron en la solucion fijadora.

Se procedid a abrir la cavidad toracica desde la ultima costilla cortando los cartilagos costales

hasta la primera costilla a ambos lados del esternon. Luego se separd la apofisis inferior del esternon de su

23



union con el diafragma y se elevé quedando asi a cavidad expuesta. Como en el caso del abdomen, se
observaron los érganos en posicion y luego se retiraron para su examen y toma de muestras para el estudio

histoldgico.
Carga tumoral.

La carga tumoral se calculé como la suma del producto de los diametros mayores de cada tumor

presente en un animal.
Estudios histoldgicos.
Procesamiento de muestras para microscopia optica.

Se obtienen tacos de parafina de todos los 6rganos mencionados y en el caso del colon se realiza
un corte que abarque area patoldgica y mucosa sana en el mismo taco, rotulando los mismo de manera

adecuada.

El material obtenido se proceso por técnicas histologicas de rutina (procesadora Shandon Citadel
2000).

Los preparados fueron evaluados por un mismo pat6logo, sin conocimiento del grupo al que

pertenecia o del tratamiento que se aplico al animal.
Protocolo general.

e Fijacion del material en formol 10% neutro tamponado entre 6-12 hs
e Alcohol etilico (OL) 70°, 1:30 hs.

e OL 96° 1:30 hs.

e OL 100°(I) 1:30 hs.

e OL 100° (I1) 1:30 hs.

e Toluol entre 1:30 hs y 3 hs.

e Parafina (1) 1:30 hs.

e Parafina (I1) 1:30hs.

e Formacion del taco.

e Corte con microtomo (Leica RM2145)
e Coloracién con Hematoxilina y Eosina
e Montaje con balsamo sintético (Biopur)

e Observacion microscépica (microscopio Olympus BX 51)
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Inmunohistoquimica

Los tumores de los ratones “nude” fueron embebidos en parafina y las secciones de los mismos
fueron desparafinadas, rehidratadas y pretratadas para recuperacion de antigenos mediada por calor
(usando una olla a presion) con tampon de citrato de sodio (10 mM, pH 6) durante 15 minutos. Después de
la etapa de recuperacion de antigeno, las secciones de tejido se lavaron y se bloquearon en H202 al 30%,
y se afiadieron los anticuerpos primarios para su incubacién en camara himeda durante toda la noche a
4°C. La tincion inmunohistoquimica se llevé a cabo manualmente usando el kit comercial “ABCAM
Detection IHC Kit” (ABCAM, Cambridge, MA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las reacciones de las secciones fueron controladas bajo microscopio y finalmente detenidas con agua
destilada. Luego las muestras se contrastaron con hematoxilina, se deshidrataron y se montaron. La tincion

se visualizé usando un microscopio Optico de campo claro.
Evaluacion de las tinciones inmunohistoquimica por indice de expresion

Los niveles de expresion de diversos marcadores moleculares se clasificaron semi-
cuantitativamente basandose en las puntuaciones combinadas del porcentaje de células tumorales
positivamente tefiidas junto con la intensidad de tincién. Un tumor se puntué como '0' si menos del 5% de
las células tumorales se tifieron positivas, '1' si 5-50% se tifieron positivas, '2' si mas de 50 a 90% de las
células se tifieron positivas y '3' si el 90-100% de las células se tifieron positivas. La intensidad de tincion
se puntu6 como "0" si no se producia tincion de las células o si sélo habia una tincion débil, "1" si habia
tincion moderada y "2" en casos de tincién fuerte. La puntuacién final de todas las proteinas de expresion
se definid como "expresion baja de la proteina" si la suma de la puntuaciéon de la positividad y la
intensidad de tincion fue de 0-1, " expresion media de la proteina™ si la suma fue de 2-3 y " expresion alta
de la proteina" si la suma era de 4-5 (Allen, 2006). En cada caso, se evaluaron al menos tres areas

tumorales diferentes y se tomo la media de los resultados como la puntuacion final de expresion.

indice de expresion: intensidad de la reaccion x porcentaje de la reaccion

e indice 0: reaccion ausente.
e Indice entre 1 a 6: reaccion débil.

e indice entre 7 a 12: reaccion fuerte.

3.1.2.Modelo Celular
Linea celular intestinal HCT-116
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Para los estudios in vitro se empled como modelo experimental la linea celular HCT-116
derivadas de carcinoma de c6lon humano, adquiridas de la ATCC (American Type Culture Collection)

Las células se cultivaron a 37°C, bajo atmosfera de 5% de CO- en aire, en medio de cultivo Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) conteniendo 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor e
irradiado, 1% de aminoécidos no esenciales, penicilina (100 pl/ml), estreptomicina (100 mg/ml) y
gentamicina (50 mg/ml). Una vez alcanzado el nivel de confluencia apropiado (70%), las células HCT-
116 fueron deprivadas de SFB por 2 horas, luego el medio de cultivo fue retirado y se procedio a agregarle
a cada caja (8 en total contando los controles) 1ml de PBS eincubadas con 1ml de una solucién de
B.subtilis10® UFC/ml, durante tiempos cortos (5, 10, 15 y 20 minutos).Los controles fueron tratados con
el vehiculo correspondiente.Ademas de un preparado conteniendo solo bacterias en medio PBS para luego

procesarlas y descartar la presencia de p-ERK 1/2 y el marcador de angiogénesis DC31.
Obtencion de la cepa de Bacillus subtllis

La cepa fue aislada del suplemento probi6tico comercial "Totalflora" delLaboratorio Roux Ocefa.
Losaislamientosse conservaron a -70°C, en caldo nutritivo con un 10% de Glicerol (Criopreservante). Para
la realizacion de la experiencia, ese vial fue repicado en un caldo nutritivo, durante 24 Horas A 37°Cy se
realizd el aislamiento en agar nutritivo incubado en las mismas condiciones del cultivo puro, luego fue
centrifugado10 minutos a 5000RPM, se descartd el sobrenadantey se lavd tres veces con Buffer PBS,
centrifugando y siempre descartando el sobrenadante para eliminar el medio de cultivo que pudiera
interferir en la medicion de proteinas. Por Gltimo, se prepard una suspensién en Buffer PBS y se leyo la
absorbancia a 500 nm, sabiendo que el resultado de la misma debia ser entre 0.200nm y 0.250nm,
densidad Gptica que corresponde a aproximadamente un recuento de 108 UFC (La densidad 6ptica fue de

0.205nm), segun la escala de Mc Farland.
Obtencién de lisado celular

Luego de que las células HCT-116 fueron expuestas a las bacterias, el medio de cultivo fue
removido, las cajas de cultivo se colocaron en hielo y se lavaron 4 veces con PBS(NaCl 137 mM; KCI 2,7
mM; KH2PO4 2 mM; Na2HPO4 10 mM; pH: 7,2-7,4) frio siendo el ultimo lavado el que contenia
inhibidores de fosfatasas (NaF 50ul/ml y Na3VvO4 5ul/ml). Seguidamente las células fueron lisadas con
60ul de buffer compuesto por aprotinina 4 pl/ml, leupeptina 4 pl/ml, fluoruro de fenilmetil sulfonilo
(PMSF) 5ul/ml, NaF 50 pl/ml y Na3VO4 5ul/ml y los lisados fueron colectados en tubos eppendorfs. Se
colectaron los sobrenadantes y se tomaron alicuotas para cuantificar las proteinas por el método
colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976).
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3.1.3.Cuantificacion de proteinas

Las proteinas de los lisados celulares fueron cuantificadas por el método de Bradford. Para ello, se
tomaron alicuotas de las muestras; se agreg6 2,5 ml de reactivo de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-
250 100 mg/L; etanol 4,75% y &cido fosforico 8,5%), se incub6 durante 5 minutos y las absorbancias se
midieron a 595 nm empleando un espectrofotometro Beckman DU530. Como estandar de concentracion
conocida se empled 1 mg/ml de albimina sérica bovina (BSA).

3.1.4.Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Las proteinas de los lisados celulares se desnaturalizaron en buffer muestra de electroforesis 6X
(Tris-HCI 0,375 M pH: 6,8; dodecilsulfato de sodio (SDS) 12%; glicerol 60%; 2-mercaptoetanol 30% y
azul de bromofenol como indicador del frente de corrida) y se calentaron en bafio de agua a 100°C durante
5 minutos. Posteriormente las muestras fueron sembradas (30 pg proteina /calle) y separadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) discontinuos (gel de "stacking™: 4%
acrilamida, gel de separacién: 10% acrilamida) segun la técnica de Laemmli (Laemmli, 1970). En paralelo
se sembraron marcadores coloreados de peso molecular conocido. La electroforesis se realizé a voltaje
constante (100 voltios) utilizando como buffer de corrida Tris 25 mM pH: 8,8; glicina 195 mM; SDS
0,1%.

3.1.5.Electrotransferencia e Inmunoblotting

A continuacidn, las proteinas separadas por SDS-PAGE segin su peso molecular fueron
electrotransferidas a membranas de polivinilideno bifluoruro (PVDF) (inmobilon-P, 0,45 um). Las
membranas se hidrataron en metanol puro durante 50 segundos y se equilibraron en buffer de transferencia
Towbin (Tris 0,25 M pH: 8,3; glicina 0,192 M; 20% metanol) durante 5 minutos al igual que los geles. La
transferencia se realizd en una cdmara semi seca aplicando 125 mA por gel durante 1 6 2 horas y
embebiendo la membrana y el gel en buffer de transferencia (Towbin et al., 1979). Posteriormente el gel
se tifié con el colorante Coomassie Brilliant Blue R-250 para constatar la eficiencia de la transferencia,

segun se detalla mas adelante.

Los sitios de ligado inespecificos de la membrana fueron bloqueados usando el buffer TBS-T 0,1%
(Tris 50 mM pH: 7,4; NaCl 200 mM; 0,1% Tween-20) conteniendo 5% de leche descremada y
deshidratada durante 1 a 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente, la membrana se incubd con la
dilucién apropiada de anticuerpo primario (especifico para la deteccion de la proteina de interés y
preparado en TBS-T 0,1% conteniendo 1-5% de leche 6 BSA) durante toda la noche a 4°C. Luego la
membrana fuelavadas con TBS-T 0,1% para eliminar el exceso de anticuerpo primario, y luego fueron

incubadas con la dilucién apropiada de anticuerpo secundario (anti globulina de la especie animal
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correspondiente al anticuerpo primario usado) conjugado a peroxidasa (preparado en TBST 0,1%
conteniendo 1-5% de leche descremada) durante 1 hora a temperatura ambiente. La membrana fue lavada
con TBS-T 0,1% para eliminar el exceso de anticuerpo secundario y finalmente se incubd con un kit
comercial de electroquimioluminiscencia (ECL) y expuestas a placas radiograficas Kodak BioMax Light
film para visualizar las proteinas de interés. Las bandas obtenidas fueron digitalizadas y se cuantificaron
usando el programa ImageJ v1.52a. Los datos fueron volcados a planillas de Excel para la construccion de
los gréaficos correspondientes.
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4. RESULTADOS

4. 1.WESTERN —BLOT

Efectos de Bacillus subtillis sobre la expresion proteica de un marcador de membrana correspondiente al

fenotipo stem-cell.
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Figura 1. Bacillus subtillis induce el comportamiento celular en HCT-116

correspondiente al programa fenotipico tipo stem-cell.

Efecto de Bacillus subtillis sobre la fosforilacion de las quinasas ERK 1/2.

El tratamiento de las celulas tumorales con Bacillus subtillis a tiempos cortos demostrd que en las mismas
parece dispararse un mecanismo de supervivencia evidenciado por un aumento en la fosforilacion de ERK
1/2.
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Se puede observar ademas que la ultima calle, correspondiente al lisado bacteriano no dio ningln

resultado puesto que la via ERK 1/2 es exclusiva de celulas eucariotas y levaduras (Busca et al,2016).
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Figura 2. Bacillus subtilisinduce la fosforilacion de ERK 1/2 en las celulas
tumorales HCT-116.

4.2.INDICE DE EXPRESION

Efecto de probidticos sobre la expresion de ERK 1/2 en tumores inducidos en ratas mediante el
tratamiento con DMH.

Grupo indice de Expresién
DMH Cl,toplasma 8
Nucleo 8
DMH + Probidticos C|:(oplasma 4
Nucleo 3
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Figura 4.Tratamiento al que se le suministr6 DMH + Probioticos.
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Efecto de probioticos sobre la expresion del marcador de angiogénesis CD31 en tumores
inducidos en ratas mediante el tratamiento con DMH.

Grupo indice de Expresion

DMH Clltoplasma 0
Nucleo 0

DMH + Probidticos Clltopla.sma 0
Nucleo 0

Figura 5.Control al que se le suministrdé tnicamente DMH.
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Figura 6.Tratado al que se le

Se muestra una imagen de un tumor de cancer colorrectal proveniente de una rata tratada con 1,2
Dimetilhidrazina (DMH) (agente cancerigeno) + Probioticos. Se observa una gran marcacién de ERK 1/2
MAPK en el nucleo y en el citoplasma de las celulas tumorales reflejado por el valor del indice de
expresion obtenido. Se sabe que las ERK una vez activadas pueden translocar al nlcleo para fosforilar

sustratos nucleares.

En la imagen tomada de un tumor proveniente de una rata que fue tratada Unicamente con DMH la

marcacion de ERK 1/2 no es tan intensa con respecto al tratamiento.

Ambas muestras derivan de un estudio de Tesis Doctoral de la Dra. Gigola que demostro la accion de los
probidticos en el retardo del crecimiento tumoral inducido por DMH vy los resultados mostrados en las
fotos indican que los probioticos aumentan la expresion y ademés activan las ERK 1/2; probablemente
estas MAPKS estén mediando eventos tales como apoptosis y/o inhibicion de la progresion del ciclo
celular. Tradicionalmente la via ERK 1/2 se ha asociado a eventos de proliferacion y diferenciacion, asi
como de supervivencia celular; sin embargo, algunos estudios han demostrado que la via ERK 1/2 podria
estar también asociada a procesos apoptoticos inducido por ciertos probidticos (Sakatani et al, 2016).
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En tratamiento y control los resultados del indice de expresién para el marcador de angiogénesis CD31

son nulos.
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5. DIScusION

A tiempos cortos las celulas parecen disparar un mecanismo de supervivencia que puede

observarse por un aumento en la fosforilacion de ERK 1/2, teniendo en cuenta que esta via esta implicada

en mecanismos de proliferacion y supervivencia celular. Por otro lado, SaimaShakilMaliket al encontraron

en sus estudios que la cepa de Bacillus subtilis inducia efectivamente un mecanismo de apoptosis celular

debido a la produccion de un compuesto denominado surfactina (Malik et al., 2018). En la figura 1 se

pueden observar
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Figural.Mecanismos propuestos de la actividad in vitro de la surfactina.
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varios de los mecanismos propuestos mediante los cuales actuaria dicho compuesto entre los cuales no

solo se observa la induccion de la apoptosis sino ademas la interrupcion del ciclo celular y efectos

antiproliferativos(Wu et al, 2017).
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Teniendo él cuenta el resultado obtenido in vivo en los modelos de rata Wistar en donde se observé que el
tratamiento con probioticos resultaron en un aumento de la expresion proteica de ERK 1/2 quedaria por
demostrar si el aumento de la expresion proteica de esta quinasa también aumenta en el modelo In Vitro a

tiempos cortos en las HCT-116.

En el Western Blot se observa que la Gltima calle que se correspondia con el lisado obtenido a partir de
Bacillus subtilis no se detecté p-ERK lo cual se condice con la bibliografia de que dicha via es exclusiva

de eucariotas.

En cuanto al fenotipo stem-cell, teniendo en cuenta que para el estudio de la expresion proteica de un
marcador de membrana suelen utilizarse rangos mas amplios de tiempo, en los tiempos evaluados aqui se
puede observar una oscilacion en la expresion de este marcador que podria corresponderse con el
comportamiento erratico que caracteriza este tipo celular cuando ingresan en un programa fenotipico

como es el de stem-cell(Kai et al, 2009).

En el Western Blot se observa que la ultima calle que correspondia con el lisado obtenido a partir de
Bacillus subtilis no se detect6 el marcador stem-cell lo cual se condice con la bibliografia de que dicha via

es exclusiva de eucariotas.

Otro modelo interesante para analizar es el medio en el cual las bacterias estan resuspendidas, en

particular para el estudio de los factores liberados al medio.

En cuanto al marcador de angiogénesis utilizado en los preparados del modelo in vivo en aquellos
preparados provenientes de ratas previamente tratadas unicamente con DMH se observod la expresion de

dicho marcador. Por lo tanto, la DMH promoveria la vascularizacién del tumor, pero no su progresion.

En los preparados provenientes de ratas tratas con DMH + Probioticos no se observo diferencia en la
expresion del marcador de angiogénesis en comparacion con el control por lo que se podria asumir que el

fenotipo celular no tenia un perfil angiogénico.

En ambos modelos la mutacion que origina el cancer se da en el gen RAS, en el codén 12 o0 13.
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6. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesina sugieren que el tratamiento del cancer colorrectal
con probioticos en el modelo in vivo como in vitro inducen la activacion de la via ERK 1/2 y la
fosforilacion de ERK 1/2 MAPK respectivamente activando posiblemente alguna via apoptética no

1;*
PBS %o

Figura 1.El tratamiento con probioticos en el modelo In Vitro induce un aumento en la

clasica.

Bacillus subtilis mfje %‘o = . ERI

fosforilacion de ERK 1/2 pudiendo inducir la apoptosis o la inhibicién del ciclo celular.

DMH + Probidicos ?
(o et~
DMH ! ‘ & é ‘

Figura 2.El tratamiento con probiéticos en el modelo In Vivo induce un aumento en la expresion

de ERK 1/2 pudiendo inducir la apoptosis o inhibicién del ciclo celular.
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