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RESUMEN

Las MES derivadas del helminto Clinostomum marginatum, han surgido como moduladores
potenciales de la microbiota intestinal, con un enfoque particular en su interaccién con
probidticos como lactobacilos y bifidobacterias. La microbiota intestinal desempefia un papel
fundamental en la salud humana, influyendo en la digestion, la inmunidad y la produccion de
vitaminas esenciales. En este contexto, los lactobacilos y bifidobacterias son microorganismos
beneficiosos utilizados para mejorar la salud gastrointestinal y sistémica al modular la
respuesta inmunitaria y restaurar el equilibrio de la microbiota intestinal. No obstante, la
presencia de helmintos intestinales como C. marginatum y la liberacién de sus MES pueden
tener efectos benéficos sobre patologias asociadas a la desregulacién del sistema inmunitario,
tales como alergias y enfermedades autoinmunes. Se ha propuesto que las MES actGan como
moduladores claves para ejercer funciones modificadoras metabdlicas e inmunologicas. En este
estudio, se investigo el efecto de las MES obtenidas del helminto C. marginatum en la
proliferacion de probidticos, especificamente lactobacilos y bifidobacterias, con el objetivo de
proporcionar nuevos conocimientos sobre la interaccion entre helmintos, probioticos y el
microbioma intestinal. Las MES fueron cuantificadas por el método de Lowry. Posteriormente,
se evalud el efecto de concentraciones de 800, 1200y 1600 pg/mL de MES sobre el crecimiento
de lactobacilos y bifidobacterias. Los resultados revelaron un incremento significativo en el
crecimiento bacteriano proporcional a la concentracion de MES utilizada, con diferencias
estadisticamente significativas. Estos hallazgos sugieren que las MES podrian ser utilizadas
como herramientas terapéuticas para mejorar la salud intestinal al modular positivamente el
crecimiento de probidticos. Sin embargo, es crucial realizar investigaciones adicionales para
conocer los mecanismos especificos que gobiernan esta interaccion y evaluar la seguridad de

las MES en modelos humanos antes de considerar su aplicacion terapéutica.

INTRODUCCION

La microbiota intestinal es un ecosistema complejo que juega un papel crucial en la salud
humana, regulando funciones como la digestion, la inmunidad y la produccién de vitaminas
esenciales. Los probioticos, especialmente lactobacilos y bifidobacterias son microorganismos
beneficiosos que se utilizan para mejorar la salud gastrointestinal y sistémica al modular
respuestas inmunitarias y restaurar el equilibrio de la microbiota intestinal (Gonzélez &
Sanchez, 2012; Sierra & Bernal, 2010). Sin embargo, la presencia de helmintos intestinales

como C. marginatum puede alterar este equilibrio al liberar moléculas de excrecidn-secrecion



(MES) que interacttan con la microbiota. (Fonte Galindo et al., 2016). Recientemente, se ha
evidenciado que las infecciones por helmintos pueden tener efectos benéficos sobre patologias
asociadas a la desregulacion del sistema inmunitario, tales como alergias, enfermedades
autoinmunes y alteraciones inflamatorias intestinales. Estudios epidemioldgicos, clinicos e
inmunoldgicos, asi como experimentos en modelos animales, respaldan la hipotesis de que los
helmintos pueden actuar como moduladores de la respuesta inmune, llevando a la exploracion
de su uso terapéutico en la administracion de estos (Fonte et al., 2016). También, se ha
demostrado que las MES pueden actuar como moduladores claves para ejercer funciones
modificadoras metabdlicas e inmunolégicas (Harnett W., 2014). Los productos de excrecion-
secrecion de helmintos se han identificado como agentes que modifican la actividad de las
células dendriticas, cruciales en la presentacion de antigenos y en la activacion de las células
T. (Salgame et al., 2013; McSorley et al., 2012).

La interaccion entre helmintos y microbiota intestinal es un tema de creciente interés debido a
su impacto en la salud publica. Las infecciones por helmintos pueden alterar la composicién
de la microbiota intestinal, o que a su vez altera la nutricion y la inmunidad del huésped.
Ademas, la suplementacion con probidticos y prebidticos ha demostrado ser efectiva para
mejorar la abundancia de bacterias comensales beneficiosas en el intestino, lo que sugiere un
potencial sinérgico entre estas intervenciones y las MES de helmintos (Quesada, 2020). El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de las MES de C. marginatum en el
crecimiento de probioticos, especificamente lactobacilos y bifidobacterias pudiendo
proporcionar nuevos conocimientos sobre la interaccion entre helmintos, probioticos y

microbioma intestinal.

MARCO TEORICO

Probidticos: Definicion, Caracteristicas y Clasificacion

Los probidticos se definen como microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren beneficios a la salud del hospedero (FAO/WHO, 2001). El
término "probidticos"” fue introducido por primeravez en 1965 por Lilly y Stillwell; a diferencia
de los antibidticos, los prebidticos fueron definidos como factores de origen microbiano que
estimulan la proliferacion de otros organismos. En 1989, Roy Fuller destacé que, para
considerarse probiotico, el microorganismo en cuestion debia estar presente en estado viable e

introdujo la idea de su efecto beneficioso sobre el huésped. Los probioticos pueden agregarse



a la formula de muchos productos, incluyendo alimentos, medicamentos y suplementos
dietéticos, siendo las especies de lactobacilos y bifidobacterias las mas utilizadas como
probidticos (WGO, 2011). Para que un microorganismo sea considerado probidtico, debe
cumplir con ciertas caracteristicas como, ser habitante normal del intestino, no ser patégeno ni
toxigénico, sobrevivir a condiciones adversas del tracto gastrointestinal, adherirse a las células
epiteliales, producir sustancias antimicrobianas y contribuir a la regulacion del sistema inmune.
Dentro de las principales especies de probidticos, las bacterias &cido-lacticas (BAL) son
fundamentales, destacando los lactobacilos por su capacidad de mejorar el transito
gastrointestinal y la utilizacion digestiva de los nutrientes (Usca-Méndez et al., 2020).

Las bifidobacterias son un género anaerobio estricto con un papel relevante en la fermentacién
de alimentos y el equilibrio de la microbiota intestinal, son bacterias anaerobias que pertenecen
al filo Actinobacteria, clase Actinobacteria, orden Bifidobacteriales, familia
Bifidobacteriaceae 'y género Bifidobacterium. Estas bacterias se encuentran
predominantemente en el tracto gastrointestinal de los humanos, especialmente en los recién
nacidos alimentados con leche materna, y son conocidas por su capacidad para producir acidos
organicos como el &cido lactico y el &cido acético, lo que contribuye a la regulacién del pH
intestinal y la inhibicién del crecimiento de patdgenos (Turroni et al., 2014). Por su parte, los
lactobacilos, que pertenecen al filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales, familia
Lactobacillaceae y género Lactobacillus (Corsetti & Carlo, 2007), son bacterias aciddfilas que
desempefian un papel esencial en la fermentacion lactica de alimentos y bebidas. Ademas,
contribuyen a la salud intestinal mediante la regulacion de la microbiota y la produccion de
compuestos antimicrobianos. Ambas bacterias, bifidobacterias y lactobacilos, han demostrado
ser eficaces en la mejora de la digestion y la salud general del hospedero, convirtiéndose en
elementos clave dentro del desarrollo de alimentos funcionales y productos fermentados (Usca-
Méndez et al., 2020).

Contribucién de los lactobacilos y bifidobacterias a la salud gastrointestinal

Las investigaciones mas recientes contintan destacando el papel crucial de los lactobacilos y
las bifidobacterias en la salud gastrointestinal. Los lactobacilos, como Lactobacillus
rhamnosus y Lactobacillus acidophilus, son conocidos por su capacidad para mantener el
equilibrio de la microbiota intestinal y mejorar la funcion de barrera del tracto gastrointestinal.
En un estudio reciente, Mantegazza et al. (2018) demostraron que Lactobacillus rhamnosus

GG tiene una alta capacidad de adherencia a la mucosa intestinal mediante sus fimbrias,



formando un biofilm que protege a la mucosa. Este biofilm preserva el citoesqueleto,
disminuye la apoptosis de los enterocitos y promueve una mejor respuesta inmunolégica tipo
I. En la diarrea asociada con antibioticos, se ha estudiado la eficacia de Lactobacillus
rhamnosus, Saccharomyces boulardii, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis
lactis, Lactobacillus delbrueckii bulgaricus, y Streptococcus thermophilus, entre otros. Los de
mayor eficacia reportada son L. rhamnosus y S. boulardii, quienes demostraron reducir el
riesgo de diarrea asociada con antibidticos en un 51% (Kim et al., 2019). Ademas, los
lactobacilos y bifidobacterias tienen un mecanismo adicional de proteccion mediante el
descenso del pH de la mucosa, lo cual se logra con la produccién de &cido lactico, acético y
propiodnico, propios de estas bacterias (Islam, 2016).

Los microorganismos probioticos modulan la microbiota intestinal, mejoran la digestion y
favorecen la produccion de compuestos antimicrobianos que protegen al tracto digestivo.
Segun un articulo de la Revista de Gastroenterologia de México (2023), cepas como
lactobacilos y bifidobacterias se han utilizado para tratar diversas patologias gastrointestinales,
evidenciando su eficacia en la restauracion del equilibrio microbiano intestinal. Por otro lado,
una revision publicada por la WGO (2023) resalta que cepas combinadas de lactobacilos y
bifidobacterias también son efectivas para mejorar parametros hepaticos en pacientes con
enfermedades hepaticas no alcoholicas. Ademas, un estudio (Sebastian, 2023) sefiala que estos
probidticos pueden influir en la modulacion de las citoquinas y en el tratamiento de trastornos
digestivos, como la diarrea y la disbiosis intestinal, ayudando a mantener un ambiente intestinal
saludable. Estos hallazgos respaldan la importancia de los lactobacilos y las bifidobacterias en
el mantenimiento y mejora de la salud gastrointestinal (Sebastian, 2023; WGO, 2023;
Valdovinos et al., 2017)

Importancia de los lactobacilos y bifidobacterias utilizados: evidencia cientifica,

regulacion y aplicaciones

Los lactobacilos (como L. rhamnosus y L. casei) estimulan la inmunidad intestinal mediante la
produccion de IgA, reducen la inflamacion alérgica mediante citoquinas como IL-10 y TGF-g,
y compiten con patégenos mediante la sintesis de bacteriocinas (lactocinas, bifidocinas).
Estudios con L. rhamnosus GG (cepa C2) demuestran su capacidad para colonizar el intestino,
modular respuestas Th2 y disminuir la permeabilidad intestinal en alergias alimentarias

(Gonzélez & Sanchez, 2012; Sierra & Bernal, 2010). Estudios con Lactobacillus rhamnosus



GG (LGG) demuestran su capacidad para colonizar el intestino y modular respuestas
inmunitarias. Se ha demostrado que LGG puede mejorar la funcion de barrera intestinal y
reducir la permeabilidad intestinal, lo cual es beneficioso en condiciones como las alergias
alimentarias (Boggio, 2022). Las bifidobacterias (B. pseudocatenulatum, B. animalis subsp.
lactis) mejoran la integridad de la mucosa intestinal, metabolizan carbohidratos complejos y
regulan la absorcién de glucosa. B. pseudocatenulatum JCLA3 (PS) presenta genes para
hidrolizar sales biliares secundarias y actividad antioxidante, mientras que B. animalis BB12
(AS) modula respuestas inmunitarias locales durante infecciones parasitarias (Solano et al.,
2018; Gonzélez et al., 2022).

En México, los probioticos se rigen por normas generales como la NOM-051 (etiquetado) y
NOM-243 (productos lacteos), sin legislacion especifica que garantice la viabilidad de las
cepas. Esto resalta la necesidad de validar la estabilidad de cepas como L. casei (C25), cuya
viabilidad post-liofilizacion alcanza 71% bajo condiciones controladas (Castillo-Escanddn et
al., 2019; Velasquez et al., 2012). Algunas de sus aplicaciones en la salud gastrointestinal es
que L. rhamnosus LBUX2304 (C4) y L. paracasei LBUX2312 (C6) podrian aplicarse en
formulas infantiles para reducir diarreas por rotavirus, dado su efecto en la maduracion
intestinal. (WebMD sf; Tormo C 2006). En cuanto a biotecnologia alimentaria B. longum
LBUX23 (LO) y B. animalis BB12 (AS) se utilizan en lacteos fermentados por su tolerancia a
bilis y capacidad de adhesion epitelial (Solano et al., 2018; Gonzalez et al., 2022).

Condiciones de proliferacion de lactobacilos y bifidobacterias

La proliferacion de lactobacilos y bifidobacterias, componentes esenciales de la microbiota
intestinal, se ve influenciada por diversos factores ambientales y dietéticos. Estos
microorganismos anaerobios requieren condiciones sin oxigeno para su crecimiento optimo.
La inulina, un fructooligosacarido con funcién prebidtica, promueve su proliferacion y
contribuye a la salud intestinal al evitar el crecimiento de microorganismos patdgenos (Revista
Bionatura, 2017). Ademas, los lactobacilos y bifidobacterias segregan antibioticos naturales,
como las lactocinas y bifidocinas, que inhiben la colonizacion de patdgenos (Garcia et al.,
2020).

El crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias depende de factores fisicoquimicos,
nutricionales y ambientales. Estas bacterias prosperan en ambientes con pH &cido (4.5-6.5) y
temperaturas de 35-37 °C (Garcia-Cepeda et al., 2016). Requieren sustratos especificos como

carbohidratos no digeribles (p. e€j., fructooligosacaridos [FOS] e inulina), presentes en



alimentos como espéarragos, platanos y alcachofas, que actian como prebidticos (Davani-
Davari et al., 2019). La presencia de vitaminas B y minerales (magnesio, zinc) también estimula
su metabolismo, mientras que la exposicion a oxigeno inhibe el crecimiento de cepas
estrictamente anaerobias como Bifidobacterium spp. (Turroni et al., 2018).

Otros factores adicionales que influyen en el crecimiento de probidticos incluyen a los
antibidticos que alteran significativamente la composicion de la microbiota, reduciendo
poblaciones de Lactobacillus spp. (Dominguez-Bello et al., 2010; Francino, 2016). El estrés
prolongado afecta la estabilidad de la microbiota al disminuir la expresion de genes bacterianos
relacionados con la sintesis de &cidos grasos de cadena corta (AGCC) (Foster et al., 2017).
Ademas, la presencia de bacterias comensales como Faecalibacterium prausnitzii puede
producir metabolitos antimicrobianos que inhiben patégenos, mientras que la dieta rica en
prebiodticos como inulina y fructooligosacaridos (FOS) estimula selectivamente el crecimiento
de probioticos (Sharma & Gilbert, 2018; Davani-Davari et al., 2019).

Interaccion entre helmintos, microbioma intestinal y probioticos: El papel de las MES

Diferentes estudios proponen que las alteraciones en la microbiota inducidas por helmintos y
sus MES tienen un efecto protector frente a la inflacion, por ejemplo, la infeccion por
Strongyloides venezuelensis provoca modificaciones en la microbiota intestinal aumentando la
poblacion de Lactobacillus spp., cambiando los macréfagos M1 a M2 asi aumentando los
niveles de citocinas antiinflamatorias y disminuyendo el LPS. Por otro lado, la infeccion por
Heligmosomoides polygyrus modifica la microbiota gastrointestinal de ratones infectados
(Rooney et al., 2023), la infeccion por Echinostoma caproni cambia la microbiota intestinal
del huésped mediante la modulacién de la IL-25 responsable del mantenimiento de la
homeostasis intestinal (Cortés et al., 2018).

Como componente de las MES liberadas por los helmintos, las vesiculas extracelulares (VE),
son un grupo de particulas heterogéneas encerradas en lipidos derivadas de diferentes células
que varian de tamafio nanométrico a micrométrico, incluyen proteinas, péptidos, lipidos y
carbohidratos, que pueden tener funciones en la invasion, evasion del sistema inmune y
nutricion. En particular, las VE derivadas de helmintos han impulsado un nuevo paradigma en
el estudio de la interaccion huésped-helminto. Varios estudios han demostrado que las VE
derivadas de parasitos pueden regular las respuestas proinflamatorias y antiinflamatorias e
inducir la polarizacion de los macrofagos (Szatanek et al., 2017; Eichenberg et al., 2018; Zhou
etal., 2014).



Los parasitos y las bacterias han evolucionado junto con la humanidad e interactdan
constantemente de muchas maneras. Por ejemplo, algunas infecciones bacterianas son
resultado de bacterias que habitan en los parésitos, como en el caso de la infeccién por
Salmonella durante la esquistosomiasis. Otras bacterias interactGan con los parésitos en la
evolucion de las enfermedades humanas, como en el caso de la interaccion entre las bacterias
endosimbiontes Wolbachia y los nematodos filariales, asi como la interaccion entre las
bacterias gramnegativas y Schistosoma haematobium en la patogénesis del cancer de vejiga
urinaria. En resumen, las interacciones entre parasitos y bacterias implican procesos intrincados
gue nunca dejan de intrigar a los investigadores. Sin embargo, comprender y aprovechar estas
interacciones podria tener potencial profilactico y curativo para las infecciones causadas por
ambos tipos de patégenos (Ashour et al., 2020).

JUSTIFICACION

La infeccion por helmintos, como el C. marginatum, presenta un desafio significativo para la
salud publica, afectando aproximadamente a una cuarta parte de la poblacion mundial (Garrido
et al., 2022). A pesar de que la mortalidad relacionada con estas infecciones es rara, la
persistencia de los helmintos en los huéspedes humanos indica una coadaptacion evolutiva que
subraya la necesidad de estudiar sus interacciones con el sistema inmunoldgico y la microbiota.
En México, aunque no se han reportado casos de clinostomiasis humana, investigaciones como
la de Garrido et al., (2022) indican que esta enfermedad es latente, lo que resalta la importancia
de investigar sus efectos y mecanismos. La metacercaria de Clinostomum ha sido registrada en
27 especies de peces (Pérez et al., 2016), lo que aumenta la relevancia de esta especie en el
contexto local.

Ademas, estudios acumulados han demostrado que las MES pueden actuar como moduladores
claves para ejercer funciones modificadoras metabdlicas e inmunologicas (Harnett, 2014)
ayudando también a la diferenciacion de células T proinflamatorias y promover células
reguladoras como Tregs y Bregs (Pan etal., 2017;2013). Por ejemplo, estudios han demostrado
que la infeccion por S. mansoni y S. japonicum induce efectos antiinflamatorios, regulando
citoquinas y aliviando condiciones alérgicas (White et al., 2020). Sin embargo, la falta de
estudios sobre C. marginatum motiva el estudio del efecto de las MES de C. marginatum en el

crecimiento de probidticos para comprender como interacta con la microbiota humana.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de las MES de C. marginatum en el crecimiento de microorganismos con

potencial probidtico aislados de la microbiota intestinal de individuos sanos mexicanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Purificacion de las cepas: L. rhamnosus LBUX2302, LBUX2304, LBOX2312, L.
paracasei LBUX2305, LBUX2306, Bifidobacterium longum LBUX23,
Bifidobacterium pseudocatenulatum JCLA3.

e Cuantificacién de MES de C. marginatum.

e Determinar el crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias de manera independiente y
en una mezcla de ellos en presencia de MES C. marginatum.

e Determinar el crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias de manera independiente y

en una mezcla de ellos en presencia de un homogenizado de C. marginatum.

METODOLOGIA

Propagacion de las cepas

Las cepas de estudio fueron: Lactobacillus rhamnosus LBUX2302 (C2), Lactobacillus
rhamnosus LBUX2304 (C4), Lacticaseibacillus paracasei LBUX2305 (C5),
Lacticaseibacillus paracasei LBUX2312 (C6), Lactobacillus rhamnosus LBUX2312 (C12) y
Lactobacillus casei LBUX25 (C25), Bifidobacterium pseudocatelatum JCLA3 (PS),
Bifidobacterium animalis subsplactis BB12 (AS), Bifidobacterium longum LBUX23 (LO).

Las cepas de lactobacilos fueron inoculadas en agar MRS y MRS-cisteina (adicionado con 5%
de cisteina) (bifidobacterias), se incubaron a 37 °C por 24 h, transcurrido el tiempo se verifico
la pureza de los cultivos mediante el método tincion de Gram. Una vez puros los cultivos, se
propagaron en caldo MRS o MRS-cisteina'y CO. por 24 a 37 °C. Los cultivos fueron lavados
dos veces con solucion amortiguadora de fosfato (PBS pH 7), y preservadas en una suspension

de PBS con 20% de glicerol, fueron almacenadas a -20 °C hasta su uso.

Determinacion D.O

Una vez verificada la pureza de las cepas, se centrifugaron a 10,000 rpm por 3 min, se lavé el

pellet tres veces con 1 mL de PBS, posteriormente, se resuspendié el pellet en 1 mL de PBS o



medio MRS, asegurando una distribucion homogénea. Se tomé una alicuota de 100 pL de la
suspension en 900 pL de PBS. Finalmente, se midié la densidad éptica (DO) de esta dilucion

a 600 nm, para ajustar la lectura a un valor de 0.5 (1x108).

Efecto de la cisteina 'y CO: en el crecimiento de lactobacilos

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la cisteina y el CO2 en el crecimiento
de lactobacilos, con el fin de determinar si estas condiciones favorecen su proliferacion. Se
planted la hipdtesis de que la cisteina y el CO2 pueden estimular el crecimiento de los
lactobacilos, lo que facilitaria la posibilidad de combinar estas bacterias con bifidobacterias,
dado que estas Ultimas requieren de cisteina y CO> para su desarrollo.

Se inoculé una alicuota de lactobacilos con una DO de 0.5 en caldo MRS-cisteina con CO; y
en caldo MRS. Durante el proceso de incubacion a 37 °C, se realizo la determinacion de la
cuenta en placa, se cuantificaron las unidades formadoras de colonias (UFC/mL) alas 0, 24 y
48 h de incubacion, con el objetivo de comparar el crecimiento microbiano en las diferentes

condiciones experimentales.

Cuantificacion por cuenta en placa

Se realizaron diluciones seriadas (Figura 1), partiendo de una alicuota de 100 pL de la muestra
de las cepas, la cual se diluyé en 900 uL de amortiguador de fosfatos (pH 7) para obtener un
volumen final de 1 mL. Este procedimiento se repitié hasta completar un total de seis
diluciones. Cada dilucién fue homogeneizada mediante agitacion con vortex. Posteriormente,
se sembraron 3 pL de cada dilucion, por triplicado, en placas con medio de cultivo MRS. Las
placas se incubaron a 37 °C durante 24 h; en condiciones aerobias para lactobacilos y en
condiciones anaerobias para bifidobacterias. Finalmente, se realiz6 el conteo de colonias,

registrando las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).
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Figura 1. Diagrama de diluciones 1:100 a partir del stock.

Obtencion de MES a partir de C. marginatum

Las moléculas de excrecién-secrecién (MES) fueron obtenidas en un estudio experimental
previo. La recoleccion se realizé a partir de la musculatura y el celoma de peces de agua dulce.
Las larvas parasitarias se mantuvieron en cultivo utilizando medio RPMI 1640 durante un
periodo de 30 dias. Cada tercer dia se recolectd 1 mL del medio de cultivo y se reemplazo con
igual volumen de medio fresco. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a un proceso de

dialisis y liofilizacion (Castilla, 2024).

Cuantificacién de MES

La cuantificacion de las MES se realizo utilizando el método de Lowry, el cual permitio
determinar la concentracion de proteinas en el hidrolizado de los lotes utilizados. Se elabord
una curva de calibracion a partir de diferentes concentraciones de seroalbimina bovina, lo que

facilitd la obtencidn de mediciones precisas (Tabla 1).

Tabla 1. Concentraciones de seroalbumina bovina para la curva de calibracion.

Tubo 1 2 3 4 5
BSA (100pg/mL) / 0.2 0.4 0.6 0.8 1
H20 (mL) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 /

Se prepararon tres reactivos: Al (1 g de tartrato de sodio en 50 mL de agua), A2 (0.5 g de
sulfato de cobre en 50 mL de agua) y A3 (20 g de carbonato de sodio en 1 L de hidréxido de
sodio al 0.1N), los cuales se mezclaron en proporciones de 0.6 mL de A1, 0.6 mL de A2y 60
mL de A3. A cada tubo se afiadieron 3 mL de esta mezclay 0.3 mL del reactivo de Folin diluido

en agua (1:1 v/v), para luego medir la absorbancia a 500 nm en espectrofotometro. Se
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analizaron muestras del lote con diluciones 1:20 y 1:50 en agua desionizada. La cuantificacion
de MES se llevo a cabo para cada lote de forma independiente.

A partir de las concentraciones determinadas en los anélisis previos, se llevaron a cabo los
calculos correspondientes para preparar las concentraciones finales deseadas de MES. Se
determinaron las concentraciones de 800, 1200 y 1600 ug/mL para las evaluaciones
posteriores, asegurando que cada preparacion cumpliera con los criterios necesarios para la

evaluacion del crecimiento microbiano de lactobacilos y bifidobacterias.

Efecto de las MES a 800 pg/mL sobre el crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias

Se determiné el efecto de las MES sobre el crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias de
manera individual, en un primer paso. Los microorganismos fueron inoculados a una
concentracion de 0.5 DO o 1x108 UFC/mL, y se les afiadieron 800 pg/mL de las MES de C.
marginatum. La incubacion se realizd a 37 °C durante 24 h, y se cuantificaron las UFC/mL en
los tiempos experimentales de 0, 4, 6, 12, 24 y 48 h.

Evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de MES en el crecimiento de una

mezcla de lactobacilos y bifidobacterias

Por dltimo, se prepar6 una mezcla de lactobacilos, bifidobacterias y MES a diferentes
concentraciones (800, 1200 y 1600 pg/mL) para evaluar el efecto combinado de estos factores
sobre el crecimiento microbiano. Se realizaron incubaciones a 37 °C durante los tiempos de 0,
4,6, 8,12y 24, 48 h. Al igual que en los experimentos anteriores, el crecimiento se determind
mediante el método de cuenta en placa, con el objetivo de identificar cual de las
concentraciones de MES resultaba ser la dptima para favorecer el crecimiento de la mezcla de

microorganismos.

RESULTADOS

Efecto de la cisteina 'y CO: en el crecimiento de lactobacilos

Se determind el promedio de unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL) alas 0, 24y
48 h. El crecimiento de los lactobacilos con cisteina y CO2 no se vio modificado por las

condiciones experimentales (Figura 2A), ya que fue similar al del control (Figura 2B). En
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ambas condiciones, el crecimiento méaximo se alcanzo a las 24 h, seguido de una disminucion
alas 48 h.

La cepa Lactobacillus casei LBUX25 (C25) presentd el crecimiento mas alto a las 24 h con
1.7x10% UFC/mL, seguido de una disminucion a las 48 h. Se observé un efecto similar en la
cepa Lactobacillus rhamnosus LBUX2302 (C2), aunque en menor concentracion (Figura 2A).
En el control (Figura 2B), la C2 presento el crecimiento més alto a las 24 h con 2.61x10%
UFC/mL, lo que sugiere que esta cepa tiene una mayor capacidad de proliferacion en

comparacion con las demas, independientemente de la presencia de cisteina y COs.

A 1.20E+11
1.00E+11
8.01E+10
=
g 6.01E+10
=)
4 01E+10
2.01E+10
1.00E+08
] 12 24 36 48
Horas
B 3.00E+11
2.50E+11
2.00E+11
=
O 1.50E+11
=
=)
1.00E+11
5.01E+10
1.00E+08
] 12 24 36 48
Horas

Figura 2. Curva de crecimiento de lactobacilos en medio suplementado con cisteina'y CO, (A), curva
de crecimiento de lactobacilos en medio sin cisteinay CO, (B). —e— C2, —e— C4, —— C5, ——
C6, —— C12, —e— C25.

Cuantificacién de MES

Se elabor6 una curva de calibracion utilizando seroalbimina bovina para asegurar la precision
de las mediciones. Los detalles de la calibracién se presentan en la Figura 3. Se hizo una sola

vez, pero todas las muestras se prepararon de la misma manera y se realizaron en duplicado.
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Se presenta un resultado como ejemplo para ilustrar el procedimiento realizado, el cual es

representativo de lo que ocurrié con las demas muestras tratadas bajo las mismas condiciones.

0.240

0.180

Promedio Abs

0.060

0.120

0.000

40

y=0.0017x+ 0.0084
R*=0.9974

60
[Hg/mL]

80 100

Figura 3. Curva de calibracion de BSA.

La Tabla 2 muestra los datos de la curva de calibracion de la seroalbimina bovina. A partir de

esta curva, se midié la absorbancia de las muestras de MES, lo que permitié determinar sus

concentraciones.

Estas mediciones se utilizaron posteriormente para calcular

concentraciones finales de MES que se emplearian en los experimentos.

Tabla 2. Calibracién de absorbancia y factor de dilucién de las muestras.

*Abs = absorbancia, fd= factor de dilucion.

[pg/mL] Abs 1 Abs 2 Promedio Abs Ecuacion de larecta

20 0.041 0.039 0.040 m=0.0017

40 0.080 0.085 0.083 b=0.0084

60 0.117 0.109 0.113 r2=0.997

80 0.146 0.151 0.149

100 0.183 0.180 0.182

Muestras Abs X calculada *fd [pg/mL] [mg/mL] para 20pg

1:20 0.118 64.4706 1289.412 1289 1.289 15.511
1:50 0.054 26.8235 1341.1765 1341 1.341 26.8235

las

Se utilizaron tres lotes de diferentes cortes de MES, cuyas concentraciones de proteinas se

detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones de los cortes utilizados.

Concentracion de proteinas (pg/mL)

7 174011
26-29 104771
50-52 143714
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Para garantizar una distribucién proporcional entre los tres lotes, las concentraciones
propuestas se multiplicaron por el volumen final del vial utilizado en los experimentos (15 mL)

y se dividieron en partes iguales.

Ejemplo de preparacion para una concentracion de 800 pg/mL.
Se calcul6 la cantidad total de proteinas necesarias para un volumen final de 15 mL:
800 = 15/3=4000

Posteriormente, se aplico una regla de tres para determinar los volimenes correspondientes de
cada lote, asegurando que la concentracion final de MES fuera la deseada. Para ello, se utiliz6

la siguiente formula:

4000 X 1000
Conc.del lote

Los volimenes obtenidos para cada lote fueron los siguientes:

4000x1000 4000x1000
= 23uL = 38L
174011 104771 143714

4000x1 000: 28|.,l|_

La suma de estos volumenes resultd en 89 L, y el volumen restante hasta completar 1 mL se

ajusto con PBS.

Este mismo procedimiento se empled para calcular las proporciones de los lotes en las otras

concentraciones evaluadas (1200 pg/mL y 1600 pg/mL)

Efecto de las MES a 800 pg/mL sobre el crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias

El crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias en combinacion con 800 pug/mL de MES
obtenidas de C. marginatum muestran que la mayor concentracion en las bifidobacterias con
MES (B+MES) a 2.1x10'" UFC/mL a las 24 h, por el contrario, bifidobacterias sin MES (B)
alcanzaron 4.54x10° UFC/mL. Por otro lado, los lactobacilos no mostraron diferencias

significativas entre las condiciones evaluadas.

En la figura 4 se observa como la presencia de MES favorecié el crecimiento de las
bifidobacterias mientras que los lactobacilos mostraron una fase de crecimiento constante sin

diferencias significativas entre las condiciones evaluadas. lactobacilos y bifidobacterias
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incrementaron su indice de proliferacion en presencia de MES; sin embargo, el crecimiento de
bifidobacterias fue significativamente mayor, p<0.0023 B+MES vs L+MES, entre los grupos

control se observa diferencia significativa en el indice de crecimiento p< 0.0004.

2.51E+10
2.01E+10

1.51IE+10

UFC/mL

1.01E+10

5.10E+09
Ve
/s -

1.00E+08

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Horas

Figura 4. Curva de crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias en presencia y ausencia de 800
pg/mL de MES de C. marginatum. p<0.0023 B+MES vs L+MES y p< 0.0004 L vs B. —s— L+MES,
—e— L, —e— B+MES, —o— B.

Evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de MES en el crecimiento de una

mezcla de lactobacilos y bifidobacterias

Las mezclas de lactobacilos y bifidobacterias en combinacion con MES en un rango de 800 a
1600pg/mL muestran que, entre las 6 y 12 h, las concentraciones de 1200 y 1600 pg/mL
favorecieron significativamente (p<0.0017 para 1200 pug/mL y p<0.0003 para 1600 pug/mL) el
crecimiento. En particular, a las 12 h se alcanz6 un crecimiento maximo con la concentracion
1200 pg/mL, alcanzando un crecimiento de 2.97x10% UFC/mL. Este resultado sugiere que esta

dosis puede ser la 6ptima para potenciar el crecimiento del microbioma intestinal.

Por otro lado, la mezcla con la concentracion de 1600 pg/mL de B+L+MES mostrd un
crecimiento maximo a las 4 h; sin embargo, no logré alcanzar o superar el nivel de proliferacion
de la mezcla tratada con 1200 pg/mL posteriormente. Esto podria deberse a que, el incremento
de microorganismos agota los nutrientes necesarios, lo que podria limitar el crecimiento de las
4 alas 48 h.
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En la figura 5 se observa como la presencia de MES favorecio el crecimiento de la mezcla de
lactobacilos y bifidobacterias en comparacion con el control (B+L). Se observaron diferencias
estadisticamente significativas (0.001) en las mezclas con MES en relacién con el control.

3.00E+11
2.50E+11
2.00E+11

0 1.50E+11

UFC/mL

1.00E+11

5.01E+10

1.00E+08 —
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Horas

Figura 5. Curva de crecimiento de la mezcla de lactobacilos y bifidobacterias en presencia de
diferentes concentraciones de MES de C. marginatum. p<0.0008 B+L vs B+L+MES 800ug/mL;
p<0.0017 B+L vs B+L+MES 1200pg/mL; p<0.0003 B+L vs B+L+MES 1600ug/mL y p<0.0001 B+L vs
B+L+MES (comparacion de las tres concentraciones trabajadas). —e— L+B+MES [800ug/mL], —e—
L+B+MES [1200pg/mL], —e— L+B+MES [1600ug/MI], —e—L+B.

DISCUSION

Histéricamente los helmintos y bacterias han coexistido en una relacion estrecha con los
humanos, a pesar de que los helmintos afectan a mas de 1.900 millones de individuos a nivel
mundial su mortalidad es muy baja. Aunado a esto se encuentran las bacterias comensales
conocidas como microbiota, que se albergan en el intestino y otras zonas del cuerpo humano
Llinas-Caballero y Caraballo (2022). Los helmintos secretan MES en el hospedador lo que
puede modificar la composicion y diversidad del microbioma del intestino, es probable que
este mecanismo se vincule con otras vias para inducir los cambios generados por los helmintos

en la microbiota (Beyhan y Yildiz, 2023).

Las MES liberadas por C. marginatum mostraron un efecto positivo en la induccién del
crecimiento de las bifidobacterias (p< 0.0030) que forman parte del microbioma intestinal, en
comparacion con el crecimiento observado sin presencia de MES, esto es similar a lo reportado

por Beyhan y Yildiz, (2023), quienes afirman que las personas infectadas con Blastocystis
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incrementan la diversidad y riqueza bacteriana del microbioma, fortaleciendo la salud
intestinal.

Por otro lado, el efecto sobre los lactobacilos: Lactobacillus rhamnosus LBUX2302,
Lactobacillus  rhamnosus  LBUX2304, Lacticaseibacillus paracasei LBUX2305,
Lacticaseibacillus paracasei LBUX2312, Lactobacillus rhamnosus LBUX2312, vy
Lactobacillus casei LBUX25, fue menos evidente, ya que no se observaron diferencias
significativas en la cantidad de UFC/mL entre los tratamientos con y sin MES. Estos resultados
coinciden con las observaciones de Chandrasekaran, P. et al. (2024), quienes explicaron que
los efectos de los probidticos sobre la microbiota intestinal dependen en gran medida de la
concentracion y la duracion del tratamiento.

En las primeras horas de incubacion, el tratamiento con L+MES mostré un ligero incremento
en la tasa de crecimiento en comparacion con los lactobacilos del presente estudio, lo que
sugiere que las MES obtenidas de C. marginatum pudieron haber proporcionado un estimulo
inicial de crecimiento. Sin embargo, este efecto no se mantuvo a lo largo del tiempo, indicando
un mecanismo transitorio de accion de las MES. Este comportamiento podria estar relacionado
con la rapida adaptacion de las bacterias a factores exdgenos y la capacidad de las comunidades
microbianas establecidas para resistir modificaciones externas. Segun Shade et al. (2012), las
comunidades microbianas pueden exhibir resistencia (insensibilidad a la perturbacion) y
resiliencia (capacidad de recuperacion después de la perturbacion), lo que les permite mantener
su estructura y funcion frente a cambios ambientales. Por ejemplo, Miranda-Baeza et al. (2019)
observaron que la adicion de probidticos en sistemas de biofloc maduros no tuvo efectos
significativos en la abundancia de bacterias heterétrofas, sugiriendo que las comunidades
bacterianas bien establecidas pueden ser resistentes a la incorporacion de nuevos
microorganismos o factores externos. Ademas, Yu et al. (2020) resaltan que los factores
derivados de probioticos pueden modular el crecimiento bacteriano de manera temporal, sin
garantizar un efecto prolongado. Este comportamiento podria estar relacionado con la rapida
adaptacion de las bacterias a los factores exdgenos y la capacidad de las comunidades
microbianas establecidas para resistir modificaciones externas, lo cual ha sido documentado
previamente en estudios sobre la resiliencia y resistencia de comunidades microbianas frente a
perturbaciones ambientales (Shade et al., 2012). Esto podria explicar por qué las MES de C.
marginatum favorecieron el crecimiento de una mezcla de lactobacilos y bifidobacterias a una
concentracion de 1200 pg/mL, pero no a 1600 pg/mL.

Este crecimiento podria estar mediado también por la modulacién epigenética de células

huésped, como se ha observado con la inhibicién de HDAC9 en células del sistema respiratorio
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expuestas a probidticos como Lactobacillus rhamnosus GG y Bifidobacterium animalis junto
con inulina, lo que sugiere que estos efectos también podrian ocurrir en el intestino (Pfefferle
et al., 2021). Asimismo, metabolitos bacterianos como los &cidos grasos de cadena corta
(SCFA), derivados de la fermentacion de fibras dietéticas, pueden unirse a receptores como
GPR43 y modular respuestas inflamatorias a nivel intestinal. También, el triptéfano degradado
por ciertas bacterias benéficas genera compuestos capaces de activar el receptor de
hidrocarburos arilicos (AHR), regulando la respuesta de células inmunes como las T
reguladoras e inhibiendo respuestas Th2 (Pfefferle et al., 2021)

Es importante destacar que este crecimiento 6ptimo a 1200 pug/mL podria estar relacionado con
las condiciones especificas del experimento, debido a que el disefio experimental consistié en
un sistema cerrado, en este sentido las concentraciones més altas de MES, como 1600 pg/mL,
podrian haber generado un efecto inhibitorio debido a una posible acumulacion de metabolitos
toxicos 0 una sobrecarga de proteinas que interfieren con el equilibrio microbiano. Este
fendmeno ha sido observado en estudios donde los productos de excrecion-secrecion (PES) de
helmintos afectan la microbiota intestinal de manera dependiente de la concentracion,
sugiriendo que dosis elevadas pueden alterar la homeostasis microbiana en lugar de promover
su crecimiento (Pillay et al., 2023). Ademas, Zaiss y Harris (2016) explican como los parasitos
pueden influir en la composicion microbiana y en la respuesta inmune del huésped, y destacan
que estos efectos dependen tanto de la concentracion de los factores involucrados como del
contexto en el que se desarrollan, esto podria explicar por qué las MES de C. marginatum
favorecieron el crecimiento de una mezcla de lactobacilos y bifidobacterias a una concentracion
de 1200 y no a 1600ug/mL.

Diversos estudios han demostrado que existe una relacion entre los helmintos y la microbiota
intestinal y no solo ocurre a nivel microbiano, sino que también involucra al sistema inmune.
Por ejemplo, en algunas investigaciones se ha observado que la presencia prolongada del
parasito Heligmosomoides polygyrus favorece el crecimiento de bacterias como Lactobacillus,
y que al administrar Lactobacillus taiwanensis, el parasito puede mantenerse por mas tiempo
en el cuerpo, lo que sugiere que entre ciertas bacterias y helmintos puede haber una relacién de
beneficio mutuo (Reynolds et al., 2015). En cambio, otras bacterias como Lactobacillus casei
podrian aumentar la susceptibilidad a infecciones por helmintos como Trichuris muris, al

modificar la respuesta inmune necesaria para eliminarlos (Reynolds et al., 2015).

Tanto los helmintos como los probidticos tienen la capacidad de activar respuestas inmunes

que ayudan a mantener el equilibrio del cuerpo, principalmente al estimular células reguladoras
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como los linfocitos T y la produccion de sustancias antiinflamatorias (Schemczssen et al.,
2024). Ademas, se ha encontrado que los metabolitos que produce la microbiota, como los
acidos grasos de cadena corta, pueden influir incluso en 6rganos como la médula 6sea, lo que
refuerza la idea de que una microbiota en equilibrio no solo protege el intestino, sino que
también ayuda al cuerpo a defenderse de diferentes infecciones (Schemczssen et al., 2024). De
igual manera, estas bacterias, como Lactobacillus y Bifidobacterium, han mostrado beneficios
desde etapas tempranas de la vida, ya que su transferencia desde el canal vaginal al colon del
recién nacido puede mejorar su adaptacion a la lactancia gracias a su capacidad para fermentar
oligosacéridos de la leche humana, produciendo SCFAs y cidos linoleicos conjugados (CLAS)
que inducen respuestas antiinflamatorias como la activacion de macrofagos tipo M2 (Piazzesi
& Putignani, 2023). Esto destaca el papel crucial de la dieta, especialmente el consumo de fibra
e inulina, en promover el crecimiento de estas bacterias beneficiosas que ayudan a estabilizar
la homeostasis intestinal.Estos resultados aportan evidencia de que las moléculas de excrecion-
secrecion de C. marginatum pueden influir en el crecimiento de bacterias intestinales

beneficiosas dependiendo de la concentracion.

CONCLUSION

Se demostrd que las MES obtenidas de C. marginatum favorecen el crecimiento de mezclas de
probidticos, los lactobacilos (Lactobacillus rhamnosus LBUX2302, Lactobacillus rhamnosus
LBUX2304, Lacticaseibacillus paracasei LBUX2305, Lacticaseibacillus paracasei
LBUX2312, Lactobacillus rhamnosus LBUX2312, Lactobacillus casei LBUX25), la
proliferacion incrementa principalmente en bifidobacterias (Bifidobacterium pseudocatelatum
JCLAS, Bifidobacterium animalis subsplactis BB12, Bifidobacterium longum LBUX23). La
concentracion de 1200 pug/mL es la mas efectiva cuando se mezclan lactobacilos y
bifidobacterias con las MES, favoreciendo no solo el crecimiento a corto plazo, sino también

contribuyendo a la estabilidad del microbioma intestinal a largo plazo.

Se sugiere realizar estudios adicionales que se profundicen en la interaccion de estas MES con
otras cepas probidticas, explorando los mecanismos que podrian potenciar el uso de las MES
como tratamientos de diversas patologias. Ademas, se sugiere estudiar el potencial de las MES
en distintas condiciones y concentraciones que, para evaluar su seguridad y efectividad en

modelos humanos, brindar nuevas estrategias terapéuticas para mejorar la salud intestinal.
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