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RESUMEN 

 

 

La exposición prolongada a la radiación ultravioleta puede producir una respuesta 

fototóxica en la piel y los eritrocitos, ya que esta alcanza los capilares hipodérmicos ocasionando 

alteraciones estructurales y funcionales en las células, debido al estrés oxidativo promovido por la 

fotooxidación. Estudios previos evidenciaron el papel protector del contenido intracelular (CI) de 

cepas probióticas contra el estrés oxidativo, por lo que podría ser una alternativa contra el efecto 

fototóxico en la piel. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto protector del 

contenido intracelular de Limosilactobacillus fermentum J20 (CI-J20) y Lactiplantibacillus 

plantarum 22 y 39 (CI-LP22 y CI-LP39, respectivamente), contra el estrés oxidativo inducido por 

radiación UV-C en eritrocitos humanos. El contenido intracelular mostro mayor actividad 

antioxidante por el método de ORAC. En general, los tres CI mostraron inhibir el porcentaje de 

hemólisis oxidativa y variabilidad morfogeométrica de los eritrocitos expuestos al agente oxidante 

AAPH. No se registraron diferencias (P > 0.05) en la inhibición de hemólisis oxidativa entre los 

diferentes tratamientos. En los ensayos de eritrocitos expuestos a radiación UV-C, los contenidos 

intracelulares mostraron mayor actividad enzimática en los diferentes tiempos evaluados respecto 

al grupo positivo (radiación sin CI). En particular, se logró observar un efecto de protección de los 

CI de las tres cepas evaluadas al disminuir el porcentaje de hemólisis, daño celular a nivel 

estructural, y un aumento significativo en la actividad antioxidante enzimática (catalasa, 

superóxido dismutasa, GPx) y menor índice de estrés oxidativo. El CI de la cepa J20 presentó 

menor porcentaje de hemólisis y daños morfogeométricos y una mayor actividad enzimática de 

superóxido dismutasa (P < 0.05); mientras que el tratamiento con CI-LP39 mostró mayor actividad 

de catalasa, glutatión peroxidasa y una disminución de los niveles de MDA, mismo que se obtuvo 

al calcular el índice de estrés oxidativo. Estos datos evidencian el potencial efecto protector del CI 

contra estrés oxidativo inducido por fotooxidación. 

 

Palabras clave: Radiación ultravioleta, eritrocitos, postbióticos, antioxidantes 
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ABSTRACT 

 

 

Prolonged exposure to ultraviolet radiation can produce a phototoxic response in the skin 

and erythrocytes, since it reaches the hypodermic capillaries causing structural and functional 

alterations in the cells, due to oxidative stress promoted by photooxidation. Previous studies 

evidenced the protective role of the intracellular content (IC) of probiotic strains against oxidative 

stress, so it could be an alternative against the phototoxic effect on the skin. Therefore, the aim of 

this work was to evaluate the protective effect of the intracellular content of Limosilactobacillus 

fermentum J20 (IC-J20) and Lactiplantibacillus plantarum 22 and 39 (IC-LP22 and IC-LP39, 

respectively), against oxidative stress induced by UV-C radiation in human erythrocytes. The 

intracellular content showed higher antioxidant activity by ORAC method. Overall, the three ICs 

were shown to inhibit the percentage of oxidative hemolysis and morphogeometric variability of 

erythrocytes exposed to the oxidizing agent AAPH. There was no difference (P > 0.05) in the 

inhibition of oxidative hemolysis among the different treatments. In the assays of erythrocytes 

exposed to UV-C radiation, the IC showed higher enzymatic activity at the different times 

evaluated with respect to the positive group (radiation without IC). It was possible to observe a 

protective effect of the ICs of the three strains evaluated by decreasing the percentage of hemolysis, 

cell damage at the structural level, and a significant increase in enzymatic antioxidant activity 

(catalase, superoxide dismutase, GPx) and lower oxidative stress index. The IC of strain J20 

presented lower percentage of hemolysis and morphogeometric damage and higher enzymatic 

activity of superoxide dismutase (P < 0.05); while the treatment with IC-LP39 showed higher 

catalase activity, glutathione peroxidase and a decrease in MDA levels, which was also obtained 

when calculating the oxidative stress index. These data show the potential protective effect of IC 

against oxidative stress induced by photooxidation. 

 

Keywords: UV radiation, erythrocytes, postbiotics, antioxidants 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 

La luz solar es esencial para el desarrollo y mantenimiento de la vida en el planeta Tierra, 

está relacionada con la salud del ser humano, ya que es necesaria para sintetizar vitamina D, regular 

el ritmo circadiano, aumentar los niveles de algunos neurotransmisores (p ej., serotonina) y además 

tiene aplicaciones terapéuticas en desórdenes cutáneos (Powers & Murphy, 2019). Sin embargo, 

estos efectos benéficos a la salud disminuyen a medida que aumenta el tiempo de exposición a la 

luz solar, un periodo prolongado y constante resulta desfavorable, ya que la radiación ultravioleta 

(UVR) emitida por el sol, puede ocasionar diversas patologías. Las complicaciones principales 

incluyen eritema, fotoenvejecimiento, inmunosupresión, hiperalgesia, mutagénesis y neoplasias 

(Lopes & Mcmahon, 2016).  

Estos efectos patológicos se deben principalmente a reacciones fotoquímicas con macromoléculas, 

como el ADN, pero también a una sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (ROS, por 

sus siglas en inglés), las cuales disminuyen los niveles de componentes antioxidantes, alteran la 

actividad enzimática, y regulan la expresión génica (Martinez et al., 2018). Lo anterior se refleja 

en el daño a componentes celulares como fosfolípidos, ácidos nucleicos y proteínas, que afectan la 

estabilidad celular e incluso provocan mutaciones que pueden derivar en la formación de células 

cancerosas, principalmente en la piel, por ser el órgano más expuesto a la UVR (Lephart, 2016).  

La UVR que llega a la piel es capaz de alcanzar las capas dérmicas superficiales y profundas, 

aunque esto depende de la longitud de onda, por ejemplo, la UV-B se absorbe mayormente en la 

epidermis, mientras que la UV-A puede penetrar capas profundas de la piel. Ambas son 

genotóxicas y fotoreactivas a moléculas celulares e inducen la producción de ROS (Garmyn et al., 

2018). Dentro de los límites entre la epidermis y la dermis se encuentran capilares sanguíneos 

superficiales que también reciben luz solar, por lo que la sangre y sus elementos celulares están 

expuestos a la UVR. De todas las células hematológicas los eritrocitos sufren en mayor medida los 

efectos adversos de la UVR cuando se exponen de forma prolongada (Agarwal, 2020) 

La UVR ocasiona efectos adversos en los eritrocitos mediante diferentes mecanismos, entre los 

que destacan la elevada producción de ROS y la baja actividad de la respuesta de componentes 

antioxidantes. A nivel de membrana, interfiere en la función de la bomba Na+K+ ATPasa, aumenta 

la peroxidación lipídica e induce cambios en las propiedades morfogeométricas de los eritrocitos. 
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En el citoplasma afecta mecanismos antioxidantes, disminuye niveles de glutatión (GHS) y la 

actividad enzimática de glutatión peroxidasa (GPx), glutatión-S-tranferasa (GST), glutatión 

reducatasa (GR), catalasa (CAT) y superóxido dismutasa (SOD) (Misra et al., 2005; Sekowski et 

al., 2018). Además, la UVR incrementa la oxidación de oxihemoglobina hacia metahemoglobina 

generando ROS, que en ausencia de CAT y SOD pueden oxidar más hemoglobina, todos estos 

factores se traducen en un aumento de daños celulares, provocando fotohemólisis (Nabil et al., 

2013).  

Para hacer frente al estrés oxidativo el ser humano posee componentes antioxidantes endógenos de 

diferentes tipos, enzimáticos, y no enzimáticos; no obstante, estos pueden ser insuficientes ante una 

exposición crónica a la UVR, por lo que se han explorado diferentes estrategias (tópicas e 

ingeridas) con la finalidad de prevenir o atenuar el estrés fotooxidativo inducido por la UVR. Por 

otro lado, la aplicación tópica de protectores solares es una medida profiláctica que reduce el 

ingreso de UVR a través de la piel, pero una desventaja es que estos disminuyen la síntesis de 

Vitamina D (Mancebo et al., 2014). Además, algunos compuestos de la formulaciónes (ej. 

oxibenzona) tienen la capacidad de bioacumularse causando efectos negativos como alergias y 

alteraciones hormonales. Otros suplementos alimentarios con antioxidantes sintéticos, como 

hidroxianisol e hidroxitolueno butilados, han sido relacionados con inducción de carcinomas y 

tumores gástricos (Vandghanooni et al., 2013). 

Por lo anterior, las nuevas opciones terapéuticas están dirigidas al uso de sustancias que sean 

seguras para la salud y de fácil obtención, tal es el caso de algunos fitoquímicos bioactivos de 

plantas y microalgas, que contienen compuestos como nicotinamida, resveratrol, polisacáridos y 

polifenoles, los cuales actúan como fotoprotectores celulares y aumentan los niveles de expresión 

génica de enzimas antioxidantes (Berthon et al., 2017). Además, algunas bacterias ácido-lácticas 

específicas incluyendo probióticos viables, no viables y sus metabolitos han sido objeto de 

recientes investigaciones debido a que presentan propiedades eritroprotectoras, antioxidantes y 

antiinflamatorias en ensayos in vivo e in vitro (Cuevas-González et al., 2020; Khmaladze et al., 

2019). 

Es importante encontrar nuevas alternativas antioxidantes, conocer los mecanismos patológicos de 

la radiación ultravioleta sobre eritrocitos a nivel molecular, sus implicaciones sobre los 

componentes subcelulares y las vías de inducción de eriptosis mediada por ROS. De esta manera, 

será mucho más fácil analizar las estrategias actuales, sus efectos secundarios y las opciones 
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terapéuticas emergentes reportadas con el fin de disminuir el daño oxidativo por la exposición a 

radiación ultravioleta. Por lo que en esta investigación se propone evaluar el efecto citoprotector y 

antioxidante del contenido intracelular de bacterias potencialmente probióticas contra el estrés 

oxidativo inducido por radiación UV-C sobre eritrocitos humanos mediante la evaluación de 

parámetros bioquímicos, actividad enzimática, peroxidación lipídica y cambios morfogeométricos 

en las células. 
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2. ANTECEDENTES 

 

 

2.1. La radiación Ultravioleta y sus Implicaciones en la Salud 

 

 

La UVR es parte de la luz solar, está ubicada entre los 100 y 400 nm del espectro electromagnético, 

se encuentra entre las fracciones de luz visible y rayos X. Este tipo de energía es invisible para el 

ojo humano y se ha dividido en tres regiones respecto a su longitud de onda, la fracción UV-C 

comprendida entre los 100 y 280 nm, la fracción UV-B entre los 280 y 320 nm y la fracción UV-

A de los 320 a los 400 nm (Coutinho et al., 2019). Casi toda la UV-C, más del 90% de UV-B y 

cerca del 10% de UV-A son absorbidas en la capa de ozono, de tal manera que la UVR que alcanza 

la piel está conformada prácticamente por UV-A (90-95%) y UV-B (10-5%).   

A pesar de los pocos estudios sobre las implicaciones clínicas de la UV-C sobre humanos, en las 

últimas décadas debido a la disminución del ozono atmosférico principalmente como consecuencia 

antropogénica, se han detectado sobre la superficie terrestre niveles inusualmente elevados de 

radiación ultravioleta entre los 200 y 400 nm que comprende las fracciones UV-C y UV-B, las 

implicaciones por el aumento de radiación en la Tierra representan un riesgo ambiental y de salud 

(Herndon et al., 2018)  La cantidad de UVR puede presentar variaciones que dependen 

principalmente de la altitud, la latitud, la hora del día, la estación del año y el estado de la capa de 

ozono. A pesar de la diferencia en cuanto al porcentaje entre las fracciones, está reportado que la 

UV-C y la UV-B poseen más energía por fotón y puede provocar un daño biológico mucho mayor 

que la UV-A (Jablonski & Chaplin, 2010; Izadi et al., 2018).   

Los impactos biológicos a nivel celular como la senescencia, la apoptosis o la necrosis inducidas 

por UV-C y UV-B son mayores a los de la UV-A, esto se explica principalmente porque por debajo 

de los 300 nm se encuentra el espectro de absorción de las principales biomoléculas que conforman 

a las células. El ADN, el ARN y las proteínas sufren efectos directos e indirectos por exposición a 

la UVR, muchos de los cuales son irreversibles, por lo tanto, esta fracción de la luz solar es de 

especial interés ya que impacta de forma positiva y negativa en la salud humana (Widel et al., 

2014). 

 



18 

2.2. Implicaciones Benéficas  

 

 

La luz solar es la fuente primaria de UVR, y desde que fue descrita como el principal factor para 

el desarrollo de cáncer de piel se ha recomendado disminuir la frecuencia de exposición, sin 

embargo, los efectos patológicos que causa se relacionan mucho más con intervalos de tiempo 

prolongados que regulares (Van der Rhee et al., 2016). Se ha reportado que la radiación UV-B 

interviene en numerosas vías fisiológicas como la síntesis de vitamina D, incremento de los niveles 

de melatonina, óxido nítrico y serotonina, además gracias al efecto inmunosupresor disminuye los 

síntomas de enfermedades como psoriasis y dermatitis atópica sobre todo en los primeros años de 

vida (Hart et al., 2019).  

 

 

2.2.1. Síntesis de Vitamina D 

 

 

Cuando la UVR entra en contacto con la piel, esta es absorbida en la epidermis y la dermis por 

diversas moléculas entre ellas el 7-dehidrocolesterol (provitamina D3). Esto ocasiona la excitación 

de los dobles enlaces y, por consiguiente, un cambio estructural del esteroide para dar paso a la 

formación de previtamina D3, existe en isómeros cis y trans que posteriormente son convetidos a 

vitamina D3 (Holick, 2020). Una vez que se produce la previtamina D3 puede seguir absorbiendo 

UVR y dar lugar al menos a 6 fotoproductos conocidos como supraesteroles, sin actividad 

calcémica, pero con función regulatoria en el crecimiento de células epidérmicas y disminución 

del riesgo de cáncer de piel. Además, la vitamina D3 se metaboliza en el hígado y riñones a 1,25 

dihidroxivitamina D3, la cual desempeña un rol esencial en muchas vías metabólicas e 

inmunológicas, así como en la regulación de niveles de calcio y fósforo para la salud del sistema 

esquelético y cardiovascular (Wacker & Holick, 2013). 
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2.2.2. Inmunoregulación 

 

 

Otro efecto benéfico atribuible a la radiación UVR es la actividad inmunoreguladora, a través de 

la inhibición en la diferenciación de células Th17 y Th1 y el aumento de células T reguladoras 

(Linfocitos Treg), lo conlleva a una mayor tolerancia inmunitaria y menor riesgo de desarrollar 

enfermedades autoinmunes e inflamatorias. También se ha reportado el efecto hacia el sistema 

inmune innato ya que después de la fototerapia con UVR los queratinocitos liberan sustancias como 

péptidos antimicrobianos, defensinas, algunas ARNasas y proteínas que protegen de posibles 

infecciones bacterianas (Singer & Berneburg, 2018). Por lo tanto, la fototerapia con UVR es un 

auxiliar en enfermedades como psoriasis y dermatitis atópica, caracterizadas por altas poblaciones 

de linfocitos Th1/Th17 y sus principales citocinas IL-17, IL-22 e IL-23. Se ha propuesto que el 

mecanismo por el cual la UVR regula estas poblaciones celulares es mediante la inducción de 

apoptosis e inducción de inmunosupresión específica de antígeno, pero además aumenta la cantidad 

de linfocitos Treg circulantes lo que se traduce en la eficacia de la fototerapia (Morita, 2016). 

 

 

2.2.3. Otros Efectos  

 

 

Se ha reportado que la UVR incrementa la expresión de las enzimas óxido nítrico sintasa (NOS) 

productoras de óxido nítrico (NO), pero también promueve la síntesis y liberación no enzimática 

de NO, el cual, entre otras funciones actúa como vasodilatador y disminuye la presión sanguínea, 

por lo tanto, la UVR tiene efecto hipotensor a través del aumento en la producción de NO (Holliman 

et al., 2017).  Además, se han establecido fototerapias de luz, con efectos benéficos en 

enfermedades como eczema, vitíligo y psoriasis (Singer & Berneburg, 2018).  

Aunque todavía no se conocen los mecanismos exactos acerca de cómo influye la UVR sobre el 

sistema neuroendócrino y el comportamiento estudios in vivo han evidenciado que la exposición a 

UV-B promueve la síntesis de ácido urocánico (UCA) en la piel, el cual sufre conversiones 

metabólicas a glutamato en las neuronas, funciona como neurotransmisor e intervienen en procesos 

como aprendizaje motor y memoria a largo plazo (Grant, 2013). En la actualidad se siguen 
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investigando los potenciales beneficios de la radiación UV-B ya que se ha reportado que aumenta 

los niveles de β-endorfina, la cual regula el estado de ánimo, la sensación de placer y la analgesia 

(Ouchene et al., 2020). Adicionalmente, ayuda a mejorar la cicatrización de heridas, al ser aplicada 

directamente sobre el tejido afectado ya que promueve la liberación de factores de crecimiento 

epidérmicos, y se ha utilizado la radiación UV-B extracorpórea de la sangre para estimular el 

sistema inmunológico (Gupta et al., 2013). 

 

 

2.3. Implicaciones Patológicas  

 

 

Ha sido bien documentado que la exposición constante, de manera aguda o crónica a la UVR 

ocasiona patologías principalmente dérmicas, pero con efectos sistémicos, ya que los fotoproductos 

y las ROS pueden ingresar a circulación y promover el desarrollo de complicaciones en diferentes 

órganos (Young et al., 2017). Actualmente la mayoría de los estudios clínico-patológicos, ensayos 

in vivo e in vitro están enfocados en elucidar los mecanismos que inducen efectos nocivos en la 

salud por las fracciones UV-A y UV-B, el principal uso de UV-C está relacionado a la inactivación 

de microrganismos superficiales patógenos o contaminantes, sin embargo, las consecuencias por 

exposición a la UV-C de fuente natural o artificial son de mayor impacto biológico (Forbes et al., 

2021) 

La UVR es absorbida casi en su totalidad en la epidermis y la dermis por lo que una exposición 

aguda provoca efectos como eritema, inflamación, quemaduras solares, hiperlagesia, aumento en 

los niveles de ROS, daños al ADN y sensibilización de los nocireceptores. Por otro lado, la 

exposición crónica se relaciona principalmente con fotocarcinogénesis, fotoenvejecimiento, 

inmunosupresión y estrés oxidativo, todos estos efectos ocurren en mayor medida sobre la piel 

(Lopes & Mcmahon, 2016). 

 

 

2.3.1. Eritema 

 

 

Los efectos agudos dérmicos provocados por UVR se caracterizan por hiperalgesia, inflamación, 
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pérdida de función de la barrera cutánea, edemas y eritema, los mecanismos por los que se producen 

estas reacciones a corto plazo se relacionan con la fotoproducción aumentada de ROS que 

promueven activaciones transcripcionales, ocasionando un incremento en los niveles de expresión 

de ciclooxigenasas y de citocinas proinflamatorias como prostaglandina E2 (PGE2) e histamina 

(Krismayogi et al., 2018). La PGE2 es una molécula clave en la progresión de la respuesta 

inflamatoria aguda inducida por UVR, aumenta la permeabilidad vascular al unirse a receptores 2 

y 4 de prostaglandinas, lo que permite la infiltración de leucocitos en el área afectada provocando 

hinchazón y edema. La histamina, por su parte, aumenta la síntesis de PGE2 y la vasodilatación de 

la zona a través de vías asociadas al NO (Murata et al., 2021). 

 

 

2.3.2. Alteraciones en el ADN y Desarrollo de Cáncer 

 

 

Se reconoce a UV-C y UV-B como estresores genotóxicos, el ADN puede absorberla directamente 

y alterar su estructura por lo que también se consideran agentes mutagénicos. Promueve la 

formación de fotoproductos como enlaces covalentes entre pirimidinas adyacentes para la 

formación de dímeros de ciclobutano pirimidina (CPDs), fotoproductos de pirimidina (6-4) y 

pirimidona (6-4 PP), los dímeros pueden originarse en todos los sitios de dipirimidinas (CT, CC, 

TC, TT) (Drigeard Desgarnier & Rochette, 2018). Estas alteraciones detienen la transcripción y 

replicación de ADN. Para evitar mutaciones las células cuentan con sistemas de reparación de 

daños al ADN, pero su efectividad puede verse disminuida si existe una alta la tasa de formación 

y una baja frecuencia de reparación de CPDs (Budden et al., 2016).  

Además, si las mutaciones provocadas por UV-C se llevan a cabo en genes supresores de tumores, 

de inducción de apoptosis o de los sistemas de reparación como los genes TP53 o ATM, 

respectivamente, podrían dar lugar a la desregulación del ciclo celular y la proliferación de células 

con características neoplásicas (Shaj et al., 2020). Aunado a esto, se han relacionado cambios 

epigenéticos en sitios ADN CpG inducidos por UV-B como la hipermetilación y desmetilación que 

suprimen y promueven la transcripción de genes relacionados a la regulación del ciclo celular, al 

crecimiento y a la apoptosis lo que podría derivar en el desarrollo de células cancerígenas (Yang 

et al., 2019). La acumulación de mutaciones y los cambios epigenéticos evitan una replicación 
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correcta del ADN, un descontrol en la regulación del ciclo y la división celular por lo que se han 

relacionado directamente a UV-C y UV-B como agentes causales de cáncer de piel de tipo 

melanoma y no melanoma (D’Orazio et al., 2013). 

 

 

2.3.3. Fotoenvejecimiento 

 

 

El fotoenvejecimiento se encuentra dentro del espectro de padecimientos originados por la UVR, 

se define como el cambio en las características normales de una piel joven, que paulatinamente 

pierde elasticidad, hidratación y células madre epidérmicas. Se traduce como problema de salud 

con una amplia proyección para líneas de investigación, por la variedad de vías patológicas 

involucradas (Singh et al., 2018).  El mecanismo por el cual se produce consta de una serie de 

eventos relacionados al daño en el ADN de células epiteliales, que ocasiona al mismo tiempo un 

incremento en la producción de ROS (Kober & Bowe, 2015).  

Dicha producción de ROS desencadena la activación de proteínas de reparación de ácidos 

nucleicos, y detiene el subsiguiente ciclo celular, afectando la proliferación de fibroblastos y al 

nicho de células madre epiteliales. Todo esto tiene como resultado la incapacidad de recuperación 

cutánea y el fotoenvejecimiento (Panich et al., 2016). 

 

 

2.3.4. Inmunosupresión  

 

 

Una de las consecuencias más graves de la exposición prolongada a la UVR es la inmunosupresión. 

Todas las líneas celulares inmunológicas se afectan y disminuyen su capacidad de respuesta contra 

microorganismos o antígenos patógenos y contra compuestos endógenos como las ROS. En 

algunos casos como en pacientes que presentan enfermedades autoinmunes, podría ser benéfico 

(Hart & Norval, 2018).  

Existen diferentes vías por las cuales la UVR se considera inmunosupresora, el daño al ADN se 

produce cuando las bases pirimidínicas actúan como cromóforos y esto conlleva una diferenciación 
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desproporcionada de las células inmunológicas. Aumentan la cantidad de linfocitos T reguladores 

y disminuyen los linfocitos T efectores. Se ha observado incluso una migración de los mastocitos 

y células de Langerhans a los nódulos linfáticos, donde aumentan la síntesis de IL-10, IL-4 y TNF 

(Stiefel & Schwack, 2015). Además, algunos compuestos como el ácido cis-urocánico, producidos 

por fotoisomerización se unen a receptores en mastocitos y aumentan la actividad de la enzima 

ciclooxigenasa-2 (COX2) elevando los niveles PGE2, con actividad proinflamatoria (Bernard et 

al., 2019).  

 

 

2.3.5. Estrés Oxidativo 

 

 

La radiación UVR es considerada un agente fotooxidativo ya que promueve la sobreproducción de 

ROS, que son compuestos de bajo peso molecular derivados del oxígeno, pueden ser compuestos 

radicales con átomos de oxígeno como anión superóxido (O2
-), hidroxilo (OH-), peróxido (ROO-) 

y alcóxido (RO-) o compuestos no radicales como peróxido de hidrógeno (H2O2), ácido hipocloroso 

(HClO), ozono (O3) y oxígeno singlete (1O2).  Una elevada concentración de éstos o una baja 

actividad de mecanismos antioxidantes propician un ambiente de estrés oxidativo, que ocasiona a 

largo plazo procesos inflamatorios, inducción de apoptosis, fotoenvejecimiento, daños sistémicos 

y cáncer. La fotooxidación aumenta proporcionalmente respecto al tiempo de exposición e 

intensidad de la UVR (Lephart, 2016).  

Como se mencionó anteriormente, la sobreproducción de ROS ocasiona daños oxidativos en la 

estructura de la célula a nivel molecular, en lípidos de membranas celulares y mitocondriales, 

polisacáridos, ácidos nucleicos, enzimas y proteínas. La acumulación de estos compuestos 

proviene de la expresión de enzimas NADHP oxidasas como gp91PHOX (NOX2), que cataliza una 

reacción de reducción del O2 a O2
- y/o H2O2. Las ROS se comportan como segundos mensajeros 

promoviendo la síntesis de citocinas proinflamatorias (p ej., TNF- α e IL-6) y quimiotaxis de 

neutrófilos en el área afectada, estimulando los procesos inflamatorios (Martinez et al., 2018). La 

producción de ROS inducida por UV-B activa vías de señalización como las de la proteína quinasa 

activada por mitógenos (MAPK), el factor nuclear κB (NF-κB) y la proteína activadora de factores 

de transcripción 1 (AP-1), induciendo inflamación y la apoptosis en las células y alterando también 
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la funcionalidad mitocondrial (Subedi et al., 2017). 

A pesar de que la UV-B se absorbe mayoritariamente en la epidermis, casi un 10% alcanza la 

dermis y puede afectar el ADN de células dérmicas residentes, de fibroblastos e incluso de células 

endoteliales (Olteanu et al., 2014). Entre los límites de la epidermis y la dermis se encuentran vasos 

sanguíneos periféricos los cuales reciben UVR, por lo tanto, la sangre y sus elementos celulares 

también se encuentran expuestos. De hecho, se ha calculado que en adultos con un mínimo de 20 

minutos de exposición a luz solar se puede irradiar el volumen total de sangre que circula por los 

capilares periféricos cutáneos (Agarwal, 2020). Además de eritema e inflamación la UVR propicia 

la extravasación de eritrocitos y puede reaccionar directamente con algunos componentes 

eritrocitarios, disminuye los niveles intracelulares de glutatión, favoreciendo una mayor oxidación 

lipídica de la membrana afectando su fluidez, sobreproducción de ROS y productos de 

hemoglobina fotosensibilizada que elevan la carga de radicales libres, lo que se manifiesta como 

en un efecto hemolítico (Carini et al., 2000).  

Los eritrocitos son las células principales del sistema circulatorio y debido a sus características 

químicas, metabólicas, funcionales y a su fácil aislamiento se consideran útiles en diferentes 

ensayos como cambios morfológicos e integridad de membrana, hemólisis, eriptosis, estrés 

oxidativo y respuesta antioxidante (Podsiedlik et al., 2020). En el caso del estrés oxidativo, los 

eritrocitos son un modelo muy completo ya que son vulnerables a la peroxidación de ácidos grasos 

de membrana por su alta concentración de ácidos grasos poliinsaturados, posee hemoglobina con 

actividad redox que al oxidarse es una fuente de ROS, contiene mecanismo de respuesta 

antioxidante de tipo enzimático y no enzimático y su morfología puede ser alterada en casos de 

estrés oxidativo inducido por xenobióticos como la UVR (Farag & Alagawany, 2018). 

 

 

2.4. Efectos de la Radiación Ultravioleta Sobre Eritrocitos  

 

 

Las fracciones UVR que alcanzan la superficie terrestre penetran la piel de forma diferente (Figura 

1), la UV-A llega hasta la hipodermis, aunque los efectos patológicos agudos son mínimos. La UV-

B penetra la epidermis, tiene efectos agudos eritematosos, melanogénicos y llega a capilares 

sanguíneos superficiales donde circulan los eritrocitos (Polefka et al., 2012). Ahí, la radiación UV-
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A y UV-B interaccionan con cromóforos celulares como el grupo hem de la hemoglobina, dando 

lugar a formación de ROS y aumentando el estrés oxidativo (Garmyn et al., 2018). 

 

 

 
Figura 1. Capacidad de penetración de la radiación UVA, UVB y UVC en la piel 

 

 

2.4.1. Generación de Metahemoglobina y ROS 

 

 

Los eritrocitos son un modelo en el estudio del estrés oxidativo, no solo por la alta concentración 

de oxígeno que trasportan, sino también porque son muy sensibles a ROS provocando su hemólisis 

(Dei Zotti et al., 2020). Las ROS endógenas en el eritrocito provienen de autooxidación de 

hemoglobina y de glucólisis anaeróbica, específicamente de la enzima NADPH oxidasa, parte del 

metabolismo eritrocitario (Ho et al., 2014). Sin embargo, la hemoglobina también actúa como 

cromóforo al absorber UVR, liberar esa energía y acelerar su oxidación desde oxihemoglobina afín 

al oxígeno (HbFe2+), hacia metahemoglobina (metHbFe3+) incapaz de realizar el intercambio 

gaseoso (Nabil et al., 2013). 

Al liberar la energía y oxidarse la hemoglobina no solo cambia el estado iónico del hierro, sino que 
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también genera ROS, primero el O2
-, es dismutado por SOD a H2O2 y puede ser convertido a OH-

, que al reaccionar con los fosfolípidos de membrana generan radicales peroxil (LOO-) (Chisté et 

al., 2014). La producción excesiva de radicales promueve el estrés oxidativo afectando 

componentes subcelulares de eritrocitos, ya que estas moléculas son reactivas e inestables. La 

alteración de lípidos de membrana, proteínas estructurales y enzimas antioxidantes finalmente 

conducen a hemólisis fotooxidativa (Pan et al., 2012). 

 

 

2.4.2. Peroxidación Lipídica y Daños en la Membrana 

 

 

La membrana eritrocitaria es muy sensible a diferentes factores entre ellos el estrés oxidativo, por 

ello sirve como ejemplo para el estudio de la peroxidación lipídica y cambios citomorfológicos 

(Diederich et al., 2018). Los efectos directos de la UVR a nivel de membrana plasmática se 

caracterizan por alteraciones superficiales, nanocavidades, nanoestructuras en forma de anillo y 

escisiones. La exposición de eritrocitos normocíticos a UV-B aumenta la dinámica de 

transformación hacia equinocitos y esferocitos (Kozlova et al., 2016). 

La UVR aumenta los enlaces C=C trans, las ROS generadas inhiben la actividad de Na+K+ ATPasa 

y Ca2+ATPasa, atacan ácidos grasos insaturados de membrana aumentando el porcentaje de ácidos 

grasos saturados, ocasionan pérdida de fluidez y permeabilidad y generan desequilibrio iónico (Dai 

et al., 2015; Li et al., 2012). La oxidación de proteínas estructurales de membrana promueve su 

entrecruzamiento y limita la deformabilidad eritrocitaria disminuyendo su funcionalidad y tiempo 

de vida (Misra et al., 2005). La peroxidación lipídica de la membrana genera dos compuestos 

altamente reactivos, i.e., el 4-hidroxinonenal que se une a GHS reduciendo sus niveles 

intracelulares y afectado proteínas periféricas integrales y el malondialdehído (MDA), el cual 

provoca reticulación de proteínas y lípidos de membrana asociado a la disminución de la actividad 

de la SOD y la CAT e inducción de hemólisis (Farag & Alagawany, 2018). 
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2.4.3. Inducción de eriptosis mediada por ROS 

 

 

La fotooxidación por UVR desencadena varios procesos fisiopatológicos, la sobreproducción de 

ROS satura el sistema antioxidante y se relaciona directamente con la inducción de muerte celular 

eritrocitaria o eriptosis, un proceso similar a la apoptosis en células nucleadas (Herlax et al., 2011). 

En el estrés oxidativo celular caracterizado por niveles bajos de GHS, la eriptosis inicia con la 

apertura de canales de Ca2+ y K+ (Lang et al., 2014).  Este intercambio iónico, junto con la presencia 

de ROS, incrementan la hiperpolarización de la membrana y la apertura de canales de Cl-, 

produciendo una pérdida de KCl, una salida de agua mediada por un gradiente osmótico, lo que 

provoca una disminución del volumen intracelular y la deformación eritrocitaria (Lang & Lang, 

2015).  

Otras vías moleculares de eriptosis relacionadas con ROS incluyen la activación de caseín kinasa 

1α, que permite y aumenta la entrada de Ca2+. El estrés oxidativo activa el sistema de caspasas 

produciendo escisión del intercambiador iónico AE1, incrementando la velocidad de eriptosis y 

ocasionando que moléculas de fosfatidilcolina en superficie sean reconocidas por macrófagos para 

su fagocitosis. Los eritrocitos en sus primeros días de circulación o eritrocitos con más de 90 días 

de vida son más susceptibles a la inducción de eriptosis por estrés oxidativo (Repsold & Joubert, 

2018; Lang et al., 2012).  

Aunque la UVR estimula la producción de ROS incrementando y acelerando la eriptosis, este tipo 

de muerte celular donde está involucrado el estrés oxidativo no es específica del fotodaño y, de 

hecho, también se presenta en pacientes con mutaciones en genes de enzimas antioxidantes, 

enfermedad renal terminal, diabetes mellitus tipo 2, algunos tipos de anemias hemolíticas y cáncer 

(Calderón-Salinas et al., 2011; Abed et al., 2014). 

 

 

2.5.  Estrategias Utilizadas Para Disminuir el Estrés Oxidativo en Eritrocitos 

 

 

Un antioxidante es una sustancia reductora que evita y elimina el daño oxidativo sobre una 

molécula diana al contrarrestar los efectos negativos o neutralizar las ROS. Los productos de esta 
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reacción oxidativa son casi siempre químicamente estables y fáciles de reciclar o eliminar por el 

organismo. En general, los componentes antioxidantes se pueden clasificar de acuerdo con su 

procedencia, es decir, en endógenos o exógenos (Firuzi et al., 2012). 

Los eritrocitos cuentan con fuertes sistemas antioxidantes compuestos por una parte enzimática 

(SOD, CAT, GPx y GST) y una parte no enzimática conformada por GHS, vitaminas C, E, 

ubiquinol, ácido úrico y flavonoides (Baek & Lee, 2016). A pesar de ello, estudios en modelos in 

vivo e in vitro han evidenciado un claro déficit de los eritrocitos expuestos a la UVR para disminuir 

el estrés oxidativo, contrarrestar las ROS y evitar el fotodaño celular (Dunaway et al., 2018). 

Actualmente se han implementado medidas profilácticas utilizando filtros solares sobre la piel para 

evitar el fotodaño, antioxidantes naturales exógenos por administración oral y tópica para reforzar 

el sistema antioxidante endógeno, además del uso de análogos sintéticos de antioxidantes (Pandel 

et al., 2013).  

Los filtros solares tópicos son una terapia preventiva ampliamente utilizada contra el fotodaño y el 

estrés oxidativo inducido por UVR. En su mayoría son productos que proveen una barrera física 

que dispersa y refleja la luz y componentes químicos que la absorben. Puede contener antioxidantes 

y osmolitos para disminuir el daño en la piel. Sin embargo, se han reportado efectos adversos, 

asociados a algunos componentes de los filtros solares como inhibición de precursores de vitamina 

D, reacciones alérgicas, fotoirritantes y algunos de los compuestos utilizados son bioacumulables 

(Gabros et al., 2020). 

Cuando un organismo es incapaz de neutralizar por completo las ROS, se requiere de fuentes 

exógenas (naturales o aditivos sintéticos) como suministro de antioxidantes, pudiéndose 

administrar por vía oral (efecto sistémico) o por vía tópica. Entre los más comunes se encuentran 

las vitaminas C, E y A, retinoides, polifenoles, β-carotenos, selenio y resveratrol. Sin embargo, el 

uso indiscriminado y la falta de dosis bien establecidas pueden provocar daños renales, citotóxicos, 

la inhibición de enzimas antioxidantes, y en el caso de aditivos sintéticos se relacionan con 

propiedades carcinogénicas, hepatotóxicas y de interrupción de apoptosis (Addor, 2017; Poljsak et 

al., 2013). 
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2.5.1. Estrategias Emergentes Utilizadas Para Disminuir el Daño por Estrés Oxidativo en 

Eritrocitos 

 

 

La búsqueda de nuevas opciones terapéuticas antioxidantes, con menores efectos secundarios y 

estabilidad prolongada se ha enfocado al estudio y evaluación de fitoextractos, fitoquímicos, así 

como microorganismos específicos y/o sus metabolitos. Debido a que presentan actividad 

antioxidante y anticancerígena en estudios in vitro. Aunque estos efectos no pueden ser 

extrapolados directamente a modelos in vivo, sirven como antecedente y punto de referencia para 

posibles y futuras evaluaciones clínicas (Nahhas et al., 2019). 

 

 

2.5.2. Fitoextractos y Fitoquímicos 

 

 

Las plantas poseen una gran variedad de componentes antioxidantes principalmente no enzimáticos 

y productos de su metabolismo, aunque la mayoría se han limitado a evaluaciones in vitro. El 

primer fitoquímico antioxidante caracterizado fue la vitamina C, desde entonces existe un interés 

creciente, encontrándose numerosos agentes reductores y citoprotectores (Kasote et al., 2015). 

Sustancias como epigalocatequina y polifenoles derivados del té verde han mostrado, en ensayos 

in vivo, la reducción del fotodaño por UVR a través de la disminución marcadores de inflamación 

y la producción de ROS. El resveratrol estimula la actividad de enzimas antioxidantes e inhibe 

inflamación y edemas in vivo. Otros compuestos con gran potencial son el honokiol, quercetina, 

sulforafano, apocinina, curcumina y extractos de aloe vera (Dunaway et al., 2018).  

 

 

2.5.3. Bacterias Ácido-Lácticas Específicas y Postbióticos 

 

 

De acuerdo con la definición revisada de probióticos, estos se definen como "microorganismos 

vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud del 
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hospedero" (Hill et al., 2014). Las bacterias que comúnmente se han usado como probióticos 

corresponden a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, pero en algunos casos también son 

consideradas especies de los géneros Streptococcus, Bacillus, Enterococcus e incluso levaduras 

como Saccharomyces (Sánchez et al., 2017). 

La investigación en el campo de la microbiología ha revelado la importancia de los probióticos y 

sus derivados para promover y mantener la salud, demostrando que los beneficios no se restringen 

únicamente al tracto gastrointestinal (Pandey et al., 2015), ya que pueden ejercer efectos en tejidos 

y órganos distantes, debido a la capacidad de sintetizar y/o liberar compuestos que intervienen en 

diferentes procesos fisiológicos (p ej., ácidos grasos de cadena corta). Estas características 

particulares los han convertido en objeto de estudio en diferentes vertientes (Reid, 2016).  

De particular interés son las propiedades antioxidantes dependiente de cepa de los probióticos, ya 

que estas les permiten modular los sistemas de defensa antioxidante en los organismos vivos, 

mediante el secuestro de iones metálicos que funcionan como catalizadores en reacciones de 

oxidación, contienen sus propios sistemas antioxidantes de tipo enzimático y no enzimático, 

producen metabolitos antioxidantes como glutatión, butirato y ácido fólico, participan en la 

modificación de la microbiota y modulan los niveles del factor de transcripción Nrf2 que es clave 

para la expresión de los genes de respuesta antioxidante (Wang et al., 2017). 

Por otra parte, recientemente se ha incrementado el interés por las investigaciones de metabolitos, 

células inactivadas o fracciones celulares llamados postbióticos. Estos compuestos son derivados 

de cepas probióticas y confieren beneficios a la salud de forma generalizada sin presentar riesgos 

sanitarios, con una estabilidad prolongada. Por lo tanto, su potencial terapéutico para prevenir y 

tratar algunas patologías es relevante, especialmente como alternativa para enfermedades de origen 

inflamatorio (Khmaladze et al., 2019). 

El término postbióticos refiere a factores solubles, productos o subproductos metabólicos, 

secretados por bacterias vivas o liberadas después de la lisis bacteriana. En general pueden ser 

clasificados dependiendo de su naturaleza química de origen peptídico, lipídico, derivados de 

carbohidratos y vitaminas, o de su función fisiológica inmunomoduladores, antiinflamatorios y 

antimicrobianos (Aguilar-Toalá et al., 2018). Los postbióticos presentan ventajas respecto a los 

probióticos en términos de logística y manejo, su producción, transporte y almacenamiento 

(Aguilar-Toalá et al., 2018). Además, pueden ser integrados en suplementos alimenticios, gracias 

a que son mucho más estables para el consumo en grupos vulnerables; se consideran seguros 
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porque no conllevan riesgo de translocación sanguínea, no transfieren genes de resistencia a 

antibióticos y las fracciones del contenido celular estimulan el mejoramiento de la función de 

barrera epitelial (Zakuan et al., 2019).  

Además, estudios ex vivo e in vivo han demostrado que el contenido intracelular y las fracciones 

celulares de algunas cepas probióticas tienen un enorme potencial citoprotector (Mishra et al., 

2015). Por ejemplo, se ha reportado que el contenido intracelular de L. paracasei CRL431 tiene la 

capacidad prevenir el daño oxidativo de proteínas y lípidos de membranas de eritrocito a través de 

la neutralización de radicales peroxilo derivados del AAPH, y radicales lipofílicos derivados de la 

peroxidación lipídica (Aguilar-Toalá et al., 2019). Además, que el contenido intracelular de las 

cepas L. fermentum J10, L. pentosus J27 y L. paracasei CRL431, previenen y reducen el daño 

oxidativo en eritrocitos expuestos a acrilamida atenuando el desarrollo de eriptosis (Cuevas-

González et al., 2020). 
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3. HIPÓTESIS 

 

 

El contenido intracelular de Limosilactobacillus fermentum J20, y Lactiplantibacillus 

plantarum 22 y 39 aumentan la actividad antioxidante, disminuyen los niveles de peroxidación 

lipídica y reducen el daño morfológico de eritrocitos humanos expuestos a radiación UV-C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



33 

4. OBJETIVOS 

 

 

4.1. Objetivo General 

 

 

Evaluar el efecto protector del contenido intracelular de Limosilactobacillus fermentum J20, y 

Lactiplantibacillus plantarum 22 y 39 contra el estrés oxidativo inducido por radiación UV-C en 

eritrocitos humanos. 

 

 

4.2. Objetivos Específicos  

 

 

Determinar la capacidad de contenido intracelular de Limosilactobacillus fermentum J20, 

Lactiplantibacillus plantarum 22 y 39 para prevenir la alteración del sistema antioxidante y la 

peroxidación lipídica de eritrocitos humanos expuestos a radiación UV-C. 

Evaluar el efecto del contenido intracelular de Limosilactobacillus fermentum J20, 

Lactiplantibacillus plantarum 22 y 39, sobre las propiedades morfogeométricas y la producción de 

especies reactivas de oxígeno en eritrocitos humanos expuestos a radiación UV-C. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

5.1. Reactivos y Materiales 

 

 

Los reactivos cloruro de sodio (CAS No. 7647-14-5), fosfato de sodio dibásico (CAS No. 7558-

79-4), fosfato de sodio monobásico (CAS No. 7558-80-7), lisozima de clara de huevo (CAS No. 

12650-88-3, ≥ 40, 000 U), 2,2-azinobis-3 etilbenzotiazolin-6-sulfónico (ABTS; CAS No. 30931- 

67-0), 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH; CAS No. 1898-66-4), 6-hidroxi-2,5,7,8- 

tetrametilcromo-2-ácido carboxílico (Trolox; CAS No. 53188-07-1), persulfato de potasio (CAS 

No. 7727-21-1), fluoresceína sódica (CAS No. 518-47-8), 2,2ʹ-Azobis (2-amidinopropano) 

dihidrocloruro (AAPH; CAS No. 2997-92-4), ácido tricloroacético (TCA; CAS No. 76-03-9), 

ácido tiobarbitúrico (TBA; CAS No. 504-17-6), hidroxitolueno butilado (BHT; CAS No. 128-37- 

0), glutatión reducido (GSH; CAS No. 70-18-8), hemoglobina humana (Hb; CAS No. 9008-02-0), 

peróxido de hidrógeno (H2O2, 30%; CAS No. 7722-84-1), glutatión reductasa de Saccharomyces 

cerevisiae (GR; CAS No. 9001-48-3), nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH; CAS 

No. 2646-71-1), bicarbonato de sodio (CAS No. 144-55-8), terc-butilo hidroperóxido (70 %; CAS 

No. 75-91-2), nitro azul de tetrazolio (NBT; CAS No. 298- 83-9), riboflavina (CAS No. 83-88-5), 

metionina (CAS No. 63-68-3), Yoduro de Potasio (KI; CAS No. 7681-11-0) fueron adquiridos en 

la empresa Sigma-Aldrich (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EE. UU.) y o-ftalaldehido (OPA, 

CAS No. 643-79-8) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). El reactivo hidróxido de sodio 

(CAS No. 1310-73-2) fue obtenido de FERMONT (Hermosillo, Sonora, México). El metanol 

(CAS No. 67-56-1) de J.T. Baker® Chemicals (Phillipsburg, New Jersey, EE. UU.). Caldo MRS 

(de Man, Rogosa y Sharpe) de BD DifcoTM (Sparks, MD, EE. UU.). Los tubos con ácido 

etilendiaminotetraacético dipotásico (EDTA-K2: 7.2 mg) (75 unidades de USP) fueron adquiridos 

de BD Vacutainer® (Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). El kit DC Protein Assay fue obtenido de Bio-

Rad Laboratories (Hercules, CA, EE. UU.). La lámpara UV-C 30W G30 T8 (Material No. 

928039504005) fue adquirida de Phillips Lighting, (Eindhoven, BS, NL). 
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5.2. Cultivos Bacterianos 

 

 

Las bacterias empleadas en el estudio fueron las cepas de Limosilactobacillus fermentum J20, 

Lactiplantibacillus plantarum 22 y Lactiplantibacillus plantarum 39, pertenecientes a la colección 

de cepas del Laboratorio de Química y Biotecnología de Productos Lácteos del Centro de 

Investigación en Alimentación y Desarrollo A.C., (CIAD), Hermosillo, México. Las cepas fueron 

aisladas de un pseudocereal nativo de México (cepas 22 y 39) y de quesos artesanales (J20). Dichas 

cepas fueron seleccionadas por sus propiedades probióticas y antioxidantes in vitro (datos en 

proceso), y la capacidad de reducir mediadores de inflamación y citocinas proinflamatorias en un 

modelo murino con inflamación dérmica inducida por irradiación UV-B, respectivamente (Varela-

Molina, 2019).  

Los cultivos bacterianos fueron reactivados (1% v/v) en caldo MRS empleando tres subcultivos 

consecutivos de 24, 18 y 12 h a 37°C. El último subcultivo fue utilizado como el cultivo de trabajo, 

para lo cual las bacterias fueron recuperadas por centrifugación a 3600 x g, 4 °C, 10 min (Thermo 

Scientific Sorvall™ ST 16, Waltham, MA, EE. UU.), y el paquete celular fue lavado dos veces con 

una solución amortiguadora de fosfatos (PBS, 0.5 mM, pH 7.2) y resuspendidas en el mismo PBS 

hasta alcanzar una Densidad Óptica (DO)600nm= 0.5 ± 0.02 (SpectraMax M3, Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, EE. UU.), equivalente a una concentración aproximada de 1 x 108 UFC/mL. 

La cepa Lacticaseibacillus casei CRL431 (Chr. Hansen A/S, Boege Alle, Hoersholm, Dinamarca) 

fue utilizada como cepa testigo antioxidante para los ensayos de irradición, debido a que en estudios 

previos se ha reportado sus propiedades antioxidantes in vitro (Aguilar Toalá et al., 2019; Cuevas-

González et al., 2020), in vivo (Guerrero-Encinas et al., 2020), y en un estudio clínico (González- 

González et al., 2020).  

 

 

5.3. Obtención del Contenido Intracelular 

 

 

El contenido intracelular (CI) de cada cepa se obtuvo de acuerdo con la metodología reportada por 

Cuevas-González et al., (2020). Para ello, 10 mL de cada cepa ajustada (1 x 108 UFC/mL) se 
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centrifugó a 3600 x g, 4 °C, 10 min, y el paquete celular de cada una de las bacterias se 

resuspendieron en 1 mL de PBS adicionado con lisozima a una concentración de 1 mg/mL y se 

incubaron a 37 °C durante 150 min. Posteriormente, las células fueron sometidas a un proceso de 

sonicación a una intensidad de 9 (60 Hz) empleando un equipo Aquitated 50D (Ultrasonic Cleaner, 

San Jose, CA, EE. UU.). El proceso de sonicación consistió en cinco ciclos de 1 min, y pausas de 

1 min entre cada ciclo, y a una temperatura constante de 10 °C. Posteriormente, se adicionaron 

perlas de borosilicato (100 μM de diámetro; BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA) en una 

proporción de 2:1 (p/v), y la mezcla se sometió a un proceso de agitación mecánica (VWR® Analog 

Vortex Mixer™, West Chester, PA, EE. UU.) que incluyó condiciones de 3500 x g, 1 min por 1 

min de reposo a 10 °C. Las células lisadas se ajustaron al volumen inicial (10 mL) con PBS, y se 

centrifugaron (3600 x g, 4 °C, 10 min).  El sobrenadante obtenido, considerado como el CI, se filtró 

utilizando una membrana de 0.22 μm (Corning Incorporated, Corning, NY, EE. UU.). Las muestras 

obtenidas se almacenaron en oscuridad a -20°C hasta su uso. 

 

 

5.4. Determinación de Proteína 

 

 

La concentración de proteína de los CI obtenidos se determinó usando el kit de DC Protein Assay 

siguiendo la metodología reportada por el proveedor. La concentración final de proteína se expresó 

como mg de proteína/mL, y se utilizó albúmina de suero bovino (BSA) para elaborar una curva 

estándar de cinco puntos 0.2 - 1.5 mg proteína/mL (ANEXO 1). 

 

 

5.5. Determinación de Actividad Antioxidante 

 

 

La actividad antioxidante de las muestras se determinó mediante tres pruebas diferentes, el radical 

catiónico ABTS, el radical DPPH y la capacidad de absorbancia de radicales de oxígeno (ORAC, 

por sus siglas en inglés). Los resultados de capacidad antioxidante obtenidos por los diferentes 

métodos se expresaron como μM de Equivalente de Trolox, el cual se utilizó para crear una curva 
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estándar de siete puntos de 0 a 500 μM (ANEXO 2). Los ensayos se realizaron en condiciones de 

obscuridad. 

 

 

5.5.1. Neutralización del Radical Catión ABTS  

 

 

El ensayo de neutralización del radical catión ABTS se realizó siguiendo el procedimiento 

reportado por Aguilar-Toalá et al. (2017). Para la preparación del radical ABTS, éste se produjo 

mezclando 25 mL de ABTS (7 mM) con 440 μL de persulfato de potasio (140 mM) y se dejó 

reposar a 25 °C durante 16 h en oscuridad. Posteriormente, la solución de radical ABTS se diluyó 

con PBS (5 mM, pH 7.2) hasta una DO734nm= 0.70 ± 0.02 (SpectraMax M3). Posteriormente, se 

mezclaron 200 μL de solución ajustada de ABTS con 5 μL de muestra (CI, Trolox, o PBS como 

testigo), se agitaron durante 15 s y se incubaron durante 7 min a 30 °C en oscuridad. Finalmente, 

se registró la absorbancia a 734 nm utilizando un lector de microplaca (SpectraMax M3). 

 

 

5.5.2.  Neutralización del Radical DPPH 

 

 

La determinación de la actividad de neutralización del radical DPPH se llevó a cabo de acuerdo 

con la metodología reportada por Herald et al. (2012). Para ello, se preparó una solución de DPPH 

(150 µM) en metanol al 80% (v/v). Posteriormente, 200 μL de la solución de DPPH se depositó en 

un pocillo de una microplaca, y se agregaron 25 μL de muestra (CI, Trolox, o PBS como testigo). 

La mezcla se agitó durante 15 s y se incubo 30 min a 22 °C, posteriormente, la absorbancia fue 

registrada 517 nm. 
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5.5.3. Ensayo de Capacidad de Absorción de Radicales de Oxígeno (ORAC) 

 

 

El ensayo ORAC se realizó siguiendo la metodología reportada por Zulueta et al., (2009). Para 

ello, se depositaron 50 μL de fluoresceína sódica (78 mM), utilizada como sonda fluorescente, en 

una microplaca de 96 pocillos, y se mezclaron con 50 μL de muestra (CI, Trolox, o PBS como 

testigo). y se pre-incubaron durante 15 min a 37 °C en oscuridad. Posteriormente, se agregaron 25 

μL de AAPH (221 mM). A continuación, la microplaca se agitó durante 15 s y se registró la 

fluorescencia, a una longitud de onda de excitación de 485 nm y una longitud de onda de emisión 

de 535 nm, cada 5 min durante 5 h a 37 °C en oscuridad. La recopilación de los datos y los cálculos 

se realizaron en una hoja de cálculo de Excel (Microsoft Corporation., Redmond, WA, EU.) para 

preparar las curvas de cada muestra, las cuales se normalizaron con respecto a la curva estándar 

(ANEXO 3). A partir de las curvas normalizadas, se calculó el área bajo la curva de disminución 

de la fluorescencia (AUC) de acuerdo con la ecuación 1:  

 

 

𝐴𝑈𝐶 =  1 +  ∑ ∫ 𝑖𝑖=60
𝑖−5  /  ∫ 0         (1) 

 

 

Donde ƒ0 corresponde a la lectura de fluorescencia inicial a los 0 min y ƒi es la lectura de 

fluorescencia después de 5 h. El AUC neto correspondiente a una muestra se calculó restando el 

AUC correspondiente al testigo (PBS). 

 

 

5.6. Ensayos con Eritrocitos  

 

 

5.6.1.  Consideraciones Bioéticas 

 

 

Todos los procedimientos realizados en este apartado fueron acordes a los lineamientos 
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establecidos en la Declaración de Helsinki de 1975 (AMM, 2017) revisada en 2008, y la Norma 

Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012 (SSA, 2012), que establece los criterios para la ejecución 

de proyectos de investigación para la salud en seres humanos. Adicionalmente, el protocolo fue 

sometido y aprobado por el Comité de Ética Institucional del Centro de Investigación en 

Alimentación y Desarrollo, A.C, con el oficio probatorio CE/022/2019 y LCATA 107 2020 

(ANEXO 4).   

Para realizar los ensayos, se tomaron muestras de sangre de personas adultas que cumplieron con 

los siguientes criterios de inclusión: sujetos de entre 25 y 35 años, y que estuvieran libres de 

consumo de drogas, alcohol, cigarros, fármacos. Los participantes, de manera previa a su incursión 

dentro del estudio, respondieron un formulario (ANEXO 5) sobre información general y 

antecedentes de salud. Además, firmaron una carta de consentimiento informado para la obtención, 

procesamiento y análisis de la muestra (ANEXO 6). 

 

 

5.6.2. Aislamiento y Separación de Eritrocitos 

 

 

Para el aislamiento de eritrocitos, se obtuvieron 4 mL de sangre periférica, por venopunción en el 

área antecubital del brazo de cada persona. Para los ensayos de inhibición de oxidación de 

hemoglobina y oxidación lipídica, se obtuvieron muestras de tres personas sanas. Las muestras de 

sangre fueron recolectadas en tubos BD Vacutainer con EDTA-K2, siguiendo el protocolo indicado 

por la Organización Mundial de la Salud en la Carpeta de material sobre seguridad de las 

inyecciones y los procedimientos conexos en la sección 3, correspondiente a las practicas optimas 

en flebotomía y extracción sanguínea (OMS, 2011).  Las muestras de sangre colectadas fueron 

centrifugadas a 1200 x g, 10 min, 4 °C, se descartó el plasma, la capa leucoplaquetaria y el 15% 

del concentrado superior de glóbulos rojos. Los eritrocitos se recuperaron y se lavaron dos veces 

con solución salina (NaCl; 0.9% p/v). A partir de los eritrocitos lavados se preparó una suspensión 

al 5% (v/v) suspendida en PBS a una concentración aproximada de 500 × 106 células/mL (Cuevas-

González et al., 2020). Esta última preparación se utilizó como solución de trabajo para los 

siguientes ensayos, considerando que para cada repetición del ensayo se preparó una solución 

nueva de eritrocitos, siguiendo el mismo protocolo de obtención.  
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5.6.3.  Inhibición de Oxidación de Hemoglobina 

 

 

La inhibición de la oxidación de la hemoglobina (IOHb) se evaluó monitoreando la capacidad del 

CI de cada cepa para disminuir la formación de metahemoglobina (metHb) después de la reacción 

entre AAPH y oxihemoglobina (HbO2) (Chisté et al., 2014). Para ello 200 µL de la solución al 5% 

de eritrocitos se mezclaron con 200 µL de CI, PBS (testigo) en microtubos cónicos de 1.5 mL y se 

incubaron en baño maría a 37 °C, durante 30 min, con agitación lenta (~50 rpm). Después de la 

incubación, se agregaron 200 μL de AAPH (50 mM, concentración final) y las mezclas se llevaron 

a incubación (37 °C, 50 rpm) durante 4 h. Al finalizar el periodo de incubación las muestras se 

centrifugaron (1500 x g, 5 min a 4 ºC) y se tomaron 300 μL de los sobrenadantes para ser 

depositados en una microplaca. La absorbancia de las muestras registró a 630 nm. El porcentaje de 

IOHb fue calculado utilizando la ecuación 2:  

 

 

IOHb (%) =  100((𝐴𝑏𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜)/(𝐴𝑏𝑠 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑖𝑔𝑜 −  𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜))  ×  100    (2) 

 

 

Donde Abs muestra es la absorbancia de la muestra de la suspensión de eritrocitos que se incubaron 

con el CI más AAPH, Abs blanco es la absorbancia de la suspensión de eritrocitos sin AAPH y sin 

CI y, Abs testigo es la absorbancia de la suspensión de eritrocitos con adición de AAPH más PBS. 

Los ensayos se realizaron bajo condiciones de obscuridad. 

 

 

5.6.4.  Inhibición de Oxidación Lipídica  

 

 

Para esta determinación se siguió la metodología reportada por Chisté et al., (2014). El ensayo 

consistió en mezclar 500 µL de la suspensión de eritrocitos al 5% con 500 µL de CI o PBS (testigo) 

en microtubos cónicos de 1.5 mL y se incubaron en baño maría a 37 °C, durante 30 min, con 

agitación lenta (~50 rpm). Después de la incubación, se agregaron 500 μL de AAPH (50 mM, 
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concentración final) y las mezclas se llevaron a incubación a 37 °C, 50 rpm, durante 3 h adicionales. 

Posteriormente, 600 μL de cada muestra tratada se mezclaron con 250 μL de TCA (28%, p/v) para 

precipitar proteínas, posteriormente las muestras fueron centrifugadas (16,000 x g, 10 min, 18 ºC). 

Para generar la reacción de malondialdehído (MDA) con TBA para la formación de especies 

reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBAR, por sus siglas en ingles), 500 μL del sobrenadante 

obtenido se mezcló con 125 μL de TBA (1%, p/v), y la mezcla se calentó durante 15 min a 93 °C.  

Al finalizar el tiempo de calentamiento, las muestras se dejaron enfriar a 25 °C y se centrifugaron 

(1500 x g, 5 min a 4ºC). Del sobrenadante obtenido se depositaron 300 μL de cada muestra en 

pozos de microplacas de 96 pocillos y la absorbancia se registró a 532 nm y 453 nm para corregir 

los errores resultantes de la interferencia de otros compuestos durante la peroxidación lipídica 

(Gilbert et al., 1984). Los valores de absorbancia corregidos se obtuvieron restando el 20% de la 

absorbancia a 453 nm a la absorbancia de 532 nm, y éstos se utilizaron para calcular el porcentaje 

de inhibición de peroxidación lipídica utilizando la ecuación 3 reportada por Chisté et al., (2014): 

 

 

Inhibición de formación de TBARS(%) = 

100 −  ((𝐴𝑏𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 −  𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜)/(𝐴𝑏𝑠 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑖𝑔𝑜 −  𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜))  ×  100     (3) 

 

 

Donde Abs muestra es el valor de absorbancia de los sobrenadantes de las muestras de eritrocitos 

que se incubaron con el CI más AAPH, Abs blanco es la absorbancia del sobrenadante de los 

eritrocitos sin exposición a AAPH y CI, y Abs testigo es la absorbancia del sobrenadante de la 

muestra de eritrocitos expuestos a AAPH. Los ensayos se realizaron bajo condiciones de 

obscuridad. 

 

 

5.6.5. Evaluación de Características Morfogeométricas 

 

 

Una alícuota (200 μL) de cada uno de los tratamientos (IOHb e inhibición de oxidación lipídica) 

fue retirada para visualizar cambios en las características morfogeométricas de los eritrocitos 
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provocados por la exposición a AAPH y observar el efecto protector del contenido intracelular de 

las cepas de estudio. Para ello se utilizó un microscopio ZEISS Axio ScopeA1 (Carl Zeiss, Jena, 

Alemania). La adquisición de imágenes para la determinación del área superficial, diámetro 

eritrocítico y el porcentaje de células dañadas (perdida de morfología al presentar células 

estrelladas) se realizó con el software Zeiss Axionvision 4.8.3 y con el objetivo de inmersión de 

100x (NA 1.3, PlanNeoFluar, Carl Zeiss). 

 

 

5.7.  Ensayos con Radiación UV-C 

 

 

Para realizar el ensayo de exposición de eritrocitos a radiación UV-C y evaluar el efecto protector 

de los CI, se obtuvieron muestras de sangre de cuatro personas sanas, siguiendo el procedimiento 

descrito en la sección 5.6.2. Para la fuente de radiación se utilizó una lámpara UV-C 30W G30 T8 

con un pico de irradiancia a 254 nm. Las muestras de sangre completa absorben significativamente 

la radiación ultravioleta a 254 nm (Kozlova et al., 2016).  

La distribución de los grupos y condiciones de los tratamientos se muestran en el Cuadro 1. Los 

grupos fueron distribuidos de la siguiente manera: testigo negativo: 1 mL de eritrocitos más 2 mL 

de PBS (5 mM, pH 7.2) y sin someter a radiación; testigo positivo: 1 mL de eritrocitos más 2 mL 

de PBS sometido a radiación; testigo antioxidante: 1 mL de eritrocitos más 1 mL de CI (CRL 431) 

y 1 mL de PBS; y los grupos experimentales (A-C): 1 mL de eritrocitos más 1 mL de CI de cada 

una de las cepas de estudio y 1 mL de PBS, todos sometidos a radiación.  

 

 

Cuadro 1. Diseño de los grupos experimentales expuestos a radiación UV-C. 

CI: Contenido Intracelular, Hto: Suspensión de eritrocitos 5%. 

Grupo 
Hto  

(μL) 

PBS 

(μL) 

CI de las cepas de trabajo (μL) CI de CRL 

431 (μL) 
UV-C 

LFJ20 LP22 LP39 

Testigo negativo 1000 2000 - - - - - 

Testigo positivo 1000 2000 - - - - + 

Testigo antioxidante 1000 1000 - - - 1000 + 

Grupo exp. A 1000 1000 1000 - - - + 

Grupo exp. B 1000 1000 - 1000 - - + 

Grupo exp. C 1000 1000 - - 1000 - + 
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Los diferentes tratamientos evaluados se colocaron en una microplaca de poliestireno de 6 pocillos 

de fondo plano (Corning Costar, Madrid, ES) con un grosor de muestra de 2 mm para asegurar una 

irradiación homogénea. La distancia entre la lámpara de emisión de luz UV-C y las muestras fue 

de 20 cm. Las muestras fueron expuestas a irradiación durante 0, 40 y 60 min, para una dosis de 

radiación UV-C de aproximadamente 0, 21.0 y 31.5 mJ/cm2, correspondientes a 0, 1.0 y 1.5 dosis 

mínima eritematógena (Li et al., 2012).  

 

 

5.7.1. Obtención del Contenido Intracelular Eritrocitario 

 

 

Posterior al proceso de radiación, se tomaron 200 μL de cada uno de los tratamientos para evaluar 

características morfogeométricas de los eritrocitos (sección 5.6.5) y, por separado 2 mL se 

centrifugaron (2500 x g, 10 min, 4°C) para recuperar el sobrenadante y determinar el grado de 

hemólisis. En paralelo, los eritrocitos fueron lavados tres veces con solución salina (NaCl 0.9% 

p/v) y resuspendidos al volumen inicial (2 mL) con esta misma solución. Seguido a esto, 1 mL de 

los eritrocitos fueron lisados al adicionar 10 mL de PBS (5 mM, pH 7.4) e incubados a 4 °C por 2 

h. Esta mezcla fue centrifugada (3000 x g, 15 min, 4°C), y el sobrenadante resultante fue distribuido 

en alícuotas de 1.5 mL depositadas en microtubos ámbar de polipropileno (Eppendorf™, 

Eppendorf™, Fisher Scientific SL, Madrid, España) e inmediatamente congelados a -80°C hasta 

su uso en los ensayos que se describen a continuación. 

 

 

5.8. Evaluación del Sistema Antioxidante de los Eritrocitos 

 

 

5.8.1. Determinación de Niveles de Hemoglobina 

 

 

Antes de determinar los niveles del sistema antioxidante e indicadores de oxidación en las 

muestras, se cuantificó la concentración de hemoglobina (Hb) de las muestras de eritrocitos 
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irradiados y lisadas, para expresar los resultados en U/g Hb para las enzimas antioxidantes, y en 

µmoles/g Hb para los parámetros de GSH, MDA y H2O2. Para ello, 200 µL de cada muestra fueron 

depositados en una microplaca transparente de poliestireno de 96 pocillos para medir la 

absorbancia a 540 nm usando un lector de microplacas (SpectraMAX® M3). La concentración de 

Hb en las muestras se determinó usando una curva estándar de Hb nueve puntos desde 0.1 a 3.5 

mg/mL (ANEXO 7). 

 

 

5.8.2.  Determinación de Niveles de Glutatión 

 

 

La concentración de GSH en las muestras irradiadas fue determinado siguiendo el método de OPA 

descrito por Aguilar-Toalá et al. (2019). Las muestras se mezclaron en una proporción 1:1 con 

TCA (10% p, v) y centrifugadas a 3600 x g por 5 min (Eppendorf™, Fisher Scientific SL, Madrid, 

España). Posteriormente, 50 µL de las muestras fueron colocadas en pozos de una microplaca negra 

de poliestireno de 96 y mezclados con 150 µL de reactivo de OPA. Esta mezcla fue incubada por 

5 min a 25°C, en condiciones de oscuridad, e inmediatamente se registró la fluorescencia a 365 nm 

de excitación y 430 nm de emisión en un lector de microplacas. La concentración de GSH fue 

calculada usando una curva estándar de 0 a 50 µM de GSH (ANEXO 8). 

 

 

5.8.3. Determinación de Actividad Catalasa  

 

 

La actividad de la enzima catalasa (CAT), presente en la muestra estudiada, fue evaluada 

determinando la descomposición del H2O2 debido a la actividad de dicha enzima siguiendo la 

metodología descrita por Cuevas-González et al., (2020). Para ello, una solución de H2O2 30 (mM) 

fue preparada el mismo día del análisis, aforando 340 μL de H2O2 al 30% a100 mL con PBS (50 

mM, pH 7.0). Posteriormente, 230 µL de la muestra y 470 µL de la solución de H2O2 fueron 

agregados a una celda de cuarzo de 10 mm de espesor (Hellma Analytics, Müllheim, Germany) y 

mezclados dos veces por inversión. Inmediatamente, la absorbancia de la reacción a 240 nm fue 
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registrada durante cada 30 s por 5 min a 37 °C (SpectraMAX® M3). Para determinar la 

concentración de H2O2 se utilizó la ecuación de Lambert-Beer y su coeficiente de extinción molar 

(39.4 mM-1 cm-1). Los resultados fueron expresados en U/g Hb considerando que una unidad de 

actividad enzimática de CAT fue definida como 1 µmol de H2O2 descompuestos por min como se 

indica en la ecuación 4. 

 

 

𝑈 𝐶𝐴𝑇/𝑔 𝐻𝑏 =  (∆ 𝐴𝑏𝑠/𝑡)/(ε)        (4) 

 

 

Donde ∆ Abs es la diferencia de la absorbancia inicial menos la absorbancia final después de cinco 

min de reacción, t representa el tiempo en min, Ꜫ es coeficiente de extinción molar. Se consideró 

el factor de dilución de 3.04 para expresar los resultados. 

 

 

5.8.4. Determinación de la Actividad de Superóxido Dismutasa   

 

 

La actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) fue evaluada midiendo la capacidad de la 

muestra para inhibir la reducción fotoquímica del NBT, de acuerdo con el método reportado por 

Cuevas-González et al., (2020). La mezcla para la reacción consistió en colocar en un tubo 

Eppendorf™ 2.525 mL de PBS (50 mM, pH 7.8), 670 µL de  muestra, 20 µL de riboflavina (500 

µM), 190 µL de NBT (2 mM,) 600 µL  de metionina (100 mM) y 1 µL de EDTA (500 mM). La 

reacción se inició al exponer la mezcla bajo luz blanca emitida por una lámpara de luz blanca 23W 

(HEL-23W/65-T2, Tecnolite, Zapopan, México) y a temperatura de 25°C durante 15 min. Por 

último, 200 µL de la mezcla fueron depositados en una microplaca transparente de poliestireno de 

96 pocillos para medir la absorbancia a 560 nm. Los resultados fueron expresados en U/g Hb 

considerando que una unidad de actividad enzimática de SOD fue definida como la cantidad de 

enzima necesaria para inhibir la reducción de NBT en un 50%. Los cálculos se realizaron utilizando 

la ecuación 5: 
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𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑁𝐵𝑇 𝑝𝑜𝑟 𝑆𝑂𝐷560𝑛𝑚  (%) = ((𝐴𝑏𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑖𝑟𝑟𝑎𝑑𝑖𝑎𝑑𝑎 −

𝐴𝑏𝑠 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑖𝑔𝑜)𝑥 100) 𝑥 (1|50)   (5) 

 

 

Donde el control fue la mezcla de reactivos sin NBT y muestra y, 1/50 representa el 50 % de 

inhibición igual a una unidad de actividad enzimática. Los resultados fueron ajustados al volumen 

final de la reacción y expresados como U/g de Hb. 

 

 

5.8.5. Determinación de la Actividad de Glutatión Peroxidasa  

 

 

La actividad de la enzima glutatión peroxidasa (GPx) fue evaluada determinando la oxidación de 

NADPH utilizando terc-butilo hidroperóxido como sustrato, de acuerdo con el método citado por 

Ansari et al. (2015). Para ello, se preparó una mezcla (5:1:1) compuesta por PBS (100 mM en 

EDTA 1 mM, pH 7.0), GSH (10 mM) y GR de Sacharamoyces cerevisiae (0.24 U/mL en PBS 100 

mM, pH 7.0) y se tomaron 140 µL que fueron mezclado con 20 µL de la muestra de estudio y 

fueron colocados en una microplaca de poliestireno transparente de 96 pocillos. La mezcla fue 

incubada a 37 °C por 10 min. Posteriormente, 20 µL de NADPH (1.5 mM), preparado en una 

solución de bicarbonato de sodio al 0.1 % (p/v), se añadieron a la mezcla y se incubaron por 3 min 

a 37 °C. Finalmente, 20 µL de hidroperóxido de terbutilo (12 mM) fueron añadidos, e 

inmediatamente se registró la absorbancia a 340nm en un lector de microplacas, cada 30 s durante 

5 min a 25 °C. Para determinar la concentración de NADPH se utilizó la ecuación de Lambert-

Beer (citada en la sección 5.8.3) y se utilizó el coeficiente de extinción molar de GPx (6.22 mM-1 

cm-1). Los resultados fueron expresados en U/g Hb considerando que una unidad de actividad 

enzimática de GPx fue definida como 1 µmol de NADPH oxidado por min. 
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5.9.  Evaluación de Parámetros de Estrés Oxidativo 

 

 

5.9.1. Ensayo de Inhibición de la Hemólisis Fotooxidativa  

 

 

Para determinar la capacidad de inhibición de hemólisis de las muestras irradiadas, se tomaron 200 

μL de los sobrenadantes obtenidos en la sección 5.7.1 y se colocaron en una microplaca 

transparente de 96 pocillos, y se registró la absorbancia a 524 nm. El porcentaje de inhibición 

oxidativa se calculó de acuerdo con la siguiente ecuación 6:  

 

 

Inhibición (%) =  (1 − ((𝐴 − 𝐵)/𝐶)) ×  100      (6) 

 

 

Donde A es la absorbancia de las muestras irradiadas, B es la absorbancia del testigo negativo 

(muestra sin irradiar) y C es la absorbancia del hemolizado al 100%, compuesto por 500 μL de 

hematocrito al 5% y 1000 μL de agua miliQ.  

 

 

5.9.2. Determinación de Peroxidación Lipídica 

 

 

La peroxidación lipídica en los hemolizados fue determinada utilizando el método de sustancias 

reactivas con TBA descrito por Cuevas-González et al. (2020). La mezcla para la reacción consistió 

en 500 µL de muestra y 500 µL de TCA (20% p/v) que fueron incubadas por 5 min a 37 °C, después 

fueron centrifugadas a 2000 x g por 20 min. Del sobrenadante obtenido, 750 µL fueron mezclados 

con 750 µL de TBA al 0.67% y calentados por 1 h a 95°C en una placa de calentamiento 

(Eppendorf® Thermomixer confort, Hamburgo, Alemania). La mezcla fue enfriada a 25°C y 

aforada al volumen inicial (1.5 mL) con PBS (5 mM, pH 7.0), en caso de ser necesario debido a 

que puede ocurrir un proceso de evaporación durante el calentamiento. Para la determinación, 200 
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µL de la reacción aforada fueron depositados en una microplaca transparente de poliestireno de 96 

pocillos para medir el desarrollo de color rosa a 532nm en un lector de microplacas. Los resultados 

se expresaron como concentración de MDA, el cual fue determinado utilizando la ecuación de 

Lambert-Beer (citada en la sección 5.8.3) y el coeficiente de extinción molar de MDA (155 mM-1 

cm-1). Por último, el índice de estrés oxidativo (OSi; por sus siglas en inglés) fue estimado con los 

valores obtenidos de la concentración de MDA, actividad de CAT y GPx (Aguilar-Toalá et al., 

2018) utilizando la ecuación 7:  

 

 

𝑂𝑠𝑖 =  (𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑀𝐷𝐴)/(𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝐶𝐴𝑇 +  𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝐺𝑃𝑥)        (7) 

 

 

5.9.3. Determinación de la Concentración de H2O2 

 

 

De las especies reactivas de oxígeno, la concentración de H2O2 en las muestras irradiadas fueron 

determinadas espectrofotométricamente siguiendo la metodología reportada por (Caetano et al., 

2013). En breve, 500 µL de la muestra fueron colocados en un microtubo de polipropileno, seguido 

de 250 µL de TCA (0.1% p/v), 250 µL PBS (10 mM, pH 8.0) y 500 µL de KI (1 M). La reacción 

inició al agregar el KI e incubada a 4 °C durante 10 min. Posteriormente, las muestras se 

centrifugaron a 12 000 x g, 15 min a 4 °C, seguido a esto, 200 µL de sobrenadante fueron 

depositados en una microplaca transparente de poliestireno de 96 pocillos e incubados a 25 °C por 

20 min. Finalmente, la absorbancia fue registrada a 350 nm en un lector de microplacas. La 

concentración de H2O2 fue calculada usando una curva estándar con concentraciones conocidas de 

H2O2 (0-15 nM) (ANEXO 9). 
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5.10. Análisis Estadístico 

 

 

Los experimentos se realizaron por triplicado y se empleó un análisis de varianza de una vía 

(ANOVA) después de comprobar su normalidad con la prueba de D'Agostino Skewness. Las 

comparaciones de medias se realizaron con la prueba de Fisher con un nivel de significancia P < 

0.05. Todos los datos se analizaron utilizando el software estadístico NCSS 2021 (Kaysville, UT, 

EE.UU.). 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

6.1. Determinación de Proteína  

 

 

Se determinó la concentración de proteína de los diferentes CI. Los datos mostraron que el CI de 

L. fermentum J20 y L. plantarum 39 presentaron la mayor concentración de proteína (0.245 mg/mL 

y 0.240 mg/mL, respectivamente), siendo diferente (P < 0.05) al CI de L. plantarum 22 que fue de 

0.206 mg/mL (Figura 2). 

 

 

 
Figura 2. Concentración de proteína (mg/mL de BSA) en el contenido intracelular de las bacterias 

empleadas en el estudio. Los datos graficados representan la media ± desviación estándar (n = 4). 

Literales distintas entre barras indican diferencias entre los CI de las cepas de estudio (P < 0.05). 

 

 

Las bacterias pertenecientes al género Lactobacillus poseen diferentes tipos de proteínas 

intracelulares, que pueden ser estructurales, enzimáticas o también péptidos, aunque pueden existir 

variaciones significativas dependientes de cepa. Tienen especial importancia porque son 

macromoléculas que intervienen en diversas funciones celulares, una de ellas es la respuesta a 

estresores como el choque térmico, cambios en el pH o estrés oxidativo (Mbye et al., 2020). 
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En un estudio relacionado, Aguilar-Toalá y colaboradores (2019), reportaron el contenido de 

proteína (2.2 mg/mL) del CI de L. casei CRL 431, esta fracción mostró propiedades antioxidantes, 

contribuyendo con el 22% de la bioactividad, y participando con un efecto sinérgico con la fracción 

lipídica, con el que se observó un aumento hasta 48.1% de actividad antioxidante total. La 

correlación positiva entre la concentración de proteína y la actividad antioxidante del contenido 

intracelular puede ser debida a la presencia de enzimas como CAT y SOD, las cuales ya han sido 

anteriormente caracterizadas en otras bacterias como L. casei BL23 y L. fermentum E-3, E-18 

(Wang et al., 2017). Además gracias a la estructura de algunos aminoácidos, se ha demostrado que 

ciertos residuos o péptidos ricos en cisteína, glicina, metionina y tirosina presentan actividad 

antioxidante para neutralizar radicales ROO- y ABTS+ (Zheng et al., 2016). 

 

 

6.2. Determinación de Actividad Antioxidante 

 

 

Los CI de las tres cepas de trabajo mostraron capacidad antioxidante con los diferentes métodos 

evaluados, saber, ORAC y ABTS, se reportan en la Figura 3. La actividad antioxidante reportada 

por el método de ORAC muestra que la mayor actividad corresponde al CI de L. fermentum J20 

siendo 0.55 y 0.66 veces más alto que la actividad reportada por el CI de las cepas L. plantarum 22 

y 39 (P < 0.05). En el ensayo de neutralización del radical de ABTS no se presentaron diferencias 

entre los CI de las cepas de estudio (P > 0.05). En este ensayo, los valores se encuentran en un 

rango de 61.87 a 69.82 μM de equivalentes de Trolox. Adicional a estos ensayos, se utilizaron dos 

métodos biológicos; (ITBARS y metHb) para evaluar la inhibición de componentes eritrocitarios 

expuestos a AAPH como inductor de estrés oxidativo (Figura 3). Los porcentajes de inhibición de 

los CI de cada una de las cepas inhibió entre un 47 y un 55% (P > 0.05) en la formación de TBARS, 

en restos de membrana celular. De la misma forma, los CI de las tres cepas inhibieron la formación 

de metHb, forma oxidada de la hemoglobina de 24 a 32%, siendo diferentes entre los CI de las 

cepas (P < 0.05), y mayor el porcentaje de inhibición del CI de L. fermentum J20.    

Los resultados anteriores demuestran que los compuestos presentes en los CI poseen capacidad de 

absorber y neutralizar radicales del oxígeno y ABTS, posiblemente por mecanismos como la 

donación de electrones o la donación de átomos de hidrógeno, además tienen un efecto de 
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protección al inhibir parcialmente la oxidación de biomoléculas celulares como los lípidos de 

membrana y proteínas ya que mostraron disminuir la formación de ITBARS y metHb. Ninguno de 

los CI mostró actividad antioxidante por el método de DPPH. 

 

 

 
Figura 3. Actividad antioxidante por los métodos de ORAC y ABTS expresado en μM de 

equivalentes de Trolox. Porcentaje de inhibición en la formación de especies reactivas al ácido 

tiobarbitúrico (ITBARS) e inhibición en la oxidación de hemoglobina (IOHb). Los datos graficados 

representan la media ± desviación estándar (n = 4). Literales distintas entre barras indican 

diferencias (P < 0.05) entre los contenidos intracelulares de las cepas de estudio.  

 

 

En un estudio realizado por Cuevas-González y colaboradores (2020), los autores observaron una 

tendencia similar en la actividad antioxidante por ORAC y ABTS para los CI de las cepas de L. 

fermentum J10 y J38 y L. plantarum J24, J26, J27 y J34, que la registrada en este trabajo,  y menor 

actividad reportada por el método DPPH. Además, todos los CI mostraron capacidad de inhibición 

en la peroxidación lipídica con diferencias (P < 0.05) entre ellos. Aunado a esto, los tratamientos 

con CI de las cepas L. fermentum J10 y L. plantarum J24, J26, J27 mejoraron los mecanismos de 

respuesta antioxidante enzimática por SOD, CAT, GPx y no enzimática por GSH en los eritrocitos 

expuestos a acrilamida (0.1 mg/mL) como inductor de daño oxidativo.  

Aunque previamente se han reportado las principales vías por las cuales los probióticos ejercen 

actividad antioxidante, aún existen distintos mecanismos que siguen sin ser completamente 
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elucidados. En este sentido, se ha encontrado que distintos componentes bioactivos como péptidos, 

Exopolisacáridos, ácidos grasos de cadena corta, producidos o liberados por las bacterias, se han 

asociado a sus propiedades antioxidantes (Aguilar-Toalá et al., 2018). En el caso del contenido 

intracelular, la bioactividad antioxidante podría deberse a la presencia de enzimas como SOD, 

CAT, GPx, GR y GST, pero también a sustancias no enzimáticas como moléculas ricas en grupos 

tiol (-SH), iones de Mn2+, GSH, o agentes quelantes de iones metálicos, estos componentes podrían 

funcionan de manera cooperativa atrapando radicales libres o neutralizando ROS (Tang et al., 

2017). 

 

 

6.3. Inhibición de la Hemolisis oxidativa de Eritrocitos Expuestos a Estrés Oxidativo 

 

 

Se evaluó la capacidad de los CI para inhibir o disminuir el porcentaje de hemólisis oxidativa y 

daño celular utilizando inductores químicos y físicos de estrés oxidativo (AAPH y radiación UV-

C).  Los resultados muestran que los eritrocitos expuestos a AAPH y CI, el porcentaje de hemólisis 

oxidativa fue < 9%, inducida por AAPH (Figura 4). Dicha capacidad no fue diferente (P > 0.05) 

entre los CI con rangos de hemólisis entre 6.73 y 8.95 %; pero si fue menor el porcentaje con 

respecto al testigo positivo que solo fue expuesto a AAPH, el cual presentó un porcentaje de 

hemólisis de 20.95 ± 2.75%. Estos resultados indican un efecto de protección de los CI a los 

eritrocitos expuestos a un inductor químico. 
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Figura 4. Evaluación de la inhibición del porcentaje de hemólisis oxidativa empleando AAPH (50 

mM) como inductor químico de estrés oxidativo. Los datos graficados representan la media ± 

desviación estándar (n = 4). Literales distintas entre barras indican diferencias (P < 0.05) entre los 

contenidos intracelulares de las cepas de estudio. 

 

 

Por otro lado, en el ensayo que se utilizó la radiación UV-C como inductor de estrés oxidativo 

(Figura 5) muestra resultados similares, y al aumentar el tiempo de exposición a la radiación UV-

C el porcentaje de hemólisis incrementa entre 0 y 40 min, en todos los casos (P < 0.05), pero menor 

para los tratamientos que tuvieron el CI, y fueron estadísticamente similar entre 40 y 60 min de 

exposición para los tratamientos con el CI de L. fermentum J20 y L. plantarum 22, a diferencia del 

grupo tratado con el CI de L. plantarum 39, que incremento el porcentaje a los 60 min de exposición 

a UV-C, pero en todos los casos, menor al testigo positivo (muestra irradiada) (P < 0.05). Estos 

resultados muestran de la misma forma, un efecto de protección de los CI para disminuir la 

hemólisis fototóxica. 

Después de 60 minutos de irradiación todos los grupos tratados con el CI mostraron valores 

menores (P < 0.05) a los presentados por el testigo positivo con un promedio general de 17.89% 

menos de hemólisis fotooxidativa. De esta manera se puede demostrar que al recibir una dosis 

acumulada de 30.5 mJ/cm2 (equivalente a 60 min de irradiación) los CI de las cepas presentaron 

mayor protección en el orden ascendente iniciando con L. plantarum 22, L. plantarum 39, L. 

fermentum J20, siendo esta última, un porcentaje similar al obtenido por el CI de la cepa testigo 

antioxidante (L. casei CRL 431).  
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Figura 5. Porcentaje de inhibición de hemólisis oxidativa empleando radiación UV-C como 

inductor físico de estrés oxidativo. Los datos graficados representan la media ± desviación estándar 

(n = 3). Literales minúsculas distintas entre barras indican diferencias entre los contenidos 

intracelulares de las cepas; mientras que literales mayúsculas distintas indican diferencia entre 

tiempos para un mismo grupo (P < 0.05). 

 

 

En general, estos valores son similares a los obtenidos por Cuevas-González y colaboradores 

(2020), quienes emplearon CIs de las cepas L. fermentum J10 y L. plantarum J24, J26 y J27 para 

inhibir la hemolisis oxidativa inducida por AAPH obteniendo valores de hemólisis por debajo del 

32%; mientras que en el estudio reportado por Aguilar-Toalá y colaboradores (2019) reportaron 

valores de inhibición de hemólisis oxidativa > 50% al utilizar el CI de L. casei CRL 431.  Estos 

resultados sugieren que los compuestos que disminuyen la hemólisis oxidativa inducida por AAPH 

se encuentran presentes en el contenido intracelular de estas cepas, probablemente estas sustancias 

eliminan los radicales ROO- y evitan la formación de TBARS manteniendo la estabilidad 

eritrocitaria (Qin et al., 2020). 

Estudios relacionados con la actividad antioxidante y antihemolítica de postbióticos han sido 

previamente reportados. En este sentido, los sobrenadantes que contienen metabolitos liberados 

por otras cepas probióticas como Bacillus clausii O/C han demostrado inhibir completamente la 
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hemólisis inducida por toxinas bacterianas (Ripert et al., 2016). Además, otros postibóticos de 

naturaleza protéica derivados de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM 2649 han presentado 

actividad antioxidante por ABTS y DPPH, con alta actividad de las enzimas CAT, SOD y GPx, lo 

que abre la posibilidad a estas moléculas presentes en los CI en un posible blanco terapéutico contra 

enfermedades relacionadas al estrés oxidativo (Osman et al., 2021). 

 

 

6.4. Evaluación de las Características Morfogeométricas Celulares 

 

 

Las micrografías obtenidas de los diferentes ensayos evidenciaron el daño a la estructura celular 

de los eritrocitos provocado por el AAPH y radiación UV-C. Para esto, se tomaron en cuenta cuatro 

parámetros principales, a saber, diámetro, área superficial, porcentaje de células dañadas, y el 

cambio en la morfología normal del eritrocito (Figura 6).  Los resultados de diámetro y área 

superficial mostraron mayor daño ocasionado por el estrés oxidativo del AAPH; mientras que el 

CI de L. fermentum J20 fue menor e igual (P < 0.05) a lo obtenido por el grupo testigo (PBS); 

mientras que los valores de los eritrocitos tratados con el CI de L. plantarum 22 y 39, fueron iguales 

(P > 0.05)  a los del grupo tratado con el inductor AAPH.  

Adicionalmente, se determinó el porcentaje de células dañadas considerando como parámetros de 

daño ondulaciones en la membrana celular, y pérdida de la forma bicóncava del eritrocito (Figura 

5). En general, todos los grupos tratados con el CI presentaron menor porcentaje de células dañadas 

(P < 0.05) en comparación con el grupo tratado con AAPH (P < 0.05), destacando los eritrocitos 

tratados con los CIs de L. fermentum J20 y L. plantarum 22 quienes presentaron menor porcentaje 

(P < 0.05) de células dañadas que los eritrocitos tratados con el CI de L. plantarum 39. (Figura 5).  
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Figura 6. Evaluación de las características morfogeométricas celulares de los eritrocitos expuestos 

a AAPH y adicionados con los CIs. Los datos representan la media ± desviación estándar (n = 3). 

Literales distintas entre cada parámetro determinado indica diferencias significativas entre los CI 

de las cepas de estudio (P < 0.05). 
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Por otro lado, al utilizar la radiación UV-C  como agente inductor físico de estrés oxidativo y 

fotodaño celular se observó que después de 60 minutos las características de los eritrocitos en todos 

los tratamientos que recibieron irradiación presentaron resultados similares. En general, la mayor 

parte de las células presentaron modificaciones estructurales a nivel de membrana, un aumento del 

tamaño y un cambio de morfología a tipo equinocitos. Mientras tanto el control negativo (sin 

irradiación UV-C) mantuvo la forma circular, bicóncava típica de éstas células (Figura 7).  

 

 

 
Figura 7. Evaluación de las características morfogeométricas celulares de los eritrocitos expuestos 

durante 60 min expuestos a radiación UV-C acumulada de 30.5 mJ/cm2 (testigo positivo), y los 

diferentes grupos tratados con el contenido intracelular.  

 

 

En un estudio previo reportado por Aguilar-Toalá y colaboradores (2019) demostraron que el CI 

de L. casei CRL 431 redujo la deformabilidad de la menbrana de los eritrocitos, lo que sugiere una 
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disminución de la hemólisis oxidativa. Por lo que estos resultados previos y los obtendios en el 

presente estudio muestran el efecto protector del CI que podría prevenir el daño oxidativo a 

proteínas y lípidos en sistemas biológicos a través de la transferencia del átomo de hidrógeno o la 

transferencia de un solo electrón. 

El mecanismo por el cual el AAPH provoca daño eritrocítico, está asociado al estrés oxidativo 

mediante la generación de radicales ROO-, estos radicales pueden promover la formación de ROS 

y reaccionar con macromoléculas del eritrocito. En este sentido, se ha reportado que el AAPH 

induce un aumento en los niveles de MDA a través de la oxidación de ácidos grasos poliinsaturados 

de membrana debido a que el MDA es una molécula tóxica y altamente reactiva hacia proteínas y 

componentes celulares, además este inductor oxidativo disminuye los niveles intracelulares de 

GSH, debilitando la respuesta antioxidante (Sarkar et al., 2017). El AAPH, además, se ha 

relacionado con la oxidación de la hemoglobina, la pérdida en la fluidez de la membrana, y el 

cambio en la morfología celular.  Se ha reportado que el AAPH altera el patrón electroforético de 

proteínas bandas (1 y 2) y espectrinas (3, 4.1, 4.2 y 5), proteínas que forman parte del citoesqueleto 

de los eritrocitos. Todos los factores anteriores se ha reportado que provocan un aumento en la 

hemólisis fotooxidativa (Baccarin et al., 2015).  

 

 

6.5.  Efecto Protector del Contenido Intracelular a Eritrocitos Expuestos a Radiación UV-C 

 

 

En el Cuadro 2 se muestran los valores obtenidos de la actividad antioxidante enzimática (a saber, 

SOD, CAT y GPx), y no enzimática (GSH) de las muestras de eritrocitos irradiados. En el caso de 

la actividad de CAT, se evidenció la disminución de la actividad enzimática (P < 0.05) en 3.67 U/g 

Hb al aumentar el tiempo de irradiación de 40 a 60 min para el testigo positivo (irradiado sin CI); 

mientras que la actividad del testigo negativo se mantuvo constante entre 40 y 60 min (P < 0.05). 

Los grupos tratados con el CI de L. fermentum J20 y L. plantarum 39 evidenciaron mayor actividad 

enzimática con respecto al testigo positivo (p < 0.05) para un mismo tiempo, así como a través de 

los 40 y 60 min, destacando el CI de L. plantarum 39 y J20 con resultados similares (p > 0.05) al 

testigo antioxidante CI- CRL431.  

En el caso particular de la actividad de SOD, se evidencio una disminución (P < 0.05) de la 



60 

actividad a los 40 y 60 min respecto al tiempo cero para el testigo positivo de 9.02 y 13.08 U/g Hb, 

respectivamente. Con los resultados de la actividad enzimática del testigo positivo, podemos 

mencionar que la actividad per se de los eritrocitos se ve afecta al momento de inducir la 

irradiación. Por el contrario, los grupos experimentales con el CI de L. fermentum J20 y L. 

plantarum 22, mostraron mayor actividad (P < 0.05) a los 40 min respecto al testigo positivo siendo 

la actividad de 3.10 y 1.99 veces más alto dicha actividad. A los 60 minutos de irradiación, las 

actividad SOD de los grupos experimentales y testigo antioxidante disminuyeron (P < 0.05) 

respecto a los 40 min de exposición a radiación UV-C, aunque la actividad de los grupos con el CI 

de L. fermentum J20, L. plantarum 39 fue mayor (P < 0.05) con respecto al testigo positivo con 

12.41 y 5.72 U/g Hb, destacando con la mayor actividad el CI de L. fermentum J20, incluso que el 

testigo antioxidante, quien presento 8.66 U/g Hb.   

La actividad enzimática para GPx en el tiempo cero, fue estadísticamente similar para todos los 

tratamientos, pero el testigo positivo presentó una disminución (P < 0.05) de 9.44 U/gHb y 12.93 

U/gHb con respecto al testigo negativo a los 40 y 60 min de exposición a radiación UV-C, 

respectivamente. En general, los grupos experimentales con CI presentaron mayor actividad 

enzimática respecto al testigo positivo (P < 0.05), en los dos tiempos de exposición a radiación 

UV-C. En particular, el CI de J20 mostró mayor actividad de GPx (41.56 U/gHb), aunque no fue 

diferente (P > 0.05) con los CI de L. plantarum 22 y 39 quienes presentaron 37.25 y 40.18 U/gHb, 

a los 40 min de exposición a radiación. Únicamente el grupo experimental con el CI de L. 

plantarum 22 presentó menor actividad, pero estadísticamente similar al testigo positivo. En 

general, el grupo experimental con el CI de L. plantarum 39 y J20 fueron los que presentaron los 

valores más alto de actividad enzimática de GPx, cercanos a lo que presento el CI del testigo 

antioxidante respecto al control positivo. 

La actividad no enzimática (GSH) mostro resultados estadísticamente iguales en los diferentes 

tiempos de exposición, y no se presentaron diferencias (P > 0.05) en los grupos experimentales, 

con respecto al grupo testigo y negativo. Este resultado podría sugerir que el efecto de la radiación 

se regula, principalmente por enzimas antioxidantes (i.e., CAT, SOD, GPx) y la presencia de los 

CI favorece que dicha actividad enzimática se incremente. 

Se ha reportado que postbióticos derivados las cepas de L. fermentum CCM 7158 y L. plantarum 

C88 poseen una concentración más elevadas de GPx, lo que les confieres mayor actividad 

antioxidante por esta vía (Aghebati et al., 2021). Otros estudios indican que algunas cepas de 



61 

Lactobacillus y Bifidobacterium pueden secretar enzimas antioxidantes como MnSOD, y algunos 

antioxidantes no enzimáticos como GSH, además de participar en la neutralización de lípidos 

oxidados e hidroperóxidos, radicales hidroxilo y peroxinitrito principalmente mediante la 

cooperación con GPx dependiente de Se (Nowak et al., 2019).  

Otro estudio observó que el postbiótico derivado de L. plantarum RG14 mostró actividad 

antioxidante tanto en el ensayo DPPH como ABTS. En un estudio in vivo, se realizó la 

suplementación del postbiótico de L. plantarum, observando una mejora en la actividad 

antioxidante del grupo postbiótico reflejada en mayor actividad de GPx en suero y líquido ruminal 

y menor TBARS en suero. Los hallazgos se vieron reforzados por la regulación positiva 

de GPX1 hepático, GPX4 cobre, superóxido dismutasa de zinc (Cu / Zn SOD) en el grupo 

postbiótico. Este estudio demostró que los postbióticos dietéticos mejoraron la actividad 

antioxidante del suero y del líquido ruminal, reducen la peroxidación de lípidos séricos y aumentan 

las enzimas antioxidantes hepáticas (Izzudin et al., 2020). 

 

 

Cuadro 2. Actividad de enzimas antioxidantes (U/g Hb) y niveles de antioxidantes endógenos no 

enzimáticos (µmoles/g Hb) en muestras de eritrocitos expuestos a radiacipn UV-C. 

 Tratamiento 0 min 40 min 60 min 

C
A

T
 

T. negativo 18.35 ± 0.75 c,C 8.81 ± 0.22 a,B 7.59 ± 0.58 aA 

T. positivo 13.21 ± 2.86 a,B 12.66 ± 1.83 b,B 8.99 ± 1.16 abA 

CI-LFJ20 15.50 ± 1.52 abc,A 12.66 ± 1.45 bA 11.86 ± 4.57 bA 

CI-LP22 14.10 ± 1.89 a,b B 12.09 ± 1.81, bB 7.89 ± 1.01 aA  

CI-LP39 14.67 ± 2.43 ab,A 14.20 ± 1.04 bcA  14.12 ± 1.39 cA 

CI-LC431 17.54 ± 1.73 bc,B 15.52 ± 0.18 cA 14.34 ± 1.90 cA 

S
O

D
 

T. negativo 15.25 ± 4.26 a,A 8.36 ± 0.01 a,A 10.37 ± 3.08 b,A 

T. positivo 16.65 ± 2.13 ab,B 7.63 ± 1.90 a,A 3.27 ± 1.60 a,A 

CI-LFJ20 13.09 ± 1.86 a,A 23.72 ± 8.32 b,A 12.41 ± 1.88 b,A 

CI-LP22 13.19 ± 0.39 a,B 15.24 ± 0.95 ab,A 2.26 ± 2.88 a,A 

CI-LP39 12.91 ± 0.53 a,B 6.46 ± 0.425 a,B 5.72 ± 0.31ab, A 

CI-LC431 22.27 ± 2.58 b,B 8.11 ± 2.19 a,AB 8.66 ± 2.40 ab,A 

G
P

x
 

T. negativo 61.80 ± 2.71ab, B 39.74 ± 4.30b, A 44.70 ± 5.54cd, A 

T. positivo 58.83 ± 7.65a, B 30.30 ± 4.46 a, A 31.77 ± 2.86ab, A 

CI-LFJ20 61.76 ± 4.88ab, C 41.56 ± 4.06b, A 36.95 ± 4.06abc, B 

CI-LP22 64.97 ± 3.08ab, B 37.25 ± 3.27ab, A 29.81 ± 2.61a, A 

CI-LP39 72.35 ± 2.72c, C 40.18 ± 5.43b, B 40.34 ± 3.06c, A 

CI-LC431 65.88 ± 2.26b, B 35.30 ± 4.66ab, A 50.86 ± 3.19d, A 
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Cuadro 2 (Continuación). Actividad de enzimas antioxidantes (U/g Hb) y niveles de antioxidantes 

endógenos no enzimáticos (µmoles/g Hb) en muestras de eritrocitos expuestos a radiacipn UVC.  

 Tratamiento 0 min 40 min 60 min 

G
S

H
 

T. negativo 0.34 ± 0.070 a,A 0.41 ± 0.062 a,A 0.37 ± 0.007 a,A 

T. positivo 0.40 ± 0.017 a,A 0.41 ± 0.123 a,A 0.45 ± 0.095 a,A 

CI-LFJ20 0.42 ± 0.033 a,A 0.36 ± 0.040 a,A 0.45 ± 0.176 a,A 

CI-LP 22 0.41 ± 0.065 a,A 0.41 ± 0.105 a,A 0.45 ± 0.146 a,A 

CI-LP 39 0.35 ± 0.007 a,A 0.41 ± 0.065 a,A 0.42 ± 0.124 a,A 

CI-CRL 431 0.37 ± 0.005 a,A 0.44 ± 0.111 a,A 0.34 ± 0.048 a,A 

Los valores representan la media ± desviación estándar (n = 3). Literales minúsculas distintas 

indican diferencias entre grupos a un mismo tiempo; mientras que literales mayúsculas distintas 

indican diferencia (P < 0.05) entre tiempos para un mismo grupo. 

 

 

5.5.  Cuantificación de Indicadores e Índice de Estrés Oxidativo 

 

 

Las evaluaciones anteriores mostraron la capacidad de protección de los CI de las bacterias de 

estudio hacia las biomoléculas eritrocitarias contra inductores químicos y físicos de estrés 

oxidativo. Sin embargo, se deben tener en cuenta los niveles de sustancias producidas durante el 

daño oxidativo en las células, en este caso se determinaron los valores de H2O2 y de MDA. 

Los resultados correspondientes al H2O2 no mostraron diferencias entre cepas ni entre tiempos de 

irradiación (P > 0.05), pero si una menor tendencia en la producción de H2O2 principalmente en 

los grupos experimentales tratados con el CI de J20 y L. plantarum 39. El estudio reportado por 

Gonzalez-Cuevas y colaboradores (2020), reportaron tendencias similares, lo cual atribuyen que la 

producción de H2O2 reacciono con componentes intracelulares de los eritrocitos como lípidos, 

proteínas, antioxidantes endógenos).  

 Con respecto a los niveles de MDA, en el tiempo cero no presento diferencias entre tratamientos 

(P > 0.05).   Sin embargo, se observó un incremento significativo de 440.12 µmoles/g Hb en los 

niveles de MDA en el testigo positivo de 40 a 60 min, indicativo de un proceso de oxidación de los 

lípidos de membrana celular, al exponer a los eritrocitos a radiación UV-C. Los grupos 

experimentales con los CI presentaron menor concentración (p < 0.05) con respeto al testigo 

positivo en el tiempo 40 y 60 de exposición, mismo comportamiento observado para el testigo 

antioxidante. En este sentido, los grupos experimentales con el CI de L. plantarum 39 y 22 

mostraron los valores más bajos de MDA, siendo aproximadamente 200 µmoles/g Hb menor con 
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respecto al testigo positivo a los 40 min de exposición, y de 511.3 µmoles/g Hb y 304.81 µmoles/g 

Hb a los 60 min de exposición. 

Los resultados anteriores sugieren que una dosis de 30.5 mJ/cm2 de radiación UV-C promueve y 

aumenta de forma significativa (P < 0.05) la formación de MDA, mientras los CI de todas las cepas 

mostraron un efecto de protección hacia la radiación de UV-C. 

 

 

Cuadro 3. Indicadores de estrés oxidativo celular y especies reactivas de oxígeno en muestras de 

eritrocitos irradiados. Los valores se expresan en (µmoles/g Hb). 

 Tratamiento 0 min 40 min 60 min 
 

H
2
O

2
 

T. negativo 0.38 ± 0.070 a,A 0.38 ± 0.026 a,A 0.38 ± 0.007 a,A 

T. positivo 0.40 ± 0.017 a,A 0.41 ± 0.123 a,A 0.45 ± 0.095 a,A 

CI-LFJ20 0.41 ± 0.040 a,A 0.34 ± 0.060 a,A 0.35 ± 0.025 a,A 

CI-LP22 0.41 ± 0.405 a,A 0.41 ± 0.146 a,A 0.45 ± 0.007 a,A 

CI-LP39 0.35 ± 0.007 a,A 0.34 ± 0.029 a,A 0.42 ± 0.124 a,A 

CI-LC431 0.37 ± 0.005 a,A 0.44 ± 0.111 a,A 0.33 ± 0.040 a,A 
     

M
D

A
 

T. negativo 377.90 ± 52.47 b,A 369.54 ± 78.07 a,A 724.73 ± 58.84b, B 

T. positivo 345.84 ± 18.71 b,A 571.68 ± 82.50 b,B 1011.8 ± 68.06 d,C 

CI-LFJ20 269.53 ± 15.25 a,A 488.35 ± 44.51 b,B 759.35 ± 86.50 b,C 

CI-LP22 280.26 ± 15.86 a,A 368.94 ± 46.76 b,B 706.54 ± 87.50 b,C 

CI-LP39 235.25 ± 37.14 a,A 336.23 ± 17.09 a,B 500.05 ± 61.23 a,C 

CI-LC431 236.65 ± 17.31 a,A 320.02 ± 44.31 c,A 887.04 ± 39.71 c,B 

Los valores representan la media ± desviación estándar (n = 3). Literales minúsculas distintas 

indican diferencias entre grupos a un mismo tiempo; mientras que literales mayúsculas distintas 

indican diferencia (P < 0.05) entre tiempos para un mismo grupo. 

 

 

Los valores de todos los parámetros previamente evaluados sugieren una disminución de los 

indicadores de estrés oxidativo en los grupos experimentales tratados con los diferentes CI al 

compararlos con el testigo positivo. En la figura 8 se presentan los valores del índice de estrés 

oxidativo (OSi) para cada tratamiento, producto de conjuntar los datos de los niveles de MDA, y 

las actividades enzimáticas de CAT y SOD, como se indica en la sección 5.13.2. 

Los datos demuestran que el testigo positivo presentó 1.5 veces más alto el OSi con respecto al 

testigo negativo en ambos tiempos de exposición (P < 0.05). El OSi de los grupos experimentales 

de los CI de L. plantarum 22 y 39 evaluados y, el CI de L. casei CRL 431 fue 1.60, 1.33 y 1.75 

veces menos al testigo positivo, respectivamente. El grupo experimental tratado con el CI de L. 

plantarum 39 presentó el OSi significativamente menor (P < 0.05) con hasta 2.72 veces menos al 
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control positivo. Estos resultados sugieren que los compuestos presentes en los CI de las cepas de 

trabajo tienen la capacidad de disminuir el OSi y que el efecto protector puede estar relacionado a 

más de una vía celular, es decir, que el contenido intracelular de las bacterias protege a lo eritrocitos 

de inductores de estrés oxidativo químicos y físicos a nivel enzimático, estructural y posiblemente 

metabólico. 

 

 

 
Figura 8. Determinación de índice de estrés oxidativo en muestras de eritrocitos después de 60 

minutos de radiación UV-C. Los datos graficados representan la media ± desviación estándar (n 

=3). Literales distintas entre barras indican diferencias entre tratamientos (P < 0.05). 

 

 

Finalmente, los resultados obtenidos con actividad antioxidante enzimática, e índice de estrés 

oxidativo, sugieren que el contenido intracelular de L. fermentum J20, L. plantarum 22 y 39 ejercen 

un efecto de protección hacia los eritrocitos expuestos a radiación UV-C, el cual, considerando los 

resultados obtenidos puede estar mediado por enzimas antioxidantes, además de presentar menor 

peroxidación lipídica y oxidación de hemoglobina. Estos resultados pueden corroborarse con las 

micrografías adquiridas en las que se puede observar menor daño morfogeométricos en la 

membrana de los eritrocitos, y menor porcentaje de daño celular. Por lo tanto, las cepas evaluadas 

podrían ser una fuente de moléculas con actividad antioxidante, y potencialmente eritroprotectoras 

contra el estrés oxidativo inducido por fotoxidación. 
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7. CONCLUSIONES  

 

 

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que el contenido intracelular de 

bacterias potencialmente probióticas contienen compuestos con actividad antioxidante in vitro, 

además de ensayos biólogos al presentar mayor porcentaje de inhibición en la formación de 

hemoglobina e inhibición y en la formación de especies reactivas al ácido tiobarbitúrico en 

eritrocitos. Los resultados mostraron que la actividad del CI es dependiente de la cepa de estudio. 

En general el mayor efecto protector lo presentó el CI de L. fermentum J20, seguido por L. 

plantarum 39 y 22.  

En el ensayo con eritrocitos expuestos a radiación UV-C, se logró observar un efecto de protección 

de los CI de las tres cepas evaluadas al disminuir el porcentaje de hemólisis, daño celular a nivel 

estructural, y un aumento significativo en la actividad antioxidante enzimática y menor índice de 

estrés oxidativo. De forma general, los CI que mostraron mayor efecto de protección son L. 

fermentum J20, L. plantarum 39 y la referencia antioxidante L. casei CRL 431. 

Finalmente, los resultados en general de las tres cepas de estudio muestran el potencial del CI con 

moléculas antioxidantes, de cepas potencialmente probióticas para proteger a la piel contra la 

radiación.   
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8. RECOMENDACIONES 

 

 

Los resultados de esta investigación apoyan la idea de que las bacterias probióticas, 

potencialmente probióticas y postbióticos tienen propiedades antioxidantes, con efectos positivos 

al hospedador. Sin embargo, aunque este estudio ha demostrado con éxito que el contenido 

intracelular bacteriano dependiente de cepa ejerce funciones contra estresores oxidativos, se 

necesitan más ensayos in vitro, ex vivo, in vivo, así como ensayos clínicos controlados en los que 

sea posible caracterizar, purificar y evaluar los compuestos responsables del efecto protector 

antioxidante, así como los mecanismos moleculares subyacentes. De la misma manera se sugiere 

el aprovechamiento de las nuevas tecnologías analíticas a través de ensayos in silico para 

determinar la farmacocinética, la farmacodinamia y garantizar la bioseguridad y especificidad de 

estas sustancias. 
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10. ANEXOS 

 

 

10.1. Curva estándar de Determinación de Proteína Empleando el Método de Lowry 
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10.2. Curva estándar de Trolox para determinación de actividad antioxidante empleando el 

método del radical ABTS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

10.3. Curva Estándar de Trolox para Determinación de la Capacidad de Absorción de Radicales 

de Oxígeno 
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10.4. Carta de Aprobación de Protocolo Experimental por Parte del Comité ética 
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10.5. Formulario de Información Clínica 
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10.6. Carta Consentimiento Informado 
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10.7. Curva Estándar de Determinación de la Concentración de Hemoglobina en Muestras de 

Eritrocitos Expuestos a Radiación UV-C. 
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10.8. Curva Estándar para Determinación de GSH 
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10.9. Curva Estándar de H2O2 

 

 

 

 


