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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antitumoral del extracto crudo de biopolimeros aislados de la bacteria ma-
rina Vibrio sp. en cancer de mama inducido por N-Methyl-N-nitrosourea (MNU) en ratas. Materiales y
meétodos: Se cultivd la bacteria marina Vibrio sp. durante siete dias, luego se filtrd, precipit6 y concentréd
el sobrenadante crudo. Se administré una dosis unica de MNU 50 mg/kg a 39 ratas Holtzman y fueron
tratadas diariamente durante nueve semanas por via oral: G1 (n = 13): suero fisioldgico 0,1 mL/100 g;
G2 (n = 13): extracto crudo de biopolimeros de Vibrio sp. 20 mg/kg; G3 (n = 13): tamoxifeno 100 mg/kg.
El G4 (n = 11) solo recibi6 suero fisioldgico 0,1 mL/100 g. Se valoré semanalmente el peso corporal y la
apariciéon de tumores mamarios identificados mediante palpacion; asi como el examen histopatolégico
al final del tratamiento. Resultados: E1 77% de las ratas del grupo G1 desarrollaron tumores a partir de la
séptima semana en un promedio de 2,2 tumores por cada animal; en contraste al grupo tratado con el ex-
tracto crudo de biopolimeros y tamoxifeno; donde solo una rata (8%) en cada grupo desarrollé tumores
y posterior a la semana nueve de la induccién (p = 0,001). Los resultados histopatolégicos sostienen que
todos los tumores extirpados corresponden a adenocarcinoma ductal de mama con distintos patrones:
sdlido, papilar y quistico. Asimismo, se evidenciaron focos necrdticos en el 30% de los tumores del grupo
G1. Conclusion: El extracto crudo de biopolimeros aislados de Vibrio sp. presentan efecto antitumoral
en cancer de mama inducido en ratas.

Palabras clave: Biopolimeros; Vibrio; Metilnitrosourea; Cancer de Mama (fuente: DeCS BIREME).

ANTITUMOR ACTIVITY OF Vibrio sp. ISOLATED
BIOPOLYMERS IN INDUCED BREAST CANCER IN RATS

ABSTRACT

Objective: To evaluate the antitumor activity of the raw extract from biopolymers isolated from the Vibrio sp. marine
bacteria in breast cancer induced by N-Methyl-N-nitrosourea (MNU) in rats. Materials and methods: The Vibrio sp.
marine bacteria was cultured for seven days, then the raw supernatant was filtered, precipitated and concentrated.
MNU was administered in a single dose of 50 mg/kg to 39 Holtzman rats and were daily treated for 9 weeks orally:
G1 (n =13): 0.1 mL/100 g of saline solution; G2 (n = 13): 20 mg/kg of raw extract from Vibrio sp. biopolymers; G3
(n = 13): 100 mg/kg of tamoxifen; G4 (n = 11) received no MNU and only 0.1 mL/100 g of saline solution. Body
weight and the appearance of breast tumors identified by palpation were assessed weekly, as well as histopathological
examination at the end of treatment. Results: Seventy-seven percent of the rats in the G1 group developed tumors
from week 7 onwards in an average of 2.2 tumors per animal; in contrast to the group treated with the raw biopolymer
extract and tamoxifen; where only one rat (8%) in each group developed tumors after week nine of induction (p =
0.001). The histopathological results support that all the removed tumors correspond to breast ductal adenocarcino-
ma with different patterns: solid, papillary and cystic. Likewise, necrotic foci were evidenced in 30% of the tumors of
the G1 group. Conclusion: The raw extract of biopolymers isolated from Vibrio sp. present antitumor effect in breast
cancer induced in rats.

Keywords: Biopolymers; Vibrio; Methylnitrosourea; Breast Cancer (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

El cancer de mama es un problema sociosanitario por su elevada incidencia y mortalidad, la
complejidad terapéutica y el alto costo de tratamiento . Dentro de las opciones terapéuticas,
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la quimioterapia esta ligada a potenciales efectos adversos
multisistémicos que recaen en la falta de adherencia y un
aumento de la morbimortalidad. Esto ha originado que, en
las ultimas décadas, se incremente la bisqueda de nuevas
sustancias con potencial antitumoral como alternativas de
tratamiento; tal es el caso de los productos naturales deri-
vados de organismos marinos considerando que de ellos se
deriva mas del 60% de los agentes antineoplasicos utilizados
actualmente ®-9.

Diversos péptidos, producidos por especies marinas y de
sus bacterias hospederas, presentan una amplia gama de ac-
tividad bioldgica con accién antimicrobiana, antitumoral y
antiviral. Entre los mecanismos que involucran el efecto an-
tineoplasico se encuentra el bloqueo de la division celular, lo
cual afecta principalmente a la tubulina, de manera similar
a las drogas alcaloides de la vinca y a los taxanos ©. Drogas
derivadas de péptidos de origen marino como la trabectedi-
na, citarabina, vidarabine y ziconotide han sido aprobadas
por la Unién Europea y por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) para estadios
avanzados del sarcoma de tejidos blandos y en cancer de
ovario 719, Se estima que 118 productos naturales de origen
marino (MNP, por sus siglas en inglés) se encuentran en en-
sayos preclinicos; 22 MNP, en ensayos clinicos; y 4 MNP, en
el mercado farmacéutico V.

Las bacterias del género Vibrio se caracterizan por ser
miembros autdctonos de la biota bacteriana de los mares y
estuarios, y constituye del 0,1 al 60% del total de las bacterias
heterotroéficas. Hay estudios que muestran que el extracto
crudo producido por algunas especies de este género presen-
tan actividad antibacteriana contra el Staphylococcus aureus,
resistente a meticilina, y actividad citotdxica contra algunas
lineas celulares 2. Otros estudios sefialan que los péptidos
obtenidos del género Vibrio presentan accion citotdxica
contra la linea celular de leucemia murina P388 (3. Asimis-
mo, uno de los compuestos producidos por un miembro
de Vibrionaceae marina se encuentra en un ensayo clinico
para el tratamiento del cancer de prostata, pulmon e higado
y posiblemente estos metabolitos sensibilicen las células tu-
morales a la citdlisis mediada por macréfagos 4.

En consecuencia, la evaluacion de la actividad antitumoral
de los péptidos derivados de la Vibrio sp. marino constituye
una importante linea de investigacion biotecnoldgica y farma-
colégica; sin embargo, se requieren mas estudios para deter-
minar la eficacia de su actividad bioldgica en tumores solidos
como en el cancer de mama. El presente estudio tiene como
objetivo evaluar el efecto antitumoral de los biopolimeros ais-
lados de la bacteria marina Vibrio sp. en cancer de mama in-
ducido por N-Methyl-N-nitrosourea (MNU) en ratas.

MATERIALES Y METODOS
Poblacion y muestra
Se realiz6 un estudio experimental, con dos grupos de com-

paracion. Un grupo (n = 13) con cancer de mama inducido
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Motivacién para realizar el estudio: Las glucoproteinas
de especies marinas constituyen una alternativa para tratar
el cancer. Se pretende contribuir al avance cientifico en la
farmacologia oncoldgica con la busqueda de nuevas drogas
derivadas de bacterias marinas que ofrezcan eficacia preventi-
va o terapéutica, con un buen perfil de seguridad para el trata-
miento del cancer de mama.

Principales hallazgos: El extracto crudo de biopolimeros
aislados de Vibrio sp. presentan efecto antitumoral en cancer
mamario inducido en ratas.

Implicancias: Promover la potencialidad antitumoral de bio-
polimeros aislados de Vibrio sp. en adenocarcinoma mamario
como una alternativa coadyuvante eficaz y segura.

por MNU y un segundo grupo (n = 11) con animales sin la
enfermedad. La asignacion de los sujetos experimentales fue
aleatoria. Todos los ensayos farmacoldgicos se realizaron en
el Laboratorio de Investigaciéon de Farmacologia de la Fac-
ultad de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM).

Animales

Se emplearon 50 ratas hembras de 21 dias de edad de la
cepa Holtzman adquiridas en el Instituto Nacional de Salud
(INS), las cuales fueron acondicionadas en el Bioterio de la
Facultad de Medicina de la UNMSM, en jaulas de acero in-
oxidable con un ciclo de luz-oscuridad (12-12 horas), a una
temperatura ambiental aproximada de 23 °C. Asimismo, re-
cibieron una dieta balanceada peletizada y agua ad libitum.
El tiempo de acondicionamiento previo al inicio del exper-
imento fue siete dias. Todos los animales fueron atendidos
de acuerdo con las directrices del INS para el cuidado y uti-
lizacion de animales de experimentacion %,

Procedimiento

Microorganismos y condiciones de cultivo
La bacteria marina Vibrio sp. fue proporcionada por el ce-
pario del Instituto del Mar del Pert (IMARPE) (Estaciéon
E14-Pisco). Se seleccioné el género Vibrio porque se ha
reportado que produce metabolitos bioactivos y que el ex-
tracto crudo ha mostrado actividad antibacteriana y citot6x-
ica contra algunas lineas celulares >'%; la actividad inhibito-
ria de este género nos orienta a que ademas tendria actividad
antitumoral.

La preparacion del caldo de cultivo de la bacteria se llevo
a cabo en cuatro litros de agua de mar estéril enriquecido
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con D-glucosa (5 g/L) y peptona de carne (3 g/L) donde
se inoculd la bacteria de acuerdo a protocolo estandar y se
agit6 manual y diariamente por un periodo de cinco minu-
tos durante siete dias a temperatura ambiente.

Una vez concluida la fermentacidn, el caldo de cultivo se
centrifugé durante 30 minutos, removiéndose asf las células
y sélidos remanentes. El sobrenadante se filtré mediante un
sistema de soporte Microfil (Merck Millipore) con un filtro
bacterioldgico de 0,2 pm para eliminar bacterias presentes
en el sobrenadante.

Extraccion del extracto crudo de biopolimeros a partir de la
fermentacion

El filtrado concentrado (30 mL) de sobrenadante se precipit6
con una solucion saturada de sulfato de amonio ([NH4],SO,)
hasta una concentracién final de 70%. Se dej6 en reposo du-
rante 24 horas a 4 °C y, después de este tiempo, se centri-
fugd 400 g durante 30 minutos, y se obtuvo un precipitado
de color blanco amarillento que se disolvi6 en el minimo
volumen de agua destilada; el resultante se llevo a secado en
una estufa a una temperatura maxima de 40 °C. El producto
final fue disuelto en agua destilada a una concentracién de
20 mg/mL.

Evaluacion de la actividad antitumoral de los biopolimeros
Para la induccién del cancer se emplearon 39 ratas a las que
se administré una dosis tnica de MNU (Sigma, St. Louis,
MO, EUA) 50 mg/kg intraperitonealmente (IP). De acuerdo
con este modelo, los tumores inducidos por MNU presen-
tan regulacion hormonal dependiente de estrogenos, sujeta
a factores de crecimiento similar a la descrita para el cancer
de mama humano 7.

Luego, los animales fueron distribuidos aleatoriamente
en tres grupos y tratados via oral (VO): G1 (n = 13): sue-
ro fisiolégico 0,1 mL/100 g; G2 (n = 13): extracto crudo de
biopolimeros aislados de Vibrio sp. 20 mg/kg; G3 (n = 13):
tamoxifeno 100 mg/kg. Un ultimo grupo no recibié MNU y
fue tratado con suero fisioldgico 0,1 mL/100 g (G4 (n = 11)).
Los tratamientos se realizaron diariamente, seis dias por se-
mana, en un mismo horario durante nueve semanas.

Valoracién de la actividad antitumoral
Semanalmente, se valoraron el peso corporal de los animales
y el consumo de la dieta. Ademds, las ratas fueron examina-
das por un mismo evaluador, quien realizd la palpacién de la
linea mamaria para evidenciar tumores y registré el tiempo
de aparicion de estos. Al término del experimento los ani-
males fueron eutanasiados con 100 mg/kg de pentobarbital
sodico. Se registrd el numero, peso, tamaiio y la localizacion
de cada tumoracion palpable; ademis se evalu6 la presencia
visible de metastasis en la cadena linfatica y otros érganos.
Todos los tumores fueron escindidos, fijados en formol
neutro al 10% y luego procesados por un técnico en patologia
usando métodos rutinarios en condiciones uniformes de
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fijacion e inclusion en parafina y tefiidos en secciones de
6 mm con hematoxilina y eosina. Para determinar la ma-
lignidad de las muestras de tejido mamario se consideraron
los siguientes criterios histopatoldgicos: pérdida de patrén
tubular-alveolar de la glandula mamaria normal, presencia
de células epiteliales grandes con un aumento de la relacion
citoplasmatica nuclear, respuesta estromal por fibrosis e in-
filtracion de células inflamatorias, necrosis y hemorragia 9.
La lectura de las laminas fue realizada por un patdlogo espe-
cializado en el Instituto de Patologia de la Facultad de Me-
dicina de la UNMSM.

Analisis estadistico

Las variables numéricas fueron expresadas en promedio y
desviacidn estandar (DE), mientras que las variables cate-
goricas se expresaron como frecuencias relativas. Se deter-
mino si existian diferencias significativas entre los tres gru-
pos de tratamiento empleando la prueba Kruskal-Wallis;
cuando se encontraron diferencias intragrupo, se emple6 la
prueba U de Mann-Whitney para las comparaciones pares
entre grupos de tratamiento. Para variables cualitativas respecto
a la presencia o ausencia de tumoracion se empled la aso-
ciacion lineal por lineal. Se consideré un p < 0,05 como es-
tadisticamente significativo.

Aspectos éticos

El cuidado de los animales fue conducido de acuerdo a la
guia institucional para el cuidado de roedores del INS. Para
efectos de este experimento se eligio el método de eutanasia
inducido por pentobarbital 100 mg/kg. Este procedimiento
es considerado un método aceptable para roedores segtin las
publicaciones «Report of the AVMA Panel on Eutanasia» de
la American Veterinary Medical Association (1993) y «Eu-
thanasia of Experimental Animals» de la Unién Europea
(1995) 19,

RESULTADOS

Uno de los parametros observados para evaluar el compro-
miso de la enfermedad fue la ganancia de peso corporal al
término del tratamiento: el grupo tratado con solo el induc-
tor de cancer (MNU) presentd una ganancia de peso pro-
medio de 115 g; mientras que en los animales tratados con
MNU + extracto crudo de biopolimeros aislados de Vibrio sp.
se observa una ganancia de peso de 141 g, siendo esta diferencia
significativamente mayor (p = 0,03) al grupo MNU vy cer-
cana al grupo control (133 g) (Figura 1).

En la Figura 2, se muestra el promedio de animales que
desarrollaron tumores y se observa que el 76,9% de las ratas
correspondientes al grupo control desarrollaron tumores al
final del experimento; mientras que solo el 7,7% de los ani-
males de los grupos MNU + biopolimeros de la bacteria ma-
rina Vibrio sp. y MNU + tamoxifeno presentaron tumores

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.372.4756
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Figura 1. Ganancia de peso al término del estudio en animales tratados
con biopolimeros de la bacteria marina Vibrio sp.

MNU: metilnitrosurea; SF: suero fisioldgico
* Valor de p de la prueba U Mann-Whitney para comparaciones pareadas en
relacion al control MNU.

(p = 0,001). Las localizaciones mds frecuentes fueron axi-
lares, suprainguinal y suprapubico en ambos lados de la ca-
dena mamaria; asimismo, el periodo de latencia de aparicion
de tumores fue siete semanas para el grupo control MNU y
nueve semanas para el grupo MNU + biopolimeros.

El total de tumoraciones observadas en el grupo control
fueron 22 con un promedio de 2,2 tumores por cada animal,
mientras que solo se evidenci6 una tumoracion en cada uno
de los grupos MNU + extracto crudo de biopolimeros de la
bacteria Vibrio sp. y MNU + tamoxifeno, tal como se mues-
tra en la Tabla 1. Ademas, se observa que el peso promedio
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Figura 2. Porcentaje de tumores palpables en animales tratados con
biopolimeros de la bacteria marina Vibrio sp.

MNU: metilnitrosurea; SF: suero fisioldgico.
“Valor de p < 0,001 para la asociacion lineal por lineal en relacién a control MNU.

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.372.4756

de la tumoracién observada en el grupo tratado con extracto
crudo de biopolimeros fue mayor al tratado solo con MNU,
sin embargo, para el caso del grupo tratado con tamoxifeno,
el tumor desarrollado fue notoriamente menor al control.
De acuerdo con los resultados histopatoldgicos, todos los
tumores extirpados corresponden a adenocarcinoma ductal
de mama con distintos patrones: sélido, papilar y quistico.
Asimismo, se observaron focos necrdticos en el 30% de los
tumores encontrados en el grupo MNU, lo que sugiere una
mayor capacidad invasiva de la tumoracién (Tabla 2).

DISCUSION

Los organismos marinos y sus metabolitos representan un
enorme potencial de recursos y productos terapéuticos na-
turales sin explotar. Las proteinas bacterianas y los péptidos
derivados de organismos marinos son un grupo prometedor
de compuestos bioactivos y posibles farmacos antioncologi-
cos; entre ellos, figuran los antibidticos anticancerigenos
(actinomicina D, bleomicina, doxorrubicina, mitomicina C)
y las toxinas bacterianas usadas en el tratamiento del canc-
er, mientras que, otras sustancias se encuentran en ensayos
clinicos o se analizaron en investigacion in vitro ®*2V,

Mediante el empleo de un modelo estandar inducido por
MNU se ha podido reproducir el cancer de mama en ratas;
esto nos ha permitido explorar in vivo la actividad antitu-
moral de los biopolimeros extraidos del cultivo de la bacteria
marina Vibrio sp. Segtin los resultados, el periodo de latencia
de la aparicion de tumoraciones en el grupo control fue sie-
te semanas postinduccion; mientras que en el grupo trata-
do con MNU + biopolimeros fue nueve semanas, similar al
grupo tratado con tamoxifeno, lo que demostraria que los
biopolimeros retrasarian la aparicién de tumores inducidos
por MNU. Ademas, destacamos que en los grupos tratados
con biopolimeros solo el 7,7% de los animales desarrollaron
tumores en contraste al grupo control donde el 77,9% de los
animales presentaron tumores con un promedio de 2,93 por
cada animal.

Aunque no se conoce el mecanismo de proteccion, otros
autores postulan que en los tumores sélidos, los biopolimeros
extraidos de bacterias marinas tendrian un efecto inmuno-
modulador, activando los mecanismos de lucha contra las
células tumorales produciendo cierta regresién del tumor vy,
por consiguiente, una prolongacién del periodo de latencia
de aparicién de tumores y de la vida de los animales @2.

Los estudios realizados con el género Vibrio aislado de es-
pecies marinas han mostrado que produce sustancias con ac-
tividad antagoénica contra otras bacterias patdgenas ®. Conde,
et al. 19 evaluaron la actividad citotdxica y desreplicacion de las
fracciones extraidas del medio de cultivo de Vibrio diabolicus;
los autores mostraron que las fracciones F4 y F6 eran citotoxi-
cas contra la linea celular de cancer epitelial del cuello uterino
humano, SiHa con una CI50 de >100 pg/ml y 80 pg/ml, respec-
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Tabla 1. Nimero de tumores palpables y peso promedio de las tumoraciones en ratas tratadas con biopolimeros de la bacteria marina Vibrio sp.

Variable Control: MNU MNU + biopolimero MNU + tamoxifeno Control: SF Valor de p*
Numero total de tumores 22 1° 1° 0° <0,001
Peso promedio de los tumores (g) 2,02 2,98 0,26 0 -

MNU: metilnitrosurea; SF: suero fisiologico
* Valor de p obtenido con la prueba Kruskall Wallis.

® Prueba de U Mann-Whitney para comparaciones pareadas en relacion al control MNU: p < 0,01.

tivamente. Por otro lado, la fraccién F5 mostré una actividad
citotoxica mayor con una CI50 de 28 pg/ml contra la misma
linea celular. Ademas, ninguna de estas fracciones mostrd in-
hibicion de la linea celular no tumoral (CI50 >100 pg/ml).

Cao, et al. ® investigaron los mecanismos moleculares del
polisacarido EPS11 de origen bacteriano marino (Bacillus sp.)
sobre la citotoxicidad en cancer de pulmoén de células peque-
fias. Los autores descubrieron que el EPS11 afecta significati-
vamente la proliferacién celular y bloquea la adhesion en las
células tumorales. Ademds, la expresion de varias proteinas
asociadas a la adhesion celular esta regulada negativamente
y las estructuras filiformes de las células de cancer de pulmén
se destruyen después del tratamiento con EPS11. Este mismo
biopolimero también ha demostrado que inhibe el crecimien-
to celular del cancer de higado al bloquear la adhesion celular
y atenuar la formacion de la estructura filiforme, y detener la
metastasis de las células cancerosas .

Los estudios de la accion de biopolimeros derivados de
bacterias marinas en cincer de mama solo han sido realizados
en modelos in vitro de lineas celulares de carcinoma mama-
rio. Mahgoub et al. @ evaluaron el efecto de un biopolimero
aislado de la cepa bacteriana marina Bacillus velezensis en
las lineas celulares de cancer de mama MCF-7. De acuerdo
con los resultados publicados, este metabolito aumenta la
apoptosis y dificulta la proliferacién de células MCF-7 entre
5-80 pg/ml en comparacion con el grupo control. Ademds, la
apoptosis inducida se asocia con la activaciéon de caspasa-3
que se presenta de una manera dependiente de la dosis y sin
citotoxicidad contra las células normales; resultados simi-
lares fueron reportados por Sirpu et al. ® con el extracto
crudo parcialmente purificado (PPCEBS, por sus siglas en
inglés) de Bacillus subtilis NMK17 marino en la linea celular
de cancer de mama humano MCEF-7. Los hallazgos demostraron
que el PPCEBS induce significativamente la apoptosis en la
linea celular estudiada y provocaria un aumento de la ex-

presion de caspasa-3 y Bax lo que revel6 el posible mecanis-
mo de la propiedad inductora de apoptosis. De igual modo,
el PPCEBS también present6 actividades antibacterianas y
antioxidantes.

Estos resultados sugirieron que los compuestos presentes
en el PPCEBS en la bacteria marina B. subtilis NMK17 serian
metabolitos citotéxicos que podrian ser candidatos para de-
sarrollar un fdrmaco especifico de apoptosis de células tu-
morales de la linea mamaria, con una toxicidad minima. Sin
embargo, otros autores observan que dos nuevos hexapépti-
dos ciclicos, venturamida A y B obtenidas de la cianobacteria
marina Oscillatoria sp. solo presentan actividad leve cuan-
do se probaron contra células cancerosas de mama MCEF-7
con un valor CI50 de 13,1 y >54 uM, respectivamente *”.
Asimismo, al aislar pitiprolamida, un depsipéptido ciclico
derivado de la cianobacteria marina Lyngbya majuscule, solo
se advirtié una débil actividad citotdxica contra el carcino-
ma colorrectal HCT116 y las lineas celulares de adenocarci-
noma de mama MCF7 (CI50 33 uM para ambos) ).

Ademas del efecto antitumoral, se observé que la ganancia
de peso fue significativamente mayor para el grupo tratado
con extracto crudo de biopolimeros derivado de la bacteria
Vibrio sp. en relacion con el grupo control (Figura 2). Estos re-
sultados tienen una implicancia antitumoral positiva ya que,
la pérdida ponderal en el cancer obedece a una incrementa-
da demanda caldrica debido a la presencia del tumor (con
la correspondiente competencia por los nutrientes entre las
células del paciente y las del tumor) y la malnutricién debida
a la anorexia provocada por las citoquinas procaquécticas li-
beradas durante la progresién de la enfermedad ®.

Por otro lado, solo un animal en el grupo tratado con
biopolimeros presenté una tumoracion, siendo el peso del
tumor superior al peso promedio del control. Sin embargo,
esto solo se observd en una tumoracion y en un animal en
una proporcion 1/13 en contraste al grupo control donde se

Tabla 2. Observaciones histopatoldgicas agrupadas segtin tratamientos, en la induccién del cancer de mama por metilnitrosurea.

Grupo

Principales hallazgos histopatoldgicos en los tumores extirpados

Numero de casos

Adenocarcinoma ductal de mama con distintos patrones: s6lido, papilar y quistico, respuesta

Control: MNU estromal por fibrosis e infiltracion de células inflamatorias con focos necréticos. 10
MNU + biopolimero Adenocarcinoma ductal de mama con patrén papilar. 1
MNU + tamoxifeno Adenocarcinoma ductal de mama con distintos patrones: sélido, papilar y quistico. 1
Control: SF Gldndula mamaria con caracteristicas normales sin alteraciones histopatologicas. 0

MNU: metilnitrosurea; SF: suero fisiologico
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presenté un promedio de 2,2 tumores por animal y en una
proporcion 10/13; por lo que se podria considerar como un
hecho aislado.

Se requiere realizar una ampliacion del tamafio de mues-
tra y la dosificacion de biopolimeros a fin de obtener una
curva dosis-respuesta. Ademds, es necesario ampliar el tiem-
po de observacion, para evaluar el efecto de los biopolimeros
en el curso natural de la enfermedad. A pesar que el mode-
lo de cancer mamario inducido por MNU replica muchas
caracteristicas fisiopatoldgicas de lo observado en la enfer-
medad en seres humanos, contribuiria mucho emplear un
modelo in vivo con infiltracién de una linea celular tumoral
humana en animales de experimentacién. Algunos meca-
nismos de accion del efecto antitumoral sugeridos podrian
estar relacionados con la activacion de la apoptosis de las
células tumorales y activacion del sistema inmune, tal como
se ha observado en cultivos con otras bacterias 2.

La principal limitacion del estudio es que no ha sido
posible aislar, identificar ni realizar la caracterizacién quimi-
ca de los biopolimeros obtenidos y solo se ha evaluado su
extracto crudo, por lo que seria necesario realizar fraccio-
namiento y pruebas farmacolégicas para identificar la frac-
cién con mejor actividad antitumoral. Si bien es cierto que
se incluyeron tres grupos (un grupo control de animales sa-
nos, un grupo con la enfermedad y otro grupo tratado con
un farmaco estandar para tratamiento de cancer de mama),
nuestra limitaciéon fue no incluir un grupo experimen-
tal tratado con el medio de cultivo libre de biopolimeros,
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