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Resumen

Bacterias del género Lactobacillus han sido ampliamente investigadas debido a su
interaccion beneficiosa microorganismo-huésped con el ser humano, son parte de la
microbiota natural del ser humano con amplios beneficios a la salud. (Moreno del
Castillo y cols., 2018). ElI presente modelo experimental tiene como objetivo
determinar la actividad sal biliar hidrolasa (SBH), asi como la actividad antioxidante
en las cepas problema L. ramnosus LBUX2301 y L. ramnosus LBUX02 teniendo cémo
control del modelo el Lactobacillus casei JC57. Se observé que todas las cepas
probidticas demostraron un crecimiento viable en presencia de sales biliares, siendo
L. ramnosus LBUXO02 el que mostré un mejor desempefio en condiciones con sales
biliares primarias. Estos hallazgos sugieren que la toxicidad de las sales biliares,
especialmente las secundarias, y su distribucion a lo largo del tracto gastrointestinal
influyen en la capacidad de colonizacion de las cepas probidticas. Ademas, todas las
cepas mostraron actividad antioxidante, destacando la eficacia de L. ramnosus
LBUX2301 en la inhibicion de radicales hidroxilos y superéxidos. Estos resultados
subrayan la importancia de seleccionar cepas con diversas capacidades probioticas

para el desarrollo de productos efectivos en la promocién de la salud intestinal.



Introduccion

La microbiota intestinal, compuesta por una vasta comunidad de microorganismos,
juega un papel crucial en la salud y enfermedad del ser humano. Esta compleja red
de interacciones entre bacterias y el huésped humano no solo contribuye a la digestion
y metabolismo de nutrientes, sino que también desempefia un papel fundamental en
la modulacion del sistema inmunoldgico, la proteccion contra patbgenos invasivos y
la produccion de metabolitos bioactivos. Sin embargo, diversos factores como la dieta,
el uso de antibidticos, el estrés y las enfermedades pueden alterar el equilibrio
dindmico del microbiota, dando lugar a estados de disbiosis que pueden tener

consecuencias significativas para la salud humana (Icaza-Chavez, 2013).

La disbiosis intestinal se ha relacionado con una amplia variedad de enfermedades y
trastornos, incluyendo enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias
intestinales, cancer colorrectal, obesidad, sindrome metabdlico y riesgo
cardiovascular. En este contexto, los Lactobacillus, como uno de los géneros
bacterianos mas prominentes del ecosistema gastrointestinal, han emergido como
microorganismos de gran importancia debido a sus potenciales aplicaciones
terapéuticas en la restauracion del equilibrio de la microbiota intestinal y la prevencion
o tratamiento de diversas afecciones gastrointestinales (Chang, 2023).

Ademas, las sales biliares, compuestas principalmente por &acidos biliares,
desempeiian un papel crucial en la digestion, absorcion y transporte de lipidos en el
sistema gastrointestinal. Su interaccién con la microbiota intestinal y su capacidad
para influir en el crecimiento y la actividad de ciertas bacterias, como los Lactobacillus,
pueden tener implicaciones importantes para la salud humana, incluida la regulacion
del colesterol plasmatico. (Alvarez y cols., 2021)

El presente estudio tiene como objetivo caracterizar el potencial probidtico de
Lactobacillus aislados del tracto gastrointestinal, evaluando su capacidad antioxidante
y su actividad sal biliar hidrolasa. Se busca contribuir al entendimiento de la
importancia fundamental de los Lactobacillus en la salud humana y explorar su

potencial terapéutico en el manejo de diversas afecciones gastrointestinales.



Marco teorico

Interaccion microbiota-huésped

La interaccion que ocurre entre las bacterias y el humano es compleja y multifactorial.
En el cuerpo humano hay aproximadamente diez veces méas células bacterianas
respecto a células humanas, con una gran cantidad de bacterias en la piel y en el
tracto digestivo. Aunque algunas pueden ser patégenas para el hombre, el efecto
protector del sistema inmune hace que la gran mayoria de ellas sea inofensiva o
beneficiosa. Muchas otras se encuentran como simbiontes en seres humanos y en
otros mamiferos. Por ejemplo, en el tracto digestivo proliferan unas mil especies
bacterianas que ayudan a la sintesis de vitaminas tales como acido folico, vitamina K
y biotina. También fermentan carbohidratos complejos indigeribles y convierten las
proteinas de la leche en acido lactico, tal es el caso de las bacterias del género
Lactobacillus, de importancia médica. Ademas, la presencia de esta microbiota inhibe
el crecimiento de bacterias potencialmente patdogenas generalmente por exclusion
competitiva, desempefia un papel fundamental en la modulacion del sistema
inmunoldgico del huésped, influyendo en la respuesta inflamatoria, la tolerancia oral y

la proteccion contra patdégenos invasivos (Marcano, 2008).

Alteraciones de la Microbiota y sus Consecuencias

El equilibrio dinamico de la microbiota intestinal puede ser perturbado por diversos
factores, incluyendo la dieta, el uso de antibidticos, el estrés y las enfermedades.
Estas alteraciones, conocidas como disbhiosis, pueden tener consecuencias

significativas para la salud humana (Icaza-Chavez, 2013).

Los estados de disbiosis generalmente se caracterizan por la pérdida o la
representacion insuficiente de especies beneficiosas que habitualmente son
dominantes y a un aumento de la abundancia de especies minoritarias que, a menudo,
incluyen patégenos oportunistas. Los cambios pueden ser especificos de cada nicho
y de cada enfermedad, y pueden conllevar a la alteracidn global de la estructura de la
microbiota, pérdida o adquisicion de especies concretas. Por ejemplo, en las
enfermedades inflamatorias intestinales suele observarse pérdida de bacterias

productoras de butirato (Faecalibacterium, Roseburia, Eubacterium), en el caso de
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diarreas asociadas al uso de antibioticos coincide con sobrecrecimiento de especies
oportunistas, por ejemplo, Clostridioides difficile. En el cAncer colorrectal es frecuente
el aumento de abundancia relativa de Fusobacterium en las heces, un género propio

de la microbiota bucal (Alvarez, 2021).

Multiples factores como el uso de antibiéticos y otros medicamentos, estrés, factores
genéticos, dieta, estilo de vida, etc., se han implicado en el origen de la disbiosis. Si
el factor desencadenante es intenso o persistente en el tiempo, el proceso puede
conducir a enfermedad, generalmente de tipo crénico o recurrente y de patron

inflamatorio (Alvarez, 2021).

Disbiosis y Enfermedades Asociadas

La dishiosis intestinal se ha relacionado con una variedad de enfermedades y
trastornos, incluyendo: La enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) y el lupus
eritematoso sistémico, enfermedades autoinflamatorias, como la artritis reumatoide y
el sindrome de Sjogren, cancer colorrectal, obesidad y sindrome metabdlico, asi como
con riesgo cardiovascular (Cano, 2022). Las alteraciones en la microbiota influyen en
la salud a través de diversos mecanismos, como son la modulacion del sistema
inmunoldgico, afectando la respuesta inflamatoria y la tolerancia oral, produccion de
metabolitos bioactivos, como acidos grasos de cadena corta y neurotransmisores, que
pueden tener efectos sistémicos, interferencia con la barrera epitelial intestinal,
aumentando la permeabilidad y facilitando la translocacion de bacterias y toxinas al

torrente sanguineo (Venegas, 2016).

Generalidades de los Lactobacillus

Los Lactobacillus son microorganismos Gram-positivos que exhiben una gran
distribucion principalmente en el tracto gastrointestinal y genitourinario de los seres
humanos, con ocurrencia minoritaria en la piel y la leche materna. Son
microorganismos microaerofilos y crecen mejor en anaerobiosis. Forman parte del
grupo denominado bacterias acido lacticas, ya que fermentan azUcares para producir
acido lactico. Se caracterizan por ser un género bacteriano de bacilos largos, rectos
o curvados, Gram-positivos, no formadores de endosporas, catalasa negativos e

inmoviles. Lactobacillus es un género de microrganismos de importancia por sus



aplicaciones en la industria médica para la preparacion de productos farmacéuticos
para restablecer el microbiota intestinal después de tratamientos antibidticos, asi
como en la industria alimenticia para la preparacion de diversidad de productos

fermentados (Parra, 2010).

En el contexto de la microbiota, los Lactobacillus sobresalen como uno de los géneros
mas prominentes y numéricamente preponderantes del ecosistema gastrointestinal.
Las densidades poblacionales varian en el rango de 10° a 10'° unidades formadoras
de colonias por gramo de contenido fecal, presentando una marcada discrepancia en
comparacién con otros géneros como los coliformes y Estreptococos, diferenciados

por un factor de 100 o mas (Wiel-Korstanje, 1970).

El estudio del microbioma humano ha crecido de manera exponencial en la Ultima
década, y su importancia en el proceso de salud - enfermedad del ser humano se
hace cada vez mas evidente, este ecosistema microbiano intestinal consiste en
interacciones huésped-microbiota principalmente bacterias y Lactobacillus, un
desequilibrio en estas interacciones se ha relacionado a multitud de enfermedades y

padecimientos (Moreno del Castillo, 2018).

Casos clinicos y antecedentes

Lactobacillus se ha convertido en uno de los géneros bacterianos mas prometedores
con aplicaciones en salud y enfermedades intestinales, cémo lo indico Huang Y, en
su investigacion “Three-Combination Probiotics Therapy in Children With Salmonella
and Rotavirus Gastroenteritis”donde la administracion por siete dias de Lactobacillus,
S. thermofilus cOmo probidtico a nifios de los 7 a los 12 afios con gastroenteritis aguda
ocasionada por Salmonella y Rotavirus fue un tratamiento eficaz para disminuir los

sintomas y severidad del cuadro (Huang, 2014).

Esto debido a multitud de mecanismos huésped-microbiota, como son la competencia
por adherencia a la mucosa intestinal, al colonizar la mucosa del tracto gastrointestinal
se evita la proliferacion de microorganismos patogénicos reduciendo la carga
bacteriana y viral, asi mismo este género de microorganismos, al ser fermentador de
azucares en acidos organicos fomentan un ambiento acido en el intestino que

desfavorece el crecimiento y proliferacién de cepas patégenas (Shortt, 1999).



Dadas las propiedades inmunomoduladoras de este género de microorganismos,
actualmente se evalla su utilidad cémo probidtico en el manejo preventivo o
terapéutico de enfermedades inflamatorias en el intestino, estimulando la produccion
de citocinas que mejoran la funcién de células. Incluso cepas de Lactobacillus y
bifidobacterias tienen la capacidad de inducir una mayor actividad de enzimas
antioxidantes como la glutatiéon transferasa, reductasa, peroxidasa, superoxido
dismutasa y catalasa. Estas enzimas pueden regular el estrés oxidativo circulatorio

protegiendo a las células de dafos inducidos por carcindgenos (Nowak y cols, 2019).

La conversién de peroxido de hidrogeno (H20.) aumenta el nivel de radicales
hidroxilos, lo que produce lesiones letales en las bacterias. El H>O, puede ingresar a
las células del epitelio intestinal a través de las acuaporinas lo que facilita la respuesta
del huésped a través de vias sensibles a redox. Este proceso es por la oxidacion del
tiol para alterar la sefializacion epitelial del huésped, lo que antagoniza la inflamacion,
limita y repara el dafio tisular, ajusta la division celular y limita la vitalidad de los

patogenos intracelulares (Huang y cols, 2022).

Bilis, sales y acidos biliares

Una de las funciones vitales del higado en el organismo humano consiste en la
formacion y secrecion de bilis. La bilis es un liquido isotonico que contiene
basicamente: agua (82%), sales biliares (12%), fosfolipidos (4%), colesterol (1%) y
pequefias cantidades de otras sustancias, como: bilirrubina, inmunoglobulina A,
metabolitos de hormonas, electrolitos, pro-farmacos y sus metabolitos. La secrecion
basal diaria de bilis es de aproximadamente 500 a 600 mL. La bilis es decisiva para
la digestion y absorcion de grasas, ya que facilita la emulsificacion de las grasas
provenientes de la dieta (Garcia, 2006). Uno de los constituyentes mas importantes
de la bilis son los &cidos biliares (AB), precursores de los acidos biliares. Estos se
sintetizan en el higado a partir del colesterol y se conjugan con aminodcidos,
generalmente glicina o taurina, para formar sales biliares primarias. Los AB transitan
por el tracto gastrointestinal y estan sujetos a una variedad de transformaciones
guimicas por bacterias autdctonas que dan lugar a sales biliares secundarias (Fahy y
cols., 2005). Las sales biliares desempefian funciones criticas en la digestion,
absorcion y transporte de lipidos en el sistema gastrointestinal. Su funcion principal

es facilitar la emulsién de las grasas provenientes de la dieta y la formacion de micelas
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para reducir la tension superficial entre las grasas y el medio acuoso. Esto facilita su
division en particulas mas pequefias y aumenta la superficie de contacto de enzimas
lipoliticas. Ademds, facilitan la absorcion y el transporte de lipidos y vitaminas
liposolubles (A, D, E, K) al incorporarlas a las micelas, aumentando su solubilidad y
disponibilidad para ser absorbidas por las células epiteliales. También actian como
agentes antimicrobianos, contribuyendo a mantener un equilibrio saludable de la

microbiota intestinal (Garcia y Lopez, 2007).

Figura 1. Proceso de formacion de sales biliares a partir de acidos biliares.

Se sabe que las sales biliares conjugadas (sal biliar unida a un aminoéacido) tienen un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de bacterias Gram negativas (Escherichia coli,
Klebsiella y Enterococcus) y Gram-positivas (Huang y cols., 2022; Shokryazdan y
cols., 2017).

Para sobrevivir a la presencia de estas sales, algunas cepas producen la enzima sal
biliar hidrolasa (SBH) que puede hidrolizar a los AB, haciéndolos insolubles y evitando
gue puedan actuar sobre su membrana. En el cuerpo humano, la insolubilidad de los
AB hace que sean excretados. Al disminuir su concentracion en la circulaciéon
enterohepatica, se activa la sintesis a expensas de colesterol, lo que puede reducir la
concentracion de colesterol en plasma. Por lo tanto, las bacterias capaces de producir
SBH pueden patrticipar en la reduccién del colesterol plasmatico del huésped. La sal
biliar hidrolasa (SBH) bacterianas escinden la glicina o la taurina conjugada de los AB,

un paso previo esencial para la producciéon de AB desconjugados y secundarios. Los



Lactobacillus probioticos albergan una cantidad y diversidad considerables de SBH

(Huang y cols., 2022).

El presente proyecto propone evaluar la importancia fundamental de los Lactobacillus
en la salud humana. Se enfoca en su papel esencial como constituyentes de la
microbiota intestinal y su posible potencial terapéutico en diversas afecciones

gastrointestinales.

Objetivo general

Caracterizar el potencial probiético de Lactobacillus aislados del tracto gastrointestinal

asi como su capacidad antioxidante y capacidad de producir sal biliar hidrolasa.

Objetivos especificos

e Caracterizar el potencial probidtico de cepas Lactobacillus.
e Determinar la actividad sal biliar hidrolasa.
e Determinar la capacidad antioxidante en las células integras, desintegradas y

del extracto celular.

Metodologia

Las cepas de Lactobacillus fueron obtenidas del laboratorio de Biotecnologia de la
UAM-Xochimilco, mismas que fueron aisladas a partir de heces de neonatos

clinicamente sanos.

Preparacion del stock

Cada una de las cepas fue sembrada en 10 mL de caldo MRS (Man, Rogosa, y
Sharpe), e incubada a 37 °C por 24 h, posteriormente fueron centrifugadas por 10 min

a 9000 rpm. El paquete celular ser suspendié en 10 mL de MRS con glicerol al 5% y
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fueron alicuotadas en volumen de 0.5 mL en tubos Eppendorf, para ser conservadas

a 20 °C hasta su uso.

Cuenta en placa

Para la determinacion de la concentracidén bacteriana se utilizé el método de conteo
en placa descrito por Wendel U. 2022. Se tom6 una alicuota de 100 pL y se depositd
en 900 pL de agua peptonada al 5%. Se homogeniz6 con ayuda de un vortex y se
tomod una alicuota de 100 pL y se volvio a depositar en otro tubo con 900 uL de agua
peptonada al 5% y asi sucesivamente hasta que se llegé a la sexta dilucién. Una vez
finalizadas las diluciones, de cada una se sembraron 3 L por triplicado en agar MRS
el cual fue incubado a 37 °C por 24 h. Después del tiempo de incubacion se contaron
las colonias de la dilucion y se realizaron los calculos correspondientes para
determinar el nimero de UFC/mL (Wendel U. 2022).

Cuantificacion de la actividad BSH

Esta cuantificacion se determiné en extractos celulares libres de células y restos
celulares intracelulares. EI método descrito por Gonzalez y cols. (2014) con algunas
modificaciones. Se utiliz6 para cuantificar la actividad de la BSH. Primero,
Lactobacillus ramnosus LBUX2301 fue inoculado a una concentraciéon de 1x10™
UFC/mL en un tampon de fosfato sddico (PBS) suplementado con un 0.5% p/v de
acido glicdlico, acido glicodeoxicolico, acido taurocolico, acido taurodesoxicolico, bilis
oxgall o cualquier sal biliar como control y se incubé durante 48 h. Después de la
incubacion, una porcién de 1 mL del cultivo se sometié a centrifugacion a 29,286 g
durante 5 min a 4 °C. Posteriormente, se combinaron 50 pL del sobrenadante
resultante con 50 pL de PBS sdédico (0.1 M, pH 6.0), 100 pL de una solucién que
contendra cada sal biliar o glicina (usada como grupo de control) a una concentracion
de 0.5 % plv, y 10 pL de ditiotreitol (DTT). La mezcla se incubé a 37 °C durante 30
min para detener la actividad enzimatica, y se afiadieron 100 pL de &cido
tricloroacético (15% p/v). Luego, la mezcla se sometié a centrifugacion durante 5 min
a 29.286 gy 4 °C. Después, se combinaron 50 pL del sobrenadante resultante con 50

ML de agua destilada y 1.9 mL de reactivo de ninhidrina. El reactivo de ninhidrina
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consistio en 0.5 mL de ninhidrina al 1% p/v en un tampén de citrato (0.5 M, pH 5.5),
1.2 mL de glicerol y 0.2 mL de solucion tampon (citrato 0.5 M, pH5.5). La mezcla se
hirvio durante 14 min, seguido de enfriamiento durante 3 min en un bafio de hielo. Se
midié la absorbancia a 570 nm. Antes de cada ensayo, se prepard una curva estandar

utilizando glicinay 10 pL de DTT para determinar la concentracion de glicina liberada.

Ensayo de actividad antioxidante DPPH

La actividad de eliminacion del radical 2,2-difenil-1 picrilhidrazil (DPPH) se evalu6
utilizando el procedimiento descrito por Su y cols. (2015). Se prepar6é una mezcla
combinando 1 mL de solucion recién preparada de DPPH (0.2 mmol/L en etanol) con
1 mL de la muestra, que incluia células intactas, extractos celulares libres de células
0 restos celulares. Posteriormente, la mezcla se incub6 en la oscuridad durante 30
min. La absorbancia de la solucién se determind a una longitud de onda de 517 nm
(Suy cols, 2015).

Radical hidroxilo

La capacidad de eliminacion del radical hidroxilo se analizé segun el método de Yan
y cols. (2020). Células intactas, extractos celulares intracelulares sin células o restos
celulares (1 mL por muestra) se mezclo con 1 mL de solucion de 1,10-fenantrolina
(2.5 mM), 1 mL de PBS (pH 7.4) y 1 mL de FeSO4 (2.5 mM). Para inhibir la reaccion,
se afiadieron 1 mL de H202 a 20 mM, y la reaccion se incubo a 37 °C durante 90 min.

La absorbancia de la solucién se midié a 517 nm.

Superoéxido

La capacidad de eliminacién del radical anién superoxido se evalué siguiendo el
método de Yany cols. (2020), con algunas modificaciones. Células intactas, extractos
celulares intracelulares sin células o restos celulares (1 mL por muestra) se afiadiran
a 3 mL de solucion Tris-HCI (pH 8.2) y se incubaron a 25 °C durante 20 min. Luego,
se afiadieron 0.4 mL de pirogalol (25 mM) a temperatura ambiente durante 4 min. Las
reacciones se detuvieron afiadiendo 0.5 mL de HCI, y la absorbancia se midié a 325

nm.
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Resultados

Cuantificacion de la actividad SBH

La sal biliar hidrolasa es una enzima clave en el proceso de descomposicién de las
sales biliares en el intestino delgado, lo que facilita la digestién y absorcion de grasas
y nutrientes, la actividad de esta enzima por parte de los microorganismos intestinales,
como Lactobacillus, despierta un gran interés debido a sus posibles implicaciones
para la salud gastrointestinal y el desarrollo de terapias probiéticas relacionadas al
perfil lipidico.

Los resultados mostrados en la figura 2 demuestran los dos microorganismos
problema (L. ramnosus LBUX2301 y L. ramnosus LBUX02) presentan capacidad
hidrolitica. Sin embargo, en sales primarias (AGC, ATC, AGDC), L. ramnosus LBUX02
es la cepa que presenta una mayor capacidad hidrolitica respecto a L. ramnosus
LBUX2301. En la sal biliar secundaria ATDC L. ramnosus LBUX2301 presenta mayor
crecimiento respecto a L. ramnosus LBUX2301. En la mezcla de todas las sales
biliares (Oxgall) el crecimiento de las cepas no indica diferencia significativa entre si

lo que indica la capacidad de tolerar y adaptarse al entorno gastrointestinal.

80— _p=oooe
p<0.0001 p < 0.0001 p<0.0001 p < 0.0001
p=0.0096 p<0.0001 p<0.0001 p=00010

60—
&
I
7
o 40+
=
o=
2 m
< % %

20 I

0- I I

1 | |
AGC ATC AGDC ATDC Oxgall

13



Figura 2. Actividad SBH, de las cepas evaluadas utilizando sales primarias,
secundarias y una mezcla de sales. Il L. casei JC57 (control), E@ L. ramnosus
LBUX2301, I L. ramnosus LBUXO02.

Con base en los resultados obtenidos, es posible apreciar que tanto el control, cémo
muestras problema (L. ramnosus LBUX2301 y L. ramnosus LBUX02) crecen en todas
las sales biliares: AGC (acido glicolico), ATC (acido taurocolico), AGDC (acido
glicodioxicolico), ATDC (acido taurodeoxicolico), Oxgall (mezcla de todas las sales
biliares), sin embargo, es importante destacar que para la sal biliar AGC, L. ramnosus
LBUX02 presenta una mayor capacidad hidrolitica respecto a L. ramnosus
LBUX2301, pese a que ambas cepas presentan actividad, existe diferencia
significativa entre todas ellas, en la sal ATC. La cepa L. casei JC57 tiene una mayor
actividad hidrolitica respecto a las cepas analizadas sin embargo las cepas problema
no poseen diferencia significativa entre si. En la sal AGDC, la cepa L. ramnosus
LBUX2301 tiene menor actividad que el control (p=<0.0001) y que la cepa L.
ramnosus LBUXO02 (p=0.0001). No obstante, esta ultima no es estadisticamente
diferente al control, para la sal ATDC, L. ramnosus LBUX2301 y L. ramnosus LBUX02
presentaron mayor capacidad de hidrolizar la sal de ATDC, en comparacion al control
(p=0.001, p<0.0001, respectivamente). Sin embargo, las cepas problema no

presentaron diferencias significativas entre si.

Ensayo de actividad antioxidante DPPH

La evidencia acumulada sugiere que algunas cepas de Lactobacillus poseen una
actividad antioxidante que beneficia la salud del huésped después de colonizar y
propagarse en el tracto gastrointestinal. En este estudio, ambas cepas analizadas (L
ramnosus LBUX02 y L. ramnosus LBUX2301) exhibieron actividad antioxidante DPPH
como se muestra en la figura 2. En célula intacta, la muestra LBUX02 tiene una
actividad ligeramente superior a L. ramnosus LBUX2301. En célula lisada, ambas
muestras problema muestran una gran actividad, sin embargo, L. ramnosus

LBUX2301 muestra una actividad superior que es posible apreciar en la figura 3.
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Figura 3. Inhibicion de radicales DPPH en sobrenadante de crecimiento celular,
célulaintacta y célula lisada. EL. casei JC57 (control), 3 L. ramnosus LBUX2301
L. ramnosus LBUX02.

Los resultados indican, que la actividad de ambas cepas problema no fue
significativamente diferente en el sobrenadante. Sin embargo, dicha actividad es
menor que la actividad del control quien presenta una diferencia significativa con
respecto ambas muestras problema (p<0.0001).

En célula intacta el control presenta una buena actividad en comparacion a las dos
muestras problemas. Sin embargo, es importante destacar que la muestra L.
ramnosus LBUXO02 presenta una ligera actividad superior a L. ramnosus LBUX2301,
la diferencia entre el control y las muestras problema es estadisticamente significativa
(p<0.0001).

En célula lisada se puede notar una gran actividad por parte de ambas muestras
problema respecto al control. Sin embargo, la actividad de L. ramnosus LBUX2301 es
superior, solo existe diferencia significativa entre el control y ambas muestras

problema.
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Inhibicion de radical hidroxilo

El radical hidroxilo (*OH) representa una amenaza significativa para la integridad
celular y esta implicado en procesos inflamatorios asociados con el estrés oxidativo.
En este estudio, se analiz6 la actividad de inhibicion del radical hidroxilo en tres
condiciones diferentes por parte de las cepas L. ramnosus LBUX2301 y L. ramnosus
LBUXO02.

Los resultados indican que L. ramnosus LBUX2301 es la cepa mas efectiva en la
evaluacion de célula intacta, mientras que L. ramnosus LBUXO02 parece ser la mas

efectiva en la evaluacion de célula lisada.
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Figura 4. Inhibicién de radicales hidroxilos sobrenadantes celulares, células intactas.

Il L. casei JC57 (control), E L. ramnosus LBUX2301 ] L. ramnosus LBUX02.

Para el caso del sobrenadante, los resultados correspondientes a la inhibicion de
radicales hidroxilos denotan una actividad superior de las cepas problema respecto al

control sin diferencia significativa entre las mismas, sin embargo, existe diferencia
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estadisticamente significativa entre el control y ambas cepas problema, en la
evaluacion de célula intacta, ambas muestras presentan actividad de inhibicién, sin
embargo, L. ramnosus LBUX2301 presenta la mayor actividad de inhibicion respecto
al control L. casei JC57 con una diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001)
y L. ramnosus LBUXO02, En lo respectivo a célula lisada L. ramnosus LBUX02 presenta
mayor actividad respecto a control y a L. ramnosus LBUX2301 con una diferencia
significativa entre este ultimo (p=0.0234).

Superoxido

En el contexto de la defensa celular contra el estrés oxidativo, enzimas como las
catalasas, superdxido dismutasas desempefian un papel crucial, en multitud de
mecanismos, incluido la eliminacion del anidén superoxido. En este estudio, se evaluo
la actividad de inhibicion de radicales de anién superoxido en tres condiciones
diferentes. Los resultados muestran que L. ramnosus LBUX2301 fue el principal
contribuyente a esta actividad en todas las condiciones evaluadas. La figura 4
presenta de manera visual esta observacion, destacando el efecto predominante de

L. ramnosus LBUX2301 en la eliminacién de radicales de anion superoxido.
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Figura 5. Inhibicion de radicales superoxidos, en sobrenadante celular, célula intacta
y célula lisada. WM L. casei JC57 (control), E@ L. ramnosus LBUX2301 L.
ramnosus LBUXO02.

Para el caso de sobrenadante, los resultados obtenidos en la prueba de eliminacién
de radical superoxido indican una actividad superior por parte del control L. casei
JC57, ambas muestras problema presentan actividad de inhibicién, sin embargo, es
importante destacar que L. ramnosus LBUX2301 es superior, existe diferencia
significativa entre control y L. ramnosus LBUX2301 (p<0.0001) asi entre el control y
L. ramnosus LBUX02 (p<0.0001).

En el caso de célula intacta, ambas muestras presentan actividad, sin embargo, L.
ramnosus LBUXO02 es la cepa que presenta mayor actividad respecto al control, existe
diferencia significativa entre L. ramnosus LBUX2301 y L. ramnosus LBUX02
(p=0.0011), los resultados correspondientes a célula lisada nos indican que ambas
cepas tienen actividad, sin embargo, L. ramnosus LBUX2301 es quien presenta mayor
actividad de inhibicion respecto al control, existe diferencia significativa entre control
y L. ramnosus LBUX2301 (p<0.0001) y también entre L. ramnosus LBUX2301 y L.
ramnosus LBUXO02 (p<0.0001).

Discusion

En este estudio, se evalu6 la actividad de cepas con potencial probidtico de L
ramnosus en diversas condiciones experimentales, centrandonos en la cuantificacion
de la actividad SBH y en ensayos de actividad antioxidante, incluyendo la inhibicion
de los radicales DPPH, OH y superoxidos.

Todas las cepas probioticas evaluadas muestran un crecimiento en presencia de sales
biliares, sin embargo, un factor crucial que influye en la supervivencia y capacidad de
colonizar el tracto gastrointestinal de las cepas probioéticas es la toxicidad ejercida por
las sales biliares. Se ha observado que las sales biliares secundarias (acido
glicodioxicolico; acido taurodeoxicolico) son potencialmente mas toxicas que las
primarias (acido glicélico; acido taurocolico) debido a su mayor hidrofobicidad que les

confiere una mayor capacidad de interaccionar con la bicapa lipidica. Esta mayor
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toxicidad puede afectar la viabilidad y capacidad de colonizacién de las cepas
probidticas en el tracto gastrointestinal (Tanaka y col., 1999).

Asimismo, la asociacion de las sales biliares con aminoacidos como glicina o taurina
también influye en su comportamiento. Las sales biliares conjugadas con taurina
tienden a ser méas hidrosolubles debido a la carga negativa propia de la taurina, lo que
puede aumentar su capacidad de interaccion con las membranas celulares en
comparacién con aquellas conjugadas con glicina. Esta diferencia en la asociacion
con aminoacidos puede influir en la capacidad de las cepas probiéticas para resistir la
toxicidad de las sales biliares y colonizar el tracto gastrointestinal de manera efectiva
(Ridlon y cols., 2016).

La distribucion de las sales biliares a lo largo del tracto gastrointestinal también es un
factor relevante a considerar. Las sales biliares conjugadas con glicina son mas
comunes en el intestino delgado, donde su principal funciéon es facilitar la
emulsificacidon y digestion de grasas, es por tal que se espera una menor toxicidad en
presencia de estas mismas, por ende, una mayor proliferacion bacteriana en la
porcién del intestino delgado, como puede observarse en la figura 2, donde L. casei
JC57 presenta mayor actividad en comparacion a las cepas L. ramnosus LBUX02 y
L. ramnosus LBUX2301. Por otro lado, las sales biliares conjugadas con taurina, mas
abundantes en el intestino grueso, donde pueden interactuar con la microbiota
intestinal y las células epiteliales para modular la funcién intestinal y proteger contra
patégenos, es por tal que se esperaria una menor proliferacion bacteriana (Johnson,
2012).

Los resultados indican que todas las cepas probidticas evaluadas mostraron un
crecimiento viable en presencia de sales biliares, siendo L. ramnosus LBUX02 el que
mostré un mejor desempefio en crecimiento con sales biliares conjugadas con glicina.
Esto sugiere su capacidad para sobrevivir y colonizar el intestino delgado donde
predominan estas sales biliares primarias. Estos hallazgos son consistentes con los
resultados obtenidos por Farhangfar y cols. (2021), quienes observaron un
crecimiento constante de Lactobacillus frente a sales biliares al 1%. Ademas, estudios
anteriores han demostrado el impacto de las sales biliares en el crecimiento y las
propiedades de la membrana de ciertas cepas de Lactobacillus (Gémez-Zavaglia y
cols., 2018).

En cuanto a la actividad antioxidante, encontramos que todas las cepas probioticas

demostraron capacidad para neutralizar los radicales libres. Destaca especialmente
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la actividad de L. ramnosus LBUX2301 en las condiciones experimentales evaluadas,
mostrando eficacia tanto en la inhibicion de radicales hidroxilos en células intactas
como en la eliminacion de radicales de anion superoxido en todas las condiciones
estudiadas. Esta capacidad antioxidante en células intactas refleja la habilidad de las
bacterias probitticas vivas para neutralizar los radicales libres y prevenir el dafio
oxidativo mientras estdn presentes en su forma completa, utilizando enzimas y
metabolitos antioxidantes. En el caso de células lisadas, los componentes celulares
liberados también muestran capacidad para neutralizar los radicales libres, sugiriendo
que enzimas y metabolitos antioxidantes intracelulares contribuyen a la proteccion
contra el dafo oxidativo. Ademas, el efecto antioxidante del sobrenadante indica la
capacidad de los microorganismos para producir compuestos antioxidantes
secretados al medio extracelular.

Estos resultados estan en linea con el estudio de Mu - Gao y cols. (2018), donde se
destaco la actividad antioxidante de 14 de 15 cepas de Lactobacillus evaluadas por el
método de eliminacion de radical DPPH y OH. Ademas, nuestros resultados son
consistentes con los reportados por Lepecka y cols. (2023). quienes reportaron una
notable eliminacion de radicales DPPH por parte de Lactobacillus.

Es importante destacar que observamos variabilidad en la eficacia antioxidante de las
cepas probioticas segun el contexto experimental. Por ejemplo, la cepa L. ramnosus
LBUX2301 demostré una mayor eficacia en la inhibicion de radicales hidroxilos y
superéxidos en comparacion con otras cepas probidticas evaluadas. Este hallazgo
subraya la importancia de considerar el contexto experimental al evaluar las

propiedades antioxidantes de las cepas probidticas.

Conclusion

Las cepas probidticas de Lactobacillus ramnosus evaluadas en este modelo
experimental demostraron un posible potencial probidtico, destacandose por su
capacidad para resistir las condiciones adversas in vitro, asi como por su efectiva
resistencia a la presencia de sales biliares propias del tracto gastrointestinal. Ademas,

se observé que estas cepas exhiben propiedades antioxidantes, siendo la cepa
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Lactobacillus ramnosus LBUX2301 la méas notable en la inhibicion de radicales
hidroxilos y superoxidos.

La cuantificacion de la actividad de la sal biliar hidrolasa revel6 que estas cepas
probidticas son capaces de hidrolizar las sales biliares, o que sugiere su habilidad
para adaptarse y sobrevivir en el ambiente intestinal. En particular, la comparacion
entre las cepas mostré que Lactobacillus ramnosus LBUXO02 tiene una mayor
capacidad hidrolitica, especialmente en la descomposicion de la sal biliar primaria
AGC.

Estos resultados enfatizan la importancia de seleccionar cuidadosamente cepas con
capacidades probidticas diversas, que incluyan, entre otros, propiedades
antioxidantes y actividad de sal biliar hidrolasa. Esta informacion es crucial para el
desarrollo de productos probioticos efectivos, los cuales pueden tener un papel

importante en la promocion de la salud intestinal.
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