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RESUMEN 

Objetivo: Evaluar el efecto in vitro de la combinación de 
Chlorella sorokiniana con Vincristina contra el crecimiento de 
células de cáncer de colon HT-29. 

Material y método: Chlorella sorokiniana se cultivó en 
medio López-Chuken. El efecto inhibitorio de la microalga sola 
y en combinación con Vincristina en el crecimiento tumoral se 
evaluó mediante la técnica de MTT, contra células de cáncer 
de colon humano HT-29, y se analizó mediante el software 
SynergyFinder 2.0. 

Resultados: El crecimiento Chlorella sorokiniana fue cons-
tante al día 28 a una temperatura de 34 oC ± 3 oC. El efecto 
inhibitorio de Vincristina sobre células HT-29 fue del 60% a 
partir de 0.0037µg/mL. La inhibición por Chlorella sorokiniana 
fue del 60% al 80% a las concentraciones de 106-108. 
Además, la combinación de Vincristina/Chlorella inhibió el cre-
cimiento tumoral entre 70% y 90%, siendo la concentración 

menor de Chlorella la que mostró un mejor efecto en combi-
nación con Vincristina. El análisis de los resultados en 
SynergyFinder mostró un score de -0.708, determinando un 
efecto aditivo.  

Conclusión: Chlorella sorokiniana presenta un efecto adi-
tivo en combinación con Vincristina contra la línea de cáncer 
de colon humano HT-29. La suplementación de C. sorokiniana 
en la dieta de pacientes con cáncer de colon podría mejorar 
su tratamiento y por consecuencia su recuperación. 
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ABSTRACT 

Objective: To evaluate in vitro the effect of the combina-
tion of Chlorella sorokiniana with vincristine on HT-29 colon 
cancer cells. 

Material and method: Chlorella sorokininana growth was 
constant on day 28 at a temperature of 34 oC ± 3 oC. Chlorella 
sorokiniana was cultured in López-Chuken medium. HT-29 cells 
growth inhibition by the microalga alone or in combination with 
vincristine was evaluated by the colorimetric reduction MTT as-
say, and analyzed using the SynergyFinder 2.0 software. 
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Results: The inhibitory effect of Vincristine on HT-29 cells 
was 60% from 0.0037µg/mL. Tumor cells growth inhibition by 
106 to 108 Chlorella sorokiniana cells ranged from 60% to 
80%. The combination of vincristine and Chlorella inhibited 
tumor cells growth from 70% to 90%, being the lower con-
centration of Chlorella the one that showed a better effect in 
combination with vincristine. The analysis of the results in 
SynergyFinder showed a score of -0.708, determining an ad-
ditive effect. 

Conclusion: Chlorella sorokiniana has an additive effect in 
combination with vincristine against the human colon cancer 
line HT-29. Supplementation of C. sorokiniana in the diet of 
patients with colon cancer may improve their treatment and 
recovery. 
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INTRODUCCIÓN 

El cáncer de colon representa un problema de salud mun-
dial, representando la segunda causa de muerte a nivel mun-
dial1. La inflamación crónica en el colon desempeña un papel 
importante en su desarrollo, por lo que se han estudiado di-
versas sustancias antiinflamatorias y antioxidantes para pre-
venir o tratar esta enfermedad2. Actualmente, se ha docu-
mentado que la alimentación representa un punto importante 
en la prevención o el desarrollo del cáncer de colon, es poca 
la evidencia en relación al uso de prebióticos como adyuvan-
tes en el tratamiento para el cáncer de colon, sin embargo 
una microbiota intestinal saludable beneficia la prognosis de 
esta patología3-4. Chlorella es un género de microalgas verdes 
que se han utilizado como prebióticos y por sus propiedades 
antioxidantes, antiinflamatorias y antitumorales5. En particu-
lar, C. sorokiniana ha sido empleada como suplemento en la 
dieta, debido a la presencia de diversos compuestos bioacti-
vos los cuales se han relacionado con la reducción de la in-
flamación del colon y su protección del daño oxidativo, pre-
sentando un efecto contra este tipo de cáncer6-8. Hoy por hoy, 
sabemos que la quimioterapia y la radioterapia son esenciales 
para el tratamiento de este tipo de enfermedades, sin em-
bargo, estos se relacionan directamente en generar disbiosis 
en la microbiota intestinal, la cual impacta directamente en el 
paciente de manera negativa9. Con base en esto, el uso su-
plementario de C. sorokiniana durante los tratamientos qui-
mioterapéuticos podría mejorar el estado de salud del pa-
ciente, así como generar mayor efecto en el control o 
eliminación de esta enfermedad. Por lo tanto, en el presente 
estudio, buscamos sentar las bases para futuros estudios que 
se enfocados en elucidar el efecto del uso de microalgas 
como C. sorokiniana como coadyuvante en el tratamiento del 
cáncer de colon.  

MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo de microalgas 

Chlorella sorokiniana fue obtenida del cepario de células del 
laboratorio de Inmunología y Virología de la Facultad de 
Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma de Nuevo 
León, México. El crecimiento de la microalga se realizó en me-
dio López-Chuken (KNO3 5 mM, KH2PO4 1 mM, MgSO4⋅7H2O 2 
mM, Ca(NO3)2⋅4H2O 6.25 mM, H3BO3 46 μM, MnCl2⋅4H2O 
9.15 μM, ZnSO4⋅7H2O 765 nM, CuSO4⋅5H2O 320 nM, 
(NH4)6Mo7O24⋅4H2O 15 nM, FeSO4⋅7H2O 20 μM y Na2EDTA 20 
μM) a temperatura ambiente (34 °C ± 3 °C) con agitación 
manual cada 24 horas durante 28 días. La biomasa obtenida 
se lavó dos veces con PBS estéril, se suspendió en medio 
DMEM F12 (Life Technologies, Rockville, MD), conteniendo 
solución antibiótico-antimicótico al 1% (Life Technologies) y 
se almacenó a 4 °C hasta su uso10.  

Cultivo de células tumorales 

Se obtuvieron células tumorales humanas derivadas de 
adenocarcinoma de colon (HT-29; ATCC® HTB-38) del 
banco de células del laboratorio de Inmunología y Virología 
de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad 
Autónoma de Nuevo León, México. Estas células se mantu-
vieron en medio DMEM F12, suplementado con suero bovino 
fetal al 10% (FBS; Life Technologies) y solución antibiótico-
antimicótico al 1% y se incubaron a 37 °C en una atmósfera 
con 5% de CO2

11. 

Evaluación del efecto citotóxico  
de la combinación de C. sorokiniana  
y Vincristina en células HT-29 

Las células HT-29 se incubaron en placas de 96 pozos 
Corning® a una densidad de 10,000 células por pozo por 
48 horas a 37 °C en una atmósfera con 5% de CO2. Para la 
determinación del efecto citotóxico de C. sorokiniana sobre 
células HT-29, las microalgas se centrifugaron a 8000 
rpm/15min, se suspendieron en medio DMEM F12/SFB 
10%/ solución antibiótica-antimicótica al 1 % y se ajusta-
ron a una concentración de entre 1x106 a 1x108 células/mL 
en un volumen final de 200 µL. Por otro lado, la Vincristina 
se ajustó a concentraciones de entre 0.00093 µg/mL a 0.48 
µg/mL en medio DMEM F12/SFB 10%/ solución antibiótica-
antimicótica al 1% en un volumen final de 200 µL. La com-
binación de ambos tratamientos se realizó mezclando cada 
concentración de C. sorokininana con las diluciones de 
Vincristina en un volumen final de 200 µL. Las células con 
los diferentes tratamientos y células sin tratamiento (con-
trol de crecimiento) se incubaron por 24 h a 37 °C en una 
atmósfera al 5% de CO2. Una vez pasado el tiempo de in-
cubación, el medio fue retirado y se realizaron dos lavados 
para retirar la microalga con PBS, agregando 200 µL de me-
dio de cultivo. Posteriormente, se adicionaron 15 µL de bro-
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muro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT; 
Invitrogen, Carlsbad, CA) a una concentración de 5 mg/mL 
en cada pocillo y se incubó por 4 h a 37 °C en una atmós-
fera al 5% de CO2 después de lo cual se retiró el sobrena-
dante y se añadieron 100 µL de dimetil sulfóxido (DMSO; 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) para disolver los cristales de 
formazán formados, mediante agitación por 5 min a tem-
peratura ambiente. Las densidades ópticas se determinaron 
con un lector de microplacas (Multiskan GO, Thermo 
Scientific) a una longitud de onda de 570 nm11. 

Análisis de sinergia de la combinación  
de C. sorokiniana y Vincristina 

La respuesta de combinación de los tratamientos se basa 
en la desviación de la respuesta observada y esperada, cla-
sificándose la combinación de los tratamientos como sinér-
gica (es decir, el efecto de la combinación es mayor de lo 
esperado) o antagonista (es decir, el efecto de la combina-
ción es menor de lo esperado). Se realizó una matriz de do-
sis-respuesta basándose en la concentración de los fárma-
cos y su porcentaje de citotoxicidad. El efecto de la 
combinación se determinó según el puntaje obtenido por el 
análisis del software SynergyFinder 2.0, en donde las pun-
tuaciones determinan el efecto obtenido12. Los puntajes re-
presentan lo siguiente13:  

Menos de -10: es probable que la interacción  
entre dos fármacos sea antagónica; 

De -10 a 10: es probable que la interacción  
entre dos fármacos sea aditiva; 

Mayor que 10: es probable que la interacción  
entre dos fármacos sea sinérgica. 

Análisis estadísticos 

Los resultados se sometieron a la prueba t de Student y al 
análisis de varianza. Se realizaron tres repeticiones por trata-
miento con tres experimentos independientes. Se utilizó el 
paquete estadístico ad Prism 7 software (GraphPad Software 
Inc., San Diego, CA). 

RESULTADOS 

Producción de C. sorokiniana en condiciones 
ambientales 

Para obtener la mayor producción de C. sorokiniana se 
realizó por triplicado en medio López-Chuken con agitación 
manual cada 24 horas a temperatura ambiente en volúme-
nes de 400 mL. El monitoreo de la microalga se realizó me-
diante conteo en cámara de Neubauer durante un mes ob-
teniendo un crecimiento de hasta 13 veces más al día 28 
de la producción, a una temperatura máxima promedio de 
34 °C ±3 °C. 

Inhibición del crecimiento de células HT-29  
por C. sorokiniana 

Obtenidas las microalgas, se procedio a identificar el por-
centaje de inhibición del crecimiento de las células de cán-
cer de colon humano HT-29 en un tiempo de 48 h por ex-
posición a células de C. sorokinana fue evaluado mediante 
el ensayo colorimétrico de reducción de MTT a formazán. En 
la Figura 1 se muestra el efecto de inhibición de crecimiento 
de las células de cáncer de colon humano, donde las con-
centraciones de la microalga mostraron un efecto continuo 
en la inhibición del crecimiento dependiente de concentra-
ción que va un 60% a un 80%. 

Curva de inhibición del crecimiento de células 
HT-29 por el antineoplásico Vincristina 

La curva del efecto inhibitorio del antineoplásico Vincristina 
se realizó mediante la técnica colorimétrica de reducción de 
MTT a formazán durante un tiempo de exposición de las cé-
lulas de cáncer de colon humano HT-29 durante 48 h en un 
rango de concentración en dilución 1:2 a partir de 0.48 
µg/mL. En la Figura 2 se muestra que a partir de la concen-
tración de 0.00370 µg/mL en adelante el porcentaje de inhi-
bición del crecimiento se mantuvo alrededor de un 60%. 

Efecto combinado de Vincristina  
y C. sorokiniana en la Inhibición del crecimiento 
de células HT-29  

Identificado el porcentaje de inhibición en el crecimiento 
de las células de cáncer de colon, se procedió a mezclar las 
células de C. sorokiniana y diferentes concentraciones de la 
quimioterapia para observar el efecto combinado de 
Vincristina con C. sorokiniana se determinó mediante la téc-
nica colorimétrica de MTT, combinando las concentraciones 
de la microalga con las diferentes concentraciones del anti-
neoplásico durante 48 h. El efecto combinado mostró un au-
mento el porcentaje de inhibición del crecimiento de hasta 
un 90% en la concentración más baja de las células (Fig. 3). 
Una vez obtenidos los diferentes porcentajes de la inhibición 
de las diferentes combinaciones, se desarrolló una matriz 
combinada en el software SynergyFinder 2.0, obteniendo en 
el análisis un mapa de calor que mostró un score de -0.708 
el cual se determinó como afecto aditivo según la escala del 
software (Fig. 4). 

DISCUSIÓN 

El cáncer es una enfermedad crónica de etiología multifacto-
rial, la cual representa un problema grave en salud pública al-
rededor del mundo, dado que es una de las principales causas 
de muerte y de mayor morbilidad alrededor del mundo14-15. 

Actualmente se estima que para el 2020 se registraron al-
rededor de 19.3 millones de nuevos casos de cáncer, con una 
tasa de mortalidad de 10 millones16. El cáncer de colon es 
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Figura 1. Porcentaje de inhibición de Chlorella sorokiniana en células de cáncer de colon HT-29

Los datos representan la media ± SD de tres repeticiones por tratamiento de tres experimentos independientes.

Figura 2. Porcentaje de inhibición de Vincristina en células de cáncer de colon HT-29

Los datos representan la media ± SD de tres determinaciones repetidas de tres experimentos independientes.



diagnosticado como la tercera neoplasia de mayor frecuencia, 
representando la segunda causa de muerte de este tipo de 
enfermedades1,16. Dada la naturaleza de este tipo de cáncer, 
se muestra una proyección de aumento considerable durante 
los próximos años, destacando alrededor de 1.93 millones de 
nuevos casos de los cuales 0.94 millones son reportados en 
el 2020 de muertes, esto representa alrededor de 9.4% del 
total de las muertes por neoplasias alrededor del mundo, 
identificándose según datos en los últimos años que 5.25 mi-
llones de personas viven con cáncer de colon17. Los factores 
de riesgo de esta neoplasia no se han identificado completa-
mente, sin embargo, se han asociado algunos factores no 
modificables como la edad, sexo o factores hereditarios. No 
obstante, los factores modificables relacionados con el en-
torno del paciente han sido considerados como la principal 
causa del desarrollo de esta enfermedad18.  

Diversos estudios demuestran que la dieta o la inflamación 
crónica representan un alto factor de riesgo para el desarro-
llo de cáncer de colon, por lo cual los cambios en la alimen-
tación han sido frecuentemente asociados al desarrollo y pro-
gresión de esta enfermedad19-20.  

Estudios demuestran que la quimioterapia y la radiación pue-
den generar efectos secundarios adversos en los pacientes, in-
cluyendo la disbiosis en la microbiota intestinal al alterar la 
composición taxonómica y la capacidad metabólica. En general 
se ha observado una disminución en la diversidad microbiana y 
aumento en los géneros de bacterias patógenas oportunistas 
como Staphylococcus, Enterobacter y Escherichia21,22. 

A su vez la microbiota intestinal juega un papel muy im-
portante en la respuesta del paciente a los tratamientos qui-
mioterapéuticos, puede ser positiva o negativa dependiendo 
de la composición de la microbiota del hospedero así como 
del fármaco que se administre. Se sabe que son capaces de 
alterar la biodisponibilidad o actividad de las drogas, lo que 
puede disminuir el efecto del fármaco o generar subproduc-
tos tóxicos. Por otra parte, se ha reportado que son capaces 
de potenciar el efecto de las drogas mediante la modulación 
del sistema inmunológico y la liberación de especies reactivas 
de oxígeno. Así como ayudar a disminuir los efectos adversos 
de los fármacos al generar un efecto protector23-25. 

Debido a la importancia de la microbiota en la protección 
contra agentes xenobióticos como los fármacos, actualmente 
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Figura 3. Porcentaje de inhibición del efecto combinado de Vincristina y Chlorella sorokiniana en células de cáncer de colon HT-29

Los datos representan la media ± SD de tres determinaciones repetidas de tres experimentos independientes.



se buscan tratamientos suplementarios a la quimioterapia 
como el uso de prebióticos que ayudan a estimular el creci-
miento de los microorganismos benéficos del hospedero y que 
a la vez tengan efecto quimio protector para reducir los efec-
tos adversos de las drogas26. Por lo que, entre los prebióticos, 
las microalgas se han destacado como suplemento alimenticio 
por poseer diferentes funciones. Además de ser excelentes por 
ser fuente de fibra fermentable para los microrganismos intes-
tinales, poseen una amplia gama de compuestos bioactivos 
con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicro-
bianas, antiobesidad, hipocolesterolémicas, anticancerígenas y 
quimio protectores27. 

Entre los géneros de microalgas más utilizados como su-
plemento alimenticio se encuentra el género Chlorella, el cual 
se ha reportado con actividad contra diferentes tipos de cán-
cer como el de mama, hígado, colon, pulmón, estomago, cér-
vix, linfoma y próstata. También se ha demostrado su efecto 

quimio protector, identificando que extractos de C. soroki-
niana pueden prevenir la apoptosis inducida por cisplatino en 
células mieloides a través de una vía de activación de caspasa 
dependiente de mitocondrias28. En modelos in vivo se ob-
servó reducción de la toxicidad en la medula ósea en ratones 
expuestos al cisplatino, que fueron tratados con extractos de 
C. sorokiniana29. 

El efecto inhibitorio en el crecimiento tumoral de C. soroki-
niana y Vincristina fue evaluada individualmente y en combi-
nación en un modelo in vitro de cáncer de colon humano. El 
efecto de inhibición por C. sorokiniana fue directamente pro-
porcional al número de células usadas como tratamiento (Fig. 
1). Las propiedades antitumorales de esta alga ya han sido 
reportadas previamente mediante un extracto metanólico por 
nuestro grupo de investigación en un modelo de linfoma mu-
rino30. El efecto inhibitorio del antineoplásico Vincristina fue 
probado in vitro en el modelo de cáncer de colon, observando 
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Figura 4. Mapa de sinergia 2D de la combinación del efecto en la inhibición del crecimiento de Vincristina y C. sorokiniana en células HT-29



un efecto dosis-respuesta, con una citotoxicidad de hasta 
63.5% al usar la dosis más alta de Vincristina (0.48 µg/mL) 
recomendada para los pacientes con cáncer (Fig. 2). Estos re-
sultados demuestran que la combinación de métodos tradi-
cionales de quimioterapia para el control del cáncer con tra-
tamientos suplementarios con prebióticos que fortalezcan la 
microbiota intestinal, así como aquellos que presentan indivi-
dualmente un efecto antitumoral, podrían mejorar el trata-
miento del cáncer, así como la calidad de vida del paciente 
durante el tratamiento (Fig. 3). Finalmente, el análisis de la 
combinación demuestro que el efecto es complementario y no 
influiría en el efecto del tratamiento quimioterapéutico, si no 
mejoraría el tratamiento del paciente.  

Por lo cual, en conclusión, estos resultados representan una 
alternativa clave para el uso de tratamientos naturales para el 
control de cáncer de colon humano en combinación con qui-
mioterapéuticos de primera línea, lo cual impactaría directa-
mente ya sea en la disminución la dosis terapéutica mejorando 
tentativamente la calidad de vida del paciente al disminuir los 
efectos secundarios generados por el tratamiento. 
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