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RESUMEN 
 
 

Estudios recientes han demostrado que las bacterias ácido lácticas (BAL) poseen 
propiedades antioxidantes, lo cual podría ser utilizado como estrategia para la prevención 
de enfermedades crónico degenerativas relacionadas con el estrés oxidativo. Sin embargo, 
se necesitan estudios que permitan profundizar en la identificación de los metabolitos 
responsables de dicha actividad. En este sentido, el objetivo de la presente investigación 
fue estudiar el potencial efecto protector del contenido intracelular de bacterias ácido 
lácticas específicas, contra el estrés oxidativo inducido por aflatoxina B1 e identificar los 
metabolitos relacionados con las propiedades antioxidantes. Los resultados de la presente 
tesis demostraron, en general, que el contenido intracelular de las cepas probióticas 
presentan las mayores propiedades antioxidantes en comparación con las células 
completas y fragmentos de pared. La etapa de selección, evidenció que el contenido 
intracelular de la cepa Lactobacillus casei CRL 431 fue la que mostró las mejores 
propiedades antioxidantes. Los datos sugieren que la naturaleza de los compuestos 
antioxidantes es principalmente de origen lipídico y proteico, observándose la 
participación de glutatión, pero en menor medida. Por otra parte, el análisis del espectro 
de Raman mostró una variedad de compuestos con potencial antioxidante, incluyendo 
cisteína, triptófano, tirosina, ácido mirístico, ácido esteárico, ácido palmítico y ácido 
oleico y glutatión. Finalmente, los resultados de los ensayos in vitro, ex vivo e in vivo 
sugieren que CI-CRL431, posee metabolitos capaces de atravesar las membranas de 
células epiteliales e inhibir la oxidación a nivel celular, reducir el daño oxidativo de las 
membranas de eritrocitos, así como modular el sistema antioxidante en organismos vivos, 
respectivamente. Por lo tanto, se concluye que el contenido intracelular de la cepa 
Lactobacillus casei CRL 431 puede ser una fuente prometedora de antioxidantes dietarios, 
con un alto potencial para ser utilizado en la preparación de alimentos fermentados y/o 
suplementos. De esta forma, pueden mejorar la capacidad antioxidante total del 
consumidor y puedan ayudar en la prevención de enfermedades asociadas al estrés 
oxidativo inducido por agentes pro-oxidantes, particularmente por aflatoxina B1. 
 
Palabras clave: Antioxidantes, metabolitos intracelulares, glutatión 
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ABSTRACT 

 

 

Recent studies have shown that lactic acid bacteria (LAB) possess antioxidant properties, 

which could be used as a strategy for the prevention of oxidative stress-related to chronic 

degenerative diseases. However, further studies are needed to identify the metabolites 

responsible for this activity. Hence, the aim of this work was to evaluate the potential 

protective effect of the intracellular content of specific lactic acid bacteria against 

aflatoxin B1-induced oxidative stress and to identify metabolites related to its antioxidant 

properties. Overall, results demonstrated that bacterial intracellular content have higher 

antioxidant capacity than whole cells and wall fragments, being the intracellular content 

of Lactobacillus casei CRL 431 which presented the one with the highest antioxidant 

properties. Furthermore, data suggested that the nature of the antioxidant compounds is 

mainly of lipidic and protein origin, which include glutathione participation. On the other 

hand, Raman spectrum analysis showed a variety of compounds with antioxidant capacity, 

e.g., cysteine, tryptophan, tyrosine, myristic acid, stearic acid, palmitic acid and oleic acid 

and glutathione. Besides, the results of in vitro, ex vivo and in vivo assays, suggested that 

CI-CRL431 possesses metabolites capable of penetrating epithelial cell membranes and 

inhibiting oxidation at the cellular level, reducing oxidative damage to red cell 

membranes, as well as modulating the antioxidant system in living organisms, 

respectively. Therefore, we concluded that the intracellular content of the Lactobacillus 

casei CRL 431 strain can be a promising source of dietary antioxidants, with a high 

potential to be used in the preparation of fermented foods and/or supplements that improve 

the total antioxidant capacity of the consumer and can help in the prevention of diseases 

associated with oxidative stress induced by pro-oxidant agents, particularly aflatoxin B1. 

 

Keywords: Antioxidants, intracellular metabolites, glutathione 



1.INTRODUCCIÓN 

 

 

Las especies reactivas del oxígeno son utilizadas a nivel fisiológico como moléculas de 

señalización óxido-reducción, con importantes funciones reguladoras a nivel fisiológico 

(Niki, 2016). Sin embargo, bajo ciertas circunstancias puede presentarse un desequilibrio 

entre la generación de especies reactivas de oxígeno y la disponibilidad y acción de los 

antioxidantes, lo que conlleva a una disrupción de la señalización y control óxido-

reducción, tal condición biológica dinámica y compleja es conocida como estrés oxidativo 

(Gutteridge y Halliwell, 2018). La disrupción de la homeostasis óxido-reducción conlleva 

a modificaciones en la estructura y cambios en la función de ácidos nucleicos, lípidos y 

proteínas, principalmente, en células y tejidos (Pisoschi y Pop, 2015). Estas 

modificaciones o cambios desencadenan perturbaciones en las funciones normales de las 

células y tejidos, lo que ocasiona un mal funcionamiento de órganos y sistemas en el 

cuerpo humano. Lo anterior ha sido asociado como la etiología de varias enfermedades 

crónico-degenerativas (Niki, 2016).  

 

Con base en lo anterior, se han planteado ciertas estrategias para regular el estrés oxidativo 

en los organismos vivos, tales como el uso de fitoquímicos, vitaminas, minerales, 

proteínas (Bouayed y Bohn, 2010; Firuzi et al. 2011; Sarmadi e Ismail, 2010). Lo anterior 

constituyen terapias antioxidantes y están directamente relacionadas con los mecanismos 

de neutralización de especies reactivas de oxígeno y quelación de metales pro-oxidantes 

(Benfeito et al. 2013; Davies y Holt, 2018). Actualmente, la evidencia científica ha 

señalado que algunos compuestos antioxidantes son más efectivos cuando presentan 

varios mecanismos, adicionales a las propiedades antioxidantes antes mencionados, como 

la inducción de genes relacionados con la respuesta antioxidante (e.g. activación del factor 

de transcripción Nrf2) o sobre la inhibición de enzimas involucradas en la 

sobreproducción de especies reactivas del oxígeno (Benfeito et al. 2013; Rodrigo et al. 

2011).  
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Algunas alternativas novedosas que se han estudiado como estrategia para contrarrestar el 

estrés oxidativo es el uso de bacterias probióticas completas y viables, las cuales han 

demostrado exhibir propiedades antioxidantes in vitro (Amaretti et al. 2013; Li et al. 

2012) e in vivo en modelos animales y humanos (Chamari et al. 2008; Martarelli et al. 

2011). A pesar de que estudios in vitro han demostrado que el contenido intracelular de 

diversas bacterias probióticas muestran propiedades antioxidantes, incluso mayor que las 

células completas, hasta el momento no existen estudios in vivo que evalúen el potencial 

efecto antioxidante contra el estrés oxidativo inducido por agentes pro-oxidantes. Además 

de lo anterior, no se ha documentado la naturaleza de los metabolitos responsables de la 

capacidad antioxidante, ni realizado estudios detallados acerca de su identificación. En 

este sentido el objetivo de la presente investigación fue estudiar el potencial efecto 

protector del contenido intracelular de bacterias ácido lácticas específicas contra el estrés 

oxidativo inducido por aflatoxina B1. 
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2.ANTECEDENTES 

 

 

2.1. Aspectos Generales del Estrés Oxidativo 

 

 

El estrés oxidativo, como condición dinámica y compleja, es caracterizada por un 

desbalance entre la generación de especies reactivas de oxígeno y la disponibilidad y 

acción de los antioxidantes (Gutteridge y Halliwell, 2018). La excesiva producción de 

especies reactivas de oxigeno puede aparecer debido a una deficiencia en los sistemas 

antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos, así como al mal funcionamiento de la cadena 

transportadora de electrones y la sobreestumulación de algunas enzimas relacionadas con 

la producción controlada de especies reactivas de oxigeno (e.g. NAD(P)H) (Bhattacharyya 

et al. 2014; Nita y Grzybowski, 2016). Los factores desencadenantes de las situaciones 

antes mencionadas, están relacionados con procesos inflamatorios, la actividad del 

citocromo P450, los metales pesados de transición, la radicación y los compuestos 

xenobióticos (Figura 1). 

 

El estrés oxidativo causa principalmente daño oxidativo a lípidos (peroxidación lipídica), 

proteínas y ADN (Ichiishi et al. 2016).  Estas alteraciones moleculares forman parte de 

los múltiples factores etiológicos que desencadena en diversas enfermedades crónico-

degenerativas, tales como la hipertensión, diabetes y cáncer, entre otras (Ichiishi et al. 

2016; Gutteridge y Halliwell, 2018). 
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Figura 1. Esquema representativo del estrés oxidativo y sus efectos patológicos 

 

 

2.2. Estrés Oxidativo Inducido por Xenobióticos Dietarios 

 

 

Los xenobióticos son compuestos extraños al cuerpo humano, no producidos o presentes 

naturalmente en el organismo, que pueden tener un efecto tóxico al desestabilizar procesos 

fisiológicos y celulares a través de la interacción con macromoléculas biológicas (Obach 

y Kalgutkar, 2010; Pollard et al. 2018). Los xenobióticos dietarios pueden estar presentes 

de forma natural en los alimentos (e.g. micotoxinas) o formarse durante el manejo y 

procesamiento de estos (e.g. acrilamida, aminas heterocíclicas) (Das et al 2016; Koppel et 

al. 2017). Las enzimas encargadas de metabolizar a los xenobióticos pueden ser divididos 
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en enzimas de tipo fase I, fase II y transportadoras. La fase I generalmente involucra 

reacciones de oxidación, hidrólisis o reducción para transformar compuestos apolares o 

de carácter lipofílico compuestos más hidrofílicos o polares. Estas reacciones, 

habitualmente implican adicionar grupos hidroxilos, amino, carboxilos o tioles a las 

moléculas para aumentar su solubilidad en agua (Evans, 2013). En general, las reacciones 

de oxidación son las más comunes para la mayoría de los compuestos xenobióticos, siendo 

biotransformadas principalmente por el complejo enzimático citocromo P450. 

 

Por otra parte, en la fase II la biotransformación de los xenobióticos se lleva a cabo a 

través de la conjugación de los compuestos metabolizados por la fase I, en el que 

regularmente se conjugan con otros compuestos y/o grupos funcionales (e.g., sulfato, 

aminoácidos, glutatión y grupos acilo/metilo) (Koppel et al. 2017).  

 

En el proceso de biotransformación de la fase II, la mayoría de los compuestos 

xenobióticos resultan en compuestos menos tóxicos. Sin embargo, existen algunos 

xenobióticos, tales como el acetaminofeno y la aflatoxina B1, que después de su 

metabolismo en el hígado por la fase I, resulta en sub-productos más tóxicos que los 

compuestos precursores (Evans, 2013).  

 

En este sentido, en el caso de la aflatoxina B1 (AFB1), durante su metabolismo se generan 

metabolitos altamente tóxicos como los epóxidos AFB1-8,9, así como la formación de 

diversas especies reactivas del oxígeno (Bbosa et al. 2013). Shen et al. (1995, 1996) 

investigaron cuáles especies reactivas de oxigeno eran producidas por la aflatoxina B1 en 

un experimento utilizando un cultivo celular de hepatocitos obtenidos de ratas. Los 

resultados evidenciaron la producción de especies reactivas de oxígeno, tales como el 

radical superóxido (O2•—), hidroxilo (OH•) y peróxido de hidrogeno (H2O2).  

 

Mary et al. (2012) estudio las posibles rutas de producción de especies reactivas del 

oxígeno inducido por exposición de AFB1 en células mononucleares de bazo de ratas. Los 

resultados de su investigación evidenciaron que principalmente tres rutas están 
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involucradas: la ruta del metabolismo del ácido araquidónico, de la actividad del 

citocromo P450 y a través del complejo I de la cadena transportadora de electrones. 

 

1) Metabolismo del ácido araquidónico:  

La AFB1 induce un aumento de la actividad de la enzima Fosfolipasa A2, lo cual 

incrementa la liberación del ácido araquidónico proveniente de la membrana de 

glicerofosfolípidos. Este aumento de la liberación del ácido araquidónico provoca un 

incremento descontrolado de su metabolismo a través de las enzimas ciclooxigenasa y 

lipoxigenasa; durante este metabolismo se da la producción de hidroperóxidos y radicales 

peróxilos. Lo que trae como consecuencia una excesiva producción de tales especies 

reactivas (Mary et al. 2012). 

 

2) Actividad del citocromo P450: 

Cuando la AFB1 es metabolizada por el sistema citocromo P450, aumenta la fuga de 

protones lo que ocasionará un aumento de la generación de especies reactivas de oxígeno. 

Se ha reportado que en hepatocitos expuestos a AFB1 aumentan los niveles de RNA 

mensajero de CYP1A (Ayed-Boussema et al. 2012), CYP2B6 y CYP3A4 (Ratajewski et 

al. 2011), lo cual sugiere que al aumentar la actividad de cierto grupo de enzimas del 

citocromo P450, favorece el aumento descontrolado de las especies reactivas de oxígeno 

(Mary et al. 2012). 

 

3) Complejo I de la cadena transportadora de electrones: 

La aflatoxina B1 puede actuar al promover el transporte inverso de electrones, en el cual 

se generan especies reactivas de oxígeno. Este transporte inverso se produce cuando 

electrones provenientes del ubiquinol son transferidos nuevamente al complejo I de la 

mitocondria reduciendo el NAD+ a NADH. Generando un aumento anormal de especies 

reactivas del oxígeno (Mary et al. 2012). 
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2.3. Enfermedades Relacionadas con el Estrés Oxidativo 

 

 

El daño oxidativo al ácido desoxirribonucleico (ADN) se considera el suceso crucial en la 

carcinogénesis. La oxidación puede darse a las bases del ADN o al azúcar de cinco 

carbonos lo que ocasiona mutaciones, cambios en la secuencia de nucleótidos, que alteran 

la expresión de genes críticos para el mantenimiento celular (Klauning y Wang, 2018). 

Asimismo, el estrés oxidativo puede ocasionar un malfuncionamiento de los mecanismos 

de reparación del ADN (Sosa et al. 2013). Lo anterior, puede generar una inestabilidad en 

el genoma, resistencia a la apoptosis y una proliferación celular descontrolada y tejidos 

anormales en el cuerpo humano, lo que desencadena en la aparición de tumores y 

eventualmente en distintos tipos de cáncer (Reuter et al. 2011).  

 

Por otra parte, en la hipertensión arterial el estrés oxidativo es un factor que contribuye a 

la patología vascular y daño renal. La patología vascular, contribuye a la hipertensión 

debido a la disminución de la función endotelial, causado por la oxidación del óxido 

nítrico (NO), el cual es el encargado de la vasodilatación; cuando el NO es oxidado a 

peroxinitrito (ONOO ̶) ocurre vasoconstricción lo cual induce un aumento en la presión 

arterial (Harrison et al. 2007; Montezano et al. 2015). Adicionalmente, la generación de 

radicales ONOO ̶  daña las biomoléculas estructurales (e.g., lípidos y proteínas) de las 

paredes vasculares ocasionado un mal funcionamiento (Baradaran et al. 2014). 

Finalmente, el daño renal, ocasionado por el estrés oxidativo, altera la presión sanguínea 

natriuresis y provoca vasoconstricción renal (Briones y Touyz, 2010; Small et al. 2018). 

 

De manera similar al cáncer o a la hipertensión arterial, el estrés oxidativo ha sido asociado 

a la aparición y desarrollo de la diabetes.  Los mecanismos principales relacionados con 

el estrés oxidativo están mediados por el daño a sistema de secreción de insulina y al daño 

realizado a la insulina, lo que modifica su función biológica (Ighodaro, 2018). Las 

especies reactivas del oxígeno ocasionan un mal funcionamiento de las células beta del 

páncreas, las cuales son las encargadas de producir la insulina, lo que provoca una 

hiperglicemia a nivel circulatorio debido a la baja producción de insulina (Rochette et al. 
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2014). Posteriormente, al daño ocasionado a las células beta, las especies reactivas de 

oxígeno pueden oxidar la insulina, lo que causa una modificación de su función, y dañar 

los receptores de insulina, ocasionado resistencia a la insulina (Hurrle y Hsu, 2017; 

Ighodaro, 2018). 

 

Existen otras enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo como las cardiovasculares 

y neurológicas, en el que las especies reactivas de oxigeno dañan células y biomoléculas 

involucrados en funciones biológicas o cascadas de señalización, necesarias para el 

correcto funcionamiento de células, tejidos, órganos y sistemas (Ichiishi et al. 2016; 

Gutteridge y Halliwell, 2018). 

 

 

2.4. Estrategias Contra el Estrés Oxidativo 

 

 

Existen diversas estrategias que se han planteado para contrarrestar el estrés oxidativo, 

incluyendo el uso de fitoquímicos y vitaminas (Yoshihara et al. 2010).  

 

 

2.4.1.Uso de Fitoquímicos  

 

 

Dentro del grupo de los compuestos fitoquímicos se encuentran los compuestos fenólicos 

o polifenoles, los cuales son metabolitos secundarios de las plantas tales como frutas, 

vegetales, hierbas, y tés, y en menor medida las leguminosas, especias, flores, granos y 

nueces (Benfeito et al. 2013; Kasote et al. 2015). Los polifenoles pueden ser divididos en 

dos grupos: flavonoides (e.g. flavonoles, flavanales, isoflavonas y antocianinas) o no 

flavonoides (e.g. ácidos hidroxibenzoicos, ácidos hidroxicinámicos y estilbenos) 

(Benfeito et al. 2013). Se ha reportado que otros compuestos derivados de las plantas 

como los carotenoides, exhiben propiedades antioxidantes (Kasote et al. 2015). 
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2.4.2.Uso de Vitaminas 

 

 

Las principales vitaminas utilizadas como estrategia contra el estrés oxidativo son la 

vitamina C y E. La vitamina C es un antioxidante que presenta un mecanismo de donación 

de electrones. Se ha descrito que específicamente puede donar dos electrones del doble 

enlace localizado entre el segundo y tercer carbono de la molécula (Padayatty et al. 2003). 

Por otro lado, la vitamina E tiene la capacidad de donar átomos de hidrogeno, debido a su 

anillo fenólico (Niki, 2014; Traber y Atkinson, 2007). Ambas vitaminas han sido 

utilizadas ampliamente como tratamiento farmacológico contra diversas enfermedades 

cardiovasculares (Niki, 2014; Padayatty et al. 2003; Pazdro y Burgess, 2010; Traber y 

Atkinson, 2007).  

 

Aunque algunos de estos antioxidantes poseen buenas propiedades antioxidantes a nivel 

in vitro, en sistemas biológicos poseen baja bioaccesibilidad y biodisponibilidad, mientras 

que otros son de origen sintético y presentan propiedades pro-oxidantes en altas 

concentraciones (Carocho y Ferreira, 2013; Liu, 2014; Pokorný, 2007). Ante estas 

vicisitudes, actualmente la comunidad científica ha propuesto el uso de probióticos como 

células completas viables como estrategia contra el estrés oxidativo, ya que diversos 

estudios in vitro e in vivo han demostrado que exhiben propiedades antioxidantes. 

 

 

2.5. Uso de Bacterias Ácido Lácticas/Probióticas como Estrategia Contra el Estrés 

Oxidativo 

 

 

Un nuevo enfoque que se ha estudiado como estrategia para contrarrestar el estrés 

oxidativo es el uso de bacterias ácido lácticas (BAL)/probióticas como células completas 

viables y de su contenido intracelular, los cuales han demostrado exhibir propiedades 

antioxidantes in vitro (Amaretti et al. 2013; Li et al. 2012) e in vivo en modelos animales 

y humanos (Chamari et al. 2008; Martarelli et al. 2011).  



23 
 

2.5.1.Estudios In Vitro 

 

 

Diversos estudios han analizado la capacidad antioxidante de células completas y 

contenidos intracelulares de diversas bacterias ácido lácticas/probióticas. Lin y Yen 

(1999) estudiaron la capacidad antioxidante del contenido intracelular de 19 cepas de 

bacterias ácido lácticas. Los autores encontraron que todas las cepas exhiben propiedades 

antioxidantes y que los posibles mecanismos involucrados, están relacionados con las 

propiedades de quelación de hierro, neutralización de especies reactivas de oxígeno y 

capacidad reductora. Por otro lado, Lin y Chang (2000) estudiaron las propiedades 

antioxidantes de Bifidobacterium longum ATCC 15708 y Lactobacillus acidophilus 

ATCC 4356. Los autores reportaron que, en general, el contenido intracelular de las cepas 

estudiadas mostró un porcentaje de inhibición de oxidación del ácido linoleico (45.3 a 

48%) mayor (P<0.05) que las células completas (28.1 a 33.2%). En contraste, la actividad 

antioxidante evaluado por el método DPPH mostró un comportamiento inverso, las células 

completas mostraron un porcentaje de neutralización del radical DPPH (43.2 a 52.1%) 

mayor (P<0.05) que el contenido intracelular (20.8 a 41.6%). Kullisar et al. (2002) 

encontraron resultados similares en el método de inhibición de la oxidación del ácido 

linoleico evaluando las cepas Lactobacillus fermentum E-3 y E-18. Los contenidos 

intracelulares de éstas cepas mostraron valores de inhibición de la oxidación de 51 a 59%, 

significativamente mayores a las células completas de 21 a 29%. Por otra parte, Wang et 

al. (2009) demostraron que la capacidad antioxidante de células completas de 

Lactobacillus fermentum ajustado a diferentes concentraciones bacterianas, en un rango 

de 106-109 unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL). Los resultados 

mostraron que la capacidad antioxidante incrementa de forma concentración-dependiente, 

es decir, una concentración de 106 UFC/mL mostró una capacidad antioxidante de 64.2%, 

mientras que una concentración de 109 UFC/mL mostró una inhibición de 87.9%.  

 

Amaretti et al. (2013) evaluaron la capacidad antioxidante de 34 cepas de BAL (7 cepas 

del género Bifidobacterium, 11 cepas del género Lactobacillus, 6 cepas del género 

Lactococcus y 10 cepas del género Streptococcus) encontrando una amplia dispersión de 
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las propiedades antioxidantes, lo cual sugirió que la capacidad antioxidante es cepa-

dependiente.  

 

Los estudios in vitro sugirieron que la capacidad antioxidante, en general, de las cepas de 

BAL/probióticas son cepa-dependiente. Adicionalmente, la mayoría de los ensayos in 

vitro sugieren que las propiedades antioxidantes, están relacionadas con sus propiedades 

neutralizantes de especies reactivas de oxígeno y propiedades quelantes de metales de 

transición, tales como el hierro y cobre.  

 

 

2.5.2.Estudios In Vivo 

 

 

Los estudios in vivo se han realizado utilizando modelos animales con estrés oxidativo 

inducido por algún agente químico, biológico o físico (e.g., 1,2-dimetilhidracina, 

estreptozotocina, aflatoxina B1, radicación), o con humanos con estrés oxidativo debido a 

alguna exposición habitual o en personas sanas.  

 

Yadah et al. (2008) evaluaron el efecto de Dahi, una leche fermentada con Lactobacillus 

acidophilus NCDC14 y Lactobacillus casei NCDC19, en un modelo de ratas con estrés 

oxidativo inducido por estreptozotocina. Los autores reportaron que la administración de 

Dahi redujo significativamente el estrés oxidativo en páncreas, mediante la disminución 

de los niveles de peroxidación lipídica y preservando las enzimas antioxidantes. En un 

estudio similar, Sinha et al. (2009) demostraron que Dahi probiótico mostró un mayor 

efecto sobre una disminución significativa de peroxidación lipídica en hígado y tejido de 

colon en ratas con carcinogénesis inducida por 1,2-dimetilhidracina, en comparación con 

Dahi normal. 

 

Por su parte, Kumar et al. (2012) evaluaron el efecto de leche probiótica, fermentadas con 

las cepas Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus casei Shirota, en un modelo de 

ratas con carcinoma inducido por aflatoxina B1. Los resultados mostraron una reducción 
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significativa de la peroxidación lipídica y aumentó en la actividad de enzimas 

antioxidantes en el grupo administrado con la leche probiótica, en comparación con el 

grupo de administración de la aflatoxina B1. Por su parte, Ishii et al. (2014) reportaron que 

la administración oral de Bifidobacterium breve disminuyó significativamente los niveles 

de peróxido de hidrogeno y la oxidación de lípidos y proteínas en tejido de piel en ratones 

con daño inducido por exposición a radiación UV. Los autores sugirieron que la 

administración de Bifidobacterium breve previene la generación de especies reactivas de 

oxígeno.  

 

A pesar de que estudios in vitro han demostrado que el contenido intracelular de diversas 

bacterias probióticas muestran propiedades antioxidantes, incluso mayor que su 

contraparte de células completas, no existen estudios in vivo que evalúen el potencial 

efecto antioxidante contra el estrés oxidativo inducido por agentes pro-oxidantes. Además 

de lo anterior, no se ha documentado la naturaleza de los metabolitos responsables de la 

capacidad antioxidante, ni se han realizado estudios detallados acerca de su identificación 

de tales metabolitos.  
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3. HIPÓTESIS 

 

 

El contenido intracelular de bacterias ácido lácticas específicas tiene un efecto protector 

contra el estrés oxidativo inducido por aflatoxina B1, en un modelo murino  
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4. OBJETIVOS  

 

 

4.1. Objetivo General 

 

 

Estudiar el potencial efecto protector del contenido intracelular de bacterias ácido lácticas 

específicas, contra el estrés oxidativo inducido por aflatoxina B1 e identificar los 

metabolitos relacionados con las propiedades antioxidantes 

 

 

4.2. Objetivos específicos  

 

 

1. Determinar in vitro las propiedades antioxidantes de diferentes bacterias ácido 

lácticas y seleccionar la cepa con mayor capacidad antioxidante 

 

2. Determinar la naturaleza de los componentes intracelulares con capacidad 

antioxidante de la bacteria seleccionada y sus posibles interacciones 

 

3. Identificar los metabolitos intracelulares de la cepa seleccionada asociados a la 

capacidad antioxidante mediante espectroscopia de Raman 

 

4. Evaluar in vitro, ex vivo e in vivo el potencial efecto protector del contenido 

intracelular de la bacteria seleccionada, utilizando modelos con estrés oxidativo 

inducido. 
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5.MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

5.1. Reactivos 

 

 

Los siguientes reactivos: radical catión ABTS (ácido 2,2'–azino–bis–(3–

etillbenzotiazolin–6–sulfónico), lizosima, ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-

carboxílico (Trolox), fluoresceína, 2,2´-Azobis (2-amidopropano) dihidroclorado 

(AAPH), Tween 80, FeCl2, ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), aflatoxina B1, o-

ftaladehído, NaOH, albumina sérica bovina, glutatión reducido, metaperiodato, vitamina 

B12, ácido gamma-aminobutírico, ácido gamma-aminobutírico transaminasa, ácido 

tiobarbitúrico, fluoresceína, ácido linoleico, cloruro de metileno, glucosa, L-glutámico, 

piruvato de sodio, penicilina, estreptomicina, diclorodihidrofluoresceina diacetato 

(DCFH-DA)  y medio de cultivo  DMEM (dulbecco modified Eagles minimal essential 

medium), fueron obtenidos de Sigma-Aldrich  (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, 

EE.UU.). El medio de cultivo MRS (De Man, Rogosa, y Sharpe, Difco™) fue obtenido 

de BectonDickinson (Le Pont de Claix, Francia). Los solventes: etanol, acetato, hexano, 

y cloruro de metilo fueron grado HPLC o con una pureza ≥99% fueron obtenidos de JT 

Baker (JT Baker Chemical Co., Phillipsburg, NJ, EE.UU.). El óxido nitroso fue obtenido 

de ISI Austria en forma de cartucho presurizado (modelo S8602) para sifón comercial. El 

kit DC Protein Assay utilizado para la determinación de proteína fue obtenido de Bio-Rad 

Laboratories (Hercules, CA, EE.UU). 

 

 

5.2. Bacterias Ácido Lácticas de Estudio 

 

 

Para el presente estudio, se utilizaron 13 cepas probióticas y 6 cepas aisladas de productos 

lácteos artesanales (Tabla 1), pertenecientes al cepario del Laboratorio de Biotecnología 

de Productos Lácteos del Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, A.C. Las 
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cepas fueron reactivadas en caldo MRS (Lactobacillius) o M17 (Lactococcus), y sub-

cultivadas dos veces a 37 °C (Lactobacillius) o 30 °C (Lactococcus) durante 18 y 12 h, 

respectivamente. Las bacterias del último subcultivo fueron recuperadas por 

centrifugación (3600 g, 4 °C, 10 min), lavadas dos veces con una solución amortiguadora 

de fosfatos (PBS, 0.5 mM, pH 7.2) y finalmente, resuspendidas en PBS hasta ajustar a 

DO600 nm= 0.5 equivalentes a una concentración celular de ca. 108 UFC/mL. 

 

 

Tabla 1. Bacterias ácido lácticas utilizadas en el presente trabajo 

Cepas probióticas Código Cepa aisladas Código 

Lb. reuteri NRRL 14171 Lr-14171 Lb. fermentum Lf-B3 

Lb. casei NRRL B-1922 Lc-B1922 Lb. pentosus Lf-B11 

Lb. fermentum NRRL B-1932 Lf-B1932 Lb. pentosus Lf-B17 

Lb. plantarum NRRL B-4496 Lp-B4496 Lc. lactis Ll-R1 

Lb. casei DPC3968 Lc-3968 Lc. lactis Ll-R7 

Lb. casei L9 Lc-L9 Lc. lactis subsp. lactis Ll-Q2 

Lb. casei 12A Lc-12A   

Lb. casei 7R1 Lc-7R1   

Lb. casei CRL 431 Lc-CRL 431   

Lb. casei Shirota Lc-Shi   

Lb. plantarum 26 Lp-26   

Lb. plantarum 55 Lp-55   

Lb. plantarum 56 Lp-56   
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5.3. Preparación de Células Completas, Contenido Intracelular y Fragmentos de Pared 

de las Bacterias 

 

 

Para la preparación de las muestras de células completas, contenido intracelular y 

fragmentos de pared de las cepas, se empleó la metodología descrita por Lin y Yen (1999) 

y Li et al. (2012) con algunas modificaciones. Brevemente, una alícuota (10 mL) de cada 

cepa suspendida en PBS, fue centrifugada (3600 g, 4 °C, 10 min), el paquete celular fue 

re-suspendido en una solución de lisozima (1 mg/mL) e incubado a 37 °C durante 150 

min. Posteriormente, las células fueron colocadas en un baño de agua fría (10 °C) y lisadas 

en un procesador ultrasónico (Aquasonic 50D, Ultrasonic Cleaner, San Jose, CA, USA), 

programado en nivel 9 (60 Hz), empleando 3 ciclos de 30 min con intervalos de 1 min. 

Posteriormente, los lisados celulares fueron centrifugados (3600 g, 4 °C, 10 min), el 

contenido intracelular (CI) de cada cepa fue recolectado y los fragmentos de pared celular 

(PC) fueron resuspendidos en el mismo volumen inicial. Las bacterias suspendidas en PBS 

sin tratamiento enzimático y sonicación fueron colectadas por centrifugación y utilizadas 

como células completas (CC). Todas las muestras fueron almacenadas inmediatamente en 

oscuridad a 4 °C hasta su análisis. La capacidad antioxidante de las muestras, incluyendo 

CI, PC y CC, fue evaluada utilizando los métodos ABTS, ORAC y LOI como se describe 

en la siguiente sección. 

 

 

5.4. Evaluación de la Capacidad Antioxidante 

 

 

Debido a que los métodos empleados para evaluar la capacidad antioxidante implican 

diferentes mecanismos de acción, y a que los compuestos antioxidantes en muestras 

complejas pueden responder de diferente manera a los radicales o agentes oxidantes, 

diversos autores sugieren que es necesario utilizar al menos dos métodos (Alam et al. 

2013; Apak et al. 2016). Por lo anterior, se utilizaron tres métodos para la determinación 

de la capacidad antioxidante: ácido 2,2´-azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico 
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(ABTS), capacidad de absorción de radicales de oxígeno (ORAC) y el método de 

inhibición de la oxidación lipídica (LOI). Estos métodos fueron utilizados debido a sus 

diferentes mecanismos de acción: transferencia de átomos de hidrogeno (ORAC), 

transferencia de electrones (ABTS) (Zulueta et al. 2009). El método LOI, además de que 

combina los dos mecanismos anteriores, también considera la quelación del metal 

prooxidante Fe+2.  

 

Adicionalmente, otras características de elección fueron que el método ORAC utiliza 

radicales biológicamente relevantes (radicales peroxilo), incorpora una biomolécula de 

naturaleza proteica (fluoresceína) e integra tanto el grado y tiempo de la reacción 

antioxidante. El método LOI utiliza una biomolécula de naturaleza lipídica, lo cual simula 

los lípidos de las membranas celulares. Por su parte, el método ABTS utiliza un radical 

muy estable, la reacción es rápida y es estable a un rango amplio de pH (Wang et al. 2004; 

Zulueta et al. 2009).  

 

 

5.4.1.Método ABTS 

 

 

Para determinar la actividad antioxidante de las muestras mediante este ensayo se siguió 

la metodología descrita por Re et al. (1999). Para ello, primero se produjo en oscuridad el 

radical ABTS mediante la mezcla de una solución de ABTS (7 mM) con persulfato de 

potasio (2.45 Mm) (1:05, v/v). La mezcla se incubó en oscuridad durante 16 h a una 

temperatura de 30 °C. Una vez formado el radical, éste fue diluido con PBS (0.05 mM, 

pH 7.2) hasta obtener una absorbancia (734 nm) de 0.7±0.02 en un espectrofotómetro 

SpectraMax M3 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU). Posteriormente, una 

alícuota (5 µL) de cada una de las muestras de CI, PC y CC fueron mezcladas con 200 µL 

de la solución diluida del radical ABTS. Después de 7 min, se registró la absorbancia 734 

nm.  
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Los resultados fueron expresados como µM Trolox equivalentes, para lo cual se construyó 

una curva estándar (APÉNDICE A) de cinco puntos con Trolox como estándar (0-500 

µM). 

 

 

5.4.2. Método ORAC 

 

 

Para determinar la actividad antioxidante de las muestras mediante este ensayo se siguió 

la metodología descrita por Paul et al. (2012). El ensayo consistió en mezclar 80 µL de 

cada una de las muestras con 60 µL de una solución de fluoresceína (70 nM) contenida en 

un pozo de una microplaca de 96 pocillos. Las mezclas anteriores fueron incubadas 

durante 15 min a 37 °C. Inmediatamente después, se agregaron 60 µL de una solución de 

AAPH (12 nM) utilizando una micropipeta multicanal. Después, se registró la 

fluorescencia cada minuto durante 80 min a una longitud de onda de excitación de 485 

nm y de emisión de 527 nm en un espectrofotómetro SpectraMax M3. La placa fue agitada 

automáticamente (10 s) previo a cada lectura y se mantuvo a una temperatura constante 

de 37 ºC. Los datos de fluorescencia obtenidos fueron normalizados con respecto a la 

curva del blanco, multiplicando los datos originales por el siguiente un factor de 

corrección (fluorescencia del blanco, t=0/fluorescencia muestra=0) (Dávalos et al., 2004). 

Posteriormente, los datos normalizados fueron graficados con respecto al tiempo con el 

fin de obtener las áreas bajo la curva de decaimiento de fluorescencia (APÉNDICE B). El 

área bajo la curva (S) se calculó de la siguiente manera: 

 

 

S= 0.5 + ∑ 𝑓𝑓𝑓𝑓/𝑓𝑓0i=80
i=1  (1) 

 

 

En donde f 0 es la fluorescencia inicial a tiempo cero y fi medidas de fluorescencia al 
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tiempo i. Los resultados fueron expresados como µM Trolox equivalentes, para lo cual se 

construyó una curva estándar (APÉNDICE C) de cinco puntos con Trolox como estándar 

(0-500 µM). 

 

 

5.4.3.Método LOI 

 

 

El método de inhibición de la oxidación lipídica fue realizado de acuerdo a lo reportado 

por Muñiz-Márquez et al. (2014) y Starzynska-Janiszewska et al. (2008), con algunas 

modificaciones. Primero, se preparó una solución lipídica mezclando 0.56 g de ácido 

linoleico con 1.5 g de Tween 20 en 8 mL de etanol al 96%. Después, 50 µL de cada una 

de las muestras o agua destilada (testigo) se mezcló con 100 µL de la solución de ácido 

linoleico y 1.5 mL de solución amortiguadora de acetato (0.02 M, pH 4.0). La mezcla 

anterior fue homogeneizada y se le adicionaron 750 µL de una solución de 0.4 mM FeCl2–

0.5 mM EDTA (1:1, v/v) para inducir la oxidación lipídica. La emulsión fue incubada a 

37 °C durante 1 h; Al finalizar el periodo de incubación, una alícuota (250 µL) fue 

mezclada con 1 mL de NaOH (0.1 M en 10% v/v etanol) y 2.5 mL de una solución de 

etanol (10%); posteriormente, se registró la absorbancia a 232 nm en un espectrofotómetro 

SpectraMax M3. El porcentaje de inhibición de oxidación del ácido linoleico fue 

calculado de acuerdo a la siguiente ecuación:  

 

 

Porcentaje de inhibición: ([A-B]/A)*100 (2) 

 

 

En donde A es la absorbancia del testigo y B la absorbancia de la muestra después de una 

hora de incubación. Los resultados fueron expresados como µM Trolox equivalentes, para 

lo cual se construyó una curva estándar (APÉNDICE D) de cinco puntos con Trolox como 

patrón (0-500 µM). 

 



34 
 

Los resultados de los ensayos anteriores, evidenciaron que el contenido intracelular de 

Lactobacillus casei CRL 431 (CI-CRL431) fue la muestra que presentó la mayor 

capacidad antioxidante, por lo que ésta cepa fue seleccionada para llevar a cabo los 

subsecuentes ensayos. 

 

 

5.5. Determinación de la Composición Elemental de CI-CRL431 y su Posible 

Contribución en sus Propiedades Antioxidantes 

 

 

Con el objetivo de identificar la composición elemental de los metabolitos que 

contribuyen a la capacidad antioxidante de CI-CRL431, se determinó la presencia y 

contenido de los siguientes componentes: glutatión, compuestos lipídicos, proteínicos, y 

polisacáridos, vitamina B12 y ácido gamma-aminobutírico. Adicionalmente, se 

determinaron sus propiedades antioxidantes empleando un ensayo (OxHLIA) basado en 

células simples (eritrocitos), debido a su relevancia biológica. 

 

 

5.5.1. Determinación de Glutatión 

 

 

El contenido de glutatión fue determinado utilizando el método de o-ftalaldehido 

reportado por Barrachina et al. (2002) y Senft et al. (2000), con ligeras modificaciones. 

Primero, las muestras del CI-CRL431 fueron desproteinizadas mediante la adición de un 

volumen equivalente a la muestra de una solución de ácido tricloroacético preparada al 

10% (Kullisaar et al., 2003). Las mezclas fueron agitadas vigorosamente e incubadas 

durante 5 min a temperatura ambiente. Después, los sobrenadantes fueron colectados por 

centrifugación (3600 g, 5 min). Una alicuota (50 µL) de las muestras desproteinizadas fue 

mezclada con 150 µL de o-ftalaldehido (5 mg/mL, preparado en metanol inmediatamente 

antes de su uso). La mezcla fue incubada durante 5 min a temperatura ambiente, e 

inmediatamente después se registró la fluorescencia a 365 nm de excitación y 430 nm de 
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emisión en un espectrofotómetro SpectraMax M3.  Los resultados fueron expresados 

como µM/mL, para lo cual se construyó una curva estándar (APÉNDICE E) de cinco 

puntos con glutatión como patrón (0-10 µM/mL). 

 

Con la finalidad de evaluar la contribución de este componente en la capacidad 

antioxidante del contenido intracelular de Lactobacillus casei CRL 431, se crearon células 

deficientes de glutatión utilizando butionina sulfoximina (Izawa et al., 1995). Para ello, 

un inóculo (1%) del subcultivo procedente de 18 h de incubación (ver sección 5.2), fue 

transferido a medio MRS suplementado con butionina sulfoximina 1 mM (concentración 

final) e incubado por 12 h a 37 ºC. Posteriormente, el paquete celular fue colectado por 

centrifugación y utilizado para obtener el contenido intracelular siguiendo la metodología 

descrita en la sección 5.3. 

 

 

5.5.2. Componentes Lipídicos  

 

 

La concentración de compuestos lipídicos fue determinada por la abundancia relativa de 

ácidos grasos utilizando cromatografía de gases. La extracción de lípidos fue realizada 

mediante la extracción de Folch (Folch et al., 1957). Para ello, las muestras fueron 

mezcladas vigorosamente con 200 µL de NaOH (0.5 N, en metanol) y 200 µL de cloruro 

de metileno; inmediatamente después fueron desgasificadas a 90 °C en baño maría con 

agitación cada 2 min durante 10 min, bajo un flujo de nitrógeno. Posteriormente, las 

muestras fueron metiladas utilizando 1 mL de trifluoruro de boro (14 %, en metanol) e 

inmediatamente después desgasificadas como se describió previamente. Finalmente, los 

tubos fueron enfriados a temperatura ambiente, seguido de la adición de 1 mL de agua 

destilada y 0.5 mL de hexano y mezclados vigorosamente.    

 

Un microlitro de la fase orgánica (hexano) fue inyectada en un cromatógrafo de gases HP 

6890 GC (Hewlett Packard, CA, EE.UU.) equipado con un detector de ionización de flama 

y una columna capilar de sílice fundida Supelco SP 2560 (100 m x 0.25 mm). Se utilizó 
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helio como gas acarreador con un flujo de 1 mL/min. El horno fue programado con una 

temperatura inicial de 140 °C, con un incremento de 2.7 °C por min, hasta alcazar una 

temperatura de 240 °C. Los ácidos grasos fueron identificados utilizando una mezcla de 

estándares de ácidos grasos metilados (0.1 µg/mL) preparados en metanol de la casa 

comercial Matreya LLC (Pleasant Gap, PA, EE.UU). 

Adicionalmente, la extracción de Folch fue utilizada para remover la fracción lípidica del 

CI-CRL431, y así poder determinar su posible contribución en la capacidad antioxidante 

de CI-CRL431.  

 

 

5.5.3. Componentes Proteínicos  

 

 

La concentración de componentes proteínicos fue determinada por el método de Lowry 

utilizando el kit comercial DC Protein Assay acuerdo al protocolo (APÉNDICE I) del 

proveedor (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Para ello, una alícuota (5 µL) 

de cada una de las muestras fue mezclado con 25 µL del reactivo A y 200 µL del reactivo 

B. Después de 15 min, se registró la absorbancia a 750 nm en un espectrofotómetro 

SpectraMax M3. Los resultados fueron expresados como mg/mL, para lo cual se 

construyó una curva estándar (APÉNDICE F) de cinco puntos con albúmina sérica bovina 

como patrón (0.2-1.5 mg/mL).  

 

Adicionalmente, el CI-CRL431 fue desproteinizado para determinar su posible 

contribución en la capacidad antioxidante. Para esto, las muestras fueron tratadas con 

ácido tricloroacético (10%), con un volumen igual al de la muestra. Se dejó reposar 

durante 1 min y posteriormente fue centrifugada a 3600 g durante 5 min. Finalmente, el 

sobrenadante desproteinizado fue recuperado para su posterior uso (Kullisaar et al., 2003).  
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5.5.4. Compuestos Polisacáridos  

 

 

El contenido de polisacáridos fue determinado utilizando el método fenol-sulfónico 

(DuBois et al., 1956). Para ello, las muestras fueron primero desproteinizadas utilizando 

el procedimiento descrito en el apartado anterior. Las muestras desproteinizadas fueron 

utilizadas para determinar el contenido de polisacáridos utilizando glucosa como estándar 

(10 a 100 µg/mL) (APÉNDICE G). Para ello, una alícuota (50 µL) de cada una de las 

muestras fue mezclada con 150 µL de ácido sulfúrico concentrado y 30 µL de 5% de fenol 

e incubado durante 10 min a 90 °C. Después de 15 min de reposo a temperatura ambiente 

(20 °C), se registró la absorbancia a 490 nm en un espectrofotómetro SpectraMax M3. 

 

En paralelo, muestras de CI-CRL431, fueron tratadas con metaperiodato con la finalidad 

de oxidar a los polisacáridos (Li et al., 2012a) y determinar así la posible contribución de 

estos componentes en la capacidad antioxidante del contenido intracelular de 

Lactobacillus casei CRL 431. Para ello, el CI-CRL431 fue incubado con metaperiodato 

(10 mg/mL) a 37 °C durante 30 min, para su posterior uso en el ensayo. 

 

 

5.5.5. Contenido de Vitamina B12 

 

 

La determinación del contenido de vitamina B12 se realizó utilizando un método 

fluorométrico descrito por Li y Chen (2000). Con la finalidad de eliminar posibles 

interferencias, las muestras fueron desproteinizadas como se describió anteriormente. La 

intensidad de la fluorescencia de las muestras fue registrada a 275 nm de excitación y 305 

de emisión en un espectrofotómetro SpectraMax M3.  Vitamina B12 fue utilizada como 

estándar (20 a 100 ng/mL) (APÉNDICE H). 

 

El contenido intracelular de Lactobacillus casei CRL 431 fue tratado con óxido nitroso 

para degradar la vitamina B12 (Alston, 1991), y poder así determinar la posible 
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participación de ésta vitamina en las propiedades antioxidantes de CI-CR431. Para la 

inactivación, muestras de CI-CRL431 fueron inyectadas con óxido nitroso gaseoso 

utilizando un sifón comercial, empleando 3 ciclos de inyección de 1 min con intervalos 

de 1 min de reposo. 

 

 

5.5.6. Ácido Gamma-Aminobutírico (GABA) 

 

 

El contenido de GABA fue cuantificado por HPLC utilizando el método descrito por 

Diana et al. (2014) con algunas modificaciones. Las muestras fueron sujetas a 

derivatización utilizando el kit comercial AccQ•Tag™ Ultra derivatization de acuerdo al 

protocolo del proveedor (Waters Corporation, Milford, MA, EE.UU.). Brevemente, 10 µL 

de muestra o estándar (0.0078-1 mg GABA/mL), fue mezclado con 70 µL de una solución 

amortiguadora de borato AccQ•Tag Ultra y 20 µL del reactivo AccQ•Tag. La mezcla 

anterior fue agitada y dejada en reposo durante 1 min a temperatura ambiente e 

inmediatamente después fue calentada a 55 °C durante 10 min. Las muestras derivatizadas 

fueron utilizadas para determinar el contenido de GABA. 

 

El análisis cromatográfico fue realizado en un sistema HPLC Agilent modelo 1260 

(Agilent Technologies, Alemania) equipado con una columna C18 (2.1 mm x 100 mm, 

1.7 μm, Waters Corporation, Milford, MA), bomba cuaternaria e inyector automático. Se 

utilizó un volumen de inyección de 20 µL y una fase móvil A (eluyente AccQ•Tag), una 

fase B (acetonitrilo grado HPLC) y una fase C (agua milli-Q). El gradiente de separación 

programada fue el siguiente: tiempo = 0 min, A:B:C (100:0:0); tiempo = 0.5 min, A:B:C 

(100:0:0); tiempo = 18 min, A:B:C (95:5:0); tiempo = 19 min, A:B:C (91:9:0); tiempo = 

29.5 min, A:B:C (83:17:0), tiempo = 38 min, A:B:C (0:60:40); tiempo = 41 min, A:B:C 

(100:0:0). La detección fue realizada a una absorbancia de 254 nm.  
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Para poder evaluar la posible contribución de este componente a la capacidad antioxidante 

del contenido intracelular de Lactobacillus casei CRL 431. Las muestras fueron tratadas 

con volumen igual al de la muestra de glutamato-GABA transaminasa (0.01 M) durante 1 

min a 37 °C (Dhakal et al., 2012), para su posterior uso en el ensayo. 

 

 

5.5.7. Método de Inhibición de Hemólisis Oxidativa (OxHLIA) 

 

 

La capacidad antioxidante de todas las muestras, con y sin tratamiento, fue evaluada 

mediante el método OxHLIA. Los métodos basados en células (e.g. OxHLIA) son ideales 

para estudiar el daño oxidativo inducido a membranas celulares y entender como los 

compuestos antioxidantes pueden potencialmente actuar a nivel fisiológico (Takebayashi 

et al., 2010). Brevemente, se colectaron muestras de sangre (5 mL) de tres diferentes 

personas aparentemente sanas en tubos con anticoagulante EDTA. Los eritrocitos fueron 

recuperados por centrifugación (2500 g, 10 min), lavados dos veces con PBS (75 mM, pH 

7.0) y resuspendidos en PBS al 1% de su volumen original. Posteriormente, 100 µL de 

muestra fue mezclada con 100 µL de eritrocitos (1% v/v) y 100 µL de AAPH 

(concentración final de 50 mM) e incubados durante 3 h a 37 °C. A continuación, las 

muestras fueron centrifugadas (2500 g, 10 min) y el nivel de hemólisis fue determinado a 

540 nm (A) en un espectrofotómetro SpectraMax M3. El porcentaje de hemólisis fue 

calculado en relación a una muestra con 100% de hemólisis inducida (B) con una solución 

de agua mili-Q/eritrocitos al 1% (relación 9:1 v/v). El porcentaje fue calculado con la 

siguiente formula: A/B x 100. En todos los experimentos, un testigo (eritrocitos en PBS) 

fue utilizado para sustraer la absorbancia del hemólisis natural a todas las muestras 

experimentales. 
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5.5. Evaluación de las Posibles Interacciones de los Componentes con Actividad 

Antioxidante de CI-CRL431 

 

 

Para poder determinar las posibles interacciones sinérgicas, antagónicas o aditivas entre 

los diferentes componentes con actividad antioxidante del CI-CR431, se establecieron 

todas las posibles combinaciones. La capacidad antioxidante experimental de cada 

combinación fue comparada con el valor teórico de la capacidad antioxidante, el cual es 

la suma matemática de las capacidades antioxidantes experimentales de cada componente. 

Cuando la capacidad antioxidante teórica (ACT) fue menor (P<0.05) que la capacidad 

antioxidante experimental (ACR), la interacción fue considerada como sinérgica; si la 

ACT fue mayor (P<0.05) que la ACR, fue considerada antagónica; finalmente, si la ACT 

y ACR no mostraban diferencias (P>0.05) fue considerado una interacción aditiva 

(Palafox-Carlos et al., 2012). 

 

 

5.7. Identificación de los Principales Metabolitos de CI-CRL431 Asociados a la 

Capacidad Antioxidante Mediante Espectroscopia de Raman  

 

 

5.7.1. Preparación del Contenido Intracelular 

 

 

Una alícuota (10 mL) de la cepa suspendida en PBS (DO600nm=0.5) fue centrifugada (3600 

g, 4 °C, 10 min). El paquete celular recuperado fue re-suspendido (PBS) en 10% de su 

volumen original. Posteriormente, las células fueron colocadas en un baño de agua fría 

(10 °C) y lisadas en un procesador ultrasónico FS110H (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, 

EE.UU.) ajustado a 42 kHz, aplicando 2 ciclos de 30 min con intervalos de 1 min. A 

continuación, los lisados celulares fueron centrifugados (3600 g, 4 °C, 10 min) y el 

sobrenadante (contenido intracelular) fue liofilizado (LABCONCO CE FreeZone, -40 °C, 

24 h, 0.13 mBar) y almacenado en refrigeración y oscuridad hasta su uso posterior.  
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5.7.2. Identificación de los Metabolitos por Análisis del Espectro de Raman  

 

 

Una muestra (5 ± 0.14 mg) del contenido intracelular liofilizado fue montado en un 

contenedor de aluminio y colocado en el lector del equipo. El espectro fue obtenido, a una 

temperatura constante de 20 °C, utilizando un espectrómetro de Raman (MultiRAM, 

Bruker RFS 100/S FT, Billerica, MA, EE.UU) equipado con un detector de diodo de 

germanio (Ge, Bruker Optics Inc, Billerica, MA, EE.UU) enfriando con nitrógeno líquido. 

La muestra fue excitada con un láser a 1064-nm Nd-YAG con una fuente de poder de 300 

mW en un rango del desplazamiento de Raman de 3300 a 200 cm-1, con una resolución 

de 4 cm-1. Dos diferentes muestras liofilizadas del CI-CRL431 fueron examinadas de 

forma independiente y se realizaron 100 escaneos por cada muestra. El procesamiento de 

los datos fue realizado con el software OPUS 2.2 (Bruker, Karlsruhe, Alemania) para la 

corrección de línea base y suavizado del espectro. Finalmente, la normalización se realizó 

utilizando la rutina de área bajo el espectro a 100 unidades, de acuerdo con lo reportado 

por Read y Whiteley (2015).  

 

Posteriormente, el espectro procesado fue analizado utilizando el programa KnowltAll® 

Informatics System software (Analytical Edition, ID Expert, Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, CA, EE.UU) utilizando el módulo ProcessIt Raman. Para ello, la rutina Peak 

Picking fue utilizada para detectar los principales picos y su correspondiente posición (cm-

1). La asignación del posible metabolito correspondiente a cada pico fue realizada de 

acuerdo a la literatura utilizando las bases de datos de espectros de Raman (e.g. proteínas, 

amino ácidos, ácidos grasos) para moléculas biológicas (Chisanga et al., 2017; De Gelder 

et al., 2007; Jain et al., 2014; Lemma et al., 2016; Liu et al., 2009; Read y Whiteley, 2015; 

Saggu et al., 2015).  
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5.7.3. Análisis Actividad-Metabolito Utilizando el Programa PASS 

 

 

Los metabolitos identificados por espectroscopia de Raman fueron evaluados en el 

programa Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS, ver. 10.4, Moscú, Rusia) 

obtenido del Orechovich Institute of Biomedical Chemistry (http://www.ibmc.msk.ru/) 

con el objetivo de evaluar las potenciales actividades biológicas, particularmente, la 

actividad antioxidante. El programa PASS realiza una predicción simultanea de 

actividades biológicas basados en la estructura química del compuesto, el cual es 

reportado en forma de probabilidades de “probable” Pa y “no probable” Pi, los cuales 

toman valores de entre 0 y 1. La predicción de actividades biológicas es interpretada con 

los siguientes criterios: si Pa>0.7, indica que la probabilidad de presentar la actividad 

biológica es alta y valores entre 0.5<Pa<0.7 indican que existe la probabilidad de presentar 

el efecto experimentalmente. Finalmente, si Pa<0.05 indican que es menos probable que 

la actividad biológica sea presentada experimentalmente. Se eligieron solo aquellas 

actividades que presentaron una Pa>0.05.  

 

Para procesar los metabolitos, cada estructura fue descargada de la base de datos en línea 

PubChem Substance and Compound (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) en formato 

SDF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/


43 
 

5.8. Evaluación In Vitro, Ex Vivo e In Vivo del Potencial Efecto Protector de Cl-CRL431 

en Modelos con Estrés Oxidativo Inducido 

 

 

5.8.1 Evaluación In Vitro y Ex Vivo del Efecto Protector de la Cepa Seleccionada 

Sobre Modelos Basados en Células: Caco-2 y Eritrocitos 

 

 

Con el objetivo de evaluar el potencial efecto protector del contenido intracelular de 

Lactobacillus casei CRL 431, se realizaron diferentes ensayos in vitro y ex vivo.  

 

Brevemente, se evaluó el efecto protector del CI-CRL431 en un modelo de eritrocitos con 

estrés oxidativo inducido por AAPH y se tomaron micrografías de los tratamientos en un 

microscopio Axioskope A1 (Carl Zeiss, Jena, Alemania). Brevemente, 100 µL de 

contenido intracelular fue mezclado con 100 µL de eritrocitos (1% v/v) y 100 µL de 

AAPH (concentración final de 50 mM) e incubados durante 3 h a 37 °C. En el ensayo se  

incluyó un testigo negativo (PBS) y positivo (AAPH). En paralelo, se evaluó el efecto 

protector mediante la inhibición de la oxidación celular en células Caco-2 (C2BBe1, 

American Type Culture Collection) utilizando una sonda fluorescente. Las células Caco-

2 fueron proporcionadas por la Dra A.M. Liceaga del Laboratorio de Química de Proteínas 

y Péptidos Bioactivos de la Universidad de Purdue. Las células Caco-2 fueron activadas 

en medio DMEM adicionado con glucosa, L-glutamina y piruvato de sodio, y 

suplementado con 10% (v/v) suero fetal bovino, penicilina (100 unidades/mL) y 

estreptomicina (100 µg/mL) e incubadas a 37 °C en una atmosfera de 5 % CO2.  

 

Una alícuota (100 µL) de células Caco-2 fueron colocadas en microplacas negras con 

fondo transparente de 96 pocillos a una densidad de 7.6 x 105 células/cm2 durante 36 h a 

37 °C en una atmosfera de 5 % CO2. Después, el medio de cultivo de los pocillos fue 

desechado y las células lavadas con 100 µL de PBS (1x). Las células fueron incubadas 

durante 1 h con 50 µL de 2,7-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA, 120 µM, 

preparado en DMEM) y 50 µL del CI-CRL431. Posteriormente, el medio fue removido y 
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las células fueron lavadas dos veces con 100 µL de PBS (1x). Finalmente, 100 µL de 

AAPH (500 µM) fue adicionado a cada pocillo. Después, se registró la fluorescencia cada 

5 minutos durante 1 h a una longitud de onda de excitación de 485 nm y de emisión de 

538 nm en un espectrofotómetro Spectra Max Gemini (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, EE.UU) a una temperatura constante de 37 °C. En el ensayo se incluyó un testigo 

negativo (PBS) y positivo (AAPH). Los resultados fueron expresados como unidades de 

fluorescencia relativa a través del tiempo.  

 

 

5.8.2 Evaluación In Vivo del Efecto Protector de la Cepa Seleccionada Utilizando un 

Modelo Murino con Estrés Oxidativo Inducido con Aflatoxina B1  

 

 

5.8.2.1. Preparación del contenido intracelular. El contenido intracelular de la cepa 431 

fue preparado como se indicó anteriormente (sección 1.3.1). El sobrenadante (contenido 

celular) obtenido, fue recolectado y almacenado inmediatamente en oscuridad a 4 °C, 

hasta su uso posterior. 

 

5.8.2.2 Animales de estudio. Con el propósito de establecer el modelo in vivo con un 

nivel de confianza deseado y detectar diferencias significativas entre los grupos de 

estudio, se calculó el número de animales necesarios considerando al método descrito 

por Arifin y Zahiruddin (2017). De acuerdo a éste método, el número de animales por 

grupo (n) requeridos para comparar tres grupos de tratamientos está dado por la 

siguiente ecuación: 

 

 

n= GL/k + 1(3) 
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En donde: 

GL: son los grados de libertad del denominador (inter-grupo o residual) del ANOVA de 

una vía. Asumiendo los posibles valores de los GL, para calcular el número mínimo y 

máximo de animales, se utilizarón los valores de 10 y 20, respectivamente, que son los 

valores necesarios para comparar tres grupos experimentales (Arifin y Zahiruddin, 2017). 

 

k: número de grupos 

Remplazando los datos en la ecuación para obtener el número mínimo de animales por 

grupo, se obtuvo: 

 

 

n = (10/3) + 1 = 4.3 ~ 5 animales por grupo (4) 

 

 

Adicionalmente, para confirmar que el número de animales calculado anteriormente (n=5) 

fuera el adecuado, se siguió el lineamiento propuesto por Charan y Kantharia et al. (2013). 

Para ello se calculó el valor de “E”, dicho valor deberá estar entre 10 y 20 (mínimo y 

máximo valor que toman los GL necesarios para comparar tres grupos experimentales) 

para considerar al tamaño de muestra calculado como adecuado para encontrar resultados 

significativos. Para ello se utilizó la siguiente ecuación: 

 

 

E = Número total de animales – Número total de grupos (5) 

 

 

Remplazando los datos en la ecuación para obtener el mínimo número de animales por 

grupo, se obtuvo: 
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E = (5 x 3) – 3 = 12 (6) 

 

 

Por lo tanto, el número de animales por grupo para comparar 3 grupos de tratamientos fue 

de 5 animales (n=5), con un total de animales experimentales de N=15.  

 

Por lo anterior, el estudio fue realizado utilizando 15 ratas macho Wistar (6 semanas de 

edad) con un peso promedio de 250 ± 30 g, obtenidas de la Unidad de Experimentación 

Animal, Biología Integral para Vertebrados (BIOINVERT, Ciudad de México, México). 

La cepa Wistar fue seleccionada debido a la nula incidencia de tumores espontáneos que 

presenta durante las primeras 15 semanas de vida (Son et al. 2010).  Los animales de 

experimentación fueron alojados en condiciones controladas de temperatura (21 ± 2 °C), 

fotoperiodos de luz/oscuridad (ciclos de 12/12 horas) y humedad controlada (52 ± 6 %). 

La alimentación incluyó una dieta estándar en forma de pellets (Rodent Laboratory Chow 

5001, PMI Nutrition International LLC, MO, USA) y agua purificada ad libitum. Los 

animales tuvieron un periodo de adaptación de 7 días, previo al inicio del periodo 

experimental.  

 

5.8.2.3. Procedimiento de aleatorización. Después del periodo de adaptación, los animales 

fueron aleatorizados para su asignación a cada grupo tratamiento. Para ello se utilizó el 

método de la aleatorización simple de acuerdo a lo reportado por Johnson y Besselsen 

(2002) y Kim y Shin (2014). Brevemente, se generaron números al azar utilizando el 

programa Excel® (Microsoft Office Professional Plus 2016) con la función “aleatorio” 

con un rango de valores enteros entre 0 y 100 (=aleatorio.entre(0,100)). Posteriormente se 

marcó a cada animal con un número de identificación único en la cola utilizando un 

marcador permanente punto fino (Sharpie®). Después, se generaron identificaciones de 

papel con cada número, los cuales fueron colocados en una caja y se mezclaron. A 

continuación, se fueron sacando los números, y cada animal marcado fue asignado 

aleatoriamente de manera lógica a diferentes grupos. Se realizó un ANOVA para 

comprobar que los grupos fueran estadísticamente iguales (P>0.05). Para ellos se 

utilizaron las variables de peso y los niveles basales de algunos biomarcadores de interés 



47 
 

(en plasma sanguíneo) como peroxidación lipídica, actividad enzimática catalasa y 

glutatión peroxidasa. Las muestras de sangre fueron obtenidas por el método de corte en 

cola (Parasuraman et al. 2010). El proceso se repitió hasta que no se encontró diferencia 

significativa para los tres grupos en todas las variables utilizadas para la aleatorización. 

Los animales fueron alojados individualmente en cajas marcadas con etiquetas indicando 

su respectivo número de identificación y grupo al cual pertenecían.  

 

5.8.2.4. Preparación de la solución de trabajo de aflatoxina B1. La aflatoxina B1 (AFB1) 

fue seleccionada como agente inductor de estrés oxidativo basado en su capacidad de 

generar especies reactivas de oxígeno en estudios in vitro e in vivo (Shen et al. 1996; El-

Nekeety et al. 2011). Una solución de trabajo de la AFB1 fue preparada en PBS siguiendo 

el procedimiento descrito por Hernández-Mendoza et al. 2009). Para ello, 5 mg de AFB1 

se disolvieron en 25 mL benceno-acetonitrilo (93:7, v/v) para tener una concentración 

final de 200 µg/mL. Posteriormente, el solvente fue evaporado utilizando un baño maría 

(80 °C) y finalmente fue resuspendido en PBS. La concentración real (209 µg/mL) de la 

solución de trabajo de la AFB1, fue determinada utilizando la ecuación de Lambert-Beer, 

midiendo la absorbancia de la solución a 354 nm y utilizando el coeficiente de extinción 

molar (ɛ354) de 19,800 M/cm. La solución fue almacenada en un frasco de vidrio ámbar y 

almacenado a 4 °C, hasta su uso.  

 

5.8.2.5. Administración de los tratamientos. La administración de los tratamientos durante 

el periodo experimental (12 días) fue realizado como se describe a continuación: El primer 

grupo (ratas tratadas con AFB1) recibió una dosis de 2.5 mg de AFB1 (0.8 mg/kg de peso 

corporal del animal) vía cánula orogástrica, la cual fue administrada en sub-dosis iguales 

(1 mL/rata) durante los 12 días. El segundo grupo (animales tratados con AFB1 + CI-

CRL431) primero recibió AFB1, a la concentración y sub-dosis previamente descritos, 

seguido de la administración diaria vía cánula orogástrica de CI-CRL43 (1 mL/rata). El 

tercer grupo (animales tratados con PBS) fue administrado con una dosis diaria de PBS 

(0.5 mM, pH 7.2, 1 mL/rata) durante los 12 días del periodo experimental.  
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El peso de los animales se registró al inicio (después del periodo de adaptación) y al final 

del periodo experimental; mientras que el consumo de agua y alimento fue registrado en 

puntos específicos del periodo experimental. Al final del experimento, los animales fueron 

eutanasiados y el hígado fue recuperado. Este fue lavado con PBS y homogeneizado (10% 

p/v) durante 5 min utilizando PBS frío (4 °C) en un homogeneizador industrial (Osterizer 

450–10, Sunbeam Mexicana, S.A. de CV, México), seguido de una centrifugación a 3000 

g por 15 min. Posteriormente, el sobrenadante obtenido fue almacenado a -20 °C hasta su 

uso. Adicionalmente, 2 mL de sangre fueron obtenido por punción cardiaca (Parasuraman 

et al. 2010) y puestos dentro de tubos con EDTA enfriados en hielo. Inmediatamente 

después, el plasma fue obtenido de las muestras de sangre por centrifugación (3000 g, 15, 

min, 4 °C) y almacenado a -20 °C para los análisis posteriores. El contenido de proteína 

de las muestras se realizó por el método de Lowry de acuerdo a lo reportado anteriormente 

en la sección 5.5.3. 

 

Las muestras de sobrenadante obtenido del homogeneizado de hígado y plasma se 

emplearon para determinar los siguientes parámetros: actividad antioxidante total, 

peroxidación lipídica, enzimas antioxidantes (catalasa y glutatión peroxidasa). 

Adicionalmente, también se calculó el índice de estrés oxidativo al inicio y al final del 

periodo experimental.    

 

5.8.2.6. Determinación de la capacidad antioxidante. La capacidad antioxidante en las 

muestras de hígado y plasma fue determinada con los métodos ABTS y ORAC, siguiendo 

la metodología descrita anteriormente en la sección 5.4. 

 

5.8.2.7. Determinación de la peroxidación lipídica. La peroxidación lipídica en las 

muestras de hígado y plasma se determinó utilizando el método del ácido tiobarbitúrico 

(TBA), descrito por Todorova et al. (2005) con algunas modificaciones.  El ensayo 

consistió en mezclar 200 µL de la muestra (sobrenadante del homogeneizado de hígado o 

plasma), con 200 µL de PBS (0.5 mM, pH 7.2) y 200 µL de ácido tricloroacético (25%) 

en tubos de vidrio. La mezcla anterior se dejó reposar durante 5 min, fue centrifugada 

(2000 g, 20 min) y el sobrenadante obtenido se mezcló con 150 µL de TBA y se calentó 
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a 95 °C durante 1 h. Después se dejó enfriar y la intensidad del color rosa formado fue 

determinado a 532 nm en un espectrofotómetro SpectraMax M3. Los resultados se 

expresaron como concentración de malondialdehído (MDA) el cual fue calculado 

utilizando la ecuación de Lambert-Beer y su coeficiente de extinción (155 mM-1 cm-1). 

 

5.8.2.8. Determinación de la actividad catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPx). 

La actividad de la enzima catalasa fue determinada en muestras de sobrenadante obtenido 

del homogeneizado de hígado y plasma, de acuerdo a lo reportado por Hwang et al. 

(2012). Dicho método consiste en monitorear la descomposición de peróxido de hidrógeno 

debido a la actividad de la enzima catalasa presente en la muestra ensayada. Para esto, el 

ensayo se inició mezclando (1:1, v/v) muestras de sobrenadante obtenido del 

homogeneizado de hígado o plasma con peróxido de hidrogeno 30 mM. Inmediatamente 

después y a los 15 min de reacción, se registró la absorbancia a 240 nm en un 

espectrofotómetro SpectraMax M3. Una unidad de actividad enzimática de CAT fue 

definida como los mM H2O2 descompuestos por min. Los resultados fueron expresados 

en unidades específicas µM/min/mg.  

 

Por otra parte, la actividad de la enzima glutatión peroxidasa (GPx) fue determinada en 

muestras de sobrenadante obtenido del homogeneizado de hígado y plasma, utilizando el 

kit Glutathione Peroxidase Cellular Activity (Sigma-Aldrich). El procedimiento fue 

realizado siguiendo las indicaciones incluidas por el fabricante (APÉNDICE J). La 

actividad fue determinada siguiendo la oxidación de nicotinamida adenina dinucleótido 

fosfato (NADPH), utilizando terc-butilo hidroperóxido como sustrato. Los resultados 

fueron expresados en unidades específicas como µM/min/mg.  

 

5.8.2.9. Cálculo del índice de estrés oxidativo. El índice de estrés oxidativo es el cociente 

de los niveles de peroxidación lipídica (malondialdehído, MDA) y la actividad de las 

enzimas antioxidantes detectado en sobrenadante obtenido del homogeneizado de hígado 

y plasma. El índice de estrés oxidativo fue calculado de acuerdo a los reportado por 

Salbego et al. (2014), utilizando la siguiente formula: 
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 Índice de estrés oxidativo= (Concentración de MDA)/(Suma de las actividades  

 

 

CAT+GPx) (7) 

 

 

5.9.Análisis Estadístico 

 

 

La normalidad de todos los datos fue verificada por la prueba Shapiro-Wilk como pre-

requisito al ANOVA de una vía. Para todos los ensayos in vitro, ex vivo e in vivo las 

diferencias significativas entre los tratamientos fueron evaluadas utilizando la prueba de 

comparación múltiple de medias de Tukey, utilizando una significancia de P<0.05. 

Además, se utilizó la prueba T-student al comparar la capacidad antioxidante real y 

teórica. El análisis estadístico fue realizado utilizando el programa estadístico NCSS 

versión 2007 (Kaysville, UH, EE.UU.). 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

6.1. Evaluación de la Capacidad Antioxidante de Células Completas, Contenido 

Intracelular y Fragmentos de Pared de las Bacterias  

 

 

Los resultados evidenciaron (Tabla 2) que las cepas probióticas evaluadas mostraron 

capacidad antioxidante variable, independientemente del método utilizado, con rangos de 

23.7 a 400.1 µM de Trolox, 2.2 a 35.7 µM de Trolox y 12.2. a 163.8 µM de Trolox, para 

el contenido intracelular, células completas y fragmentos de pared, respectivamente. 

Mientras que las cepas aisladas mostraron capacidad en un rango de 3.3 a 32.3 µM de 

Trolox para contenido intracelular, 26.0 a 153.8 µM de Trolox para células completas y 

16.2 a 187.5 µM de Trolox para fragmentos de pared. En general, el contenido intracelular, 

células completas y fragmentos de pared de las bacterias probióticas mostraron 1.2, 2.4 y 

1.2 veces mayor capacidad antioxidante, que las bacterias aisladas de los productos 

lácteos, respectivamente. Se ha descrito en la literatura que las bacterias probióticas han 

sido seleccionadas en base a diversas características (e.g. producción de metabolitos, 

compuestos de superficie celular) que las hacen sobresalir ya que cuentan con sistemas 

metabolitos, enzimáticos y de resistencia más robustos (Otieno, 2011). 

 

Dicha capacidad antioxidante tuvo un comportamiento cepa-dependiente al mostrar 

diferencias intra- e inter-especie. En general, el contenido intracelular (130.3 µM de 

Trolox) mostró una capacidad antioxidante significativamente mayor (P<0.05) en 

comparación con las células completas (13.7 µM de Trolox) y los fragmentos de pared 

(63.6 µM de Trolox) en ambos tipos de cepas.  

 

Se ha documentado que las propiedades antioxidantes en las células completas podrían 

estar relacionadas con los compuestos de la superficie celular. En este sentido, Li et al. 

(2012) reportaron que las proteínas y los polisacáridos de la superficie celular de 

Lactobacillus plantarum C88 contribuyen a su capacidad antioxidante. En otro estudio 
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realizado por Yi et al. (2009), se evidenció que el ácido lipoteicoico de la superficie celular 

de Bifidobacterium bifidum ATCC 86321, exhibió actividad antioxidante in vivo en un 

modelo murino con estrés oxidativo inducido por D-galactosa. En este mismo sentido, las 

propiedades antioxidantes de los fragmentos de pared podrían estar relacionados con estos 

compuestos. 

 

Por otra parte, algunos estudios han evidenciado que el contenido intracelular exhibe 

mayores propiedades antioxidantes que sus contrapartes de células completas y los 

fragmentos de pared de diversas bacterias ácido lácticas tales como Bifidobacterium 

longum ATCC 15708 y Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 (Li y Chang, 2000), 

Lactobacillus fermentum E-3 y E18 (Kullisaar et al. 2002), Lactobacillus rhamnosus GG 

y Lactobacillus casei KCTC 3260, 01 y KCTC 3109 (Lee et al. 2005), Lactobacillus 

acidophilus KCTC 3111, Lactobacillus jonsonnii KCTC 3141, Lactobacillus acidophilus 

KCTC 3151 y Lactobacillus brevis KCTC 3498 (Kim et al. 2006).   

 

Se ha sugerido que la actividad antioxidante del contenido intracelular podría estar 

relacionada con las enzimas superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPx), 

nicotinamida adenina dinucleótido (NADH)-oxidasa y NADH-peroxidasa, las cual son 

consideradas como una defensa antioxidante contra el estrés en diversos microorganismos 

(Kullisaar et al., 2002; Lee et al., 2005; Lin y Chang, 2000). Adicionalmente, algunos 

estudios han reportado una correlación positiva entre el contenido de glutatión (GSH) y 

GPx y la capacidad antioxidante de algunas bacterias ácido lácticas (Chen et al., 2015; 

Yoon y Byun, 2004). 



 
 

 

Tabla 2. Capacidad antioxidante (µM de Trolox) de las cepas utilizadas en el presente estudio utilizando diferentes métodos. 

 

Cepas 
ABTS  ORAC  LOI 

CC CI FP  CC CI FP  CC CI FP 

Lp-26 14.6 b 144.1 e 39.1 cd  2.2 a  59.3 b  17.9 a  20.7 c  323.9 e 128.5 c 

Lp-55 19.9 c 120.8 d 38.3 cd  5.6 b 52.4 b 17.8 a  18.8 c 286.9 d 123.0 c 

Lp-56 22.5 c 139.5 de 17.2 a  7.9 c 75.4 b 44.5 c  12.9 b 113.2 b 130.8 c 

Lc-12A 24.9 c 92.2 cd 56.3 d  6.9 c 31.1 ab 59.9 c  17.0 c 361.5 f 158.1 d 

Lc-3968 17.6 c 144.9 e 34.8 bc  9.9 c 116.3 cd 19.3 a  9.1 a 310.4 de 127.0 c 

Lc-Shi 15.2 b 32.8 a 21.7 ab  8.7 c 71.1 b 31.1 b  23.0 d 196.1 c 126.4 c 

Lp-B4496 5.9 a 211.7 f 40.9 cd  6.8 c 134.1 d 56.0 c  19.9 c 47.2 a 148.5 cd 

Lc-B1922 35.7 d 50.7 ab 27.5 bc  4.7 b 23.7 a 24.9 ab  10.3 a 224.5 c 126.2 c 

Lc-CRL431 6.9 a 158.8 e 17.1 a  5.6 b 224.5 d 21.9 a  21.4 cd 400.1 g 119.5 c 

Lc-7R1 14.9 b 120.1 d 23.9 ab  8.6 c 98.3 c 49.3 c  18.8 c 284.2 d 86.6 b 

Lc-L9 21.0 c 117.7 d 47.1 d  7.1  c 271.8 e 80.5 d  18.7 c 122.4 b 163.8 d 

Lr-14171 5.0 a 73.2 b 24.5 ab  14.4 d 289.6 e 28.0 ab  13.7 b 82.5 b 126.3 c 

Lf-B1932 5.7 a 199.0 f 12.2 a  10.5 c 82.9 bc 45.8 c  18.0 c 332.5 e 129.0 c 

Lf-B3 - 105.1 cd 16.22 a  3.3 a 34.8 ab 37.1  32.3 cd 46.1 a 29.4 a 

Lf-B11 - 105.2 cd 113.9 e  7.6 c  57.3 b -  23.4 d 26.0 a 30.5 a 
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El código de cada cepa fue definido en la Tabla 1. CC: Células completas; CI: Contenido intracelular; FP: Fragmentos de pared. 
Los valores representan la media. Literales diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) entre fracción/célula competa de 
las diferentes cepas para un mismo método. 
 

Tabla 2. (Continuación) Capacidad antioxidante (µM de Trolox) de las cepas utilizadas en el presente estudio utilizando 

diferentes métodos 

Cepas 
ABTS  ORAC  LOI 

CC CI FP  CC CI FP  CC CI FP 
 

Lf-B17 - 36.2 a 116.0 e  6.6 c 44.9 b -  12.6 b 47.9 a 36.9 a 

Ll-R1 - 153.8 e 91.6 e  2.8 a 28.2 b -  27.9 d  28.1 a 23.8 a 

Ll-R7 6.9 a 128.2 d 187.5 f  - - -  17.5 c 28.9 a 25.0 a 

Ll-Q2  151.8 e 105.3 e  - 47.0 b -  16.6 c 39.7 a 32.3 a 

54 
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La molécula de GSH está involucrada en el mantenimiento de la integridad de las 

membranas celulares, en la remoción de compuestos tóxicos y en la protección de células 

de las especies reactivas del oxígeno; mientras que el GPx se encarga de mantener los 

niveles intracelulares de GSH (Smirnova y Oktyabrsky, 2005). Sin embargo, los métodos 

antioxidantes utilizados en el presente estudio solo detectan antioxidantes de tipo no 

enzimático. Por lo tanto, son necesarios estudios relacionados con la identificación 

detallada de los metabolitos del contenido intracelular de las bacterias, lo cual es clave 

para elucidar los metabolitos responsables de sus propiedades antioxidantes y sus 

mecanismos de acción. 

 

Considerando los resultados obtenidos con los tres diferentes métodos, se encontró que el 

contenido intracelular de las cepas Lc-CRL 431, Lf-1932 y Lc-3968, fueron los que 

presentaron mayor capacidad antioxidante, 261.1, 204.8 y 190.5 µM de Trolox, 

respectivamente. Por lo anterior, Lactobacillus casei CRL 431 fue la cepa seleccionada 

para llevar a cabo los subsecuentes ensayos. 

 

Los resultados demostraron que el contenido intracelular de las bacterias podrían ser una 

fuente prometedora de antioxidantes; por lo tanto, esta cepa fue seleccionado para 

determinar la naturaleza de los componentes intracelulares con capacidad antioxidante y 

sus posibles interacciones, así como identificar los metabolitos intracelulares asociados a 

la capacidad antioxidante mediante espectroscopia de Raman y, finalmente, evaluar su 

potencial efecto protector contra el estrés oxidativo inducido.  

 

 

6.2. Composición Elemental del CI-CRL431 y su Posible Contribución en la Propiedad 

Antioxidante y sus Posibles Interacciones 

 

 

Los datos obtenidos mostraron un contenido de 2.2 mg/mL de proteína, 4.13 µM/mL de 

glutatión y 21.2. µg/mL de polisacáridos. Por otra parte, el contenido de lípidos fue 

estimado como pesos porcentuales normalizado del total de ácidos grasos identificados: 
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ácido palmítico (47.2%), ácido esteárico (24.1%), ácido oleico (15.4%), ácido mirístico 

(7.3%), ácido láurico (3.2%) y ácido linoleico (2.2%). Por otro lado, no se detectó 

contenido de vitamina B12 o GABA en el CI-CRL431, lo cual sugiere que la cepa Lc-CRL 

431 no produce como parte de su metabolismo estos metabolitos y/o las condiciones de 

crecimiento utilizadas en el presente estudio no fueron las adecuadas para su producción.  

 

En este sentido, Laiño et al. (2014) reportaron que no se encontraron niveles detectables 

de Vitamina B9 en el contenido intracelular de las cepas y, hasta donde es de nuestro 

conocimiento, no existen estudios que evalúen la producción de GABA en la cepa Lc-

CRL 431, ya que la producción de este metabolito esté principalmente relacionada con la 

presencia del sustrato (e.g. ácido glutámico) y el paquete enzimático per se en la bacteria 

(e.g. glutamato descarboxilasa) (Diana et al. 2014). 

 

La participación de los principales compuestos del CI-CRL431 se muestra en la Tabla 3. 

El tratamiento con metaperiodato (fracción polisacárida) no tuvo un efecto sobre la 

capacidad antioxidante del CI-CRL431. El tratamiento con la extracción de Folch 

(fracción lipídica) mostró una reducción (25.5%) significativa (P<0.05) de la capacidad 

antioxidante, seguido del tratamiento con TCA (fracción proteínica) con 22.6%; mientras 

que el tratamiento con butionina sulfoximina (fracción de glutatión) tuvo el menor valor.  

 

Los resultados sugieren que los principales compuestos con propiedades antioxidantes del 

contenido intracelular de la cepa Lc-CRL 431 son de origen lipídico, seguido por las 

proteínas y finalmente glutatión.  
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Tabla 3. Participación de los principales compuestos sobre la capacidad antioxidante del 
contenido intracelular de la cepa Lc-CRL 431. 

Componente evaluado Contenido 

Disminución de 

capacidad antioxidante 

(%) 

Lípidos Ver Tabla 4 25.5 

Proteínas 2.2 mg/mL  22.6 

Glutatión 4.13 µM/mL 13.1 

Polisacáridos 21.2 µg/mL  2.4  

Vitamina B12 No detectado - 

GABA No detectado - 

 

Particularmente, la molécula de glutatión es un tripéptido que contiene un grupo 

sulfhidrilo proveniente de la cisteína que puede servir como un donante de electrones, 

otorgándole al glutatión de propiedades reductoras y, por lo tanto, la habilidad de 

neutralizar diversas especies reactivas de oxígeno. Un estudio realizado por Yoon y Byun 

(2004) demostró que existe una correlación significativa entre la capacidad antioxidante 

del contenido intracelular de 11 cepas del género Lactobacillus y su contenido de 

glutatión. Los autores sugirieron que esta molécula es en parte responsable de la capacidad 

antioxidante encontrada. Lo anterior concuerda con resultados encontrados acerca de la 

participación de glutatión en el CI-CRL431.  

 

Por otra parte, el perfil lipídico del contenido intracelular de la cepa Lc-CRL 431 mostró 

la presencia principalmente de 6 ácidos grados (Tabla 4). Estudios in vitro e in vivo han 

sugerido que los ácidos grasos saturados e insaturados pueden actuar como antioxidantes 

indirectos (Henry et al., 2002; Lee et al., 2013; Méndez et al., 2013; Richard et al., 2008). 
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Se ha reportado que la capacidad antioxidante de los ácidos grasos, depende del tamaño 

de la cadena y/o de su grado de instauración; sin embargo, el mecanismo preciso de su 

capacidad antioxidante no ha sido totalmente elucidado (Giordano y Visioli, 2014; Yi et 

al., 2013). 

 

 

Tabla 4. Perfil de ácidos grasos (expresada como % en peso del total de ácidos grasos) 
del contenido intracelular de Lc-CRL 431. 

Ácido graso % en peso 

Ácido láurico  3.2 ± 0.4 

Ácido mirístico  7.3 ± 1.4 

Ácido palmítico 47.2 ± 1.0 

Ácido esteárico 24.7 ± 0.9  

Ácido oleico 15.4 ± 1.6 

Ácido linoleico 2.2 ± 0.3 

Los valores representan la media ± desviación estándar (n=2) 
 

 

Entre los ácidos grasos saturados, se ha reportado un incremento en la capacidad 

antioxidante del ácido graso conforme aumenta el tamaño de su cadena, del ácido caprílico 

al mirístico (Henry et al., 2002); mientras que en los ácidos grasos poli-insaturados son 

oxidados de una manera instauración-dependiente, siendo el ácido docosahexaenoico el 

más oxidable y el ácido palmítico el menos (Richard et al., 2008). Consecuentemente, 

nuestros resultados sugieren un efecto sinérgico entre los ácidos grasos y otros 

componentes, lo cual puede explicar la capacidad antioxidante del contenido intracelular 

de Lc-CRL 431. 
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En cuanto a la fracción proteica, existe limitada información acerca de la capacidad 

antioxidante asociada a esta fracción en el contenido intracelular de bacterias ácido 

lácticas. En este sentido, Shen et al. (2010) aislaron la fracción proteínica <3.5 kDa del 

contenido intracelular de Bifidobacterium animalis 01, la cual mostró propiedades 

antioxidantes in vitro; sin embargo, las proteínas y/o péptidos que contribuyen a dicha 

capacidad no fueron identificados. Por otro lado, Yamamoto et al. (2009) describió una 

proteína similar a ferritina con propiedades de quelación de hierro como una proteína 

antioxidante que puede inhibir la producción de radicales hidroxilos a través de la reacción 

de Fenton.  

 

La identificación del perfil de proteína es indispensable para entender los posibles 

componentes proteicos que son responsables, en parte, de la capacidad antioxidante del 

contenido intracelular de Lc-CRL 431. Por lo anterior, el estudio del perfil proteico 

utilizando análisis proteómicos son necesarios en estudios futuros.   

 

Por otra parte, los resultados experimentales acerca de las diferentes combinaciones entre 

los principales componentes, entre glutatión (A), lípidos (B) y proteínas (C), se muestran 

en la Tabla 5. La primera combinación (AB), que incluyó el tratamiento con butionina 

sulfoximina y la extracción de Folch, respectivamente, mostró un porcentaje de 

disminución de la capacidad antioxidante (38.6 %) teórica menor (P<0.05) que la 

capacidad antioxidante experimental (55.5 %). Esto parece indicar una interacción 

sinergista, en donde los dos componentes tienen una mayor capacidad antioxidante 

comparado con la simple suma de sus actividades individuales. De manera similar, la 

combinación AC, que implicó el tratamiento con butionina sulfoximina y TCA, 

respectivamente, mostró el mismo comportamiento, con un porcentaje de capacidad 

antioxidante teórica (35.8%) menor (P<0.05) que la experimental (44.9%).  Sin embargo, 

la combinación BC, extracción de Folch y tratamiento con TCA, respectivamente, mostró 

una interacción antagonista, dado que el porcentaje de reducción de la capacidad 

antioxidante teórica (48.1%) fue significativamente mayor (P<0.05) que la capacidad 

antioxidante experimental (32.4%). Finalmente, la combinación triple ABC, mostró una 

interacción aditiva, dado que el porcentaje de disminución de la capacidad antioxidante 



60 
 

experimental (60.8%) no fue estadísticamente diferente (P>0.05) de la capacidad 

antioxidante teórica (61.2%). Aunque los mecanismos de interacción no han sido 

elucidados, se ha sugerido que interacciones entre compuestos lipídicos y proteicos 

pueden ser atribuido a una interacción molecular como los enlaces de hidrogeno o 

interacciones electrostáticas (Beck-García et al., 2013).  

 

 

Tabla 5.  Posibles interacciones (sinergista, antagonista o aditiva) entre los principales 
componentes del contenido intracelular de Lc-CRL 431. 

Individual 
Capacidad antioxidante (%) Tipo de 

interacción Experimental Teórica 

A 13.1   

B 25.5   

C 22.6   

Combinación     

AB 55.5 38.6* Sinergista 

AC 44.9 35.8* Sinergista 

BC 32.4 48.1* Antagonista 

ABC 60.8 61.2 Aditiva 

A: Glutatión; B: Fracción lipídica; C: Fracción proteínica. * Indica significancia 
estadística (P<0.05) la capacidad antioxidante experimental y la teórica en cada 
combinación. Ambas capacidades están expresadas como porcentajes de disminución de 
la capacidad antioxidante 
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6.3. Identificación de los Principales Metabolitos de CI-CRL431, Asociados a la 

Capacidad Antioxidante Mediante Espectroscopia de Raman 

 

 

El espectro de Raman del contenido intracelular de la cepa Lactobacillus casei CRL 431 

fue obtenido con el objetivo de identificar los posibles metabolitos que estén relacionados 

con su capacidad antioxidante. La Figura 2 muestra un espectro de Raman representativo, 

donde se puede observar regiones conservadas que corresponden a macromoléculas en el 

contenido intracelular del microrganismo; la región 2900-3000 cm-1 corresponde a modos 

vibraciones C-H de los grupos funcionales CH2 y CH3 de lípidos y proteínas, y la región 

cercana a 1450 cm-1 corresponde a deformaciones de los grupos CH2/CH3 en lípidos y 

proteínas (Kusić et al., 2015). Otras regiones características a secuencias de aminoácidos 

presentes en proteínas y péptidos, son las bandas amida I y III encontradas en 1661 cm-1 

y 1253 cm-1, respectivamente (Kusić et al., 2014). Otras características relacionadas con 

los ácidos nucleicos resultados de las bases guanina, adenina y uracilo están localizados 

cerca de las bandas 1101 cm-1 y 1253-1337 cm-1 (Kusić et al., 2015). 

 

Por otra parte, las regiones específicas se encuentran en las regiones 400-1200 cm-1 y 

1900-2300 cm-1. La posición (cm-1) y su posible metabolito correspondiente es descrito 

en la Tabla 6.  
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Figura 2. Espectro de Raman representativo del contenido intracelular de la cepa Lactobacillus casei CRL 431. 
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Tabla 6. Posición y su posible metabolito correspondiente detectado en el espectro de Raman del contenido intracelular de la 
cepa Lactobacillus casei CRL 431. 

L. casei CRL 431 
Posible metabolito Referencias Desplazamiento 

(cm-1) 

Intensidad 

(u.a) 
427 5 Ácido mirístico (De Gelder et al., 2007) 

538 17 ʋ(S-S) disulfuro, cisteína (Lemma et al., 2016) 

761 10 Triptófano  (Lemma et al., 2016) 
858 18 Tirosina (Liu et al., 2017) 
931 8 C-C, α-hélice proteínas   (Liu et al., 2017), (Lemma et al., 2016) 

982 15 ʋ(C-C) de proteínas (Lemma et al., 2016) 
1101 10 ʋ(PO2

-) DNA/RNA, ácido palmítico 

  

(De Gelder et al., 2007)  

1337 18 DNA (Liu et al., 2017), (Read y Whiteley, 

 
1456 35 δ(CH2) lipidos saturados (Liu et al., 2017) 

1553 12 Amida II (Lemma et al., 2016) 

1661 25 Amida I; ácido oleico y cis-ácido 

vaccínico 

(Read y Whiteley, 2015); (De Gelder et 

al., 2007) 
1986 6 N.I.  
2030 7 N.I.  
2126 11 N.I.  
2178 9 N.I.  
2200 10 N.I.  
2242 7 N.I.  
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2935 100 ʋ(CH3). Lípidos (Jain et al., 2014) 

3063 7 
ʋ(CH) aminoácidos aromáticos 

(proteínas) 
(Jain et al., 2014) 

N.I. No identificado; u.a: unidades arbitrarias 
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El espectro de Raman muestra una diversidad de metabolitos con potencial antioxidante 

que pueden tener la habilidad de neutralizar especies reactivas de oxígeno. Algunos 

metabolitos pertenecientes al grupo de aminoácidos han sido reportados en la literatura 

que poseen propiedades antioxidantes tales como cisteína (538 cm-1), triptófano (761 cm-

1) y tirosina (982 cm-1) en el contenido intracelular. La capacidad antioxidante de estos 

aminoácidos está relacionada con su estructura, particularmente los aminoácidos con un 

anillo aromático como el triptófano y la tirosina pueden donar un protón como mecanismo 

antioxidante (Elias et al. 2008). Por otro lado, el grupo sulfhidrilo (-SH) del aminoácido 

cisteína tiene la capacidad de interactuar con las especies reactivas de oxígeno y 

estabilizarlos (Sarmadi e Ismail, 2010). Adicionalmente, el modo disulfuro de la cisteína 

(538 cm-1) indica la presencia del péptido glutatión. Por otra parte, se confirmó la 

presencia de los ácidos grasos mirístico, palmítico, oleico y esteárico, determinador por 

cromatografía de gases (ver sección 6.2).  

 

A pesar de la identificación de los compuestos antes mencionados, es necesario utilizar 

otras herramientas que permitan una separación de compuestos con mayor precisión y 

resolución, debido a que en diversas regiones del espectro de Raman se logran observar 

picos con gran amplitud, lo que indicaría una abundancia de metabolitos, tales como los 

picos localizados en los siguientes desplazamientos (cm-1) de Raman 931, 982, 1456, 2935 

y 3063. Herramientas como cromatografía líquida de alta resolución (UPLC) y 

espectroscopia de resonancia nuclear magnética (RMN), son necesarios para 

complementar la identificación realizada por espectroscopia de Raman. 

 

 

6.4. Análisis Actividad-Metabolito Utilizando el Programa PASS 

 

 

El análisis con el programa PASS confirmo que algunos metabolitos identificados 

mediante espectroscopia de Raman poseen propiedades antioxidantes con cuales tienen 

un valor de Pa>0.6. Los ácidos grasos mirístico, palmítico y esteárico tienen un valor de 
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Pa=0.639. Mientras que el ácido graso oleico un valor de Pa=0.714. Por otro parte, el 

aminoácido cisteína obtuvo un valor de Pa=0.628.  

 

Cabe señalar que el análisis PASS, también evidenció otras potenciales actividades 

biológicas para la mayoría de los metabolitos procesados, incluyendo: antiinflamatoria, 

imunomoduladora, antitrombotica, antimutagénica, anticarcinogénica, neuroprotectora, 

antibacteriana, radioprotectora, quimioprotectora, citoprotectora, hepatoprotectora y 

antineoplásica. Dichas predicciones presentaron valores de Pa>0.05, lo cual indica un alto 

potencial de presentar la bioactividad de forma experimental in vitro. Por otra parte, en 

cuanto a la expresión génica, se encontró una estimulación en general de los genes TP53, 

HMOX1 y APOA1, los cuales están relacionados con efectos protectores. Por ejemplo, el 

gen TP53 es una proteína de supresión de tumores que actúa a nivel celular induciendo 

arresto del ciclo celular, apoptosis, senescencia y reparación del ADN. Por otra parte, 

HMOX1 está relacionado con efecto citoprotectores. En contraste, la inhibición de los 

genes CCL2, TERT y NOS2 sugiere un efecto protector, ya que estos genes están 

relacionados con procesos inflamatorios, artritis reumatoide y ateroesclerosis (Sarmadi e 

Ismail, 2010. 

 

 

6.4. Efecto Protector In Vitro, Ex Vivo e In Vivo del Contenido Intracelular de 

Lactobacillus casei CRL 431 en Modelos con Estrés Oxidativo Inducido  
 

 

Los resultados obtenidos con el ensayo OxHLIA (Figura 3A), permitieron corroborar que 

el CI-CRL431 mostró una capacidad antioxidante (52.3 ± 2.1%) significativamente mayor 

(P<0.05) que la pared celular (33.2 ± 3.1%) y las células completas (21.7 ± 1.1%). 

Adicionalmente, estos resultados sugieren que los compuestos presentes en el CI-CRL 

431 tienen la capacidad de neutralizar los radicales peroxilo producidos por la 

descomposición térmica de AAPH y a los radicales lipídicos derivados de la peroxidación 

de los lípidos de las membranas de los eritrocitos. Esto fue confirmado en el efecto 

protector observado por el CI-CRL431 en eritrocitos con estrés oxidativo inducido por 
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AAPH y visualizado utilizando un microscopio (Figura 3B). Se observó que el CI-

CRL431 reduce la deformación de las membranas de los eritrocitos, lo cual sugiere una 

disminución en la hemólisis oxidativa. 

 

Por otra parte, se evaluó el efecto protector mediante la inhibición de la oxidación celular 

en células Caco-2 utilizando una sonda que emite fluorescencia al ser oxidado (Figura 

3C). En consecuencia, el nivel de fluorescencia es proporcional al grado de oxidación 

celular. Los resultados de esta prueba confirmaron que el contenido intracelular disminuye 

significativamente (P<0.05) los niveles de oxidación celular, a través del tiempo, en 

comparación con el testigo (AAPH). Los resultados de este ensayo sugieren que los 

metabolitos intracelulares del CI-CRL431 son capaces de atravesar la membrana celular 

de las células Caco-2, lo cual denota un alto potencial de absorción a nivel in vivo. 

 

En este sentido los metabolitos evaluados en el presente estudio pueden presentar los 

siguientes mecanismos antioxidantes: 1) Actuar como antioxidantes directos, al 

neutralizar a los radicales peróxilos y/o inhibir la formación de otros radicales derivados 

de la peroxidación lipídica, 2) interactuar directamente con el generador de radicales 

(AAPH) evitando la producción de radicales peroxilo, 3) competir con la sonda 

fluorescente por los oxidantes (AAPH);  4) inhibir rutas intracelulares de oxidación que 

podrían interactuar con la sonda fluorescente , Kellett et al. (2018) y López-Alarcón et al. 

(2013).  
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Figura 3. (A) Capacidad antioxidante de células completas (CC), contenido intracelular (CI) y fragmentos de pared (FP) 
obtenidos de Lactobacillus casei CRL-431 por el método OxHLIA. (B) Micrografías representativas del efecto protector del 
contenido intracelular de Lactobacillus casei CRL-431 en eritrocitos con estrés oxidativo inducido por AAPH (todas las 
imágenes fueron adquiridas con un objetivo de 100x). (C) Inhibición de la oxidación celular del contenido intracelular de 
Lactobacillus casei CRL-431 en células Caco-2 con estrés oxidativo inducido por AAPH. 
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Estos resultados pueden estar relacionados con las propiedades antioxidantes detectadas 

por los métodos antioxidantes ABTS, ORAC y LOI, por lo tanto, los mecanismos 

antioxidantes de transferencia de electrones e hidrógenos, así como de quelación del metal 

prooxidante Fe están involucrados en la disminución de la oxidación de las proteínas y 

lípidos de la superficie de los eritrocitos, así como de la oxidación celular observada en el 

ensayo con células Caco-2 (Takebayashi et al., 2010). Aunque no se han esclarecido 

claramente el mecanismo de protección, los resultados indican que los metabolitos 

contenidos en el CI-CRL431 pueden actuar como antioxidantes directamente en el medio 

de reacción, y/o internalizarse en las células (e.g. eritrocito y células Caco-2) y 

protegerlas.  

 

Aunque resulta aventurado, los metabolitos del CI-CRL431 podrían también inducir una 

respuesta antioxidante mediada por la activación de factores de transcripción (e.g. Nrf2) 

ya que existen estudios previos que han reportado que algunas BAL son capaces de inducir 

este tipo de respuesta. Por ejemplo, Kobatake et al. (2017) reportaron que Lactobacillus 

gasseri SBT2055 incrementa la expresión de factor de transcripción Nrf2, así como su 

translocación al núcleo, en un modelo de células embrionarios de fibroblasto de ratones 

con estrés oxidativo inducido por paraquat.  Por otra parte, Chauhan et al. (2014) 

reportaron que Lactobacillus fermentum Lf1 fue capaz de incrementar la expresión de 

Nrf2 en células HT-29 con estrés oxidativo inducido por H2O2. Aunque en los estudios 

anteriormente descritos la célula estaba completa y viables, es posible hipotetizar que los 

metabolitos intracelulares del CI-CRL431 pudieron ser capaces de activar las respuestas 

antioxidantes tales como el factor de transcripción Nrf2. Sin embargo, se requieren más 

estudios que permitan confirmar dicha hipótesis. 

 

Los resultados relacionados con la ganancia de peso, consumo de alimento y agua de los 

grupos experimentales son mostrados en la Tabla 7. Los datos indicaron que los grupos 

tratados con AFB1 mostraron una reducción significativa (P<0.05) en el consumo de 

alimento comparado con el grupo testigo. En contraste, no hubo diferencia significativa 

(P>0.05) en la ganancia de peso entre los grupos experimentales. Por otro lado, solo el 

grupo CI-CRL431 + AFB1 mostró una reducción significativa (P<0.05) en el consumo de 
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agua. Los resultados sugieren que la administración de AFB1 en una dosis de 0.8 mg/kg 

de peso corporal durante 12 días no afecta la ganancia de peso. Sin embargo, se observa 

una disminución no significativa (P>0.05) de la ganancia de peso en el grupo al cual fue 

administrado la AFB1. Lo anterior puede estar relacionado con la disminución 

significativa (P<0.05) del consumo de alimento y agua debido a la administración de 

AFB1, ya que han sido previamente reportado los efectos negativos de la AFB1 sobre los 

niveles de leptina en sangre, hormona que está relacionada con la regulación del balance 

de energía y control del peso corporal (Abdel-Wahhab et al., 2006; Barber et al., 2004). 

Adicionalmente, se ha reportado que la AFB1 induce alteraciones en el apetito al afectar 

neuropéptidos hipotalámicos (e.g. péptidos oroxigénicos o anorexigénicos), cambios en el 

metabolismo de lípidos y proteínas (Khlangwiset et al., 2011) y en el factor de crecimiento 

insulínico (Castelino et al., 2015), lo que repercute en el comportamiento alimentario y, 

finalmente, en la ganancia de peso de los animales experimentales. 

 

 

Tabla 7. Ganancia de peso, consumo de alimento y agua de los grupos experimentales 
durante el periodo de administración. 

Grupo experimental Ganancia de 

peso (g) 

Consumo de 

alimento (g) 

Consumo de agua 

(mL) 

PBS  49.2 ± 7.5a 179.41 ± 9.5a 369.3 ± 15.4a 

AFB1 36.3 ± 7.7a 152.9 ± 10.9b 331.7 ± 18.0ab 

CI-CR431 + AFB1 44.3 ± 13.0a 163.6 ± 16.1b 318.8 ± 23.1b 

Literales diferentes indican significancia (P<0.05) entre grupos experimentales en una 
misma columna. 
 

 

En las muestras de plasma se registró un rango de actividad antioxidante de 179.7 a 334.5 

µM Trolox y de 137.7 a 160.3 µM Trolox para los métodos ORAC y ABTS, 

respectivamente. Por otro lado, solo el grupo CI-CRL431 + AFB1 mostró mayor (P<0.05) 
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capacidad antioxidante en plasma, por el método ABTS, comparado con el grupo AFB1. 

Adicionalmente, la actividad antioxidante determinada por el método ORAC en el plasma 

de las ratas del grupo CI-CRL431 + AFB1 fue significativamente mayor (ca. 0.3 veces) 

que el grupo AFB1. Mientras que las muestras de homogeneizado de hígado mostraron 

valores de 247.6 a 266.6 µM Trolox y de 143.1 a 144.7 µM Trolox para los métodos 

ORAC y ABTS, respectivamente. En general, las muestras de homogeneizado de hígado 

no mostraron diferencia significativa (P>0.05) entre los grupos experimentales. En el 

presente estudio, la capacidad antioxidante detectada en plasma y en hígado refleja la 

suma de actividades de los distintos antioxidantes de tipo no enzimático contenido de este 

fluido biológico/órgano, lo cual provee información acerca del balance entre los 

compuestos pro-oxidantes y el sistema antioxidante (Baser et al., 2015; Ghiselli et al., 

2000). La capacidad antioxidante presente en el grupo administrado con PBS revela los 

niveles basales de antioxidantes en plasma. En contraste, los bajos valores de capacidad 

antioxidante en el grupo AFB1 indican un estado de estrés oxidativo, lo cual está 

relacionado con la producción de especies reactivas de oxigeno durante el metabolismo 

de la AFB1 tales como los radicales libres (e.g. hidroxilo [OH•] y superóxido [O2
• ̅ ] y pro-

oxidantes (e.g. H2O2) (Mary et al., 2012; Shen et al., 1996, 1994; Towner et al., 2003). 

Adicionalmente, se generan radicales lipídicos derivados de la acción inmediata de las 

especies reactivas generadas durante el metabolismo de la AFB1 en los hepatocitos.  
 

La capacidad antioxidante en el plasma de las ratas del grupo CI-CRL431 + AFB1 mostró 

que la condición de estrés oxidativo fue atenuada por el contenido intracelular de la cepa 

Lactobacillus casei CRL 431 (Tabla 8). A pesar de que el mecanismo preciso no está 

elucidado, se ha hipotetizado que el contenido intracelular posee compuestos 

antioxidantes que pueden neutralizar las especies reactivas del oxígeno producidas durante 

el metabolismo de la AFB1. Se ha reportado que diversas cepas del género Lactobacillus 

posee metabolitos con potencial antioxidantes tales como polisacáridos (Xu et al., 2011), 

proteínas (Yamamoto, 2009), vitaminas (LeBlanc et al., 2011), plasmalógenos (Wang y 

Wang, 2010) y glutatión (Kim et al., 2006; Yoon y Byun, 2004). Estos metabolitos pueden 

actuar a nivel gastrointestinal, permanecer en el lumen y crear un microambiente 

antioxidante (Saura-Calixto, 2011), pueden unirse a receptores a nivel gastrointestinal 



72 
 

para activar respuestas antioxidantes (Kobatake et al., 2017) o atravesar el epitelio 

intestinal para alcanzar el torrente sanguíneo y llegar a diversos órganos diana (Annalisa 

et al., 2014). 

 

 

Tabla 8. Actividad antioxidante (µM Trolox) determinado por los métodos ABTS y 
ORAC en homogeneizado de hígado y plasma de los grupos experimentales. 

 Grupo experimental 

 PBS AFB1 CI-CRL431 + AFB1 

Plasma    

ORAC 334.5 ± 22.0 a 179.7 ± 11.3 b 238.7 ± 17.1 c 

ABTS 160.3 ± 10.4 a 137.7 ± 12.6 b 148.3 ± 16.05 ab 

Homogeneizado 

de hígado  

   

ORAC 266.6 ± 30.5 a 247.6 ± 25.8 a 250.6 ± 23.9 a 

ABTS 144.7 ± 17.2 a 145.9 ± 23.4 a 143.1 ± 12.82 a 

Filas con literales diferentes indican significancia (P<0.05) entre grupos experimentales 
 

 

Por otra parte, en general, se encontraron valores mayores de MDA en las muestras de 

plasma (83.8 a 335 nM/mg proteína) que en hígado (14.7 a 55.9 nM/mg proteína). En 

ambos tipos de muestra, se encontró que el grupo CI-CRL431 + AFB1 redujo 

significativamente (P<0.05) los niveles de MDA en comparación del grupo AFB1. Los 

altos niveles de MDA detectados en el grupo AFB1 están relacionados con la 

lipoperoxidación en diversos órganos, principalmente en el hígado y riñones, ocasionada 

por la generación de lipoperóxidos derivados de las especies reactivas de oxigeno 

formadas durante el metabolismo de la AFB1 (Mary et al., 2012; Shen et al., 1996; Towner 

et al., 2003). Los altos valores de MDA encontrados en plasma están relacionados con la 

lipoperoxidación que ocurre en otros órganos diana de la AFB1, como el riñón, intestino 



73 
 

y pulmones, en el que los productos de oxidación de la membrana de estos tejidos pasan 

a torrente sanguíneo (Abdel-Wahhab y Aly, 2003; Choudhary y Verma, 2005; Naaz et al., 

2014). 

 

Adicionalmente, a pesar de que no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en 

la actividad de la enzima CAT entre los grupos experimentales en las muestras de 

homogeneizado de hígado, los resultados mostraron que las actividades de las enzimas 

CAT y GPx en muestras de plasma fueron significativamente mayores (P<0.05) en ratas 

del grupo CI-CRL431 + AFB1 en comparación del grupo AFB1 (Tabla 9). En 

consecuencia, los bajos niveles de MDA encontrados en el grupo de ratas CI-CRL431 + 

AFB1, en comparación con el grupo AFB1, puede estar asociado con el incremento de las 

actividades de las enzimas CAT y GPx, ya que tales enzimas pueden actuar contra las 

especies reactivas del oxígeno o interrumpir el proceso de peroxidación lipídica (Naaz et 

al., 2014; Shen et al., 1996).  

 

El mecanismo preciso por el cual las enzimas CAT y GPx incrementan no está totalmente 

elucidado; sin embargo, existe evidencia sobre la activación del factor de transcripción 

Nrf2, que regula la expresión de numerosos genes de enzimas antioxidantes como CAT y 

GPx, en modelos animales y líneas celulares por diversas bacterias viables del género 

Lactobacillus (Gao et al., 2013; Huang et al., 2017; Kobatake et al., 2017). 

 

 En este sentido, Huang et al. (2017) reportaron que la administración de células viables 

de Lactobacillus plantarum C88 logró contrarrestar el estrés oxidativo inducido por AFB1 

en ratones mediante el aumento de la actividad de enzimas antioxidantes a través de la 

activación de Nrf2.  Gao et al. (2013) reportaron que la administración de células viables 

de Lactobacillus plantarum FC225 aumentó los niveles del factor de transcripción Nrf2 

en un modelo de ratones hiperlipidémicos. 

 

La administración oral del contenido intracelular de Lactobacillus casei CRL 431 redujo 

significativamente el estrés oxidativo inducido por AFB1 en un modelo murino mediante 

la reducción de la peroxidación lipídica y el incremento de la actividad de las enzimas 
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antioxidantes y capacidad antioxidante en plasma e hígado. Lo anterior sugiere que este 

contenido intracelular posee metabolitos capaces de modular el sistema antioxidante en 

organismos vivos.  

 

 

Tabla 9. Actividad de las enzimas antioxidantes (μM/min/mg de proteína) y niveles de 
peroxidación lipídica (nM MDA/mg de proteína) en plasma y homogeneizado de hígado 

de los grupos experimentales. 

 Grupo experimental 

 PBS AFB1 CI-CRL431 + AFB1 

Plasma    

MDA 83.8 ± 25.3 a 335.5 ± 80.6 b 163.6 ± 51.7 c 

CAT 5.51 ± 0.14 a 3.47 ± 0.09 b 3.98 ± 0.71 c 

GPx 2.1 ± 0.03 a 1.46 ± 0.03 b 1.88 ± 0.06 c 

Homogeneizado de 

hígado  

   

MDA 14.7 ± 5.4 a 55.9 ± 14.2 b 26.8 ± 4.1 c 

CAT 0.49 ± 0.05 a 0.50 ± 0.04 a 0.45 ± 0.06 a 

GPx 1.52 ± 0.09 a 1.02 ± 0.07 b 1.27 ± 0.04 c 

Filas con literales diferentes indican significancia (P<0.05) entre grupos experimentales 

 

 

El índice de estrés oxidativo determinado en muestras de plasma y homogeneizado de 

hígado del grupo AFB1 fue ca. 5 y 6 veces mayor, respectivamente, comparado con el 

grupo PBS. Sin embargo, el grupo tratado con CI-CRL431 + AFB1 mostró menores 

valores (P<0.05) del índice de estrés oxidativo en plasma y homogeneizado de hígado 

(17.9 y 27.8, respectivamente) comparado con el grupo AFB1 (36.5 y 68, 

respectivamente). 
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Fig. 4. Índice de estrés oxidativo basado en el balance entre la peroxidación lipídica y las 
actividades de las enzimas antioxidantes, determinado en plasma e homogeneizado de 
hígado del testigo (PBS) y los tratamientos. Letras diferentes indican diferencia 
significativa (P<0.05) entre tratamientos en cada tipo de muestra. 
 

 

Con base en lo anterior, los resultados del presente estudio sugieren que el contenido 

intracelular de Lactobacillus casei CRL 431 podría contener metabolitos que activen 

directa o indirectamente el factor de transcripción Nrf2, que puedan participar en la fuga 

de protones mitocondrial y/o modular el sistema citocromo P450; sin embargo, hacen falta 

estudios que avalen estas hipótesis.  De acuerdo a la etapa de identificación de metabolitos 

responsables de la capacidad antioxidante CI-CRL431, los metabolitos involucrados en 

estos efectos protectores podrían ser la cisteína, triptófano, tirosina, ácido mirístico, ácido 

esteárico, ácido palmítico y ácido oleico y glutatión. Sin embargo, son necesarios estudios 

más detallados con el objetivo de elucidar los metabolitos y los mecanismos precisos. 
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7. CONCLUSIONES 

 

 

Los resultados de la presente tesis demostraron, en general, que el contenido intracelular 

de las cepas probióticas tienen las mayores propiedades antioxidantes en comparación con 

las células completas y fragmentos de pared. La etapa de selección, mostró que el 

contenido intracelular cepa Lactobacillus casei CRL 431, fue la que mostró las mejores 

propiedades antioxidantes y se infirió que la naturaleza de los compuestos antioxidantes 

es principalmente de origen lipídico y proteico; además, se observó en menor medida la 

participación de glutatión. Por otra parte, el análisis del espectro de Raman mostró una 

variedad de compuestos con potencial antioxidante, confirmando la naturaleza de los 

compuestos antioxidantes. Finalmente, los resultados de los ensayos in vitro, ex vivo e in 

vivo, sugieren que el contenido intracelular posee metabolitos capaces de atravesar las 

membranas de células epiteliales e inhibir la oxidación a nivel celular, reducir el daño 

oxidativo de las membranas de eritrocitos, y modular el sistema antioxidante en 

organismos vivos. Por lo tanto, concluimos que el contenido intracelular de la cepa 

Lactobacillus casei CRL 431 podría ser una fuente prometedora de antioxidantes 

dietarios, con un alto potencial para ser utilizado en la preparación de alimentos 

fermentados y/o suplementos que mejoren la capacidad antioxidante total del consumidor, 

y coadyuven a prevención de enfermedades asociadas al estrés oxidativo inducido por 

agentes pro-oxidantes, particularmente por aflatoxina B1. 
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APÉNDICE A 

 

 

Curva estándar representativa de Trolox para el método ABTS 
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APÉNDICE B 

 

Curva estándar representativa de Trolox para el método ORAC 
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APÉNDICE C 

 

Curvas representativas de decaimiento de la fluorescencia de diferentes 
concentraciones de Trolox en el método ORAC 
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APÉNDICE D 

 

Curva estándar representativa de Trolox para el método LOI 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



89 
 

APÉNDICE E 

 

Curva estándar representativa del método de Lowry para cuantificación de 
proteína 
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APÉNDICE F 

 

Curva estándar representativa para cuantificación la cuantificación de glutatión 
(GSH) 
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APÉNDICE G 

 

Curva estándar representativa para cuantificación la cuantificación de 
polisacáridos 
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APÉNDICE H 

 

Curva estándar representativa para cuantificación la cuantificación de vitamina 
B12 
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APÉNDICE I 

 

Manual del kit DC Protein Assay para la cuantificación de proteína 
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APÉNDICE J 

 

Manual del kit Glutatione Peroxidase Cellular Activity Assay para la 

cuantificación de la actividad de la enzima glutatión peroxidasa 
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