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RESUMEN

El microbioma intestinal influye significativamente en el metabolismo
farmacoldgico a través de enzimas bacterianas como la B-glucuronidasa,
capaz de revertir procesos hepaticos de desintoxicacion y modificar la
biodisponibilidad de diversos farmacos. Este trabajo evalué in vitro el efecto
de Lactobacillus acidophilus (obtenido de un probidtico) sobre la actividad
de un extracto crudo de B-glucuronidasa aislado de Escherichia coli ATCC
25922, empleando permeabilizacién con EDTA/Tween 80. La actividad
enzimatica se cuantifico por espectrofotometria a 405 nm con PNPG como
sustrato, en tres concentraciones bacterianas y siete tiempos de medicion,

con ocho réplicas por condicion.

Los resultados mostraron que la absorbancia del sistema experimental fue
consistentemente inferior al control positivo en todos los grupos, con
diferencias estadisticamente significativas (Mann-Whitney, p < 0.01). Las
variaciones entre concentraciones solo fueron detectables al tiempo inicial
de 0.5 minutos (Kruskal-Wallis: H = 8.923; p = 0.012), sin evidencia de
relacion dosis-respuesta en tiempos posteriores. Se concluye que L.
acidophilus reduce la sefal enzimatica de la B-glucuronidasa frente a PNPG
en condiciones in vitro, con posibles implicaciones en la modulacion del

ciclo enterohepatico de ciertos medicamentos.

Palabras clave: Lactobacillus acidophilus, B-glucuronidasa, extracto
enzimatico crudo, PNPG, actividad enzimatica, microbioma intestinal,

metabolismo de farmacos, probioticos, ensayo in vitro.
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ABSTRACT

The gut microbiome significantly influences drug metabolism through
bacterial enzymes such as B-glucuronidase, which can reverse hepatic
detoxification processes and modify the bioavailability of various drugs. This
study evaluated in vitro the effect of Lactobacillus acidophilus (obtained
from a probiotic) on the activity of a crude B-glucuronidase extract isolated
from Escherichia coli ATCC 25922, using EDTA/Tween 80
permeabilization. Enzyme activity was quantified by spectrophotometry at
405 nm with PNPG as a substrate, in three bacterial measurements and

seven measurement times, with eight replicates per condition.

The results showed that the absorbance of the experimental system
was consistently lower than the positive control in all groups, with
statistically significant differences (Mann-Whitney, p < 0.01). The variations
in concentration were only detectable at the initial time of 0.5 minutes
(Kruskal-Wallis: H = 8.923; p = 0.012), with no evidence of a dose-response
relationship at subsequent time points. It is concluded that L. acidophilus
reduces the B-glucuronidase enzyme signal against PNPG under in vitro
conditions, with potential implications for the modulation of the

enterohepatic circulation of certain drugs.
Keywords: Lactobacillus acidophilus, B-glucuronidase, crude enzyme

extract, PNPG, enzyme activity, gut microbiome, drug metabolism,

probiotics, in vitro assay.
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INTRODUCCION

En los ultimos veinte ainos, los cientificos se han interesado mucho
mas en como el microbioma intestinal afecta la salud humana,
especialmente la salud del sistema digestivo. Actualmente, hay suficientes
pruebas para confirmar que los microorganismos que viven en el sistema
digestivo hacen mas que simplemente descomponer los alimentos; ayudan
activamente a producir vitaminas, regulan el sistema inmunoldgico y
protegen contra gérmenes dafinos. Sin embargo, factores como tomar
antibidticos durante mucho tiempo, tener enfermedades gastrointestinales
0 experimentar cambios metabodlicos pueden afectar este equilibrio
microbiano. En este contexto, los probidticos aparecen como una
alternativa de tratamiento que tiene gran importancia. La FAO
(Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura)
y la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) consideran que los probioticos
son microorganismos Vvivos que, si se ingieren en cantidades correctas,
ofrecen un beneficio evidente para la salud del individuo o animal que los
ingiere. Gracias a esta caracteristica, estos microorganismos estan
ganando popularidad como una forma de modificar el microbioma intestinal,
contribuyendo a mejorar la salud y evitar numerosas enfermedades.(1) El
interés cientifico en los probidticos ha crecido exponencialmente en la
ultima década, impulsado por el desarrollo de técnicas de secuenciacion de
nueva generacion que han permitido caracterizar con mayor precision el
microbioma intestinal y su relacion con la salud humana.(2)

Actualmente, los probidticos son ampliamente utilizados como
suplementos dietéticos y alimentos funcionales. Diversos ensayos clinicos
y metaanalisis respaldan su utilidad en la prevencion y tratamiento de

enfermedades cronicas no transmisibles, como la diabetes mellitus tipo 2,



el hipercolesterolemia, la hipertension arterial e incluso algunos tipos de
cancer. (3) En contraste, el uso de antibidticos, aunque fundamental para
el tratamiento de infecciones, no distingue entre bacterias patogenas y
comensales, lo que puede alterar significativamente tanto la variedad como
el funcionamiento de los microorganismos que habitan el intestino. (4) La
perturbacién del microbioma por antibioticos puede persistir semanas o
meses, y en algunos casos los cambios en la composicidon microbiana no
se revierten completamente incluso tras la finalizacion del tratamiento. (5)

El microbiota intestinal constituye un sistema sumamente complejo
y variado que alberga una cantidad de microorganismos que supera en
numero a las células del cuerpo humano. Esta comunidad microbiana ha
sido identificada como un agente ambiental clave que influye en multiples
aspectos fisiologicos del huésped. (6) Estudios recientes destacan su
capacidad para metabolizar directamente diversos farmacos o,
indirectamente, modificar su metabolismo mediante interacciones
multidimensionales con el organismo, lo cual afecta éxito del tratamiento y
que aparezcan reacciones no deseadas.(7) La variabilidad interindividual
en la respuesta a medicamentos puede explicarse en parte por diferencias
en la composicion del microbioma intestinal, que determina el perfil de
actividad enzimatica disponible para metabolizar xenobioticos.(8)

Los probiéticos administrados por via oral modifican la composicidn
del microbiota intestinal y las actividades enzimaticas. Por lo tanto, la
coadministracidon de probidticos con farmacos puede provocar cambios en
los parametros farmacocinéticos de los farmacos. (9)

Se sabe que el microbiota intestinal produce una variedad de
enzimas capaces de metabolizar nutrientes y farmacos, lo que podria
alterar la estructura del compuesto original y la posterior difusion de

membrana, el transporte activo al torrente sanguineo y/o la eficacia. (2)



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

El microbiota intestinal desempefia un papel crucial en la salud
humana, no solo en términos de digestidn y homeostasis inmunoldgica,
sino también en la modulacién de la actividad enzimatica que puede influir
en procesos patologicos y en la respuesta farmacoldgica individual. Entre
las enzimas microbianas de mayor interés biomédico se encuentra la -
glucuronidasa, producida principalmente por bacterias intestinales
gramnegativas como Escherichia coli, Clostridium perfringens 'y
Bacteroides fragilis. Esta enzima revierte los procesos de detoxificacion
hepatica mediante la hidrdlisis de conjugados glucuronidos, liberando
compuestos potencialmente toxicos, mutagénicos o cancerigenos en el
lumen intestinal, con consecuencias directas sobre la biodisponibilidad y

toxicidad de numerosos farmacos.

Niveles elevados de actividad de B-glucuronidasa se han asociado
con mayor incidencia de inflamaciéon intestinal, disbiosis y cancer
colorrectal. De hecho, su actividad fecal elevada ha sido propuesta como
biomarcador de riesgo oncolégico, dado que facilita la reactivacion de
carcindégenos dietéticos y metabolitos de farmacos con potencial
genotoxico. Por tanto, la modulacion de esta enzima representa una
estrategia potencialmente preventiva y terapéutica de considerable interés

clinico, especialmente a través del uso de probiodticos.



En este contexto, Lactobacillus acidophilus, uno de los probiéticos
mas empleados en formulaciones comerciales, ha demostrado multiples
efectos beneficiosos sobre el microbiota intestinal y su metabolismo. Sin
embargo, existe escasa evidencia experimental directa sobre su efecto
especifico en la actividad de la B-glucuronidasa obtenida de un extracto
enzimatico crudo en condiciones in vitro controladas. El uso del extracto
crudo —en contraposicion a la enzima comercialmente purificada— ofrece
una aproximacion mas representativa del ambiente intestinal real, al
conservar las condiciones proteicas y de la matriz bacteriana que podrian

influir en la interaccion con el probidtico.

Esta problematica adquiere especial relevancia en el Peru, donde el
consumo de probidticos comerciales coexiste con el uso sin prescripcion
de farmacos glucuronidados como el diclofenaco. Purdel et al. (2023)
documentaron que los probidticos pueden influir sobre la farmacocinética
de farmacos precisamente a través de la modulaciéon de enzimas
microbianas como la B-glucuronidasa, generando interacciones
clinicamente relevantes que frecuentemente no son reconocidas ni por el

paciente ni por el profesional de salud.

Actualmente, se desconoce si Lactobacillus acidophilus, en
concentraciones propias de suplementos comerciales ampliamente
disponibles en farmacias peruanas sin prescripcion médica, es capaz de
modificar la actividad de esta enzima sobre sus sustratos especificos. Esta
brecha cientifica limita la implementacion de estrategias seguras para el
uso concomitante de probidticos y medicamentos metabolizados por B-
glucuronidasa en la poblacién peruana, y constituye el punto de partida del

presente estudio.



1.2.

FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. Problema principal

¢ Como influye in vitro el Lactobacillus acidophilus en la actividad del

extracto enzimatico crudo de B-glucuronidasa?

1.2.2. Problemas especificos

1.3.

- ¢Cual es la actividad enzimatica basal del extracto crudo de -
glucuronidasa obtenido de Escherichia coli ATCC 25922 bajo
condiciones in vitro controladas?

- ¢Cbmo varia la actividad del extracto crudo de B-glucuronidasa
a lo largo del tiempo de interaccion con L. acidophilus?

- ¢Como la presencia de L. acidophilus a diferentes
concentraciones modula la actividad del extracto crudo de -

glucuronidasa?

JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

La B-glucuronidasa es una enzima clave en la desconjugacion
de metabolitos de farmacos, y su actividad puede influir
significativamente en la biodisponibilidad, eficacia y toxicidad de
numerosos medicamentos de uso frecuente. En este contexto,
Lactobacillus acidophilus, un probidtico ampliamente utilizado, ha
demostrado la capacidad de modular funciones enzimaticas
intestinales, incluida la B-glucuronidasa. La relevancia clinica de
modular la B-glucuronidasa intestinal se fundamenta en que su
actividad determina la magnitud de la reabsorcion entero-hepatica de

farmacos glucuronidados, con consecuencias directas sobre la



1.4.

biodisponibilidad, la eficacia y el perfil de toxicidad de medicamentos
de amplio uso clinico. (10) Evaluar in vitro esta interaccion mediante
un extracto enzimatico crudo resulta particularmente importante,
debido a que permite aproximarse a las situaciones bioquimicas
reales del intestino con mayor fidelidad que el uso de enzimas
purificadas.

Este estudio aportard evidencia experimental sobre los
posibles efectos —inhibitorios o estimulantes — del uso concomitante
de probidticos y medicamentos metabolizados por B-glucuronidasa.
Generara ademas bases experimentales para optimizar terapias
farmacolégicas, prevenir reacciones adversas derivadas de la
desconjugacion intestinal no deseada, y disefar estrategias
coadyuvantes desde la perspectiva del microbioma intestinal con

aplicacion clinica.

ALCANCES Y LIMITACIONES

En este trabajo se evaluara la influencia de L. acidophilus
sobre la actividad de B-glucuronidasa obtenida mediante extracto
enzimatico crudo de Escherichia coli ATCC 25922, empleando
PNPG como sustrato especifico y espectrofotometria a 405 nm como
método de cuantificacion. El estudio se restringe a un modelo in vitro
controlado, sin incluir modelos animales, modelos intestinales ex
vivo. No se analizaran otras enzimas del metabolismo de farmacos
ni rutas de biotransformacion hepatica o renal.

Entre las principales limitaciones se reconoce que el extracto
crudo enzimatico puede contener otras proteinas bacterianas que
interfieran en la reaccién, y que la turbidez de las suspensiones

bacterianas puede generar sefal Optica inespecifica a 405 nm —



1.5.

1.5.1.

1.5.2.

1.6.

1.6.1.

efecto reconocido como dispersion de Rayleigh— Ademas, las
condiciones in vitro no replican completamente el ambiente dinamico
del intestino, por lo que los resultados deben interpretarse como

evidencia preliminar.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar in vitro la influencia de Lactobacillus acidophilus sobre la

actividad del extracto enzimatico crudo de [-glucuronidasa.
Objetivos especificos

- Determinar la actividad enzimatica basal del extracto crudo de [3-
glucuronidasa de Escherichia coli ATCC 25922 en condiciones
experimentales controladas.

- Determinar la actividad del extracto crudo de B-glucuronidasa a
diferentes tiempos de interaccion con L. acidophilus.

- Determinar el efecto de diferentes concentraciones de L.
acidophilus sobre la actividad del extracto crudo de B-

glucuronidasa.

HIPOTESIS

Hipétesis general

La presencia in vitro de Lactobacillus acidophilus modifica la

actividad del extracto enzimatico crudo de B-glucuronidasa.



1.6.2. Hipotesis Especificas

- Elextracto crudo de B-glucuronidasa obtenido de Escherichia coli
ATCC 25922 presenta actividad enzimatica detectable en
condiciones experimentales controladas.

- El tiempo de interaccion entre L. acidophilus y el extracto crudo
de B-glucuronidasa influye en la actividad enzimatica registrada
a lo largo de los intervalos evaluados.

- La presencia de L. acidophilus a diferentes concentraciones
genera cambios en la actividad del extracto crudo de [-

glucuronidasa.

1.7. VARIABLES

1.7.1. Variable Independiente
Presencia de Lactobacillus acidophilus
1.7.2. Variable Dependiente

Actividad enzimatica del extracto crudo de B-glucuronidasa
obtenido de Escherichia coli ATCC 25922

1.7.3. Indicadores
Indicadores de la variable independiente:

- Ausencia de Lactobacillus acidophilus
- Presencia de Lactobacillus acidophilus en cultivo

- Presencia de sobrenadante (metabolitos extracelulares)



Indicadores de la variable dependiente:

- Concentracion de p-nitrofenol liberado (umol)

- Absorbancia a 405nm (espectrofotometria)

- Unidades enzimaticas (U/ml) = umol de producto / min / m de
muestra

- Porcentaje de variacion respecto al control



1.7.4. Definicion operacional de las variables

Variable Definicion Dimensidn Indicador Escala
Cohcentrac.IO? UFC/ml De razén
bacteriana del inéculo
Variabl P i d Microorganismo probidtico vivo
aria .e resenCIe.] e que, al ser administrado en
Independiente Lactobacillus . .
) . cantidades adecuadas, confiere
acidophilus -
un beneficio para la salud del
huésped (11) Tiempo de interacciéon 0.5,1,2,5,10,20y 30 min De razdn
Absorbanci didaa405
Produccién de PNP sorbancia medida a Intervalo
nm
Actividad . . . . .
L Enzima microbiana intestinal que
enzimatica del cataliza la hidrolisis de
Variable extracto crudo de B- L. . Actividad enzimatica Cantidad de pmol de PNP ,
. ) glucurdnidos liberando las ] De razén
Dependiente glucuronidasa . . neta liberado (U/ml)
, agliconas correspondientes,
obtenido de - o
e . revirtiendo la glucuronidacién
Escherichia coli s .
ATCC 25922 hepatica de fase Il e influyendo ) o
en la disposicién de farmacos y Ausencia de crecimiento en
compuestos endégenos (12) Integridad del extracto agar MacConkey tras Nominal
crudo permeabilizacién con dicotémica

EDTA/Tween 80




2.1.

CAPITULOII

MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DE ESTUDIO

2.1.1. A nivel internacional

Song Gao y colaboradores (2022), en su investigacion
desarrollada en Estados unidos, destacan en su articulo titulado
“The role of gut microbial B-glucuronidase in drug
disposition and development”, que la B-glucuronidasa influye
significativamente en la disposicion de farmacos y compuestos
endogenos. lIdentificaron diversos inhibidores potenciales vy
proponen a esta enzima como diana terapéutica, aunque
advierten que aun se requieren estudios en humanos para
validar estos efectos y comprender posibles implicancias sobre

la homeostasis del huésped. (13)

Mahdy Marwa S. y colaboradores (2023), en su
investigacion desarrollada en Egipto, destacan en su articulo
titulado "lIrinotecan-gut microbiota interactions and the
capability of probiotics to mitigate Irinotecan-associated
toxicity"”, evaluaron in vitro el efecto de L. plantarum, L.
acidophilus y L. rhamnosus, en forma individual y mixta, sobre la
expresion del gen de B-glucuronidasa de E. coli. La mezcla de
Lactobacillus spp. alivio significativamente la diarrea inducida

por irinotecan en modelos murinos mediante la reduccion tanto


https://link.springer.com/article/10.1186/s12866-023-02791-3#auth-Marwa_S_-Mahdy-Aff1

de la expresion de B-glucuronidasa como del estrés oxidativo,

protegiendo ademas el epitelio intestinal contra la disbiosis.(14)

Rinse K Weersma y colaboradores (2020), en su
investigacion desarrollada en Paises Bajos, destacan en su
articulo titulado “Interaction between drugs and the gut
microbiome”, que el microbioma intestinal humano no solo se
ve afectado por los medicamentos, sino que también puede
modificar la forma en que los medicamentos actuan en el cuerpo,
alterando su eficacia, toxicidad y biodisponibilidad. Ademas, el
microbioma puede influir en la respuesta a tratamientos como la
inmunoterapia contra el cancer. Comprender estas interacciones
bidireccionales es clave para desarrollar estrategias que
permitan modular el microbioma y asi mejorar los resultados

terapéuticos en distintas enfermedades.(15)

Ifeoma Julieth Dikeocha y colaboradores (2022), en su
investigacion desarrollada en Malasia, destacan en su articulo
titulado  “Pharmacomicrobiomics: Influence of gut
microbiota on drug and xenobiotic metabolism”, que la
interaccién entre medicamentos y microbiota intestinal es
bidireccional, compleja y aun poco comprendida, pero clave para
la respuesta clinica en humanos. Ademas, destacan que el
microbiota puede transformar estas sustancias, modificando su

eficacia y toxicidad.(16)

Ebuzoeme Christabel y colaboradores (2021),

investigacion desarrollada en Estados Unidos, en su articulo


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Weersma+RK&cauthor_id=32409589

"Glucuronides Hydrolysis by Intestinal Microbial -
Glucuronidases (GUS) Is Affected by Sampling, Enzyme
Preparation, Buffer pH, and Species”, evaluaron
sistematicamente como las condiciones experimentales afectan
la hidrolisis de glucurénidos por GUS microbiana intestinal.
Demostraron que el tiempo de coleccién de muestras, el tipo de
preparacion del extracto enzimatico, el pH del buffer y las
diferencias entre especies afectan significativamente la actividad
GUS medida, siendo la sonicacion el método que proporcion6
mayor rendimiento enzimatico. Emplearon PNPG como sustrato
de referencia y cuantificaron la actividad a 405 nm, validando
metodoldgicamente el sistema experimental empleado en el

presente trabajo.(17)

Carmen Purdel y colaboradores (2023), en su
investigacion desarrollada en Rumania, destacan en su articulo
titulado “Exploring the potential impact of probiotic use on
drug metabolism and efficacy”, que los probioticos pueden
modificar la forma en que se absorben y procesan los farmacos,
afectando su biodisponibilidad. Estos efectos pueden darse por
distintos mecanismos: cambios en el pH intestinal por
produccion de acidos grasos de cadena corta, alteracion del
tiempo de transito intestinal o del grosor de la mucosa,
modificacién de transportadores intestinales, alteracion de la
microbiota, regulacion de enzimas microbianas y uso de
farmacos como fuente de nutrientes para el crecimiento

bacteriano.(18)
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Mego M. vy colaboradores (2024), investigacion
desarrollada en Eslovaquia, en su ensayo clinico fase lll titulado
"The beneficial effect of probiotics in the prevention of
irinotecan-induced diarrhea in colorectal cancer patients
with colostomy", publicado en Frontiers in Oncology, evaluaron
el efecto de la suplementacion probidtica en 279 pacientes con
cancer colorrectal bajo terapia con irinotecan. Demostraron que
los probiodticos redujeron significativamente la incidencia de
diarrea severa mediante la disminucion de la actividad de B-D-
glucuronidasa intestinal, confirmando en un modelo clinico el

mecanismo que el presente estudio explora in vitro.(19)

Gerard Clarke y colaboradores (2018), en una
investigacion desarrollada en Irlanda, destacan en su articulo
titulado “Drug—gut microbiota interactions: implications for
neuropharmacology”, que el uso de probiéticos pueden influir
en la farmacocinética de los farmacos al modular la microbiota
intestinal y su actividad enzimatica, Estudios posteriores han
demostrado que Lactobacillus acidophilus altera la absorcion de
glicazida y sulfasalazina, mientras que otras cepas, como L.
reuteri, reducen la actividad de la enzima B-glucuronidasa,
enzima clave en el metabolismo de farmacos como el

paracetamol. (20)

2.1.2. A nivel nacional

Juan Miguel del Aguila Cortijo y colaboradores (2015), en
su tesis “Evaluacion de los hidrolizados de Chenopodium
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quinoa wildnow (quinua) Hordeum vulgare (cebada) y
Glycine max (soya) como sustrato beneficioso para la
preparacion de un producto nutraceutico a base de
Lactobacillus acidophilus”, mencionan la capacidad del
Lactobacillus acidophilus para reducir la actividad de la enzima
B-glucuronidasa en animales y humanos, que podria disminuir la

conversion de compuesto procarcindogenos a carcindgenos. (21)

En el Peru existen pocos estudios que aborden directamente
la B-glucuronidasa intestinal. La mayoria estan vinculados a la salud
digestiva, estudios de microbiota fecal, o efectos adversos de

farmacos.

Hasta la fecha, no se ha reportado literatura indexada
estudios en Tacna sobre:
- Actividad de B-glucuronidasa
- Efectos de Lactobacillus acidophilus sobre enzimas
intestinales

- Aplicacion de ensayos enzimaticos en sistemas in vitro.
Este vacio respalda la importancia del proyecto, permitiendo

abrir una linea de investigacion relevante tanto en microbiologia

basica como en farmacologia experimental en la region.
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2.2,

BASES TEORICAS

2.1.1. Probiodticos

2.1.1.1. Definicion

La Organizacién Mundial de la Salud para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) propuso denominar a los probiéticos como
"microorganismos vivos que cuando se administran en
cantidades adecuadas confieren un beneficio de salud al
hospedero". Este concepto fue propuesto y posteriormente
ratificado un afno después por las mismas instituciones, a través
de una guia propuesta por un grupo de trabajo para orientar

respecto al documento original.(22)

Desde entonces, segun la base de datos PubMed, hasta
2014 se habian indexado mas de 8 000 articulos de
investigacion que utilizaron el término probidtico. En los ultimos
anos, ha aumentado exponencialmente afan en el tema y los
mecanismos para establecer evidencia estadistica y cientifica
han progresado rapidamente, lo que ha posibilitado el desarrollo
de una gran cantidad de productos probidticos con mayor
respaldo”). Desafortunadamente, de forma simultanea, ha
crecido un desmesurado interés comercial en el tema, aunado a
las publicaciones sobre probiéticos sin mayor respaldo cientifico
en los medios y en Internet, contribuyendo de esa manera al uso
erroneo del concepto y a etiquetar productos "con probioticos"

gue carecen de los criterios para ser considerados como tales,
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promoviendo cuestionables y engafnosos beneficios de salud en

esos productos,(22)

Ante esa situacion, la International Scientific Association
for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) pudo organizar en 2013
una reunion de especialistas clinicos y cientificos sobre el tema
(grupo de profesionales de diversas especialidades clinicas y de
investigacion) para reexaminar el concepto de probidticos y
contribuir a su legitimacion, grupo que incluyé a los participantes
de los paneles de expertos originales organizados por FAO/OMS
en 2001 y 2002".(22)

El concepto tuvo en este conclave una modificacion
semantica (probablemente mas evidente en el idioma inglés) y
en castellano qued6 como: "microorganismos vivos que, cuando
se administran en dosis adecuadas, confieren un beneficio de
salud al hospedero", captando la esencia de los probidticos:
agente microbiano, con viabilidad y beneficioso para la salud.
(22)

2.1.1.2. Caracteristicas

Para considerar el uso de un microorganismo como
probiético, debe evaluar varias caracteristicas funcionales,

técnicas y de seguridad.
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Requisitos de seguridad para seleccionar un probiético:

- Las cepas utilizadas en humanos deberian proceder
idealmente de seres humanos (aislados de una persona
sana).

- Histéricamente no es patogénico.

- Notiene antecedentes de enfermedades gastrointestinales ni
de otro tipo.

- No deben llevar genes de resistencia a los antibioticos que
puedan transmitirse a otras bacterias. (22)

Caracteristicas funcionales que un probiético debe poseer:

Capacidad de resistir las sales biliares y enzimas
digestivas del pancreas (un rasgo clave de supervivencia en
Intestino delgado).

- Resistencia a las enzimas acidas y gastricas.

- Apegado al revestimiento del intestino y viviendo
brevemente alli.

- Puede desencadenar el sistema inmunologico sin causar
inflamacion.

- Actividad antagonica frente a patogenos.

- Preferiblemente anticanceroso y propiedades
antimutagénicas.(22)

La resistencia al pH gastrico y a las sales biliares, asi
como la capacidad de adherencia al epitelio intestinal, son

caracteristicas evaluadas mediante protocolos estandarizados in
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vitro antes de que una cepa pueda ser considerada probidtica

para uso clinico.(6)

Consideraciones tecnolégicas en la formulaciéon de un

probiético:

- Debe contribuir favorablemente a las caracteristicas
organolépticas del producto, tales como el sabor y la
textura.

- Capacidad de resistencia frente a bacteriéfagos.

- Conservacién de la viabilidad celular durante las etapas
de procesamiento tecnoldgico.

- Estabilidad sostenida tanto en el producto terminado
como a lo largo del periodo de almacenamiento.(22)

21.1.3. Lista de microorganismos considerados

“probioticos”

De acuerdo con la definicidn actualmente vigente, existe
un amplio conjunto de especies que comprenden cepas
susceptibles de ser catalogadas como portadoras de
propiedades probidticas. La mayor parte de las especies
propuestas con dicha condicién corresponden al grupo de las
bacterias acido lacticas, destacandose de manera particular los

géneros Lactobacillus y Bifidobacterium.

Especies del género Lactobacillus.

- Lactobacillus acidophilus
- Lactobacillus amylovorus

- Lactobacillus casei
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- Lactobacillus johnsonii
- Lactobacillus paracasei
- Lactobacillus reuteri

- Lactobacillus rhamnosus

Especies del género Bifidobacterium.

Bifidobacterium adolescentes

Bifidobacterium animalis

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium breve

Bifidobacterium infantis

Otras bacterias de caracter acido lactico.

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Lactococcus lactis

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus acidilactici

Microorganismos que no pertenecen al grupo de bacterias

acido lacticas.

- Bacillus cereus variedad toyoi
- Escherichia coli cepa Nissle
- Propionibacterium freudenreichii

- Saccharomyces cerevisiae
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21.1.4. Efectos generales de los probiéticos

- Ayudan al buen funcionamiento del sistema inmunitario.

- Ayudan en la digestion. Descomponen algunos alimentos que
no se digieren bien.

- Controlan microorganismos peligrosos o0 potencialmente
patdégenos.

- Producen vitaminas y facilitan la absorcion de nutrientes.

Ademas, algunos pueden:

- Disminuir el riesgo de diarrea asociada con antibidticos.

- Combatir la diarrea infecciosa.

- Disminuir el riesgo/duracion de infecciones comunes
(gastrointestinales, respiratorias, vaginales).

- Favorecer la digestion de la lactosa.

- Reducir los sintomas de cdlico y eccema en los lactantes.

- Ayudar en el tratamiento de molestias digestivas.(22)

2.1.1.5. Mecanismo de accion

Los efectos demostrados de los probidticos han sido un
principio fundamental de los avances cientificos durante
décadas. Ciertamente, algunos mecanismos de accidn mas
importantes estan presentes en solo unas pocas cepas
probidticas, y muchos de estos mecanismos son diversos,

heterogéneos y dependen de cada cepa. Sin embargo, los
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avances cientificos ahora revelan similitudes entre los miembros
de algunos grupos taxonomicos de probioticos. Es probable que
los beneficios clinicos se deriven de estos mecanismos
compartidos, lo que sugiere que existen efectos probioticos
especificos de subespecies, especificos de especie o
especificos de género. Los ensayos en humanos son necesarios

para confirmar los beneficios de salud especificos.(22)

Mas concretamente, a continuacion, se resumen los

principales mecanismos:

- Aumento de la barrera epitelial

- Aumento de la adhesion a la mucosa intestinal

- Inhibicion concomitante de la adhesidn a los patdgenos

- Produccién de sustancias antimicrobianas o bacterioquinas

- Modulacion de la respuesta inmune

Ademas de los mecanismos clasicos descritos, estudios
recientes han identificado que los probiéticos pueden modular
directamente la actividad de enzimas bacterianas intestinales,
incluyendo la B-glucuronidasa, la nitrorreductasa y la
azorreductasa, con consecuencias sobre el metabolismo de

farmacos y xenobioticos. (18)

Aumento de la barrera epitelial

El revestimiento que recubre el intestino se encuentra en

exposicidon permanente tanto al contenido luminal como a la
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microbiota intestinal residente. La barrera intestinal constituye un
mecanismo de defensa de caracter primordial, cuyo
funcionamiento se sustenta en la integridad estructural del
epitelio intestinal como elemento protector del organismo frente
a agentes de origen externo. Los componentes defensivos de
dicha barrera comprenden la capa mucosa, los péptidos de
naturaleza antimicrobiana, la inmunoglobulina A secretora (IgA)
y el complejo de proteinas de unidn localizado en las uniones
epiteliales. Cuando la funcionalidad de esta barrera se ve
comprometida, microorganismos bacterianos y proteinas de
procedencia alimentaria pueden traspasar hacia la submucosa,
desencadenando procesos inflamatorios que dan origen a
diversas alteraciones intestinales, tales como la enfermedad
inflamatoria intestinal, las alergias a las proteinas de la leche de

vaca y un amplio espectro de reacciones de hipersensibilidad.

Diversas investigaciones cientificas sugieren que el
fortalecimiento de la expresion génica vinculada a la
senalizacion de las uniones estrechas podria representar una
estrategia viable para optimizar la integridad de la barrera
intestinal. En este sentido, microorganismos pertenecientes al
género Lactobacillus han demostrado capacidad para modular
la regulacién de multiples genes implicados en la sintesis de
proteinas de union, entre las que se destacan la E-cadherina y

la B-catenina.(22)
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Mejor adhesién a la mucosa intestinal

Uno de los beneficios mas importantes que los probiéticos
deben tener es la capacidad de adherirse al revestimiento del
intestino, que es necesario para colonizar e interactuar con el
huésped. Seguir un plan es clave para controlar el sistema
inmunitario y evitar que se combata a los gérmenes. Por lo tanto,
el acceso se ha convertido en un paso requerido para las nuevas
cepas probidticas que estdan surgiendo hoy y son muy
beneficiosos. Muchos probidticos, especialmente lactobacilos y
bifidobacterias, tienen varias partes superficiales que se
adhieren a células de epitelio intestinal (CID) y células mucosas.
Las células epiteliales pueden producir moco, una sustancia
espesa que contiene glicoproteinas para proteger contra

bacterias patégenas al impedir que se peguen.

Como se menciondé anteriormente, las cepas
Lactobacillus tienen la capacidad especial de promover la
adhesion, particularmente Lactobacillus reuteri y Lactobacillus
rhamnosus GG. Estas bacterias secretan adhesivos para unirse
a la capa de moco, junto con proteinas, utilizando acido
lipoteicoico. Algunos estudios indican que las cepas de
Bifidobacterium animalis e infantis estan implicadas en proteinas
superficiales que interactuan con plasmindgenos o enterocitos
humanos. Estas proteinas pueden ayudar a que las bacterias se
instalen en el intestino humano al descomponer la capa externa

de la célula o al ayudarles a acercarse al revestimiento intestinal.
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Los probidticos pueden causar alteraciones en las
mucinas intestinales por su capacidad para inducir la liberacion
de defensinas a partir de las células epiteliales, bloqueando de
esta manera la union al patégeno. La adhesién es una de las
particularidades determinantes que tienen algunas cepas
probidticas; el caso concreto de Lactobacillus rhamnosus GG,
que presenta mayor adhesion a las células de la mucosa que
otras cepas de lactobacilos, esta mediada por una proteina
adhesiva L. rhamnosus GG -0186 y la expresion de
exopolisacaridos, que ayudan en la respuesta conjunta de

proteccion frente a las lisis mediadas por el complemento. (22)

Competencia por microorganismos patégenos

Las bacterias probidticas pueden combatir las bacterias
dafninas de varias maneras, como reducir el pH en el intestino,
bloquear su capacidad para pegarse (competitividad), impedir
gue se muevan a los tejidos o producir sustancias y defensas
antibacterianas. Una forma en que la microbiota intestinal impide
gue las bacterias dafinas se hagan cargo es creando un entorno
duro que limite el pH, el potencial redox y la creacion de sulfuro
de hidrégeno. Las propiedades de las bacterias que pueden
crear un ambiente fisioldgicamente restrictivo son tipicas de los
probidticos. Esta propiedad documentada por Greenberg en
1969 como "exclusion competitiva", lo que significa que una
bacteria puede competir por el receptor encontrado en la célula
intraepitelial (ICN). Hay muchas maneras de trabajar los

probibticos, como se describe en la literatura, incluyendo el
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fortalecimiento de la microbiota intestinal, tomar el control de los
sitios receptores bacterianos, producir sustancias
antimicrobianas, y agotar nutrientes esenciales a través de la

competencia.

Las caracteristicas concretas de adherencia que se
forman cuando las proteinas de la superficie entran en contacto
con las mucinas pueden evitar que las bacterias patogenas
colonicen y son el resultado de algunas cepas probioticas que
impiden la capacidad de los patégenos gastrointestinales para
adherirse. Se ha demostrado que los lactobacilos y las
bifidobacterias impiden la uniébn de una amplia gama de
patdgenos, entre ellos E. coli, Salmonella, Helicobacter pylori,
Listeria monocytogenes y Rotavirus. En consecuencia, las
investigaciones de laboratorio han evidenciado que son capaces
de frenar con eficacia el desarrollo de otras bacterias dafinas
como Shigella, Campylobacter jejuni, E. coli, Staphylococcus,
Yersinia, Salmonella enteritidis y varias especies de Clostridium
perfringens. El acido acético y el acido lactico son ejemplos de
sustancias antimicrobianas que se generan como parte de esta
transformacion ambiental. Unos pocos bifidobacterias y
lactobacilos tienen la capacidad de unirse a los mismos
carbohidratos que ciertas bacterias intestinales nocivas. Esto
permite que estas cepas compitan con los patégenos por los

espacios receptores en las células huésped.(22)
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Produccion de sustancias antimicrobianas o bacteriocinas

Un enfoque que se ha sugerido relacionado a favor de
salud de los probidticos sefala que los compuestos
antimicrobianos son factores fundamentales en la microbiota.
Los lactobacilos, bifidobacterias y la levadura del tipo
Saccharomyces boulardii son capaces de generar péptidos

antimicrobianos, conocidos como bacteriocinas.

Las bacteriocinas son caracterizadas como moléculas de
naturaleza cationica y de reducido tamafo, compuestas por
entre 30 y 60 aminoacidos, cuyo mecanismo de accion consiste
en interactuar con las membranas de las células bacterianas y
comprometer sus vesiculas energéticas, ocasionando de este
modo la interrupcidn del gradiente protonico. Dichas moléculas
pueden clasificarse en cuatro categorias principales, atendiendo
a criterios como su peso molecular, las modificaciones
postraduccionales que experimentan y sus caracteristicas de
naturaleza genética. Particularmente, se ha documentado que
determinados compuestos sintetizados por Lactobacillus
plantarum y Lactobacillus acidophilus ejercen una accidn
inhibitoria sobre el desarrollo de microorganismos como
Helicobacter, Clostridium difficile, rotavirus, Shigella 'y
Escherichia coli en diversas patologias del aparato digestivo,

manifestando ademas eficacia frente a multiples uropatdgenos.

Las bacterias grampositivas hacen bacteriocinas. Estas
bacteriocinas tienen un rango de accién limitado. Las bacterias

grampositivas usan esas bacteriocinas contra bacterias que se
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parecen mucho a ellas. Algunas bacteriocinas también atacan a
patdogenos que aparecen en la comida. Las bacteriocinas
rompen la célula objetivo formando agujeros en la membrana y

detienen la fabricacion de la pared celular.

La exclusion competitiva de los microorganismos
patdogenos se basa en tres cosas. Primero, bajamos el pH
intraluminal. Segundo, competimos con los microorganismos
patdgenos por los sustratos nutritivos. Tercero, producimos
bacteriocinas o compuestos parecidos. El acido lactico y el acido
acético, que son acidos organicos, inhiben a las bacterias
gramnegativas. Asimismo, estos acidos son los principales
elementos antimicrobianos que respaldan la habilidad de los
probidticos para antagonizar a los agentes patogenos.
Asimismo, la actividad enzimatica desplegada por los probioticos
en el entorno intestinal puede desempefar una funcién
determinante dentro de sus mecanismos de accién. Se ha
documentado que muchas cepas probidticas tienen mas de 20
actividades enziméaticas distintas. La B-galactosidasa es la que

aparece con mas frecuencia.

Otra cosa que hacen es sintetizar acidos grasos de
cadena corta (AGCC). Son acidos grasos saturados y tienen
entre 1 y 6 atomos de carbono. Predominan como productos
metabdlicos en la fermentacion de la fibra dietética en el colon.
Se calcula que en el colon se generan alrededor de 500 a 600
mmol de AGCC al dia. Esa cantidad varia segun la cantidad de
fibra que haya en la dieta. El acetato (C2), el propionato (C3) y
el butirato (C4) son los AGCC presentes en mayor concentracion
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en el organismo humano Yy constituyen los aniones
predominantes en el entorno coldnico. En términos funcionales,
estos compuestos representan una fuente energética de
caracter esencial para las células epiteliales intestinales,
actuando simultaneamente como moléculas sefializadoras de
relevancia en la promocion de la homeostasis intestinal.
Diversos probidticos, en conjunto con determinadas levaduras,
poseen la capacidad de sintetizar principalmente butirato, acido
propionico y acido acético, lo que contribuye a la reduccion del
pH en el lumen intestinal y favorece el fortalecimiento de los
mecanismos de competencia frente a microorganismos

patégenos.(22)

Los acidos grasos de cadena corta producidos por
lactobacilos, especialmente el butirato y el propionato, no solo
reducen el pH intraluminal sino que también regulan la expresion
génica de enzimas microbianas mediante modificaciones

epigenéticas en bacterias productoras de GUS. (23)

Inmunomodulacion

El organismo emplea los probidticos a través de la
inmunomodulacién. Hay pruebas fehacientes de que los
probidticos pueden alterar la respuesta inmunitaria intestinal.
Ademas, pueden alterar la respuesta inmunitaria del organismo
en general. Las células que presentan antigenos son
fundamentales en el proceso de la reaccion inmunitaria. A
medida que van madurando, muestran que son capaces de

presentar antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad
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(MHC) en su superficie. La interaccion entre los probidticos y las
células inmunitarias son la que permiten que se produzca una
buena inmunomodulacién. Ademas, cuentan con receptores
especificos que les posibilitan atrapar y procesar particulas
externas y antigenos contra los cuales podrian desencadenar
una respuesta. Esta capacidad les confiere la posibilidad de
desencadenar respuestas inmunitarias especificas dirigidas a un
antigeno determinado, contribuyendo de este modo al
establecimiento de la tolerancia inmunolégica. Las células
dendriticas, los macrofagos y, en menor proporcion, los
monocitos constituyen ejemplos representativos de esta

categoria de células presentadoras de antigenos.

El tracto gastrointestinal contiene muchos antigenos. Los
antigenos provienen productos alimenticios, de la microbiota que
no es patégena y de los microorganismos dafiinos. Los
antigenos tocan las células epiteliales y también tocan las
células inmunitarias que estan bajo la mucosa del intestino. Las
células presentadoras de antigenos capturan los antigenos. Los
receptores que reconocen patrones moleculares detectan la
mayor parte de las bacterias. Los receptores tipo Toll, los TLR,
estan en las células presentadoras de antigenos y en las células

epiteliales del intestino.(22)

2.1.2. Microbiota

2.1.21. Definicion

La microbiota es definida por los cientificos como “(la

totalidad de las bacterias, arqueas, eucariotas y virus)”. Dado
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qgue la microbiota cambia dependiendo de su ambiente, a la
microbiota que se encuentra en el intestino, por ejemplo, se le

llamara microbiota intestinal.

2.1.2.2. Microbiota intestinal

El tracto gastrointestinal presenta una comunidad densa,
grande y compleja de bacterias comensales residentes. La
comunidad microbiana intestinal (microbiota) posee efectos
beneficiosos sobre la digestion, produccién de nutrientes,
detoxificacion, proteccion frente patdégenos y regulacion de la
reaccion inmunitaria del anfitrion. El intestino del recién nacido
se coloniza de forma rapida y abundante por microorganismos
que, participando en el desarrollo de la barrera epitelial,
homeostasis e inmunidad innata, y genera interacciéon a la
funcionalidad y desarrollo de otros organos. La microbiota
presenta una buena biomasa y diversidad estable y acorde a su
propia constitucién con la proporcién necesaria para que pueda
alcanzar sus funciones adecuadamente desde el mismo
momento del nacimiento. La evolucién de la microbiota intestinal
(MI) alcanza para mas de 1000 especies bacterianas
diferentes con algunas células microbianas 10 veces mas
abundantes que las células eucariotas. La colonizacion de la
microbiota intestinal es un procedimiento activo y progresivo
desde el recién nacido, ya que a 1 mes y a los 6 meses, se
observan notables diferencias que van acompafiadas de las
transformaciones del primer afio de vida hasta que ésta se

estabiliza desde los 2 a los 3 afos de edad, con influencia del
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modo de parto (vaginal o cesarea), del tiempo de gestacion
(normal o premature (n)), de la lactancia (materna o de férmula),
del tiempo de introduccion de alimentos soélidos y de la
exposicion a antibiéticos (pre-natal o postnatal). La naturaleza
de la flora bacteriana de la MI, a la luz de los nuevos
conocimientos, es que se presenta compuesta por
aproximadamente unos 10 dominios o filum de los cuales los
mayoritarios son los Firmicutes (60.65%) y los Bacteroidetes
(20-25%), seguidos por otros como Proteobacteria (5-10%),
Actinobacteria (3%) y Verrucomicrobia (<1%). Los dos primeros
son los mas abundantes en el colon humano, aunque los
restantes intervienen también en funciones muy importantes.
Igualmente, han sido definidos grupos especificos o enterotipos,
sobre la variedad de los géneros, con caracteristicas
especificas, pero presentan también cierta cantidad de
funciones comunes. Estas tres variantes por uno de pestos tres
géneros: Bacteroides, Previtella y Ruminococcus. El enterotipo
1 tiene un gran potencial sacarolitico con genes codificantes
para enzimas (proteasas, hexoaminidasas y galactosidasas),
son muy eficaces en la obtencién de energia, con predominio de
Bacteroides y especies del género Parabacteroides. El
enterotipo 2 degrada las glucoproteinas de la mucosa, que
recubren el epitelio de la mucosa intestinal, como la mucina, con
predileccion de Prevotella, asociada al género Disulfovibrio. Y el
enterotipo 3, es participe de la degradacion de la mucina y el
transpore de azucares por la membrana, lo que subraya la
eficiencia metabdlica en la degradacion de estos sustratos, el

captado y la hidrélisis, con predominio de Ruminococcu, que se
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asocia al género Akkermansia. Es de interés hacer hincapié en
las enfermedades metabdlicas provocan alteraciones de las
concentraciones de Firmicutes y Bacteroidetes, que evidencian
lo mostrado de la trascendencia del desequilibrio de la
composicién bacteriana de dichos dominios en la patogenia de

diferentes enfermedades.(24)

21.23. Composicion y funciones de Ila microbiota

intestinal

La colonizacién microbiana del cuerpo empieza cuando
nacemos. La colonizacién microbiana del cuerpo genera la
microbiota intestinal que vive en el cuerpo. En el utero la
exposicién a los microorganismos es muy baja. La microbiota
intestinal ayuda al desarrollo del sistema inmunoldgico del
cuerpo. La microbiota intestinal también mantiene el equilibrio
del cuerpo. Por eso la colonizacion microbiana del cuerpo en las
etapas iniciales es muy importante. Los estudios en animales de
cria sin presencia de gérmenes han demostrado que la
colonizacion por microorganismos en los momentos al principio
ayuda a que las funciones nutricionales y las funciones
inmunitarias se  desarrollen. La colonizacion por
microorganismos cuando el animal es adulto hace que las
funciones nutricionales y las funciones inmunitarias

desaparezcan.(21)

La microbiota es influenciada por varios elementos, como
el tipo de parto, la edad gestacional, el tipo de alimentacion inicial

y la exposicion a antibioticos. La microbiota de los bebés nacidos
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por via vaginal es parecida a la de la microbiota vaginal materna,
pero en el caso de los que nacen mediante cesarea, su perfil
microbiolégico se asemeja mas al de la piel o al entorno
inmediato. Los bebés prematuros cuentan con una menor
cantidad de bacterias anaerobias, como Bacteroides vy
Bifidobacterium, mientras que tienen mas enterobacterias,
algunas de las cuales podrian ser patodgenas, por ejemplo,
Klebsiella pneumoniae o Escherichia coli. Ademas, se ha
evidenciado que el uso de antibidticos afecta negativamente la
manera adecuada en que se adquiere la microbiota intestinal,
incluso si estos se suministran a la madre con fines preventivos.
En comparacién con los que toman formulas lacteas artificiales,
los bebés que son alimentados solamente con leche materna
tienen mas microorganismos utiles. La configuracion microbiana
también se ve afectada por otros elementos, como vivir con
animales domésticos, tener hermanos mayores o residir en un

lugar urbano o rural.

Cuando se deja de amamantar y se dan alimentos
solidos, la microbiota del intestino cambia. Los filos Firmicutes y
Bacteroidetes toman el control y siguen durante toda la vida. Con
el tiempo, la microbiota aumenta su capacidad para
descomponer carbohidratos y xenobioticos y para sintetizar
vitaminas. La microbiota también aumenta su diversidad. La
microbiota del intestino comienza a formarse al nacer. Desde el
nacimiento la microbiota crea un ecosistema en el neonato. Ese
ecosistema afecta el desarrollo de rasgos y patrones que

aparecen cuando la persona envejece. En unos tres anos, la
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microbiota del bebé puede llegar a ser parecida a la microbiota
del adulto. Pero los grupos microbianos no maduran hasta la

adolescencia.

El 90% de las microorganismo que habitan el tracto
intestinal humano pertenece a los filos Firmicutes vy
Bacteroidetes. El 10% de las bacterias pertenece a los filos
Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria y Proteobacteria.
También hay especies del dominio Archaea. La microbiota del
intestino de los humanos tiene levaduras, bacteriéfagos y
protistas. Los bacteri6fagos son el principal elemento viral. Los
bacteriéfagos juegan un papel importante en la forma del
ecosistema intestinal. Los bacteri6fagos estimulan el crecimiento
de las especies dominantes. Los bacteriéfagos permiten la

transferencia horizontal del material genético.

Los investigadores encontraron menos de 20 especies de
levadura en el intestino de un adulto sano, y la diversidad de
esas especies es baja. Las levaduras tienen mucho menos
numero que las bacterias, pero las levaduras aportan funciones
importantes al ecosistema porque las levaduras tienen un

tamano celular mas grande y genomas mas extensos.

Sobre la composicion de cepas, cada persona tiene un
perfil de comunidades microbianas. Cada persona tiene cepas
gue no comparten con otras personas. Hay diferencias entre los
segmentos del tracto digestivo y entre las heces y la mucosa

intestinal de la persona. Pero las cepas aparecen en cada
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segmento, solo cambian las proporciones. Los estudios a largo
plazo muestran que los viajes alteran la composicion de las
heces de una persona. El tiempo que tarda el colon, la dieta y
los medicamentos también alteran la composicion de las heces
de una persona. La variacion entre personas es mucho mayor
qgue la variacién dentro de la misma persona. El ecosistema
microbiano cambia, pero el ecosistema microbiano vuelve a su

estado normal.

La resistencia permite que el ecosistema intestinal
recupere el estado previo después de una diarrea aguda o de un
tratamiento con antibidticos. La resiliencia es un rasgo principal
del ecosistema intestinal cuando el ecosistema intestinal esta
sano. La resiliencia muestra la capacidad del ecosistema

intestinal para volver a su equilibrio.

A pesar de que la composicion microbiana de cada
persona es unica, el disefio general del ecosistema muestra
patrones comunes entre diferentes individuos, conocidos como
enterotipos. Este concepto sugiere que el ecosistema
microbiano intestinal establece condiciones internas de
simbiosis entre los integrantes de la comunidad, posiblemente
reguladas por redes sociales y metabodlicas compartidas. El
equilibrio y la resistencia de un ecosistema que esta expuesto a
cambios constantes dependen de estas interacciones. Los
sujetos del enterotipo 1 tienen una predominancia de
Bacteroides; los pertenecientes al enterotipo 2, de Prevotella; y

los del enterotipo 3, de Ruminococcus o Bifidobacterium. Uno de
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los elementos que mayor impacto tiene en la identificacion del

enterotipo es la alimentacion.

El envejecimiento es el punto de partida de una nueva
fase de inestabilidad en la composicion microbiana. El
envejecimiento conlleva una disminucion gradual de la
diversidad de microorganismos, junto con cambios en los niveles
de ciertos microorganismos. Estos cambios tienen una estrecha
relacidon con la degradacion de la funcion inmunitaria, un proceso
descrito en la literatura cientifica como "inflamaging", que se
caracteriza por el aumento de la inflamacion cronica y la
reduccion de la habilidad para crear reacciones inmunitarias
adaptativas. Las bacterias con propiedades antiinflamatorias,
como Faecalibacterium prausnitzii, y las bacterias beneficiosas,
que incluyen a algunas bifidobacterias, disminuyen
gradualmente. Modificar el microbioma o administrar ciertos
microorganismos de manera dirigida podria ser una posible
tactica para disminuir el deterioro fisioldgico relacionado con la

vejez.(21)

21.24. Digestion y metabolismo

Con el fin de ayudar en la digestion tanto de alimentos como de
medicamentos, la flora intestinal segrega varias enzimas, entre
ellas la B-glucosidasa, la B-glucuronidasa, la azorreductasa, la
sulfatasa, la nitrorreductasa y la nitrato reductasa. Estas
enzimas estan involucradas en una amplia variedad de

reacciones metabolicas que se producen en el tracto intestinal.
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Se asume que algunos microorganismos intestinales juegan un
papel significativo en biotransformaciones de gran importancia,
que incluyen procesos de metabolismo reductor, hidrdlisis,
desmetilacion, desaminacion, deshidroxilacion, desacilacion,
descarboxilacién y oxidacion (25). La microbiota del intestino
puede producir metabolitos que son tdxicos. La producciéon de
trimetilamina a partir de colina y carnitina dietéticas implica el uso
de trimetilamina por el higado y su conversién en TMAO (un
factor importante en las enfermedades cardiovasculares). La
microbiota obtiene energia de los alimentos de manera diferente
segun la microbiota especifica de cada individuo, ademas de
regular los lipidos para su almacenamiento, lo cual se estudia en
relacion con la obesidad y el sindrome metabdlico. Cuando se
transfiere microbiota fecal de un ratdon obeso a uno normal, se
pueden transferir caracteristicas fenotipicas asociadas. El ratén
receptor puede mostrar aumento de peso y mas tejido adiposo.
Por lo tanto, la microbiota intestinal es clave en la regulacion de

la homeostasis metabdlica del cuerpo.(21)

El conjunto de actividades enzimaticas de la microbiota
intestinal constituye un 'metagenoma funcional' capaz de
biotransformar mas de 150 medicamentos de uso clinico
frecuente, determinando en gran medida la variabilidad

interindividual en la respuesta terapéutica. (8)
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2.1.3. Metabolismo de farmacos

El proceso por el cual los medicamentos son
descompuestos, conocido como metabolismo, implica cambios
quimicos en sus estructuras una vez que ingresan al cuerpo. En
términos generales, este metabolismo tiene como efecto la
reduccion de los beneficios terapéuticos de los mismos. La
mayor parte de las areas lipofilicas de los medicamentos se
transforman en areas hidrofilicas durante su biotransformacion,
lo que aumenta su solubilidad en agua y facilita su excrecién a
través de la orina o la bilis. Este proceso es un avance en el
metabolismo, ya que la propiedad lipofilica de los medicamentos
les permite permanecer en el organismo mas tiempo, lo que
puede resultar en toxicidad. Se puede dividir el metabolismo de
los medicamentos en reacciones de dos fases: fase | y fase Il.
(26)

Las reacciones de fase | son las que introducen grupos
quimicos reactivos o polares en las moléculas de los
medicamentos, incluyendo procesos como la oxidacion,
reduccion e hidrolisis, ya que estos medicamentos no son
expulsados del organismo. Posteriormente, los medicamentos
modificados se combinan con compuestos polares en las
reacciones de fase Il, las cuales son promovidas por diversas
enzimas transferasas, como las UDP-glucuronosiltransferasas,

sulfotransferasas y glutation S-transferasas. (26)

Los medicamentos que han sido conjugados pueden ser

procesados posteriormente antes de ser detectados por los
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transportadores de eflujo, que los sacan de las células. No
obstante, este mismo metabolismo puede generar metabolitos
reactivos que resultan toxicos para el organismo. Este fenémeno
se conoce como bioactivacion de farmacos, que depende de
rasgos estructurales relevantes que poseen estos

compuestos.(26)

El metabolismo de los medicamentos corresponde a su
degradacion a través de un sistema enzimatico especializado.
Las enzimas CYP participan en mas del 90% de las reacciones
enzimaticas documentadas. En el ambito del metabolismo de los
medicamentos, las enzimas CYP son las mas reconocidas y se
encuentran predominantemente en el higado, aunque otros
organos como los rifiones, la placenta, las glandulas
suprarrenales, el tracto gastrointestinal y la piel también tienen
participacion. De los 57 CYP funcionales en seres humanos, las
isoformas de las familias CYP1, 2 y 3 son responsables del
metabolismo de aproximadamente el 80% de los medicamentos
utilizados en la practica clinica. EI metabolismo que realizan las
CYP no solo transforma productos lipofilicos en compuestos
hidrofilicos para facilitar su eliminacion, sino que también es
crucial para determinar los resultados de los tratamientos, ya que
afecta la eficacia de los medicamentos, su seguridad, su
biodisponibilidad y la resistencia a estos, tanto en los 6rganos

que metabolizan como en los sitios de accion locales.(26)

37



2.1.3.1. La microbiota intestinal y el metabolismo de los

farmacos

El sistema digestivo humano contiene billones de
organismos diminutos que poseen muchos mas genes que el
cuerpo humano mismo. Muchos de estos genes ayudan a
producir catalizadores de proteinas llamados enzimas. Estas
enzimas ayudan a las bacterias intestinales a realizar muchas
reacciones quimicas, que impulsan los procesos bioquimicos en
el cuerpo humano. Una de las cualidades mas destacadas del
metabolismo intestinal microbiano es lo diverso que es. Por lo
tanto, tanto la microbiota como las habilidades metabdlicas de
las personas en una comunidad suelen diferir. A medida que
encontramos mas vinculos entre las bacterias intestinales y la
salud, es cada vez mas importante estudiar los cambios en como
estos microbios producen productos quimicos a nivel molecular.
(27)

Cada vez que tomas una pastilla, no eres el unico que la
recibe. Los billones de bacterias que viven en el intestino
también tienen algo que decir al respecto. Y es que uno de las
funciones mas llamativas de la microbiota intestinal es su
habilidad para modificar quimicamente los farmacos de pequena
molécula, transformandolos antes de que el cuerpo los absorba

por completo. (27)

Los medicamentos orales, por ejemplo, no llegan solos a
su destino. En el camino se topan con comunidades bacterianas

qgue los interceptan, los alteran, los descomponen. Si el farmaco
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se absorbe bien, ese encuentro ocurre en el intestino delgado.
Si su absorcidon es mas limitada, la historia continua mas abajo,
en el intestino grueso. Los medicamentos inyectables, en
cambio, solo entran en contacto con la microbiota si el organismo
los secreta hacia el intestino a través de la bilis. Una ruta distinta,

pero igualmente relevante. (27)

Y aqui viene lo que realmente hace pensar: la eficacia de
un farmaco depende directamente de su estructura quimica. Si
las bacterias la alteran, aunque sea un poco, las consecuencias
pueden ser importantes. El medicamento podria perder
potencia, volverse mas activo de lo esperado, o incluso generar
reacciones imprevistas. Tal vez ahi resida parte de la explicacion
de algo que los médicos conocen bien: por qué el mismo
tratamiento, a la misma dosis, no produce los mismos resultados

en todas las personas.(27)

Otro aspecto importante es el reciclaje enterohepatico
que se produce mediante la excrecion biliar y la reabsorcién
intestinal de un soluto, a veces con conjugacion hepatica y
desconjugacion intestinal. El ciclo suele asociarse con picos
multiples y una vida media aparente mas larga en un perfil de
concentracion plasmatica-tiempo. Los factores que afectan la
excrecion biliar incluyen las caracteristicas del farmaco
(estructura quimica, polaridad y tamaino molecular), el transporte
a través de la membrana plasmatica sinusoidal y las membranas
de las canulas, la biotransformacion y la posible reabsorcion
desde los conductillos biliares intrahepaticos. La reabsorcion

intestinal para completar el ciclo enterohepatico puede depender
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de la hidrélisis de un conjugado farmacoldgico por las bacterias
intestinales. La biodisponibilidad del mismo modo se fe afectada
por la capacidad de absorcion intestinal, el eflujo de la
glicoproteina P a través de la pared intestinal y el metabolismo
intestinal. (27)

La recirculacion enterohepatica puede prolongar el efecto
farmacolégico de ciertos farmacos y sus metabolitos. De
particular importancia es el posible efecto amplificador de la
variabilidad enterohepatica al definir las diferencias en la
biodisponibilidad, el volumen aparente de distribucion y el
aclaramiento de un compuesto determinado. Las anomalias
genéticas, las enfermedades, los adsorbentes administrados por
via oral y ciertos farmacos coadministrados afectan al reciclaje

enterohepatico. (28)

Efectos del metabolismo microbiano intestinal de los

farmacos

El proceso metabdlico llevado a cabo por la microbiota
intestinal genera diversas consecuencias sobre el mecanismo
de accién y la efectividad de los medicamentos. Casos
representativos como el de los farmacos azoicos ilustran que el
metabolismo microbiano de profarmacos, es decir, compuestos
inicialmente inactivos, puede resultar determinante para la
liberacién del principio activo. Este hallazgo, de caracter
revelador, impuls6 el desarrollo de nuevas estrategias

orientadas a la liberacion selectiva de farmacos en el intestino
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grueso, sustentadas en la actividad enzimatica de Ia

microbiota.(27)

Los dos mecanismos principales mediante los cuales la
microbiota intestinal ejerce influencia sobre el metabolismo
farmacolégico son: el mecanismo de biotransformacién directa,
en el cual las enzimas de origen microbiano llevan a cabo el
procesamiento metabdlico de los medicamentos, y el
mecanismo de biotransformacion indirecta, a través del cual los
metabolitos microbianos inciden sobre receptores y vias de

sefalizacion del huésped.(29)

El metabolismo ejecutado por la microbiota intestinal
puede, a su vez, impactar de manera desfavorable sobre la
funcionalidad de los farmacos, alterando su interaccion con las
dianas terapéuticas del organismo. Un ejemplo ilustrativo de
este fendmeno es la digoxina, medicamento empleado en el
tratamiento de determinadas patologias cardiacas, cuya lactona
de tipo a,B-insaturada puede ser transformada en
dihidrodigoxina por la microbiota intestinal en un 5 a 10% de los
pacientes. Esta modificacion estructural, mediada por la bacteria
intestinal Eggerthella lenta, reduce de forma significativa la
afinidad del farmaco por su diana molecular, la Na*/K* ATPasa,
con la consecuente disminucion de su eficacia terapéutica. Otro
ejemplo de relevancia es la levodopa, empleada como
tratamiento de primera linea en la enfermedad de Parkinson. Si
bien la conversidon de levodopa en dopamina mediante enzimas

cerebrales resulta esencial para la remision sintomatica, el
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metabolismo microbiano intestinal de dicho compuesto genera
dopamina de manera periférica, la cual, al no poder atravesar la
barrera hematoencefalica, podria comprometer la

biodisponibilidad del farmaco a nivel cerebral.(27)

Por otra parte, las alteraciones en la actividad quimica
mediadas por la microbiota pueden constituir la causa de
toxicidades no deseadas. A partir de modelos animales, se ha
asociado el metabolismo microbiano intestinal con la mortalidad
secundaria a la combinacion de brivudina y analogos de
nucleésidos de fluoropirimidina, fendmeno atribuido a la
metabolizacion de sorivudina en compuestos como el
bromoviniluracilo. Este agente inhibe una de las enzimas del
huésped responsables de inactivar el 5-fluorouracilo,
incrementando su concentracién plasmatica hasta niveles de

caracter toxico.(27)

Las B-glucuronidasas bacterianas intestinales

La microbiota intestinal cataliza diversas reacciones
metabodlicas de compuestos endoégenos y exogenos
estructuralmente diversos, entre las que predominan Ia
reduccion y la hidrolisis, que interrelacionan las reacciones de
oxidacion y conjugacion realizadas por los sistemas metabolicos
de xenobidticos del huésped para mantener la homeostasis de
las moléculas enddgenas y su eliminacion. Las B-glucuronidasas
bacterianas intestinales (BGUS) son miembros de la familia de

las glucdsido hidrolasas (GH) que catalizan el catabolismo de
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carbohidratos complejos y glicoconjugados, como
peptidoglicanos,  glucdsidos, glicolipidos, etc., y la
desconjugacion de glucurénidos naturales de moléculas
pequeinas o metabolitos glucuronidados de compuestos
endogenos y xenobidticos formados por las enzimas de fase |l
del huésped UDP-glucuronosiltransferasas (UGT). Los
mamiferos también expresan enzimas GUS. La GUS humana
(hGUS) se localiza principalmente en los lisosomas de una
variedad de organos (intestino, higado, rifion, etc.) y fluidos
corporales. Pertenece a la familia 2 de GH y actua como una
exoglicosidasa que cataliza la degradacion gradual de
glicosaminoglicanos que contienen acido glucurénico (GIcA),
incluidos el sulfato de heparan, el sulfato de dermatan y el sulfato
de condroitina, asi como algunos glucuronidos de moléculas
pequefas, como los glucurénidos de bilirrubina, la glicirricina y

el glucuroénido de diflunisal. (30)

La glucuronidacién es una de las vias mas importantes
para la eliminacion de endobioticos y xenobibticos del organismo
mediante la transferencia de una molécula de GIcA al sustrato,
lo que facilita su excrecion biliar y urinaria. La reversion de la
accion de la inactivacién del huésped (glucuronidacién) por las
BGUS intestinales da como resultado la regeneracion de
compuestos originales o metabolitos activos en el tracto
gastrointestinal (Gl), lo que facilita la reabsorcion y Ila
recirculacion enterohepatica y, en consecuencia, aumenta la
exposicion sistémica al farmaco o causa dano directo al intestino

por los metabolitos toxicos. Se cree que el metabolismo mediado

43



por las BGUS es responsable de la aparicion de diarrea tardia
en pacientes con cancer colorrectal avanzado (CCR) que
recibieron tratamiento con irinotecan, y de enteropatia en
usuarios a largo plazo de antiinflamatorios no esteroideos (AINE,

como diclofenaco, ketoprofeno, indometacina, etc.)(30)

El atlas de B-glucuronidasas microbianas intestinales
humanas ha identificado mas de 300 estructuras de GUS
diferentes, clasificadas en subtipos con distinta especificidad de
sustrato y sensibilidad a inhibidores, lo que sugiere que la
inhibicion selectiva de subtipos especificos podria ser una

estrategia terapéutica mas precisa que la inhibicidén global. (10)

2.3. DEFINICION DE TERMINOS

Probidtico. Microorganismos vivos que, al ser ingeridos en dosis
apropiadas, generan efectos positivos verificables en la salud del
individuo que los consume, actuando principalmente a nivel del

sistema digestivo.(31)

B-glucuronidasa bacteriana (GUS). Grupo de enzimas producidas
por microorganismos intestinales que rompen los enlaces
glucuronidos de compuestos previamente conjugados en el
higado, liberando las formas activas originales y facilitando su
recirculacion.(13)

Microbiota intestinal. Conjunto complejo y dinamico de bacterias,
arqueas, virus y hongos que residen en el tracto gastrointestinal
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humano, participando activamente en procesos metabdlicos,

inmunologicos y de proteccion frente a patogenos.(32)

Glucuronidacién. Proceso metabdlico de fase || mediante el cual
las enzimas hepaticas UDP-glucuronosiltransferasas transfieren
acido glucurénico a farmacos o moléculas endogenas,
incrementando su hidrosolubilidad y facilitando su excrecidon por

via biliar o renal.(33)

Desconjugacion intestinal. Reaccion catalizada por enzimas
microbianas, principalmente B-glucuronidasas, que elimina el
residuo de acido glucurdénico de metabolitos conjugados
excretados en la bilis, regenerando compuestos

farmacolégicamente activos o téxicos en el lumen intestinal.(34)

Ciclo enterohepatico. Mecanismo fisiolégico mediante el cual
sustancias (farmacos o metabolitos) se secretan por via biliar
hacia el intestino, son reabsorbidas desde el lumen intestinal y
retornan al higado a través de la circulacién portal, prolongando

su permanencia en el organismo.(35)

Lactobacillus acidophilus. Bacteria Gram-positiva, anaerobia
facultativa, perteneciente al grupo de las bacterias del acido
lactico, ampliamente empleada como probidtico por su capacidad
para adherirse al epitelio intestinal y modular la actividad

enzimatica de la microbiota residente.(14)
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Actividad enzimatica (unidades). Medida cuantitativa de la
capacidad catalitica de una enzima, definida convencionalmente
como la cantidad de sustrato transformado en producto por unidad
de tiempo (generalmente pmol de producto liberado por minuto

por mililitro de extracto enzimatico).(36)

PNPG (p-nitrofenil-B-D-glucurénido). Sustrato  cromogénico
sintético disefiado especificamente para medir la actividad de [3-
glucuronidasa; al ser hidrolizado por la enzima libera p-nitrofenol,
un compuesto coloreado que se cuantifica por espectrofotometria
a 405 nm.(17)

p-nitrofenol (PNP). Producto resultante de la hidrdlisis enzimatica
del PNPG por accién de B-glucuronidasa; su absorbancia a 405
nm es proporcional a su concentracion, permitiendo estimar
indirectamente la actividad de la enzima en una muestra
bioldgica.(37)

Extracto enzimatico crudo. Preparacion biolégica que contiene la
enzima de interés junto con otras proteinas y componentes
celulares, obtenida mediante ruptura celular parcial o total sin
purificacion posterior, lo que preserva el contexto molecular nativo

de la enzima.(38)
Permeabilizacion celular. Técnica de laboratorio que emplea

agentes quimicos como EDTA y detergentes (ej. Tween 80) para

alterar transitoriamente la integridad de la membrana bacteriana,
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permitiendo la salida de proteinas intracelulares sin llegar a la lisis
total de la célula.(38)

Dispersion de Rayleigh. Fendmeno 6ptico en el cual particulas
suspendidas en una solucion (como bacterias) dispersan la luz
incidente, generando una sefial de absorbancia inespecifica que
puede interferir con la medicién de compuestos cromogénicos en
espectrofotometria, especialmente a longitudes de onda cortas
como 405 nm.(39)

UFC/ml (Unidades Formadoras de Colonias por mililitro). Unidad
de medida microbiolégica que estima la concentracion de
bacterias viables en una suspension, basada en el conteo de
colonias aisladas que crecen en un medio sélido después de
sembrar volumenes conocidos de diluciones seriadas.(40)

Farmacomicrobiomica. Campo de estudio emergente que
investiga las interacciones bidireccionales entre el microbioma
intestinal y los farmacos, incluyendo como los microorganismos
modifican la estructura, eficacia y toxicidad de los medicamentos,
y coOmo estos alteran la composicion microbiana.(16)

Bacteriocinas. Péptidos con actividad antimicrobiana sintetizados
por ciertas bacterias, incluyendo lactobacilos, que inhiben el
crecimiento de microorganismos patégenos al alterar la integridad
de su membrana celular o interferir con la sintesis de su pared.
(18)
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Acidos grasos de cadena corta (AGCC). Productos de
fermentacion bacteriana de fibras dietéticas en el colon,
principalmente acetato, propionato y butirato, que actuan como
fuente energética para los colonocitos, regulan el pH intraluminal
y modulan la expresion de enzimas microbianas como la B-

glucuronidasa.(41)

Disbiosis. Alteracion cualitativa o cuantitativa de la composicion y
funcion de la microbiota intestinal, caracterizada por pérdida de
diversidad microbiana, predominio de especies potencialmente
dafiinas y disminucibn de microorganismos beneficiosos,

asociada a diversas enfermedades.(42)

Cepa ATCC 25922 de Escherichia coli. Microorganismo de
referencia certificado por la American Type Culture Collection,
ampliamente utilizado en investigacion como control de calidad en
ensayos microbiolégicos y como fuente estdndar de -
glucuronidasa por su perfil genético bien caracterizado y

estabilidad fenotipica.(14)

Recirculacion enterohepatica. Proceso farmacocinético mediante
el cual un farmaco o metabolito es secretado desde el higado
hacia el intestino a través de la bilis, luego reabsorbido desde el
lumen intestinal y transportado nuevamente al higado,

prolongando su vida media en plasma.(34)

Ensayo colorimétrico enzimatico. Técnica analitica que cuantifica
la actividad de una enzima midiendo la intensidad del color

48



generado por un producto de reaccién, donde la absorbancia
registrada a una longitud de onda especifica es directamente

proporcional a la concentracion de dicho producto.(36)

Medio de cultivo BHI (Brain Heart Infusion). Caldo nutritivo rico en
proteinas, vitaminas y carbohidratos derivados de extractos de
cerebro y corazon bovinos, empleado para el crecimiento de
microorganismos exigentes, incluyendo Lactobacillus spp. y E.

coli, gracias a su alto contenido de nutrientes.(40)

Tincidon de Gram. Método diferencial de coloracion bacteriana que
clasifica los microorganismos en Gram-positivos (retencion del
cristal violeta, color purpura) o Gram-negativos (pérdida del
colorante primario y captacion de safranina, color rosado), basado
en la estructura de su pared celular.(43)

Espectrofotometria UV-Visible. Técnica analitica que mide la
cantidad de luz absorbida por una muestra en funcién de la
longitud de onda (rango ultravioleta y visible), permitiendo
cuantificar compuestos coloreados o que reaccionan para formar

productos coloreados, como el p-nitrofenol a 405 nm.(44)

Sobrenadante. Fase liquida que queda por encima del sedimento
(pellet) después de centrifugar una suspension celular o una
muestra bioldgica; en el contexto de esta tesis, el sobrenadante
contiene el extracto enzimatico crudo de B-glucuronidasa liberado

tras la permeabilizacién bacteriana.(17)
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Pellet bacteriano. Agregado compacto de células bacterianas que
se forma en el fondo de un tubo de centrifuga después de aplicar
una fuerza centrifuga suficiente, permitiendo separar fisicamente

los microorganismos del liquido sobrenadante.(14)

PKa. Constante de disociacién acida que indica el pH en el cual
un compuesto se encuentra 50% en su forma protonada (no
ionizada) y 50% en su forma desprotonada (ionizada); para el p-
nitrofenol, un pKa de 7.15 significa que a pH menores predomina

la forma incolora y no detectable a 405 nm.(33)
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CAPITULO 1l

MARCO METODOLOGICO

3.1. TIPO, DISENO Y NIVEL DE INVESTIGACION
3.1.1. Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental, de corte

transversal y prospectivo.
3.1.2. Diseno de investigacion

Experimental: Se trabajara con grupo control y grupo
experimental. Ademas, se manipulara de manera intencional la
variable independiente para analizar el efecto en la variable

dependiente.
3.1.3. Nivel de investigacion

El nivel del investigacion es explicativo. No se limita a
describir ni a correlacionar variables, sino que busca determinar

la relacion causa-efecto entre la presencia y concentracion.

3.2. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

3.2.1. Poblacion



Cepas de Lactobacillus acidophilus contenidas en el
probidético comercial, presentado en ampollas bebibles,

disponible en farmacias de la ciudad de Tacna.
3.2.2. Muestra

Cepas de Lactobacillus acidophilus obtenida de una
ampolla bebible del probiético comercial, adquirida en una

farmacia de la ciudad de Tacna.
3.2.3. Muestreo

No probabilistico por conveniencia.

3.3. MATERIALES E INSTRUMENTOS

3.3.1. Materiales

- Tubos de ensayo estériles

- Micropipetas de 10y 100 pL
- Puntas estériles

- Tubos Eppendorf de 1.5 ml

- Placas de Petri estériles

- Viales de vidrio estériles

- Asa bacteriologica

- Matraz Erlenmeyer de 250 y 500 mi
- Fiolas volumétricas de 100 ml
- Papel Kraft

- Espatula de acero inoxidable
- Gradilla metalica

- Mechero Bunsen
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Guantes de nitrilo
Mascarilla

Mandil descartable

3.3.2. Equipos e instrumentos

3.3.3.

Espectrofotometro UV-Visible (Marca: Thermoscientific)
Autoclave (Marca: Greetmed)

Incubadora microbiologica (Marca: Memmert)
Centrifuga (Marca: Ortoalresa)

Balanza analitica (Marca: Kern)

Agitador vortex

Refrigerador (4 °C)

Insumos y reactivos

Probidético comercial (ampolla bebible con L. acidophilus =
10° UFC/ml) con FV: 08/23, Lote: 20801024, elaborado en el
Peru.

Cepa certificada ATCC 25922

Agar TSA suplementado con sangre 5%

Caldo y agar BHI (Brain Heart Infusion)

Agar MacConkey

Agar PCA suplementado con TTC
p-nitrofenil-B-D-glucurdnido (PNPG, Sigma-Aldrich, pureza >
98%)

p-nitrofenol (PNP, Sigma-Aldrich, para curva estandar)
EDTA disédico

Tween 80 (polisorbato 80)
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3.4.

- Buffer fosfato sddico (pH 7)
- Agua destilada estéril

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.4.1. Preparacion de a partir de probiético comercial

3.4.1.1. Aislamiento y aumento de biomasa

Se mezclé un vial de probidtico comercial y se
transfirieron aproximadamente 8 ml a un tubo de ensayo
estéril (ver Anexo 3). Después, la muestra se centrifugé a
4000 rpm durante 5 minutos, equilibrando el sistema con
un tubo del mismo volumen que contenia agua. Al finalizar
la centrifugacion, se desechd el sobrenadante y se

conservo el pellet bacteriano (ver Anexo 4 y 5).

A partir del pellet obtenido se cogio una asada y se
realizé una siembra en cuatro cuadrantes en placas de
agar TSA sangre, que se colocaron invertidas en un
cultivo en un recipiente de vidrio hermético donde se
genero un ambiente microaerofilo mediante la combustion
de una vela como medio para reducir asi la concentracion
de oxigeno (ver Anexo 7,8 y 9). Las placas fueron

incubadas a 35 + 2 °C durante 96 horas (ver Anexo 10).

Tras el periodo de incubacion se observo
crecimiento compatible con Lactobacillus acidophilus en
la placa. De una colonia aislada se realizé una siembra

por agotamiento en un vial inclinado que contenia agar
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BHI a fin de incrementar la biomasa bacteriana en medio
enriquecido, incubando el cultivo a 35 £ 2 °C durante 24

horas en condiciones microaerofilas (ver Anexo 11).

Pasado el tiempo, se tomd una muestra del cultivo
del vial y se inocul6 en caldo BHI, incubandose a 35 * 2
°C durante 24 horas en condiciones microaerdfilas,
obteniéndose asi un cultivo activo listo para su uso en

posteriores diluciones (ver Anexo 12y 13).

3.4.1.2. Tincién de Gram para confirmacion bacteriana

Se tomo una muestra del cultivo bacteriano del BHI
y se sembro con un asa de siembra, extendiéndose sobre
un portaobjetos, fijandose a calor.

Se tifd el frotis con cristal violeta cinco minutos y
se lavd con agua destilada. Se afadio lugol durante dos
minutos y se lavd. Se decolor6 con alcohol-acetona y se
lavd con agua destilada. Finalmente, se tifd con safranina
como colorante de contraste durante 45 segundos y se
lavo por ultima vez.

La observacion se llevd a cabo mediante
microscopia optica a aumentos de 40X y 100X (ver Anexo
14).
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3.4.1.3.

3.4.1.4.

Preparacion de la serie de diluciones y recuento en

placa

Se prepararon diluciones decimales (1:10) usando
diez tubos estériles etiquetados desde 10™* hasta 107? ,
conteniendo cada uno 9 ml de buffer fosfato estéril pH 7.
Se transfirio 1 ml del cultivo en caldo BHI al tubo 107"y se
homogenizd, continudndose la serie de diluciones
sucesivas pasando 1 ml de cada dilucién al siguiente tubo,
repitiéndose el procedimiento hasta llegar a la dilucion
107" (ver Anexo 15 y 16). La siembra por extension
consiste en depositar 100 pL de las diluciones 107> |
10,107,108, 10™° y 107*° de cada tubo, en placas
con agar PCA (Agar para recuento de placas)
suplementado con TTC  (Cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio), realizandose cada siembra por
triplicado. Las placas se incubaron invertidas a 35 + 2 °C
durante 24 horas bajo condiciones microaerofilas,
seleccionandose las que mostraban el primer crecimiento

bacteriano para su analisis (ver Anexo 17,18,19 y 20).

Calculo de UFC/ml del cultivo stock de Lactobacillus

acidophilus

Se realizd el conteo de colonias en las placas
seleccionadas, calculandose el promedio de los

triplicados para cada dilucion.
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El célculo de unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC/ml) se realiz6 mediante la siguiente
expresion:

colonias promedio x factor de dilucién
UFC/ml (stock) =

volumen sembrado (ml)

Este valor se consideré como una estimacion de la

concentracion del cultivo stock.

3.4.1.5. Preparacion de suspensiones experimentales

Se prepararon suspensiones de Lactobacillus
acidophilus a concentraciones de 102, 107 y 10 UFC/ml
para un volumen final de 10 ml, utilizando la ecuacion:

C1V1=C2V2

3.4.2. Reactivacion de Escherichia coli ATC 25922

Se tomé una asada de la cepa conservada en
refrigeracidén de E. coli, y se inocul6é en un tubo de ensayo que
contenia caldo BHI (Brain Heart Infusion), se incub6é a 35 +2 °C
durante 24 horas con el objetivo de reactivar la bacteria (ver
Anexo 22). A partir del cultivo reactivado, se sembrd por
agotamiento en dos viales que contenian agar BHI en
inclinacién, incubandose a 35 * 2 °C durante 24 horas,
observandose posteriormente el crecimiento de la bacteria lista

como para la siguiente etapa (ver Anexo 23).
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3.4.3. Preparacion del extracto enzimatico crudo

El cultivo activo se someti6 a un procedimiento de
liberacion de contenido intracelular; para ello, se prepard una
solucién de 60 ml de buffer fosfato (pH 6.8-7), 0.12 g de EDTA
y 60 uL de Tween 80 como detergente no idnico, con la finalidad

de debilitar y hacer mas permeable la membrana celular (45,46).

Luego, la solucién fue distribuida en 6 tubos de ensayo

que contenian 10 ml de solucion cada uno (ver Anexo 26 y 27).

Se tomd una asada del vial con el E. Coli activo y se
sembré por suspensiéon en cada uno de los tubos, reservandose
posteriormente el cultivo a -4 °C durante 30 minutos (ver Anexo
28 y 30).

Pasado este proceso se centrifug6 la muestra y se obtuvo
el sobrenadante, el cual fue considerado como extracto
enzimatico crudo y sobre el que se reservo una parte en tubo

estéril con tapa a -69 °C (ver Anexo 31).

Con el objetivo de evaluar la viabilidad bacteriana
posterior al tratamiento, se realizaron siembras en 4 cuadrantes
del extracto enzimatico crudo en medio de cultivo MacConkey
incubandose a 35 + 2 °C durante 24 horas (ver Anexo 32y 33).

La ausencia de crecimiento bacteriano fue entendida
como pérdida de viabilidad celular, lo que sugiere la posible
alteracion de la integridad celular, es decir, lisis celular (ver
Anexo 34).
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3.4.4.

3.4.5.

Preparacion del sustrato p-nitrofenil-B-d-glucurénido
(PNPG)

Para la preparacion de la solucién stock de p-nitrofenil-3-
D-glucuronido (PNPG), se pesaron 50 mg del compuesto,
equivalentes a 0.050 g. Considerando un peso molecular (PM)
de 315.23 g/mol, se procedid a calcular la concentracidon
resultante al disolver dicha masa en un volumen de 10 ml de
buffer fosfato. (47,48)

La concentracién molar se determind mediante la

siguiente expresion:

masa

"~ PM .volumen

Curva estandar

Se prepar6 una solucién madre de 100 ml a 10 mM de p-
nitrofenol (PNP) y se hicieron los calculos para preparar una
solucion final de 2 ml en las concentraciones de 0,1, 0,25, 0,5,
0,75, 1 mM a partir de la solucion madre usando la siguiente

formula:
CiV1=C2V2

Se elabor6 una curva estandar utilizando PNP a
diferentes concentraciones, con el fin de relacionar Ia
absorbancia con la cantidad de producto formado y permitir la
estimacion de la actividad enzimatica (48,49) (ver Anexo 36 y
37).
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3.4.6. Ensayo de actividad enzimatica

La actividad de la enzima B-glucuronidasa fue evaluada

mediante la hidrélisis del sustrato PNPG.

Para ello, se preparo las siguientes mezclas:

- Tiempo Buffer ~ xtracto  lLactobacillus  pype  Naon
Condicién (min) (L) enzimatico acidophilus (L) (uL)
M crudo (uL) (pL) M M
Control positivo - 100 100 - 100 -
Control negativo - 100 - - 100 -
Control bacterias
(para 10,107 y - 100 - 100 100 -
108 )
0,5 min 100 100 100 100 100
1 min 100 100 100 100 100
Experimental 2 min 100 100 100 100 100
(para 10° , 107 y 5 min 100 100 100 100 100
8
10%) 10min 100 100 100 100 100
20 min 100 100 100 100 100
30 min 100 100 100 100 100

Fuente: Elaboracién propia

Los reactivos fueron preparados en tubos Eppendorf de

1.5 ml, llevando a cabo cada condicion experimental por

duplicado.

En cada tubo se anadi6é simultaneamente 100 pyL de p-

nitrofenil-B-D-glucurdonido (PNPG) a una concentracion de 1 mM
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3.4.7.

3.4.8.

y en ese momento se considero el inicio de la reaccion (tiempo

cero, t = 0) para todas las réplicas (ver Anexo 38).

La reaccion enzimatica se paré en momentos de tiempo
establecidos (0.5, 1, 2, 5, 10, 20 y 30 minutos) anadiendo 100 pL

de NaOH 1 M al tubo correspondiente.

Las mezclas de reaccion fueron enviadas a las cubetas
espectrofotométricas y la absorbancia fue medida a 405 nm (ver
Anexo 39).

Los controles experimentales incluidos permitieron que se
validara el desarrollo de la reaccidbn enzimatica y detectar

posibles interferencias en la medicion.

Calculo de la Actividad Enzimatica

Se utilizé la curva estandar de PNP para determinar la

concentracion de p-nitrofenol en cada muestra.

La actividad enzimatica (U/ml) fue calculada utilizando al

siguiente formula:

pmol de PNP liberado

Actividad enzimatica (U/ml) =
volumen (ml) x tiempo (h)

Preparacion de medios de cultivo

3.4.8.1. Preparacion de agar TSA suplementado con sangre

Se prepard el medio agar TSA suplementado con

sangre (40 g/l + 5-10% sangre), pesando 2.28 g del medio
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3.4.8.2.

deshidratado y disolviéndolo en 57 ml de agua destilada

en un matraz.

La mezcla fue cubierta con papel kraft y
esterilizada en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Posteriormente, una vez que el medio alcanzé una
temperatura adecuada, se adicionaron 3 ml de sangre
estéril, homogenizando cuidadosamente para evitar la

formacion de burbujas.

Finalmente, el medio fue distribuido en 4 placas

estériles y dejado solidificar.

Preparacion de caldo y agar BHI (Brain Heart Infusion)

a) Caldo BHI

Se prepararon 260 ml de caldo BHI (37 g/l),
pesando 9.62 g del medio deshidratado y disolviéndolo en
260 ml de agua destilada.

La solucién fue cubierta con papel kraft y

esterilizada en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

b) Agar BHI

Se prepararon 70 ml de agar BHI (52 g/l), pesando
3.64 g del medio deshidratado y disolviéndolo en 70 ml de
agua destilada.

Posteriormente, el medio fue distribuido en 10
viales estériles, con un volumen aproximado de 7 ml por
vial. Los viales fueron cubiertos con papel kraft y

esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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3.5.

3.4.8.3.

Una vez esterilizados, los viales se colocaron en
posicion inclinada para permitir la solidificacién del medio,
obteniéndose asi superficies adecuadas para la siembra

por agotamiento.

Preparacion de agar MacConkey

Se prepararon 100 ml de agar MacConkey (51.55
g/l), pesando 5.155 g del medio deshidratado vy

disolviéndolo en 100 ml de agua destilada en un matraz.

La mezcla fue cubierta con papel kraft y
esterilizada en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Posteriormente, el medio fue distribuido en placas
estériles, con un volumen aproximado de 15 ml por placa,

dejandose solidificar.

Este medio fue utilizado para la verificacion de
crecimiento bacteriano posterior a los procesos de lisis

celular.

TECNICA DE ANALISIS DE DATOS

Las mediciones registradas en las pruebas de laboratorio se

guardaran y organizaran en una base de datos creada en Microsoft
Office Excel. Luego se extraeran de Excel a la aplicacion estadistica
SPSS v.21 para su analisis. Los resultados saldran de la aplicacion
de métodos estadisticos descriptivos. Se calcularan medidas de
tendencia central, como la media y la mediana. También se
obtendran medidas de dispersion, por ejemplo, desviacion estandar

y coeficiente de variacion, y se expresaran en % cuando
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corresponda. Y se registraran los valores extremos, minimo y
maximo, con referencia a cada Grupo Experimental y Grupo Control
respectivamente. Se haran tablas comparativas y representaciones
graficas del cambio temporal en la absorcion bacteriana para cada
concentracion. Antes del analisis inferencial se evaluara la
normalidad de los datos con la prueba de Shapiro-Wilk, dado el
tamafo muestral por grupo (n = 8). Si no se cumple la normalidad.
Se espera que no, por el caracter heterogéneo de los datos de
absorbancia en sistemas con suspensiones bacterianas. En ese
caso se aplicaran pruebas estadisticas no paramétricas. Prueba de
Kruskal-Wallis y prueba de Mann-Whitney U. El nivel de significancia
a adoptar sera a = 0.05 para todas las pruebas inferenciales. La
discusidén de los resultados se hara en relacion con la literatura
cientifica que sustenta la teoria del funcionamiento antibacteriano y
con los objetivos de nuestra investigacion. Y al final se presentaran

las conclusiones y recomendaciones de acuerdo a los resultados.
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41.

ABSORBANCIA

CAPITULO IV

RESULTADOS

DEL

GRUPO
CONCENTRACION Y TIEMPO

EXPERIMENTAL

POR

Tabla 1a. Absorbancia (405 nm) del grupo experimental — L.

acidophilus 10° UFC/ml (n = 8).

(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 Prom. DE
0.5 0.012 0.008 0.006 0.010 0.014 0.003 0.010 0.061 0.016 0.019
1 0.013 0.012 0.009 0.007 0.001 0.001 0.010 0.019 0.009 0.006
2 0.021 0.027 0.029 0.019 0.033 0.022 0.044 0.028 0.028 0.008
5 0.027 0.016 0.099 0.030 0.017 0.019 0.062 0.018 0.036 0.030
10 0.061 0.021 0.018 0.012 0.024 0.043 0.023 0.364 0.071 0.120
20 0.027 0.048 0.005 0.022 0.012 0.026 0.023 0.018 0.023 0.013
30 0.004 0.005 0.007 0.012 0.009 0.012 0.003 0.003 0.007 0.004

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacioén de las Tablas 1a:

Las tres tablas muestran absorbancias en su mayoria bajas (0.001-

0.099 UA), salvo réplicas puntuales claramente atipicas (0.364 UA

en 10° /t=10) que destacan numéricamente frente al resto de su fila.



La ausencia de una columna o fila con valores sistematicamente mas
altos confirma que ningun tiempo ni concentracion favorece de forma

consistente una mayor produccion de PNP.
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Tabla 1b. Absorbancia (405 nm) del grupo experimental — L.
acidophilus 107 UFC/ml (n = 8).

] 1 2 3 4 5 6 7 8 Prom. DE
(min)

0.5 0.000 0.006 0.001 0.017 0.018 0.023 0.020 0.027 0.014 0.010

1 0.018 0.011 0.012 0.013 0.001 0.015 0.015 0.019 0.013 0.006

2 0.015 0.011 0.017 0.009 0.021 0.037 0.050 0.022 0.023 0.014

5 0.029 0.151 0.032 0.023 0.184 0.031 0.023 0.095 0.071 0.065

10 0.023 0.014 0.020 0.035 0.010 0.007 0.037 0.021 0.021 0.011

20 0.013 0.018 0.014 0.013 0.020 0.025 0.017 0.011 0.016 0.005

30 0.001 0.007 0.003 0.007 0.002 0.016 0.010 0.265 0.039 0.092

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacién de las Tablas 1b:

Las tres tablas muestran absorbancias en su mayoria bajas (0.001-
0.095 UA), salvo réplicas puntuales claramente atipicas (0.265 UA
en 107 /t=30) que destacan numéricamente frente al resto de su fila.
La ausencia de una columna o fila con valores sistematicamente mas
altos confirma que ningun tiempo ni concentracion favorece de forma

consistente una mayor produccion de PNP.
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Tabla 1c. Absorbancia (405 nm) del grupo experimental — L.

acidophilus 108 UFC/ml (n = 8).

(min) 2 3 4 5 6 7 8 Prom. DE
0.5 0.023 0.057 0.025 0.049 0.035 0.034 0.016 0.030 0.034 0.014
1 0.003 0.011 0.001 0.015 0.007 0.011 0.016 0.017 0.010 0.006
2 0.018 0.047 0.023 0.023 0.033 0.022 0.032 0.023 0.028 0.009
5 0.025 0.048 0.036 0.028 0.236 0.024 0.024 0.013 0.054 0.074
10 0.023 0.034 0.021 0.014 0.006 0.019 0.022 0.019 0.020 0.008
20 0.036 0.030 0.025 0.014 0.026 0.012 0.024 0.021 0.024 0.008
30 0.020 0.002 0.012 0.007 0.002 0.005 0.002 0.012 0.008 0.007

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de las Tablas 1c:

Las tres tablas muestran absorbancias en su mayoria bajas (0.001-

0.057 UA), salvo réplicas puntuales claramente atipicas (0.236 UA

en 108 /t=5) que destacan numéricamente frente al resto de su fila.

La ausencia de una columna o fila con valores sistematicamente mas

altos confirma que ningun tiempo ni concentracion favorece de forma

consistente una mayor produccion de PNP.
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Figura 1. Evoluciéon temporal de la absorbancia del grupo

experimental por concentracion de L. acidophilus (medianas, n=8)
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Figura 1. Evolucién temporal de la absorbancia (405 nm) del grupo experimental por
concentracioén de L. acidophilus (medianas, n=8). La linea discontinua indica el nivel del
control positivo (Abs=0.038). Los valores del grupo experimental se mantienen

consistentemente en el rango del control negativo o por debajo del control positivo.

Interpretacion de la Figura 1:

Las tres curvas oscilan sin tendencia ascendente ni descendente
clara, y ninguna linea logra cruzar ni acercarse a la linea roja del
control positivo en ningun punto del eje temporal. El patréon (subidas
y bajadas irregulares) es caracteristico de ruido biolégico mas que
de una cinética enzimatica real, reforzando visualmente que no
existe produccion neta sostenida de PNP a lo largo del tiempo

evaluado.
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Tabla 2. Resumen estadistico del grupo experimental: promedio,

DE, CV%, mediana y valores extremos por concentracion y tiempo

(n = 8).
(mtin) Co?ﬁgr&t/rrzf)ién Prom. DE CV% Mediana Min—Max

0.5 108 0.016 0.019  120.6 0.010 0.003-0.061
107 0.014 0.010 734 0.018 0.000-0.027

108 0.034 0.014 40.5 0.032 0.016-0.057

1 10° 0.009 0.006 67.5 0.010 0.001-0.019
107 0.013 0.006 429 0.014 0.001-0.019

108 0.010 0.006 59.1 0.011 0.001-0.017

2 108 0.028 0.008 28.7 0.028 0.019-0.044
107 0.023 0.014 61.5 0.019 0.009-0.050

108 0.028 0.009 33.8 0.023 0.018-0.047

5 10¢ 0.036 0.030 822 0.023 0.016-0.099
107 0.071 0.065 91.0 0.032 0.023-0.184

108 0.054 0.074 136.7 0.027 0.013-0.236

10 106 0.071 0.120  169.0 0.024 0.012-0.364
107 0.021 0.011 51.9 0.021 0.007-0.037

108 0.020 0.008 40.3 0.020 0.006-0.034

20 106 0.023 0.013 55.9 0.023 0.005-0.048
107 0.016 0.005 28.1 0.016 0.011-0.025

108 0.024 0.008 33.6 0.025 0.012-0.036

30 106 0.007 0.004 54.7 0.006 0.003-0.012
107 0.039 0.092 235.6 0.007 0.001-0.265

108 0.008 0.007 83.6 0.006 0.002-0.020

Fuente: Elaboracién propia

70



Interpretacion de la Tabla 2:

Cinco de las 21 combinaciones (23.8%) presentan CV% superior a
100%, concentrandose en t=5 y t=10 min para las tres
concentraciones, sugiriendo que ese intervalo temporal intermedio
es el mas propenso a variabilidad por outliers. En contraste, t=20 min
muestra los CV% mas bajos y homogéneos entre concentraciones
(28.1%-33.6%), indicando mayor estabilidad del sistema en ese
punto. La columna "Mediana" se mantiene siempre por debajo de
0.034 UA, sin excepcién, validando la conclusién de supresion

incluso al excluir el efecto de outliers.
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4.2,

Calculo de la actividad enzimatica del extracto crudo de B-

glucuronidasa

Tabla 3. Calculo de la actividad enzimatica del extracto crudo de B-

glucuronidasa (U/ml) por concentracion de L. acidophilus y tiempo

de interaccion.

t_ Conc. Abs neta [PNP] Actividad Interpretacién
(min)  (UFC/ml) (prom.) (pmol/ml) (U/ml)
C+ . 0.038 0.00366 N/A* Senal basCe:L((jjil extracto
0.5 106 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
0.5 107 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
0.5 108 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
1 10° <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
1 107 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
1 108 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
2 10° <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
2 107 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
2 108 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
5 106 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
5 107 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
5 108 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
10 106 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
10 107 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
10 108 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
20 106 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
20 107 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
20 108 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
30 10° <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
30 107 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable
30 108 <0 <0 <0 Sin actividad neta detectable

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion de la Tabla 3:

La uniformidad absoluta del resultado "<0" en las 21 filas —sin una
sola excepcion— es en si misma un hallazgo estadisticamente
relevante: indica que el fendmeno de supresién no depende del azar
ni de una combinacién especifica de tiempo-concentracion, sino que
es un efecto sistematico y reproducible de la presencia de L.

acidophilus sobre la senal enzimatica del extracto crudo.
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4.3. Resultados del montaje de controles del ensayo de actividad

enzimatica

Tabla 4. Grupos control del ensayo de actividad enzimatica (n=8).

Grupo Control Composicion
Control positivo Buffer + extracto enzimatico + PNPG
Control negativo Buffer + PNPG (sin enzima, sin bacteria)
Control bacterias 10° Buffer + L. acidophilus 10° + PNPG
Control bacterias 10’ Buffer + L. acidophilus 107 + PNPG
Control bacterias 108 Buffer + L. acidophilus 108 + PNPG

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de la Tabla 4:

El disefio de cinco grupos control permite aislar cada fuente de
variacion: el control positivo establece la sefial enzimatica maxima
esperable, el negativo el ruido de fondo del sistema, y los tres
controles bacterianos cuantifican especificamente la interferencia
optica que aporta cada concentracion de L. acidophilus por si sola,

sin enzima presente.
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Tabla 5. Absorbancia (405 nm) de los grupos control del ensayo de

actividad enzimatica (n = 8).

GRUPO

controL ! 2 3 4 5 6 7 8 Prom. DE CV%
Control ) hes 0022 0021 0036 0036 0055 0031 0036 0038 0015 403
positivo

Control 515 0026 0022 0012 0072 0043 0059 0040 0036 0022 61.1
negativo

c

bacte.rias 0.332 0.358 0.278 0.143 0.318 0.289 0.401 0.257 0.297 0.077 261
10¢

C.
bacterias 0.071 0.109 0.270 0.170 0.353 0.114 0.025 0436 0.194 0.145 75.0
107

C.
bacterias 0.195 0.142 0.182 0.163 0.217 0.187 0.163 0.160 0.176 0.024 135
108

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacién de la Tabla 5:

Los CV% del C+ (40.3%) y C- (61.1%) son elevados pese a valores
absolutos bajos, reflejando que ambos controles miden
esencialmente ruido analitico sin senal real dominante. En contraste,
el control bacteriano a 108 UFC/ml presenta el CV% mas bajo de la
tabla (13.5%), sugiriendo que a mayor concentracion celular la
turbidez se vuelve mas estable y reproducible entre réplicas,
mientras que a 107 UFC/ml la variabilidad es maxima

(CV%=75.0%), posiblemente por agregacion celular irregular.
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Figura 2. Absorbancia promedio de los grupos control (n=8)
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Figura 2. Absorbancia promedio (405 nm) de los grupos control. C+ = control positivo
(extracto enzimatico + PNPG); C— = control negativo (solo PNPG). Los controles de

bacterias reflejan interferencia éptica por turbidez y no actividad 3-glucuronidasa real.

Interpretacién de la Figura 2:

El contraste visual es contundente: las dos primeras barras (C+ y
C-) son practicamente indistinguibles en altura, mientras que las tres
barras de controles bacterianos se elevan abruptamente,
multiplicando por 5 a 8 veces el nivel del C+. Este "salto" visual
confirma que la senal dominante en el sistema proviene de la
turbidez bacteriana y no de actividad enzimatica, justificando por qué
no puede interpretarse la absorbancia experimental sin antes restar

esta interferencia.
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44,

Resultados de la preparacion del sustrato p-nitrofenil-B-D-
glucurénido (PNPG)

La concentracion molar se determin6 mediante la siguiente
expresion:
masa

- PM .volumen

0.05

= ~0.0159mol/L
315.23 x 0.01

Sustituyendo en la ecuacion:

CiV1=C2V2
16-Vi=1-10
V1=0.625 ml

Donde:

- C1=16 mM (concentracién de la solucién stock)
- C2=1mM (concentracion final deseada)

- V2=10 ml (volumen final)

Obteniéndose asi un volumen final de 10 ml de solucion de trabajo a
1 mM.
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4.5. Curva estandar de p-nitrofenol (PNP) para conversion Abs (405

nm) a concentracion molar

Tabla 6. Valores de absorbancia (405 nm) de las soluciones

estandar de p-Nitrofenol (PNP) a distintas concentraciones (n=3).

Concentracion

(mM) Abs1 Abs2 Abs3 Promedio DE CV (%)
0.10 0.546 0.570 0.568 0.561 0.013 2.37
0.25 1.352 1.384 1425 1.387 0.037 2.64
0.50 2720 2738 2.778 2.745 0.030 1.08
0.75* 3.621 3.588 3.539 3.582* 0.041* 1.15*
1.00* 3.727 3.682 3.674 3.694* 0.029* 0.77*

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacién de la Tabla 6:

Las absorbancias crecen proporcionalmente con la concentracion
hasta 0.50 mM (CV% entre 1.08% y 2.64%, evidenciando alta
precision instrumental), pero a partir de 0.75 mM el incremento se

atenua bruscamente (solo 0.112 UA de diferencia respecto a 0.50
mM, frente a un salto de 1.358 UA entre 0.10 y 0.50 mM),

confirmando numéricamente la pérdida de linealidad del detector a

concentraciones elevadas.

78



Figura 3. Curva estandar de p-Nitrofenol (rango lineal 0.1-0.5nM)
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Figura 3. Curva estandar de p-Nitrofenol (PNP) en el rango lineal (0.1-0.5 mM). Los puntos
representan el promedio de tres lecturas. La linea continua corresponde al ajuste lineal (R?
= 0.9999). Los puntos de 0.75 y 1.0 mM fueron excluidos del ajuste por saturacioén del

detector.

Interpretacién de la Figura 3:

La trayectoria practicamente recta de los tres puntos graficados
confirma visualmente la excelente linealidad (R* = 0.9999) del
sistema en el rango validado. La pendiente pronunciada y constante
(5.4573 Abs'mM™) indica alta sensibilidad del método: pequenos
cambios en la concentraciéon de PNP generan cambios claramente
detectables en la absorbancia, lo que valida su uso para estimar con

precision la actividad enzimatica en los ensayos posteriores.
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4.6.

Recuento de Lactobacillus acidophilus y preparacion de

suspensiones experimentales

Tabla 7. Calculo de la concentracién del cultivo stock de L.

acidophilus por el método de recuento en placa.

G Colonias
Dilucién . Volumen Factor de
. promedio IR UFC/ml
seleccionada (triplicado) sembrado (ml) diluciéon
- . "
8 8 9

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de la Tabla 7:

El recuento de 1 colonia/placa a dilucion 1078 es un valor bajo pero
contable, situado en el limite inferior aceptable para recuentos
confiables (idealmente 30-300 colonias/placa). Esto evidencia que
el cultivo, aunque viable, no alcanzé una densidad celular maxima,
posiblemente por las condiciones microaerofilas subdptimas durante

la incubacion.
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Tabla 8. Preparacion de suspensiones experimentales de L.

acidophilus a tres concentraciones.

Concentracion

objetivo Volumen de stock Buffer fosfato Volumen final
(UFC/ml) (mi) (mi) (mi)
1% 10° 0.01 9.99 10
1x107 0.10 9.90 10
1 x 108 1.00 9.00 10

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de la Tabla 8:

El volumen de stock requerido aumenta en proporcion geomeétrica
(0.01 —- 0.10 — 1.00 ml) para lograr concentraciones que también
aumentan en factor de 10, manteniendo siempre el volumen final en
10 ml. Esto confirma que las diluciones se ejecutaron correctamente
segun la ecuacién C,V; = C,V,, garantizando la trazabilidad y

reproducibilidad de cada suspension experimental preparada.
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4.7.

Analisis estadistico inferencial

Los datos obtenidos para el grupo experimental mostraron
que presentaban distribucién no normal (personas de entre 28% en
todos los grupos experimentales analizados), asi que se aplicaron
técnicas estadisticas no paramétricas (Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney U), consideradas adecuadas para datos con distribucion

asimétrica o para muestras de tamano pequefo hasta medio.
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4.7.1. Prueba de Kruskal-Wallis

Tabla 9. Prueba de Kruskal-Wallis: estadistico H, sumas de rangos

y p-valor por tiempo.

(n:in) (1%16 ) R, (107) R;(10%) N H P Decision
0.5 71.50 80.00 14850 24 8923 0.012 RechazaH,*
1 81.00 124.00 95.00 24 2428 0.297 NorechazaH,
2 113.00 72.50 11450 24 2851 0.240 NorechazaH,
5 79.00 122.00 99.00 24 2317 0.314 NorechazaH,
10 126.00 89.50 84.50 24 2577 0.276 NorechazaH,
20 108.50 69.50 122.00 24 3.726 0.155 Norechaza H,
30 102.00  100.00 98.00 24 0.020 0.990 NorechazaH,

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion de la Tabla 9:

Comparando las sumas de rangos por fila, se observa que el grupo
102 UFC/ml (R3) lidera en 4 de los 7 tiempos (0.5, 2, 20 y

parcialmente otros), mientras que en t=30 min los tres grupos

practicamente empatan (102.00, 100.00, 98.00 — diferencia menor

a 4 unidades), produciendo el H mas bajo de toda la tabla (0.020).

Solo en t=0.5 min la diferencia entre rangos es lo suficientemente

amplia (148.50 vs 71.50-80.00)

estadistica.
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Figura 4. Analisis Kruskal-Wallis a t = 0.5 min
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160 148,5
N 140
& 120
[2]
S 100
2 80
5 80 715
(0]
T 60
(18]
55,) 40
20
0
106 107 108
(R=71,5) (R=80,0) (R=148,5)
Titulo del eje

Figura 4. Kruskal-Wallis a t=0.5 min. Sumas de rangos R.. El grupo 10 presenta rango

marcadamente superior.

Interpretacion de la Figura 4:

En la figura se muestra el analisis de Kruskal-Wallis realizado a los

0,5 minutos de interaccidn, evidenciando  diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones evaluadas
de Lactobacillus acidophilus (H = 8,923; p = 0,012). El grupo
correspondiente a 108 UFC/mL presenté la mayor suma de rangos
(R = 148,5), superando ampliamente a los grupos 107 UFC/mL (R =
80,0) y 10° UFC/mL (R =71,5). Asimismo, los valores de 10° y 107
UFC/mL fueron relativamente similares entre si, mientras que la

concentracion de 108 UFC/mL mostr6 un comportamiento
claramente diferenciado, lo que indica que sus mediciones tendieron
a ser mayores en comparacion con las demas concentraciones

evaluadas durante este tiempo de interaccion.
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4.7.2. Prueba de Mann-Whitney U

Tabla 10. Prueba de Mann-Whitney U: C+ vs cada concentracion

experimental.
.. n n w w U
Comparacion C+  exp C+ exp U, U, (min) p
C+ vs 10° 8 56 402 1678 82 366 82 0.004*
C+vs 107 8 56 409 1671 75 373 75 0.003*
C+vs 108 8 56 393 1687 91 357 91 0.007*

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacién de la Tabla 10:

Los valores U (75, 82 y 91) son notablemente bajos respecto al

maximo tedrico posible (n;xn,=448),

ubicandose todos muy

proximos al extremo inferior de la distribucién. La comparacién con

107 UFC/ml obtuvo el p-valor méas pequefio (0.003) y el U mas bajo

(75), sugiriendo que esa concentracidn intermedia produjo la

separacion mas marcada respecto al control positivo entre las tres

evaluadas.

85



Figura 5. Suma de rangos - Mann Whitney C+ vs cada

concentracion (n C+ = 8, n exp = 56)
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Figura 5. Sumas de rangos (W) del C+ y cada grupo experimental (Mann-Whitney). Los
valores de W exp (barra rojo, naranja y verde) superan ampliamente a W C+ (azul),
indicando que los valores del C+ tienden a tener rangos mas altos, es decir absorbancias

mayores que el grupo experimental

Interpretacion de la Figura 5:

La desproporcion visual es evidente: la barra roja del C+ apenas
alcanza 402 unidades mientras las tres barras experimentales
superan las 1670 unidades — mas de cuatro veces su longitud. Esta
diferencia masiva en las sumas de rangos, pese a que el C+ tiene
solo 8 observaciones frente a 56 del grupo experimental, confirma
que practicamente todas las observaciones del C+ ocupan las
posiciones mas altas (mayor absorbancia) dentro del ordenamiento

conjunto.
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Resumen del analisis estadistico inferencial:

Tabla 11. Prueba de Kruskal-Wallis para la comparacion de las tres

concentraciones de L. acidophilus en cada tiempo de interaccion.

Tiempo

(min) n por grupo H (estadistico) gl ¢] Conclusion
0.5 8 8.923 2 0.012 Sig. *

1 8 2.428 2 0.297 No sig.

2 8 2.851 2 0.240 No sig.

5 8 2.317 2 0.314 No sig.
10 8 2.577 2 0.276 No sig.
20 8 3.726 2 0.155 No sig.
30 8 0.020 2 0.990 No sig.

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion de la Tabla 11:

El analisis comparativo entre las tres concentraciones de L.
acidophilus (10 , 107 y 10® UFC/ml) revelé diferencias
estadisticamente significativas unicamente en el tiempo de
interaccion mas corto, t = 0.5 min (H = 8.923; p = 0.012). En los seis
tiempos restantes (1 a 30 min), los valores de p oscilaron entre 0.155
y 0.990, muy por encima del umbral de significancia (a = 0.05),
indicando que no existen diferencias entre las tres concentraciones

evaluadas a partir del primer minuto de interaccion.

Esto sugiere que el efecto inicial observado a los 0.5 min —
probablemente vinculado a la mayor masa bacteriana del grupo 108

UFC/ml generando interferencia Optica residual- se diluye
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rapidamente, y que la concentracion de L. acidophilus no determina
la magnitud del efecto supresor dentro del rango evaluado. En otras
palabras, no hay una relacién dosis-respuesta sostenida en el

tiempo.
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Tabla 12. Prueba de Mann-Whitney U: comparacion del control

positivo versus cada grupo experimental (todos los tiempos

agrupados).
Comparacion ~ nC+  ngrupo exp. u p bilateral  Sig.

6

CG!?:/:,?. 8 56 366.0 0.004 *
7

cl:|‘=’(s:/1n?| 8 56 373.0 0.003 *
8

cl+u‘='cs:/1n?| 8 56 357.0 0.007 .

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion de la Tabla 12:

Al comparar cada grupo experimental contra el control positivo
(extracto crudo sin bacteria), los resultados muestran diferencias
estadisticamente significativas en las tres concentraciones

evaluadas.

Todos los valores p son menores a 0.01, lo que confirma con alta
confianza estadistica que la presencia de L. acidophilus,
independientemente de su concentracion, suprime
significativamente la sefal enzimatica del extracto crudo de B-

glucuronidasa respecto al sistema sin bacteria.
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4.7.3. Interpretacion integrada de los resultados

Los resultados de Kruskal-Wallis firmaron la existencia de
diferencias solamente en el tiempo instantaneo t = 0.5 min (H =
8.923, p =0.012), que se deben a que el grupo 108 UFC/ml presenta
valores mucho mas elevados que 10° y 107 en dicho instante (R; =
148.50 vs R; = 71.50 y R, = 80.00). En los seis tiempos restantes
(1-30 min) se registraron diferencias no significativas entre
concentraciones (p = 0.155-0.990). Esto implica que, desde el
minuto uno, el efecto de la concentracidn bacteriana en la sefal de

absorbancia se homogeneiza.

Los resultados del test de Mann-Whitney nos permitieron
firmar que los valores del grupo experimental son significativamente
inferiores que los registrados en el control positivo, en las tres
concentraciones evaluadas (p < 0.01). Esto también sefala la
carencia de capacidad de incrementar la actividad B-glucuronidasa
del extracto crudo sobre PNPG por efecto de L. acidophilus, pues los
valores de absorbancia neta del sistema completo se hallan por
debajo de los niveles basales del extracto crudo solo. Este hallazgo
es consistente con el hallado en estudios previos que han descrito
efectos inhibitorios o de modulacion de lactobacilos sobre la (-

glucuronidasa.
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CAPITULOV

DISCUSION

» Absorbancia del grupo experimental y supresion de la senal

enzimatica

Las absorbancias del grupo experimental (extracto crudo + L.
acidophilus + PNPQG) presentaron medianas entre 0.006 y 0.034 UA,
consistentemente por debajo del control positivo (mediana = 0.036
UA) en todos los tiempos y concentraciones evaluados. La
absorbancia neta corregida fue < 0 en todos los grupos, resultando
en una actividad enzimatica neta de < 0 U/ml. Este hallazgo es el
resultado central del estudio y responde directamente al objetivo

general.

La hipétesis general plantea que "L. acidophilus modifica la
actividad del extracto enzimatico crudo de B-glucuronidasa sobre
PNPG". Los resultados la sugieren: la presencia de la bacteria
modifica la sefial enzimatica, reduciéndola de forma consistente y
estadisticamente significativa. La modificacion observada es en
sentido supresor, lo que tiene implicaciones farmacolégicas
relevantes dado el rol de la GUS en la recirculacion enterohepatica

de farmacos glucuronidados.

Este resultado es concordante con el antecedente mas
cercano al trabajo: Mahdy et al. (2023) demostraron que la mezcla

de L. acidophilus, L. plantarum y L. rhamnosus redujo



significativamente la expresion del gen GUS de E. coli in vitro, y que
esta reduccién se tradujo en menor toxicidad intestinal por irinotecan
en modelos murinos. El presente estudio extiende esta evidencia al
demostrar que incluso L. acidophilus en forma individual —a
concentraciones compatibles con formulaciones comerciales de
probiéticos— es capaz de suprimir la sefal enzimatica detectable de
un extracto crudo de B-glucuronidasa. Mego et al. (2024) van mas
alla, demostrando en un ensayo clinico con 279 pacientes
oncologicos que la administracion de probidticos reduce la diarrea
inducida por irinotecan mediante la disminucion de la actividad
intestinal de B-D-glucuronidasa, lo que otorga relevancia clinica

directa a los hallazgos obtenidos in vitro en el presente trabajo.

En cuanto a los mecanismos que explicarian la supresion
observada, el marco tedrico del estudio contempla la produccion de
acidos organicos con reduccion del pH local, la adsorcién de
proteinas del extracto crudo a la superficie bacteriana, y la posible
competencia cinética por el sustrato PNPG. El primero de estos
mecanismos cobra especial relevancia considerando el pKa del PNP
(7.15): si L. acidophilus reduce el pH del microambiente de reaccion
por debajo de 7.15 mediante produccidén de acido lactico, el PNP
generado permanece en su forma protonada e incolora, reduciendo
la absorbancia registrada aunque haya actividad enzimatica real en
el sistema. Esta interferencia analitica pH-dependiente es
independiente de la actividad catalitica y puede contribuir de forma
significativa a los resultados observados. Simpson et al. (2024),

publicado en Cell Host & Microbe, documentaron que diversas
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estrategias terapéuticas —incluyendo la modificacion del pH
intraluminal—- pueden modular el ciclo catalitico de las GUS
bacterianas intestinales, afectando la homeostasis de endobidbticos

y xenobioticos glucuronidados.

Validacién del sistema analitico: Curva estandar de PNP

La curva estandar de p-nitrofenol (PNP) mostré excelente
linealidad en el rango de 0.1 a 0.5 mM (R? = 0.9999, pendiente =
5.4573 Abs:mM™, CV% entre 1.08% y 2.64%), confirmando la
idoneidad del método espectrofotométrico a 405 nm para cuantificar
el PNP generado por hidrélisis enzimatica del PNPG. Los puntos de
0.75 y 1.0 mM fueron excluidos del ajuste lineal por presentar
saturacion del detector (diferencia de Abs = 0.112 UA), fendmeno
qgue constituye una desviacion de la Ley de Beer-Lambert intrinseca

al instrumento.

Este hallazgo se alinea con el marco tedrico del estudio y con
la literatura especializada. Wang et al. (2021) documentan que el
ensayo colorimétrico con PNPG como sustrato de B-glucuronidasa
es altamente sensible y reproducible cuando se restringe al rango de
linealidad validado, siendo 0.1-0.5 mM el rango mas frecuentemente
reportado en ensayos de actividad GUS in vitro. Ebuzoeme et al.
(2021) —en un estudio que validé metodologicamente el uso de
PNPG como sustrato estandar para GUS microbiana intestinal—
sefalan que el pH del buffer, la preparacion del extracto y el tiempo
de reaccion son variables criticas que determinan la sensibilidad del

sistema analitico, lo que respalda las condiciones experimentales
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empleadas en el presente trabajo. Asimismo, la deteccidn
espectrofotométrica a 405 nm del PNP liberado como producto de la
hidrolisis catalizada por B-glucuronidasa bacteriana es reconocida
como método de referencia en ensayos de actividad GUS, dado que
el ensayo ha sido desarrollado para detectar B-glucuronidasa
mediante la escision de p-nitrofenil B-D-glucurdnido para producir un
producto cromofdrico monitoreable por el aumento de absorbancia a

405 nm, siendo altamente sensible.

Concentraciéon del stock de L. acidophilus y preparacion de

suspensiones

El recuento por extension en agar PCA + TTC a dilucion 1078
arrojo 1 colonia/placa en triplicado, obteniéndose un stock de 1 x
10° UFC/ml. Las suspensiones experimentales a 10°, 107 y 108
UFC/ml fueron preparadas mediante la ecuacion C,V; = C,V,,

procedimiento estandar en microbiologia experimental.

Las concentraciones empleadas son fisiologicamente
relevantes y metodolégicamente coherentes. Purdel et al. (2023)
establecen que las concentraciones bacterianas de 10° a 10°
UFC/ml corresponden a las densidades celulares presentes
fisioldgicamente en distintos tramos del intestino delgado y del colon
humano, validando la eleccion de los niveles experimentales
evaluados. Mahdy et al. (2023), en el antecedente internacional mas
cercano al presente trabajo, emplearon concentraciones similares de
L. acidophilus al evaluar in vitro su efecto sobre la B-glucuronidasa
de E. coli, observando reduccion significativa de la expresion génica

de GUS, lo que contextualiza los resultados obtenidos.
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La escasa produccion de colonias a dilucion 1078 (1
colonia/placa) podria atribuirse a que el cultivo en caldo BHI no
alcanzdé su maxima densidad celular, o a que las condiciones
microaerdfilas generadas mediante vela en recipiente cerrado no
fueron Optimas para el crecimiento masivo de L. acidophilus. Esta
especie presenta tasas de crecimiento mas lentas que las bacterias
aerobias estrictas, o que es consistente con su naturaleza anaerobia
facultativa y sus requerimientos metabdlicos especificos. No
obstante, la concentracion de 10° UFC/ml del stock resultd
suficiente para preparar los tres niveles experimentales requeridos

con precision adecuada.

Actividad basal del control positivo y limitacion metodolégica

del extracto crudo

El control positivo (extracto crudo + PNPQG) presentd una
absorbancia media de 0.038 £+ 0.015 UA (CV% = 40.3%),
practicamente idéntica al control negativo (buffer + PNPG: 0.036 +
0.022 UA). Esta minima diferencia de 0.002 UA —dentro del margen
de variabilidad instrumental— constituye la limitacidn metodologica
central del estudio: la actividad catalitica del extracto crudo fue

marginal en las condiciones del ensayo.

Contrastando con la hipotesis especifica que plantea que "el
extracto crudo de PB-glucuronidasa presenta actividad catalitica
medible sobre PNPG en condiciones controladas", puede afirmarse
que la actividad fue técnicamente registrada pero no

significativamente diferenciable del ruido de fondo del sistema
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reactivo. Esta limitacion es inherente al método de permeabilizacion

empleado.

Wang et al. (2021) documentan que los métodos de
permeabilizacion quimica suave —EDTA mas detergente no
idnico— generan extractos con menor rendimiento enzimatico en
comparaciéon con la sonicacion o los ciclos de congelacion-
descongelacion, debido a que actuan principalmente sobre la
membrana externa bacteriana sin acceder eficientemente al
contenido citoplasmatico. Esta observacion es critica para el
presente estudio, dado que la B-glucuronidasa de E. coli es
predominantemente intracelular. Gao et al. (2022) corroboran esta
naturaleza intracelular de la GUS de E. coli, sehalando que los
métodos de extraccion incompleta pueden  subestimar
considerablemente la actividad enzimatica total presente en las
células. Ebuzoeme et al. (2021) afaden que la preparacién del
extracto enzimatico es una de las variables mas determinantes en la
variabilidad de los resultados de actividad GUS, observando que la
sonicacion incremento significativamente el rendimiento proteico
total y la actividad enzimatica recuperada en comparacion con

métodos mas suaves.

Este conjunto de evidencias respalda la necesidad de
emplear métodos de obtencidn del extracto con mayor poder de
disrupcion celular en estudios futuros, tal como se recomienda en las

conclusiones del presente trabajo.
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» Interferencia 6ptica de los controles bacterianos

Los controles bacterianos (L. acidophilus + PNPG, sin
extracto) registraron absorbancias medias entre 0.176 (108 UFC/ml)
y 0.297 UA (10° UFC/ml), muy superiores a los controles positivo y
negativo. Este hallazgo, lejos de constituir un resultado enzimatico,
refleja la dispersion de Rayleigh generada por las suspensiones

bacterianas sobre la luz incidente a 405 nm.

El marco tedrico del estudio anticipa este fenomeno en el
apartado de limitaciones, sefialando que "la turbidez de las
suspensiones bacterianas puede generar sefal éptica inespecifica a
405 nm —efecto reconocido como dispersion de Rayleigh—".
Dikeocha et al. (2022), en el contexto de la pharmacomicrobiomics,
advierten que en ensayos con células bacterianas intactas, la
turbidez genera sefales Opticas inespecificas que pueden
confundirse con la absorbancia del producto enzimatico,
especialmente cuando ambas se miden en rangos de longitud de
onda similares. Candeliere et al. (2022) senalan en este mismo
sentido que los ensayos de actividad GUS con suspensiones
bacterianas requieren controles de turbidez rigurosos para una

interpretacion correcta de los datos.

La mayor absorbancia del control 106 UFC/ml (0.297 UA)
respecto al control 108 UFC/ml (0.176 UA) resulta aparentemente
paradojica pero es explicable: a menor concentracion bacteriana, las
células individuales tienen mayor probabilidad de permanecer en
suspension homogénea sin agregarse entre si, generando mayor

dispersion optica por particula. A mayor concentracion, tiende a
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formarse mas sedimentacion y agregacion celular, reduciendo la
dispersion efectiva. Este fendmeno es consistente con la fisica de
coloides bacterianos y respalda la necesidad del control bacteriano
especifico para cada concentracion, tal como fue implementado en

el disefio experimental del presente estudio.

La correccion mediante absorbancia neta (Abs_neta =
Abs_experimental — Abs_control_bacteria) es metodolégicamente
indispensable y constituye una fortaleza del disefio, garantizando
que la senal analizada refleje exclusivamente la interaccion enzima-

bacteria-sustrato, sin contaminacién por senal 6ptica inespecifica.
Analisis estadistico: Kruskal-Wallis y Mann-Whitney

La prueba de Kruskal-Wallis detect6 diferencias significativas
entre concentraciones unicamente a t = 0.5 min (H = 8.923; p =
0.012), atribuibles al rango marcadamente superior del grupo 108
UFC/ml (R;=148.50vs R; =71.50y R, = 80.00). En los seis tiempos
restantes no se detectaron diferencias entre concentraciones (p =
0.155-0.990). La prueba de Mann-Whitney confirmé que los valores
del grupo experimental son significativamente menores que el

control positivo en las tres concentraciones (p < 0.01).

La hipétesis especifica sobre diferencias significativas entre
grupos experimentales y controles se confirma para la comparacion
experimental vs control positivo (Mann-Whitney, p < 0.01 en los tres
grupos), pero no se confirma una relacion dosis-respuesta

consistente entre concentracidon bacteriana y magnitud de supresion.
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La ausencia de relacion dosis-respuesta en la mayoria de los
tiempos evaluados es consistente con lo reportado por Zhang et al.
(2024), quienes observaron que en sistemas in vitro estaticos el
efecto de los probioticos sobre la actividad enzimatica no siempre
exhibe relacion lineal dosis-dependiente, especialmente cuando la
sefal enzimatica basal es baja y la variabilidad intersistema es
elevada. Los elevados CV% observados (hasta 235.6% en el grupo
107 UFC/ml at =30 min) reflejan alta heterogeneidad entre réplicas,
posiblemente relacionada con la distribucion no homogénea de las
células bacterianas en el volumen reducido de reaccion (400 ul en
tubos Eppendorf). En sistemas de mayor volumen o con agitacion
continua, esta distribucion podria ser mas homogénea, reduciendo
la variabilidad. Candeliere et al. (2022) documentaron que la alta
variabilidad interindividual en la actividad GUS intestinal es una
caracteristica inherente a los sistemas biolégicos que involucran
bacterias, lo que respalda la adopcion de la mediana como

estadistico de tendencia central en el presente estudio.

La significancia observada unicamente a t = 0.5 min puede
explicarse porque en ese instante inicial, la mayor masa bacteriana
del grupo 102 UFC/ml genera mayor dispersion optica residual —no
completamente corregida por la correccion de turbidez— que eleva
artificialmente su absorbancia respecto a las otras concentraciones.
Esta diferencia se diluye en la variabilidad del sistema a tiempos
mayores, reflejando la naturaleza dinamica de las interacciones
entre las bacterias, el extracto enzimatico y el sustrato PNPG en el

tiempo.
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Desde el punto de vista farmacoldgico, la reduccion de la
sefial enzimatica asociada a la presencia de L. acidophilus tiene
implicaciones clinicas que trascienden el modelo in vitro. Weersma
et al. (2020) documentan que la interaccion entre farmacos y
microbioma intestinal es bidireccional y puede determinar la eficacia
terapéutica y el perfil de toxicidad de numerosos medicamentos de
uso frecuente. En el contexto especifico de farmacos metabolizados
por B-glucuronidasa, una reduccién de la actividad GUS intestinal
disminuiria la desconjugacion de glucurdonidos de irinotecan,
diclofenaco y estrogenos conjugados, reduciendo su reabsorcion
entero-hepatica y potencialmente su toxicidad gastrointestinal, tal
como fue demostrado clinicamente por Mego et al. (2024). Dikeocha
et al. (2022) sefialan que la pharmacomicrobiomics como disciplina
emergente requiere precisamente este tipo de estudios que
caractericen las interacciones especificas entre cepas probidticas y
enzimas microbianas individuales, para poder predecir con mayor
exactitud las consecuencias clinicas del uso concomitante de

probidticos y medicamentos.
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PRIMERA

SEGUNDA

TERCERA

CONCLUSIONES

La sefial de absorbancia que produce el extracto
enzimatico crudo de B-glucuronidasa sobre el sustrato
PNPG se ve claramente alterada cuando se afade
Lactobacillus acidophilus en el sistema de reaccion in vitro.
Esta se encuentra estadisticamente significativamente por
debajo del control positivo en las tres concentraciones
ejecutadas (10° , 107 y 10® UFC/ml), como indica la

prueba de Mann-Whitney (p < 0.01 en todos los casos).

Se analizé el extracto crudo de B-glucuronidasa obtenido
por permeabilizacion quimica de E. coli ATCC 25922 con
EDTA/Tween 80 se obtuvo un valor basal enzimatico de
0.038 £ 0.015 UA a 405 nm, practicamente el mismo que
el control negativo (0.036 + 0.022 UA). Estos evidencian
que la actividad catalitica del extracto crudo era marginal,
por lo que los resultados deben interpretarse
principalmente como variaciones de sefal enzimatica
aparente y no como una medicion absoluta de actividad -

glucuronidasa purificada.

El tiempo de interaccion entre L. acidophilus y el extracto
crudo no establece un patréon temporal claro de
modulacién de la actividad enzimatica. Se encuentra que
las absorbancias del grupo experimental siempre
permanecen por debajo del control positivo en todos los



CUARTA

tiempos analizados (0.5-30 min), no evidenciando
tendencia ni creciente ni decreciente de la actividad
enzimatica en funcion del tiempo, sugiriendo que el efecto
modulador se establece ya en los primeros momentos y

gue después permanece relativamente estable.

No existié una relacién dosis-respuesta consistente entre
la concentracion de L. acidophilus (10°, 107 y 108
UFC/ml) y la magnitud de la supresién de la actividad
enzimatica del extracto crudo de B-glucuronidasa. La
prueba de Kruskal-Wallis encontr6  diferencias
significativas entre concentraciones solamente at = 0.5
min (H = 8.923; p = 0.012), sin hallarse diferencias en los
seis tiempos restantes (p > 0.05), lo que sugiere que un
efecto supresor cualitativamente similar entre las tres

concentraciones bacterianas evaluadas, en el rango de
concentracion estudiado.
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RECOMENDACIONES

» Utilizar un método de aislamiento del extracto enzimatico con el
mayor rendimiento de [-glucuronidasa, como podria ser la
sonicacion en frio (3 x 30 s, 40% de amplitud, en bafo de hielo) o
ciclos de congelacion-descongelacion (3 ciclos, -80 °C /37 °C), para
aumentar la concentracion enzimatica del extracto e incrementar la
sensibilidad del sistema analitico, concretando una senal del control

positivo claramente diferenciada del control negativo.

» Validar la identidad molecular del L. acidophilus utilizado mediante
PCR con cebadores para amplificar el gen 16S rRNA o por medio de
la secuenciacion de amplicones, y asi reforzar la fundamentacion
microbiologica del estudio y descartar la posible contaminacion del

in6culo comercial de probidticos.

» Ampliar el estudio incluyendo otras cepas de Lactobacillus de interés
clinico (L. rhamnosus GG, L. reuteri, L. casei) y comparar el efecto
de unas cepas frente a otras y su efecto modulador del extracto
crudo de B-glucuronidasa para evaluar si la supresion que se
evidencia es especifica de L. acidophilus o si es una caracteristica

de género.

> Valorar la relevancia clinica de los hallazgos mediante
estudios preclinicos en modelos animales con la administracién por
via oral de L. acidophilus y comprobar si la circulacion
enterohepatica modificada de farmacos glucuronidados de interés

clinico (irinotecan, diclofenaco, estrégenos conjugados) también



muestra una modulacion con mediciones de parametros

farmacocinéticos y marcadores de toxicidad gastrointestinal.
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ANEXOS



Anexo 1. Matriz de consistencia.

% ‘ TECNIAS E
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA INSTRUMENTO
Problema principal Objetivo general Hipétesis general Variable Independiente Tipo de investigacién Técnica
Ensayo enzimatico

¢ Como influye in vitro el Lactobacillus | Evaluar in vitro la influencia de | La presencia in vitro de Lactobacillus | Presencia de Lactobacillus Experimental colorimétrico
acidophilus en la actividad del extracto | Lactobacillus acidophilus sobre la | acidophilus modifica la actividad del | acidophilus
enzimatico crudo de B-glucuronidasa? | actividad del extracto enzimatico | extracto enzimatico crudo de B- | (concentraciones: 10°, 107 y | Disefio de investigacion

crudo de B-glucuronidasa. glucuronidasa. 10% UFC/ml)
Problemas especificos Experimental clasico Instrumento

Objetivos especificos Hipétesis Especificas Variable Dependiente Espectrofotémetro

¢ Cual es la actividad enzimatica basal
del extracto crudo de B-glucuronidasa
obtenido de Escherichia coli ATCC
25922 bajo condiciones in vitro
controladas?

¢ Cébmo varia la actividad del extracto
crudo de B-glucuronidasa a lo largo del
tiempo de interaccion con L.
acidophilus?

¢,Cémo la presencia de L. acidophilus a
diferentes concentraciones modula la
actividad del extracto crudo de f-
glucuronidasa?

Determinar la actividad enzimatica
basal del extracto crudo de B-
glucuronidasa de Escherichia coli
ATCC 25922 en condiciones
experimentales controladas.

Determinar la actividad del extracto
crudo de  B-glucuronidasa a
diferentes tiempos de interaccion con
L. acidophilus.

Determinar el efecto de diferentes
concentraciones de L. acidophilus
sobre la actividad del extracto crudo
de B-glucuronidasa.

El extracto crudo de B-glucuronidasa
obtenido de Escherichia coli ATCC
25922 presenta actividad enzimatica
detectable en condiciones
experimentales controladas.

El tiempo de interaccion entre L.
acidophilus y el extracto crudo de B-
glucuronidasa influye en la actividad
enzimatica registrada a lo largo de los
intervalos evaluados.

La presencia de L. acidophilus a
diferentes  concentraciones genera
cambios en la actividad del extracto
crudo de B-glucuronidasa.

Actividad enzimatica  del
extracto crudo de B-
glucuronidasa obtenido de
Escherichia coli ATCC 25922

(indicadores: absorbancia a
405 nm, concentracion de PNP
liberado en pmol, unidades
enzimaticas U/ml)

Nivel de investigacion
Explicativo

POBLACION Y MUESTRA
Poblacion

Cepas de Lactobacillus acidophilus
contenidas en el probidtico comercial,
presentado en ampollas bebibles,
disponible en farmacias de la ciudad
de Tacna.

Muestra

Cepas de Lactobacillus acidophilus
obtenida de una ampolla bebible del
probiético comercial, adquirida en
una farmacia de la ciudad de Tacna.

Muestreo:
conveniencia

No probabilistico por

UV-Visible (lectura a
405 nm)
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Anexo 2. Probidtico en presentacion de ampolla bebible.
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Anexo 3. Transfiriendo el contenido del probidtico a un tubo de ensayo

estéril.
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Anexo 4. Centrifugando muestra a 4000 rpm durante 5 minutos.
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Anexo 5. Descartando el sobrenadante al centrifugar el probidtico.

HONS ™ —
)

<
L
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Anexo 6. Pellet luego de centrifugacién de probidtico.
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Anexo 7. Tomando una asada del pellet del probiotico.
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Anexo 8. Realizando una siembra por 4 cuadrantes en placas con agar TSA

sangre.
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Anexo 9. Recipiente hermético con las placas inoculadas con muestra del

pellet del probiético centrifugado.

BT L

4
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Anexo 10. Incubando las placas inoculadas a 35 + 2 °C durante 96 horas.
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Anexo 11. Crecimiento Lactobacillus acidophilus en viales con agar BHI.
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Anexo 12. Tomando una muestra del vial con Lactobacillus acidophilus.
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Anexo 13. Haciendo una siembra por suspension en caldo BHI a partir del

vial con Lactobacillus acidophilus.
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Anexo 14. Vista del microscopio de Lactobacillus acidophilus luego de

tincion gram.
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Anexo 15. Transfiriendo 1 ml del cultivo en caldo BHI de Lactobacillus

acidophilus al tubo 107".
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Anexo 16. Realizando la serie de diluciones sucesivas transfiriendo 1 ml de
cada dilucion al siguiente tubo, repitiendo el procedimiento hasta alcanzar

la dilucién 1071 .
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Anexo 17. Depositando 100 pL de las diluciones 107°, 107, 1077, 1078,
107° y 107'° en placas con agar PCA (Agar para recuento de placas)

suplementado con TTC (Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio).
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https://www.alliance-bio-expertise.com/fr/produits/reactifs-consommables/milieux-de-culture-prets-a-lemploi/milieux-de-culture-en-boites/gelose-plate-count-agar-ttc-tlhth-pca?download=BCWR3013_TDS_ES.pdf&type=TDS

Anexo 18. Realizando cada siembra por extension por triplicado.
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Anexo 19. Las placas en recipiente hermético para cumplir condiciones
microaerdfilas y posteriormente llevadas a incubar invertidas a 35 + 2 °C

durante 24 horas.

132



Anexo 20. Seleccionando placas cultivadas con diluciones 107° |, 107 |
1077 , 107 , 10™® y 107'° con mayor crecimiento bacteriano para el

analisis.
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Anexo 21. Cepa de Escherichia coli ATC 25922 a activar
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Anexo 22. Tubo de ensayo conteniendo caldo BHI inoculado con cepa de

Escherichia coli previamente conservada en refrigeracion

. 18

P 1 .
-

"1'31' m'!

’L..l.n‘ N

., acz——

vsff"-*

,
b |

135



Anexo 23. Vial con Escherichia coli en agar BHI reactivado
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Anexo 24. Agregando Tween 80 al matraz con EDTA para preparar la
solucion se encargara de debilitar y aumentar la permeabilidad de la

membrana celular
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Anexo 25. Pipeteo de buffer fosfato para disolver los componentes de la
solucién que se encargara de debilitar y aumentar la permeabilidad de la

membrana celular
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Anexo 26. Mezclando la soluciéon de EDTA, Tween 80 y buffer fosfato hasta

homogenizarla.
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Anexo 27. Distribuyendo la solucién permeabilizadora en 6 tubos de ensayo

con 10 ml de solucién cada uno.
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Anexo 28. Inoculacién y disolucion de la bacteria E. Coli activo en cada uno

de los tubos de ensayo.
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Anexo 29. Bacteria E. Coli disuelta
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Anexo 30. Mezcla reservada a -4 °C durante 30 minutos

143



Anexo 31. Juntando el sobrenadante de la muestra centrifugada en un tubo

estéril con tapa.
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Anexo 32. Tomando una muestra del extracto enzimatico crudo
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Anexo 33. Realizando siembras en 4 cuadrantes del extracto enzimatico

crudo en agar MacConkey
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Anexo 34. Ausencia de crecimiento bacteriano en agar MacConkey (E. Coli)

interpretado como pérdida de viabilidad celular, lo cual sugiere una posible

alteracioén de la integridad celular, es decir lisis celular.
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Anexo 35. Agregando buffer fosfato en una fiola de 100 ml para disolver el
p-nitrofenol (PNP)
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Anexo 36. Solucién madre de 100 ml a 10 mM de p-nitrofenol
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Anexo 37. Soluciones finales de 2 ml en las concentraciones de 0,1, 0,25,

0,5, 0,75, 1 mM a partir de la solucién madre
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Anexo 38. Preparando las mezclas en tubos Eppendorf de 1.5 ml por

triplicado.
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Anexo 39. Midiendo la absorbancia de las mezclas a una longitud de onda
de 405 nm.
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Anexo 40. Espectrofotometro UV-Visible, instrumento utilizado a 405 nm.
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