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1. RESUMEN

Introduccion. Niveles altos de colesterol estan intimamente relacionados con el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, llegando a representar uno de
los principales factores de riesgo para desarrollar este padecimiento.
Actualmente la forma de tratar esta patologia es la combinacion de dieta y
farmacos, llegandose a desarrollar efectos secundarios adversos, de aqui la
necesidad de desarrollar otras alternativas para tratar la enfermedad. Desde
tiempos antiguos se ha relacionado el consumo de bacterias probidticas con
beneficios a la salud, Mann y Spoerry en 1974 evidenciaron que el consumo
continuo de algunos microorganismos probioticos tienen efecto en los niveslos
de colesterol lo que indica la posibilidad de utilizar probibdticos para tratar la
hipercolesterolemia. Objetivo. Evaluar la capacidad que diferentes géneros de
cepas probidticas (Lactobacillus, Lactococcus y Bifidobacterium) poseen para
reducir el colesterol in vitro mediante uno o mas mecanismos de accion.
Material y método. Se aislaron cepas de diferentes productos alimenticios con
declaracion de probiéticos; posteriormente se realiz6 su identificacion por el
método API® CH50 y/o PCR. Se evalu6 en las diferentes cepas obtenidas la
tolerancia al acido y bilis. Se evalud la asimilacion de colesterol (método de O-
ftaldehido); la determinacién de polisacaridos exocelulares (método antrona y
fenol-sulfurico); la determinaciéon de acidos grasos de la membrana celular
(cromatografia de gases) y la presencia de la enzima SBH se determiné
mediante la cuantificacidon de desconjugacion de acido taurocdlico a acido colico
libe. Resultados. Existen variaciones entre las cepas en la tolerancia al acido y
bilis, dependiendo de la cepa y de la sal biliar utilizada (4cido célico, tauricdlico
y oxgall), los porcentajes de sobrevivencia oscilan entre 0% y 100%. La
asimilacion de colestero oscila entre 0% y 57.65% y es influido por la
concentracion de oxgall. La produccion de polisacaridos exocelulares es
particular de cada cepa, también se hace evidente la variacién dependiendo de
la naturaleza de la matriz que se utilice, al correlacionar entre el contenido de
polisacéridos y sales biliares se observa que no hay correlacion entre el 4cido
cdblico y el contenido de polisacaridos mientras que en presencia del acido



taurcélico se observa una correlacion de Pearson negativa de -0.480 en el caso
de pentosas y de -0.476 en el caso de hexosas, ambas con una significancia de
0.01 con las concentraciones de azucares. El perfil de acidos grasos de las
bacterias probidticas se ve modificado en base a los componentes del medio de
cultivo donde fue incubado y la presencia de colesterol y sales biliares
incrementa el contenido de acidos grasos insaturados y grasas trans. Se
observa que todas las cepas son capaces de desconjugar el acido taurocdlico a
acido cdlico libre, lo cual sugiere que estas cepas secretan la enzima SBH,
responsable de esta desconjugacion; sin embargo el nivel de desconjugacion es
cepa dependiente. Discusidon y Conclusidn. Las caracteristicas y propiedades
de los microorganismos probidticos son cepa-dependiente, asi como su
interaccién con otros microorganismos y con las diferentes matrices en las que
pueden ser administrados, es necesario realizar investigaciones a cada cepa
para de esta forma asegurar la viabilidad y efecto deseado al momento de

utilizarlos para el desarrollo de suplementos y alimentos funcionales.



2. INTRODUCCION

La evidencia cientifica actual relaciona los niveles altos de colesterol en
el plasma y el desarrollo de enfermedades, a tal grado, que estan reconocidos
como uno de los principales factores de riesgo para desarrollar una enfermedad
cardiovascular (ECV). A su vez, existe una fuerte evidencia que relaciona la
disminucién de los niveles de colesterol sanguineo y una reduccién en el riesgo

de desarrollar enfermedades cardiovasculares (Xie y colaboradores., 2011).

Hasta el momento, la forma de tratar la hipercolesterolemia es mediante la
combinacién de dieta y farmacos, sin embargo, al ser utilizados por un tiempo
prolongado pueden desarrollar efectos secundarios adversos para el paciente;
aunado a esto, esta la gran inversidn econdmica que representa mantener el
tratamiento de estos padecimientos cronicos (Lay-Gaik & Min-Tze, 2010;
Ledesma-Velazco, 2011).

Debido a esto, continuamente se buscan diversas alternativas de
tratamiento que puedan ayudar a los pacientes con estos padecimientos para
mejorar su estado de salud y tener una mayor cantidad de opciones que les
ayude a contrarrestar los sintomas, disminuir riesgos de complicaciones y por

consiguiente elevar su calidad de vida.

Las bacterias probidticas, son microrganismos que a lo largo del tiempo, en
base a evidencias cientificas, han demostrado generar diversos beneficios a la
salud, moderan el sistema gastrointestinal, ayudan a prevenir o disminuir los
sintomas provocados por diversos padecimientos como colitis, gastritis, diarreas
por antibioticos. Ademas, mejora el sistema inmune ayudando a prevenir

infecciones del tipo gastrointestinal y genitourinarias (Gill & Guarner, 2004).

Otro de los efectos benéficos que se le han atribuido a los probioticos es la
capacidad de éstos para reducir los niveles séricos de colesterol. Se han
estudiado los mecanismos de accién al aplicar diferentes tipos de estudios tanto
in vitro como in vivo, utilizando para ello animales de laboratorio e incluso



intervenciones en humanos, sin embargo, hasta el momento la evidencia
obtenida de estas investigaciones es muy diversa y no se ha llegado a
establecer con claridad cuales son las cepas de probidticos con capacidad de
reducir el colesterol, asi como el o los mecanismos que estos microrganismos
utilizan para reducir el colesterol, tampoco la cantidad o concentracién de UFC
que necesitan consumir para poder remover o eliminar el colesterol en plasma
(Lay-Gaik & Min-Tze, 2010).

Cabe destacar que este efecto de reduccién de colesterol es a nivel del
intestino, por lo que es importante que estos microorganismos lleguen viables al
colon, sobreviviendo a las concentraciones de acido y sales biliares del tracto

gastrointestinal (Kumar y colaboradores, 2012).

Ademas, cada cepa probidtica tiene una actividad bioquimica especifica
sobre el colesterol, caracteristica que hay que tomar en cuenta al momento de
seleccionar un microorganismo para el desarrollo de alimentos o suplementos

gue se comercializan con esta finalidad.

Aun asi, el potencial de aplicacion de las bacterias probidticas en diversas
industrias como la farmacéutica, pero sobre todo la alimentaria, hacen de estos
microorganismos candidatos idoneos para su uso en el desarrollo de alimentos
funcionales, siempre dentro de una dieta balanceada pueden ayudar a prevenir
o disminuir los efectos de algunas enfermedades.

Es por ello, y por la evidencia existente, que se sugiere que estos
microorganismos pueden ser usados como alternativa para ftratar la

hipercolesterolemia.

En el presente trabajo se evalud la capacidad de diversas cepas probidticas
de reducir el colesterol por una técnica in vitro, ademas se estudiaron diversos
mecanismos de accion por los cuales estas cepas reducen el colesterol del
medio en el que se encuentran, haciendo una comparacion entre las diversas
cepas analizadas y entre los mecanismos estudiados. Esta informacién ayudara
a la comunidad cientifica, y a la industria alimentaria e inclusive a la

farmacéutica para el desarrollo de nuevos usos de las bacterias probiéticas y el

4



posible desarrollo de alimentos funcionales y suplementos que sirvan como
coadyuvante para el tratamiento de la hipercolesterolemia y amplie las opciones

existentes en el mercado.

3. HIPOTESIS
1. Las cepas probidticas utilizan diferentes mecanismos de accién para
reducir el colesterol.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Evaluar la capacidad que diferentes géneros de cepas probidticas
(Lactobacillus, Lactococcus y Bifidobacterium) poseen para reducir el colesterol

in vitro mediante uno o0 mas mecanismos de accion.

4.2. Objetivos especificos

e Evaluar la sobrevivencia de las cepas probiéticas al acido y a la bilis.

e Determinar la capacidad de asimilacién de colesterol in vitro de las cepas
probidticas mediante el consumo del colesterol por estos
microorganismos.

e Evaluar la capacidad de produccién de exopolisacaridos y la adhesion de
sales biliares a la superficie celular de los microorganismos.

e Determinar la capacidad de las cepas probidticas de modificar el perfil de
acidos grasos de su membrana por la presencia de colesterol y sales
biliares.

e Evaluar la capacidad de las cepas probioticas de desconjugar sales
biliares por la presencia y actividad de la enzima Sal Biliar Hidrolasa.

e Determinar si las cepas probidticas son capaces de usar uno o mas

mecanismos de accidn para reducir el colesterol



5. ANTECEDENTES

5.1. Colesterol y enfermedades cardiovasculares (ECV)

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), entre las que se incluyen
hipertension, arterioesclerosis, ateroesclerosis, derrames, ataques al corazén,
insuficiencia cardiaca y colesterol alto; afectan al corazén al estrechar las
arterias y reducir la cantidad de sangre que éste recibe, provocando que realice
mas esfuerzo al trabajar. Las ECV en la mayoria de los casos se presentan sin
dolor y sin ningun sintoma aparente, lo que lleva a que no se traten a tiempo y
que se desencadenen problemas mas serios, como un ataque al corazén o un
derrame, ademas, es muy comun que se padezca mas de una condicion

cardiovascular al mismo tiempo sin saberlo (NAHH, 2004).

Elevados niveles de colesterol en el plasma, estan directamente
relacionados y reconocidos como uno de los principales factores de riesgo para
padecer ECV (Xie y colaboradores, 2011). Las ECV son la principal causa de
muerte alrededor del mundo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima
que para el 2030 moriran 26.3 millones de personas por esta causa; se calcula
que en el ano 2004, 17.3 millones de personas murieron por esta causa,
llegando a representar el 30% de las muertes totales registradas, de éstas, 7.3
millones de muertes se debieron a cardiopatia coronaria y 6.2 millones a
accidentes cerebro-vasculares (OMS, 2011; Clinica Centro Granada, 2011).
Con respecto a México, las muertes por este motivo llegaron a representar
105,144 muertes en el 2010, por lo que se ubica como la primer causa de
muerte en nuestro pais (INEGI, 2010).

Las ECV afectan de forma equitativa a hombres y mujeres y se sabe que el
80% de éstas se generan en paises de ingresos bajos y medios. Sin embargo,
ésta es la principal causa de muerte en mujeres de edad avanzada en las
sociedades desarrolladas, y se espera que esta prevalencia aumente un 30%
en el ano 2020. El hecho de que afecte a las mujeres en edad avanzada se
debe a los cambios metabdlicos que produce la menopausia, en concreto, el
aumento de los indices de colesterol total, colesterol LDL y triglicéridos y el



descenso de los niveles de colesterol HDL, lo que puede aumentar el riesgo de
ECV en mujeres a partir de los 60 anos, sobre todo de la cardiopatia isquémica
que se observa con mayor frecuencia en mujeres menopausicas (Coca y

colaboradores, 2009).

Se sabe que con una reduccién de 1% de los niveles de colesterol
sanguineos se reduce el riesgo entre 2% a 3% de padecer una ECV (Manson,
Tosteson, Ridker, Satterfield, Hebeert, & O'Connor, 1992). Actualmente, para
reducir los niveles de colesterol se utiliza una combinacion de dieta y farmacos,
los segundos, al ser usados por tiempos prolongados conllevan a desarrollar
efectos secundarios adversos (Lay-Gaik & Min-Tze, 2010) ademas del costo
tanto de parte del paciente como del sector salud, llegando a representar un 7%
del gasto total que se dirige para este fin (Lay-Gaik & Min-Tze, 2010; Ledesma-
Velasco, 2011).

Al diagnosticar la hipercolesterolemia (o colesterol alto) el primer tratamiento
al que se somete al paciente es la dieta, dicho tratamiento suele oscilar entre
dos y seis meses; si después de este periodo aun se detectan niveles altos de
colesterol, se considera combinar la dieta con un tratamiento farmacolégico
(Masana-Marin, 2009).

En el ano 1933 Rudolf Schoenheimer demostrdé que al sustituir una dieta
habitual por una dieta vegetariana en una paciente diagnosticada con
hipercolesterolemia familiar, se producia un descenso en la cifra de su
colesterol plasmatico; concluyendo que el descenso de éste era consecuencia
de la carencia de colesterol en la dieta vegetariana. Afilos mas tarde, en 1949
Kempner observé que una dieta de arroz y fruta reducia la concentracién de
colesterol plasmatico; sin embargo, en 1950 Ancel Keys y sus colaboradores
demostraron que esta dieta carecia de efecto reductor si se le afnadia
margarina, que por su origen vegetal carece de colesterol, demostrandose que
el efecto hipocolesterolemiante de la dieta no se debia a la ausencia de
colesterol, sino a la de la grasa de la dieta (Pacovi-Mieras, 2004).



En el afno 2001, el comité de expertos del programa nacional de educacion

en colesterol (NECP, por sus siglas en inglés) introdujo algunas modificaciones

en el tratamiento de los pacientes de hipercolesterolemia, estableciendo como

prioritarios los cambios en la alimentacion y en el estilo de vida (De Luis-

Roman, Bellido-Guerrero, & Garcia-Luna, 2010).

Se recomienda que la dieta que siga el paciente sea sana y equilibrada,

tratando de conseguir una reduccion del peso, colesterol y triglicéridos,

disminuyendo asi el riesgo a desarrollar alguna enfermedad cardiovascular,

siguiendo como estrategia una disminucion en la ingesta cal6rica y un aumento

en la actividad fisica. En términos generales, los alimentos se dividen en tres

grandes grupos dependiendo de su frecuencia idonea de consumo:

1.

Alimentos recomendables: en este grupo se engloban aquellos alimentos
con bajo contenido de grasa saturada y/o alto contenido en carbohidratos
complejos y fibra, como lo son, frutas, verduras, hortalizas, cereales
integrales, pescado (especialmente el blanco) y aceite de oliva. Se
recomienda un consumo de grasa saturada <7% y un consumo de
acidos grasos “trans” <2% de la energia total de la dieta y un incremento
en el aporte de acidos grasos monoinsaturados, en cuanto al consumo
de &acidos grasos polinsaturados se recomienda un predominio de los
acidos omega 3, sobre los acidos omega 6. También se recomienda un
consumo diario de hasta 2g de esteroles vegetales al dia, sobre todo
cuando no se alcanzan los niveles de colesterol LDL deseados y antes
de recurrir a un tratamiento farmacoldgico. Asi mismo, se hace énfasis
en un consumo de fibra soluble en porciones de 10g a 25g por dia (De
Luis-Roman, Bellido-Guerrero, & Garcia-Luna, 2010).

Diversos estudios con ensayos clinicos han demostrado que al sustituir
las grasas saturadas por polinsaturadas resulta en una reduccion de la
incidencia de ECV, debido a una reduccién en los niveles de colesterol
total, colesterol LDL y colesterol HDL (Siri-Tarino, Sun, Hu, & Krauss,
2010).



2. Alimentos que deben consumirse con moderacion: en este grupo se
encuentran aquellos alimentos que contienen una abundante cantidad de
grasas insaturadas o cantidades moderadas de grasas saturadas, como
las carnes magras y los aceites de semillas (Fundacion
hipercolesterolemia familiar, 2007).

3. Alimentos no recomendables: dentro de este grupo se encuentran
aquellos alimentos que contienen una considerable cantidad de grasa
saturada y/o colesterol, entre los que destacan los productos de
panaderia, lacteos enteros y sus derivados, mantequilla, carnes grasas,
embutidos y alimentos fritos (Fundacion hipercolesterolemia familiar,
2007).

Cuando las modificaciones en la dieta y el incremento en la actividad fisica
no son efectivas es necesario incluir un tratamiento con farmacos, de los
cuales, existe una amplia variedad, éstos se dividen en familias, entre las que

se encuentran:

e Estatinas: éstas actuan bloqueando la sintesis del colesterol al nivel del
higado, siendo este érgano la principal fuente de colesterol enddgeno.
Dependiendo del tipo de estatina, y la dosis, esta familia de farmacos
puede reducir el colesterol LDL entre un 25% y un 50%, razé6n por la cual
es el tratamiento farmacolégico mas utilizado para controlar este
padecimiento, siendo utilizado para el control del colesterol total alto,
colesterol LDL vy triglicéridos, en hipercolesterolemia primaria y
dislipidemia mixta; este medicamento debe de administrarse junto con
una dieta restringida en grasas saturadas y colesterol (P. R.
Vadémecum, 2013). Aun y cuando es un medicamento seguro, pueden
presentarse reacciones adversas, como malestares gastrointestinales,
dolor de cabeza, mareos, nauseas (Masana-Marin, 2009).

¢ Inhibidores de la absorcidn del colesterol: un ejemplo de esta familia es la
ezetemiba y actua reduciendo la absorcién del colesterol en el intestino,
su porcentaje de reduccidon en monoterapia es del 20%, sin embargo,
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tiene un efecto de reduccion aditivo cuando se combina con otros
medicamentos para tratar la hipercolesterolemia  (Fundacion
Hipercolesterolemia Familiar, 2007).

e Fibratos: actuan principalmente reduciendo los triglicéridos, en menor
medida aumentan el colesterol HDL y son poco eficaces en la reduccién
del colesterol LDL (Fundacién Hipercolesterolemia Familiar, 2007).

e Resinas: éstas reducen la absorcion intestinal del colesterol que esta
contenido en los 4cidos biliares eliminandolos en las heces. Las resinas
vienen en presentacion de polvo, por lo que se mezcla con algun liquido
para ser consumido. Es un medicamento muy seguro, por lo que puede
ser utilizado en infantes, sin embargo, pueden presentarse algunas
reacciones adversas que limitan su utilizacion, sobre todo malestares
gastrointestinales como flatulencias (Fundacién Hipercolesterolemia
Familiar, 2007).

Hay que tomar en cuenta que los tratamientos farmacoldgicos existentes
hasta el momento sélo pueden ser utilizados para controlar el padecimiento,
mas no ofrecen una cura, por lo que las personas que los necesitan deberan
utilizarlos durante toda su vida, viendo afectados su estilo de vida y la calidad

de la misma.

El impacto econémico que este padecimiento ha generado es tal, que el
presupuesto para su prevencion aumenté de 500 millones de pesos en el 2000
a 15 mil millones de pesos en el 2010, ademas de que el gasto generado por
Diabetes Mellitus, enfermedades cardiovasculares y obesidad en el afno 2006
fue de 39 mil millones de pesos, lo que representd el 7% del gasto total en
salud. Aunado a esto hay que considerar el gasto individual que cada paciente
tiene que hacer para solventar su tratamiento asi como el tiempo de
intervencién del mismo, el cual generalmente es de largo plazo (Ledesma-
Velazco, 2011).
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5.2. Metabolismo de colesterol
El colesterol es una molécula de alta relevancia bioldgica en las células

animales, desempefiando numerosas y variadas acciones en el organismo, el
descubrimiento de esta molécula fue realizado en el afno 1815 por el quimico
francés M. E. Chevreul, quien lo llamé colesterina y fue hasta el afio de 1926
que se describieron los detalles de su estructura por los trabajos de H. Wieland
y A. Windaus. La molécula de colesterol pertenece al grupo de los esteroles, los
cuales se caracterizan por tener en su estructura un anillo de
ciclopentanoperhidrofenantreno, o esterano, un grupo OH en el carbono 3 y una
cadena lateral alifatica, consta de 27 carbonos, con una cadena lateral de ocho
carbonos, saturada y ramificada (Lasuncién-Ripa, 2006).

El colesterol circulante en el cuerpo proviene de dos fuentes: el colesterol
enddgeno que se crea a partir de la sintesis in novo, y el colesterol exégeno el
cual se obtiene a partir de la dieta. El colesterol es absorbido en el intestino
gracias a la accién de los acidos biliares y de los fosfolipidos, los cuales, son
excretados desde el higado siendo la cantidad absorbida de colesterol muy
variable, por otro lado el colesterol endégeno es sintetizado por el higado en un
20% aproximadamente, esta sintesis es iniciada gracias a la accién de la
enzima acetil — coA y limitada por la accién de la enzima HMG coA-reductasa
(Navarro-Santamaria, Zabala-Letona, Gdmez-Sorita, & Portillo-Baguedano,
2009).

Es de vital importancia que exista un equilibrio entre los compartimentos
hepaticos de colesterol, tanto libre como esterificado, este equilibrio se
mantiene por la accion de las enzimas acilcoenzima A: colesterol aciltransferasa
y la colesterol ester hidrolasa. Cuando los niveles de colesterol se elevan en el
hepatocito, éste debe ser capaz de activar los procesos fisiolégicos para evitar
la toxicidad en el organismo. Otro aspecto importante es la producciéon de
acidos biliares, los cuales son sintetizados por el higado y reciclados gracias a
la circulacion enterohepatica, la funcién de este proceso es la de transportar los
acidos biliares desde el intestino delgado a la circulacién portal, y de aqui al
hepatocito, de éste a la bilis y finalmente de la de vesicula biliar hacia el
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intestino nuevamente. La formacion de sales biliares se consideran una via de
degradacion del colesterol, pero a la vez estos compuestos, junto con los
fosfolipidos, solubilizan el colesterol en la bilis facilitando su excrecidn, la accidon
solubilizadora de los lipidos en la luz intestinal es imprescindible para la
asimilacion de los lipidos provenientes de la dieta (Lasuncién-Ripa, 2006;
Navarro-Santamaria, Zabala-Letona, Gdémez-Sorita, & Portillo-Baguedano,
2009).

El colesterol es una molécula que cumple diversas funciones en los
organismos animales: es un constituyente principal de las células, sin embargo,
su concentracion en las membranas varia de unas células a otras,
encontrandose en su forma libre, lo que contribuye a determinar las
propiedades fisicas de las membranas, su fluidez y permeabilidad pasiva;
ademas le da forma y estabilidad a las sinapsis, permitiendo la sinaptogénesis
neuronal, teniendo un papel primordial en la diferenciacién y comunicacién
neuronal; interviene directamente en la adhesion de ciertas proteinas en la
membrana, facilitando su funcién; como se menciond anteriormente es
precursor metabolico en la biosintesis de acidos y sales biliares, es el precursor
de las hormonas esteroidicas en los animales y de las ecdisonas en los
insectos; por ultimo tiene una participacién activa en la proliferaciéon celular en
animales (Lasuncién-Ripa, 2006). En el cuerpo humano es precursor de
compuestos como: las sales biliares, necesarias para la absorcion de las
grasas; hormonas sexuales, especificamente testosterona en hombres vy
estrdgenos en mujeres; las hormonas corticoides que se encuentran implicadas
en procesos fisioldgicos, como la regulacion de la inflamacion, funcionamiento
del sistema inmunitario, metabolismo de hidratos de carbono y la respuesta
frente al estrés (Lopez-Farre & Macaya-Miguel, 2009).

5.2.1. Relacion entre el colesterol y las enfermedades cardiovasculares
El aumento en los indices de enfermedades cronicas no transmisibles

(entre ellas las enfermedades cardiovasculares) en los adultos ha sido
favorecido por los cambios en el estilo de vida y tipo de alimentacioén, lo cual ha
llevado a un incremento de los factores de riesgo como la obesidad y las
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dislipidemias, ademas del incremento en el consumo de alcohol y tabaco, todo
ello ha potenciado la incidencia de estas enfermedades, asi como sus
complicaciones, siendo el principal resultado el desarrollo de afecciones
cardiovasculares. Dando como resultado que las enfermedades
cardiovasculares ocupan el primer lugar de morbilidad-mortalidad (Velazquez-
Monroy y colaboradores, 2003).

La aterogénesis conduce a la arterioesclerosis, la cual es una de la
principales causas de muerte por enfermedad cardiovascular, y ha causado la
muerte a millones de personas, teniéndose reportes desde la época de los
antiguos egipcios, griegos y romanos (Valenzuela & Morgado, 2006).

Sin embargo, no fue hasta el afilo de 1799 con el trabajo publicado por
Caleb H. Parry en el cual se concluye que la “syncope anginosa” o “angina
pectoris” se debia a la obstruccion de las arterias coronarias, y hasta el siglo
XIX se percibe un aumento en el interés de las causas de la arterioesclerosis,
desde tres enfoques diferentes: 1. La arterioesclerosis es un proceso de
senescencia; 2. Es una enfermedad que tiene su origen en alguna alteracién
metabdlica de las propias arterias, enfoque que fue difundido por Rudolf
Virchow; y finalmente el tercer enfoque propuesto por Karl Rotiasky, quién
proponia que el proceso de la arterioesclerosis evoluciona a partir de coagulos
que se adhieren a las arterias, los cuales se transforman gradualmente en
placas ateroscleréticas tipicas. Pero no fue hasta el ano de 1904 que el
patdlogo F. Manrchand introdujo el término de arterioesclerosis (Cullen,
Rauterberg, & Lorkowsky, 2005).

El clinico Ignatowsky en el afio de 1908 alimenté a conejos con una
mezcla de leche y huevos observando que en pocas semanas de haber sido
inducida la dieta, las aortas de éstos animales presentaban placas blanco-
grisaceas, las cuales también se encontraban en humanos fallecidos por
problemas cardiacos, reproduciendo asi de forma experimental la patologia
tipica de la enfermedad. Fue en el afio de 1910 con los trabajos realizados por
el patélogo A. Windaus que se hace el primer indicio que relaciona al colesterol
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con el desarrollo de arterioesclerosis, cuando esté encuentra que las lesiones
ateromatosas contenian 6 veces mas colesterol libre y 20 veces mas colesterol

esterificado que un una pared arterial normal (Gutiérrez-Abejon, 2010).

Stuckey y Anichkov replicaron el experimento de Ignatowsky, pero dando
a los conejos tres diferentes suplementos: homogenizado de tejido de pollo,
homogenizado de clara de huevo o s6lo yema de huevo, observando que
aquellos conejos alimentados solo con yema de huevo presentaban placas
ateromatosas (Gutiérrez-Abején, 2010).

Sergi Chalatv, otro colaborador de Anichkov observd que en los
ateromas de los conejos, se producian pequenas gotas de grasa que al ser
observadas bajo luz polarizada eran birrefringentes y mostraban figuras de
doble cruz, pensando que esto se debia a la presencia de fosfolipidos o
colesterol, por lo que alimentaron a los conejos con alguno de estos;
confirmando que aquellos conejos alimentados con colesterol desarrollaban
ateromas, sin embargo, en trabajos posteriores se observd que no todos los
animales desarrollaban ateromas, a pesar de los niveles de colesterol, llegando
a la conclusién que el colesterol no es el Unico causante de esta patologia, y
que habia otros factores que también incidian en este enfermedad con tanto o
mas efecto que el colesterol mismo, ademas de que una enfermedad
cardiovascular no es sindnimo de ateroesclerosis por lo que una alta
concentracion de colesterol LDL o de colesterol total puede ser un resultado
secundario de factores no controlados que promueven dichas enfermedades
como lo es la falta de actividad fisica, el estrés mental, fumar y la obesidad, ya
que estos factores desencadenan una inflacién crénica lo que permite que el
colesterol se acumule en las paredes de los vasos sanguineos; también se ha
visto que la hipertensién y la taquicardia inducida en animales experimentales
alimentados con dietas aterogénicas, causaban un desarrollo acelerado de la
placa dando origen al padecimiento (Ravsnkov, 2002; Clinica Centro de
Granada, 2011).
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En 1935, el patélogo Timothy Leary postul6 que la arterioesclerosis era
causada por un exceso de colesterol plasmatico y en 1950 John Gofman
comunic6 que al ultracentrifugar el suero extraido de conejos alimentados con
colesterol, este se separa en dos fracciones, la que flotaba en la superficie era
una mezcla de proteinas, fosfolipidos y colesterol, por la que la denominé
“Lipoproteina de Baja Densidad “, conocida como LDL, la otra fraccion era mas
densa, por lo que fue denominada “Lipoproteina de Alta Densidad” también
conocida HDL, por sus siglas en inglés; Gofman también observd que en los
conejos normoclesterolémicos la mayor parte del colesterol era transportado en
las HDL, mientras que en los hipercolesterolémicos este era mayormente
transportado por la LDL, este hallazgo fue corroborado al ultracentifugar suero
sanguineo de hombres y mujeres con antecedentes de arterioesclerosis y de
infarto, por lo que Gofman concluyé que no es el colesterol total sino el
colesterol LDL el indicador de riesgo cardiovascular (Valenzuela & Morgado,
2006).

En 1950 Lawrence Kinsell descubrié que al alimentarse con vegetales y
disminuyendo la ingesta de productos animales se producia una disminucién en
el colesterol plasmatico, principalmente en el colesterol LDL, este hallazgo fue
confirmado por Ahrens y colaboradores, quienes ademas, asociaron el
consumo de grasas insaturadas con la reduccion de colesterol plasmético
(Valenzuela & Morgado, 2006).

Finalmente en 1958 William Dock, en una editorial publicada en la revista
Circulation, concluy6 que el colesterol de la dieta y la composicion de la misma,
desempefian un papel fundamental en mayor o menor medida en el desarrollo
de la ateromatosis de las arterias. Y en 1983, Michael Brown y Joseph Golstein
descubrieron el receptor celular de las LDL responsable del control intracelular
que determina los niveles plasmaticos de colesterol LDL y su relacion con la
aterogénesis (Valenzuela & Morgado, 2006).
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5.3. Probidticos

La palabra “probiético” viene del griego que significa “para la vida”. El
primero en observar el efecto benéfico sobre la salud que tenia el consumo de
productos que contuvieran bacterias fermentadoras fue el Dr. Eli Metchnikoff
quien desarroll6 una dieta con leche fermentada por una bacteria a la que
denomind “bacilo bulgaro”; sin embargo, no fue sino hasta 1960 que se acuié la
palabra “probidtico”. El investigador Fuller, redefinié la palabra como “un
suplemento microbiano vivo que afecta benéficamente al huésped mejorando
su equilibrio intestinal” (Guarner y colaboradores, 2008); en el afio 2001 la
Organizacion Mundial de la Salud y FAO redefinieron a los probi6ticos como
“organismos vivos que al ser administrados en raciones adecuadas confieren un
beneficio a la salud en el huésped” (WHO/FAOQO, 2001).

Microbiolégicamente, los probidticos son, en su mayoria, bacterias Gram
positivas, principalmente del genero Lactobacilus y Bifidobacteirum (WHO/FAQ,
2001) las cuales son capaces de sobrevivir a la digestion, permanecer viables a
través de largos periodos de almacenamiento e inocuos para el consumo

humano (Ewaschuk & Dieleman, 2006).

Ademas de lactobacilos y bifidobacterias hay otras especies de diversos
géneros que se han clasificado como probiéticos como son: Enterococcus,
Streptococcus, Escherichia, al igual que la levadura Saccharomyces boulardii
(Mack, 2005).

La OMS estableci6é ciertos criterios que los microorganismos probiéticos

deben cumplir para ser usados para consumo humano (WHO / FAO; 2001):

e Deberan ser de origen humano.

¢ No patogénicas.

¢ No toxigénicas.

o Estabilidad en presencia de acido géastrico y bilis.

e Antagonismo contra bacterias patbgenas y carcinogénicas.

e Produccidén de sustancias antibacteriales.
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o (Capacidad de adherirse a células intestinales humanas.
e (Capacidad de colonizar en tracto intestinal humano.

e Crecimiento adecuado in vitro.

e Seguras para su uso clinico y en alimentos.

e Comprobacion de efecto benéfico.

Entre las areas de estudio en las que se ha evaluado el uso de
microorganismos probidticos se encuentra el tratamiento y la prevenciéon de
enfermedades diarreicas, la prevencidn de vaginitis e infecciones
genitourinarias en adultos, la prevencion de alergias alimentarias, la accion
antitumoral del intestino, vejiga y cérvix entre otros padecimientos (Alvarez-
Olmos & Oberhelman, 2001).

5.3.1. Efectos positivos a la salud por el consumo de probiéticos
Con el consumo habitual de probidticos se generan cambios en la

composicidén de la microbiota, asi como de los perfiles metabdlicos de la misma,
lo que influye en la salud del huésped y la resistencia a las enfermedades
(Bezcorovainy, 2001).

Existen evidencias de que la microbiota estd intimamente relacionada
con la salud y las enfermedades del huésped. Una microbiota saludable
produce un efecto de barrera, modula el sistema inmune, disminuye los
procesos inflamatorios del intestino y reduce la actividad metabdlica relacionada
con la produccion de compuestos carcinogénicos. El efecto benéfico de los
microorganismos probidticos se debe a que cuando estas cepas son ingeridas
en cantidades adecuadas, ocurre una modificacion del ecosistema de los
billones de microorganismos que habitan en el intestino, lo que genera un
equilibrio que se manifiesta un estado de salud, en el que existe competencia
por los nutrimentos entre los probidticos y los patdégenos ingeridos de manera
inadvertida, junto con esto, se genera una competencia por los sitios de
adherencia a las paredes intestinales, lo que impide la colonizacion de
patdgenos y refuerza los mecanismos de defensa que estimulan al sistema
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inmune (Guarner, 2000; Bezkorovainy, 2001; Khani, Hosseini, Taheri, Nourani &
Imani-Fooladi, 2012).

El ser humano desde hace anos utiliza los probiéticos por sus efectos en
la mejoria del estado nutricio y para tratar y prevenir diversas enfermedades
entre las que se encuentran algunas disfunciones intestinales, infecciones
gastrointestinales causadas por virus y por bacterias enteropatégenas, diarrea
asociada a tratamiento con antibi6ticas, enfermedades de base inmunolégica y

la actividad antitumoral (Sanders y colaboradores., 2013).

La mejoria en el estado nutricio generada por el consumo de probiéticos
esta dada principalmente por el aumento de la disponibilidad de algunos
nutrimentos como acidos grasos de cadena corta que aportan energia, vitamina
K y vitaminas del grupo B y algunos aminodcidos esenciales como lisina
(Metges y colaboradores, 1999; Metges, 2000; St-Onge, Farnworth & Jones,
2000).

Las disfunciones intestinales en las que se ha observado un efecto
positivo con el tratamiento con probiéticos son la intolerancia a la lactosa y el
estrenimiento. La intolerancia a la lactosa, en los productos lacteos con
probidticos, se mejora debido a que, durante el proceso de fermentacion, las
bacterias acido lacticas degradan la lactosa que contienen este tipo de
productos (Rolfe, 2000; Mayo y Delgado, 2003). Se ha comprobado que el
efecto de mejoria en los problemas de intolerancia a la lactosa es mayor
cuando se ingieren productos con organismos vivos (Adolfsson, Meydani &
Russel, 2004).

El estrefiimiento es una disfuncion intestinal motora definida en términos
de la frecuencia de defecacién, que se traduce en un incremento del tiempo de
transito intestinal con sintomas como la presencia de malestar abdominal,
dificultad para evacuar y vaciado incompleto del recto. Las causas de este
padecimiento son muy variadas y principalmente se debe a una dieta baja en
fibora (Mayo y Delgado, 2003). Existen pocos reportes sobre el papel de los
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probidticos en esta patologia y los resultados son muy diversos. En una revisién
realizada por Adolfsson en 2004, se mencionan resultados prometedores como
el incremento en el numero de defecaciones de 3 a 7 por semana con el
consumo de leche fermentada con Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophillus y hasta de 15 por semana cuando la leche fue fermentada con L.
acidophillus.

Los probidticos se utilizan como preventivos o en el tratamiento de las
infecciones gastrointestinales causadas por rotavirus, diarrea asociada a
tratamiento con antibiéticos; infecciones por Helicobacter pylor y gastroenteritis
causada por bacterias como Escherenchia coli enteropatdogena, diferentes
especies de Salmonella, Shigella disenteriae, Yersenia enterocolitica,
Campilobacter, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereusy Clastridium perfinges (Girardin y Seidman, 2011).

El efecto positivo de los probidticos sobre el rotavirus ha sido evidenciado
por de Roos y Katan (2000). Ademas en el afio 2003, Reid, Jass, Sebulsky &
McCormick realizaron una revisibn de una decena de investigaciones que
incluyen estudios doble ciego, aleatorizados y con placebo, concluyen que los
probidticos, en especial Lactobacillus rhamnosus GG, tienen un efecto positivo

en el tratamiento de la diarrea causada por rotavirus.

De la diarrea asociada al consumo de antibiéticos se ha descrito que
alrededor del 20% de los pacientes que consumen estos medicamentos pueden
danar severamente la ecologia microbiana del intestino, dando como resultado,
de manera frecuente la aparicién de diarrea (Rolfe, 2000; Saavedra, 2001). En
un meta-analisis realizado en el 2002 por D'Souza, Rajkumar, Cooke, & Bulpitt,
concluyen que los probiéticos pueden ser usados para prevenir la diarrea
asociada a antibiéticos y que de entre los microorganismos que presentan
mayor potencial se encuentran Sacharomyces boulardii y algunas especies de
Lactobacillus.
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Sullivan y Nord (2002) trabajaron con probioticos y su efecto sobre H.
pylori llegando a reportar resultados alentadores aunque ninguno de ellos se
confirmaron con biopsias gastricas en la erradicacion del patdégeno; sin
embargo Reid, Jass, Sebulsky & McCormick (2003) asi como Chenoll, y
colaboradores. (2011) es sus estudios in vitro han demostrado la capacidad de
las bacterias de la flora intestinal de reducir |a viabilidad de H. pylori.

Los efectos benéficos de los probidticos sobre las diarreas de origen
bacteriano se reportan en la reduccién de numero de evacuaciones diarreicas y
en los dias de estancia hospitalaria en estudios de doble ciego, sin embargo,
los resultados benéficos publicados son diversos y poco concluyentes como lo
refiere Heyman, (2000). Mientras que Vanderhoff y Young (2002) hacen
hincapié en que estos efectos son cepa dependiente debido a la considerable
variabilidad genética de los diferentes organismos probidticos. En un meta-
analisis realizado por Van Niel, Feudtner, Garrison & Christakis (2002) donde
los probiéticos son utilizados como terapia de diarreas en nifios encontraron
que en forma significativa acortan la diarrea en 0.7 dias, asi como también
inducen una reduccion de 1.6 en el nimero de evacuaciones en el segundo dia
de tratamiento, y concluyen que los probidticos son seguros y efectivos en el

tratamiento de la diarrea infecciosa en ninos.

Los probiéticos han sido reportados como coadyuvantes en el
tratamiento de enfermedades de base inmunoldgica como sindrome de intestino
irritable, enfermedad inflamatoria crénica como enfermedad de Crhon y colitis
ulcerosa, (Mayo y Delgado, 2003; Adolfsson, Meydani & Russel; 2004). El
efecto positivo se basa en que los probi6ticos pueden participar en los procesos
antiinflamatorios (lsolauri, Kirjavainen & Salminen, 2002) o atenuando las
citoquinas proinflamatorias como la interleucina 10 (Madsen y colaboradores,
2001).

Cuando estos probibdticos se introducen en alimentos, ya sea como parte
del proceso de elaboraciéon o como aditivos, se generan alimentos funcionales,

es decir, aquellos alimentos que se obtienen por cualquier procedimiento, con
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caracteristicas de alguno de sus componentes, sea 0 no un nutrimento, y que
afecta de manera positiva o promueve un efecto fisiolégico al organismo mas
alld de su valor nutricional (Diplock y colaboradores, 1999), mostrando una
influencia positiva en la salud humana, y en el caso de los probioticos,
especialmente en efectos inmunomoduladores, beneficios en el sistema
digestivo, actividad antitumoral y un posible efecto terapéutico y profilactico
sobre las enfermedades cardiovasculares y la obesidad (Kapka-Skrzypczak,
Niedzwiecka, Wojtyla, & Kruszewski, 2012).

5.3.2. Productos con probioéticos
Las bacterias acido lacticas y probidticas han estado presentes en la

alimentacion del hombre desde hace siglos ya que se encuentran en productos
fermentados a base de leche como yogurth, jocoque, quesos madurados, asi
como en diversos productos carnicos y en algunas hortalizas. Las bacterias
acido lacticas se utilizan por su capacidad de proporcionar sabor y textura
ademas de incrementar el valor nutricional de los alimentos (Mateos, 2002) las
técnicas artesanales para producir alimentos fermentados evolucionaron hasta
lograr productos industrializados, sin embargo, fue hasta el siglo pasado que se
introducen microorganismos especificos a los alimentos fermentados para

obtener mayores beneficios a la salud.

En algunos paises europeos y en Japon, el consumo de probibticos es
comun y se han utilizado como profilacticos de enfermedades diarreicas desde
hace muchos afnos. Sin embargo, en occidente el consumo de estos productos
tiene solo unas pocas décadas y los probidticos se comercializan en alimentos
como yogurth, leches fermentadas, quesos, formulas infantiles, bebidas a base
de jugos, entre otros (Torres, 2002).

Un requisito indispensable en la elaboracion de alimentos con probioticos
es la certeza de que los microorganismos adicionados son inocuos. La
inocuidad de los probidticos se investiga tradicionalmente mediante
experimentos de consumo a largo plazo; algunas especies de los géneros
Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus han sido utilizados en el procesado
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de alimentos desde hace siglos sin reporte de efectos negativos, por lo que la
FDA los ha considerado como productos GRAS (Ishibashi y Yamazaki, 2001).

La inocuidad abarca la resistencia de genes resistentes a antibidticos, la
estabilidad genética del probiotico, actividades deletoras, asi como su potencial
patogenicidad y toxicidad. Actualmente existen técnicas genéticas para evaluar
la presencia de genes no deseables en las cepas probidticas (Sanders y
colaboradores, 2010).

Aunque cada cepa probibtica es Unica, es esencial que en ellas se
evallen aspectos como la estabilidad genética, la sobrevivencia en el producto
y las propiedades técnicas de las cepas. Ya que los diferentes componentes de
la matriz del alimento pueden afectar la viabilidad de la cepa en el alimento y en
el intestino. La sobrevivencia en el alimento es fundamental para que se
obtengan los efectos benéficos de los probiéticos (Forssten, Sindelar, &
Ouwehand, 2011).

Las guias elaboradas por el Comité de expertos en el 2002, han sido
propuestas como base de informacidén que se debe reunir y presentar para que
los diferentes organismos puedan evaluar las solicitudes de Claims o
declaraciones de nutricidén y en especial de salud (Pineiro y Stanton, 2007).

5.4. Probioticos y colesterol

Los primeros en realizar observaciones que relacionaban la ingesta de
probidticos con efectos hipocolesterolemiantes fueron Mann y Spoerry (1974),
quiénes al hacer estudios en una tribu Massai, la cual tenia lo niveles de lipidos
en rangos normales, observaron que estas personas consumian una leche
fermentada llegando a concluir que algo en esta leche era la causante de su
buen estado de salud.

A partir de este momento nace la inquietud de conocer las bacterias
probidticas responsables de la reduccion de colesterol, los estudios realizados
han utilizado las cepas: Lactobacilos acidophillus, Bifidobacterium bifidus,
Enterococcus faeciumy L. plantarus (Ros, 2003).
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Sin embargo, los estudios realizados entre 1974 — 1998 indicaban que el
uso de leches fermentadas no eran la mejor opciébn como coadyuvantes en
hipercolesterolemia, lo anterior debido a que los estudios clinicos realizados
arrojaban resultados variables generando conclusiones contrastantes. Estos
resultados contradictorios pueden deberse al disefio experimental, al uso de un
tamano de muestra inadecuado y a las variaciones en los niveles basales de
lipidos en sangre (Taylor & Williams, 1998; De Roos & Katan, 2000; Pereira &
Gibson, 2002b).

Estudios mas recientes han generado resultados positivos demostrando de
esta manera el uso potencial de alimentos o suplementos probiéticos como
coadyuvantes en el tratamiento de hipercolesterolemia como se describe en los
siguientes apartados: estudios en humanos usando alimentos y utilizando
capsulas, con probidticos ya sean liofilizados o en gel, para reducir los niveles
de colesterol.

5.4.1. Estudios in vitro
Una de las primeras opciones para evaluar la capacidad reductora de

colesterol de diversas cepas probidticas es el desarrollo de estudios a nivel in
vitro, en los que se ha probado, ademas de la reduccién de colesterol, la
tolerancia a la acidez, la tolerancia a la bilis y sales biliares, asi como la
supervivencia del proceso de digestion.

Meei - Yn y Tseng - Wei, (2000) estudiaron las habilidades reductoras de
colesterol de 6 diferentes cepas de Lactobacillus acidophillus a nivel in vitro;
encontrando que todas ellas son capaces de reducir el colesterol del medio de
cultivo en diferentes porcentajes, sin embargo, la cepa ATCC 4356 fue la que
mostré6 mayor eficacia llegando a reducir del medio los niveles de colesterol
entre 57% y 71%, cuando este se encontraba en forma de oxgall (como fuente
de bilis conjugada y desconjugada) y de acido célico.

Por otro lado, Pereira y Gibson en el 2002a evaluaron la capacidad
reductora de diversas cepas probidticas: Lactobacillus fermentum cepas F53 y
KC5b, Bifidobacterium infantis ATCC 15697, Streptococcus bovis ATCC 43143,
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Enterococcus durans DSM 20633, Enterococcus gallinarum, y Enterococcus
faecalis a nivel in vitro en medio enriquecido con colesterol y acidos biliares;
también se evalué la tolerancia a la bilis y al acido, encontrandose que la cepa
Lactobacillus fermentum KC5b, fue la que reporté un mejor eficiencia y por lo

tanto muestra un potencial uso como probiético reductor del colesterol.

Al - Saleh, Metwalli y Abu - Tarboush, (2006) examinaron la tolerancia al
acido, a la bilis y la capacidad de remocion de colesterol de tres cepas de
Lactobacillus acidophilus (DSM 9126, DSM 20079 y DSM 20242), dos cepas de
Bifidobacterium: infantis DSM 20088 y angulatum DSM 20098) y Streptococcus
thermophilus DSM 20617, ellos encontraron variaciones entre los diferentes
medios de cultivo tanto en su tolerancia al acido y a bilis, la cepa que mostré
una mejor eficiencia de remocion de colesterol fue Lactobacillus acidophilus
DSM 20079 llegando a remover 66.61 mg de colesterol del medio (95.6%).

En otro estudio se aislarén 6 cepas diferentes de Lactobacillus de una crema
fermentada, conocida como Jiaoke, se encontré que Lactobacillus plantarum
KLD S 1.0344 mostré mayor tolerancia a la bilis y mayor potencial de remocion
de colesterol del medio, utilizando diferentes mecanismos como la
coprecipitacién, remocién y asimilacion del colesterol por las bacterias
probidticas, esto debido a que del 54.08% del colesterol fue removido en el
medio, 18.57% fue resolubilizado en el liquido del lavado, 15.69% fue retenido
por las células y 19.82% no pudo ser recuperado (Guo, Yang, & Huo, 2011).

5.4.2. Estudios en modelos animales
Es necesario que los beneficios provocados por el consumo de probiéticos

sea evaluado a nivel in vivo, para esto se utilizan organismos modelo como:
ratas, ratones, hamsters, cerdos de guinea y cerdos, debido a la similitud que
estos poseen con los humanos en la forma en metabolizar el colesterol, la
produccién de bilis, la distribucién de las lipoproteinas en el plasma y la
regulacion del colesterol hepético por las enzimas (Lay — Gaik & Min — Tze,
2010), los estudios en animales deben corroborar los efectos encontrados a
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nivel in vitro y sustentar su posterior extrapolacion en una intervencion con

humanos.

Bhathena, Martoni, Kulamarva, Urbanska, Malhorta & Prakash (2009)
realizaron un estudio en hamsters inducidos a la hipercolesterolemia a los
cuales se les administr6 la cepa probiédtica Lactobacillus fermentum 11976, esta
suplementacién produjo una reduccion significativa en suero del colesterol total,

colesterol LDL, y de los niveles de triglicéridos en plasma.

Xie, y colaboradores (2011) estudiaron los efectos hipocolesterolémicos de
las cepas Lactobacillus plantarum 9-41- A y Lactobacillus fermentum M1-16 y
evaluaron los cambios en el peso corporal, metabolismo de lipidos y microbiota
intestinal en ratas con hipercolesterolemia inducida mediante dieta durante un
periodo de 6 semanas; después de ese tiempo las ratas fueron sacrificadas, se
realizaron estudios histoldégicos, en sus oérganos y lipidos en plasma
encontrando que en aquellas ratas con suplementacion con probioticos
mostraron una reduccion significativa (p < 0.05) de colesterol LDL y en los
niveles de triglicéridos, asi mismo, hubo un descenso significativo en el
colesterol hepatico, en los niveles de triglicéridos y en el depésito de lipidos,
también hubo un incremento significativo en la excrecion fecal de colesterol y
acidos biliares, en la microbiota intestinal se observé un incremento en estas
cepas probidticas, mientras que otras bacterias como la Escherenchia coli
decrecieron, estas observaciones sugieren que las bacterias probiodticas

utilizadas en este estudio tienen un efecto hipocolesterolémico.

La forma de metabolizar el colesterol en animales es muy parecida a la
forma en que los humanos lo hacen, lo que nos da un amplio panorama de lo
que sucederia en el organismo al administrar estos microorganismos y el efecto
positivo, adverso o nulo, que éstas podrian tener en el cuerpo humano, dando
respuesta a la pregunta de si es posible trasladar los resultados obtenidos en
estudios in vitro.
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Hay otros estudios que relacionan el uso de microorganismos probioticos y
la reduccién de colesterol, un ejemplo de esto es el trabajo realizado por Lee,
Kim, Yun, Kim, Oh & Kim (2010) quienes disefaron un estudio genético y
proteémico con Lactobacillus acidophilus A4, (donde deletarén el gen ccpA, el
cual tiene una importante participacion en el catabolismo y regulacion del
carbono, y del metabolismo del nitrbgeno) probando a nivel in vitro, y
comprobando a nivel in vivo (utilizando como modelo animal ratas Sprague-
Dawley) que aquellas bacterias a las cuales se les habian deletado el gen,
disminuian el nivel de colesterol en el medio en menor proporcion (sélo un 10%)
en comparacion con las bacterias parentales, las cuales redujeron el colesterol
en un 20%, sugiriendo que este gen estd altamente implicado en el o los
mecanismos que utiliza Lactobacillos acidophilus para disminuir el colesterol del

plasma.

5.4.3. Estudios en humanos
Existen en la literatura cientifica reportes de estudios en humanos, del

tipo de intervencién, de los cuales se mencionan algunos ejemplos en las
siguientes secciones, en los que se ha estudiado la relacién que existe entre el
consumo de probioticos y el metabolismo del colesterol y otros lipidos séricos,
enfocandose sobre todo en el efecto que el consumo de estos microorganismos

provoca.

La administracion de estos probiéticos puede ser de diversas formas: ya sea
como componente de un alimento (ej. Bioyogurth, leche fermentada) o como un

suplemento alimentario en forma de capsulas y/o polvos.

5.4.3.1. Estudios en humanos utilizando alimentos

Se han desarrollado diversas intervenciones que incluyen en la dieta de
voluntarios una leche fermentada y/o bioyogurth (yogurth que ademas de ser
fermentado con Lactobacillus bulgaricus'y Streptococcus thermophilus posee
alguna cepa que se cree le confiere propiedades a la salud) adicionado con
alguna cepa probidtica con el fin de estudiar la capacidad reductora de
colesterol. Uno de los productos mas estudiados, es el bioyogurth comercial
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llamado Gaio®, el cual contiene Enterococcus faecium utilizado con la finalidad
de reducir el colesterol. El metandlisis realizado por Agerholm-Larsen, Bell,
Grunwald, y Astrup, (2000) concluyeron que en estudios a corto tiempo,
alrededor de 6 semanas, se reducen los niveles de colesterol en un 4%, asi
como una reduccién del 5% del colesterol LDL. Sin embargo, los investigadores
sugieren que para tener resultados mas sustanciales es necesario realizar

estudios a largo plazo.

En esta misma linea, Anderson y Gilliland (1999) administraron una leche
fermentada con Lactobacillus acidophillus L1, con un consumo de 200 ml
diarios de yogurth durante 3 semanas a un grupo de voluntarios, llegando a
encontrar una reduccién en el colesterol sérico entre 2.4% y 3.2%, los
investigadores sugieren que una adecuada administracién de Lactobacillus
acidophillus L1 puede llegar a reducir el riesgo de desarrollar una ECV entre un
6% y un 10%.

Otros estudios se han enfocado en el probibtico Lactobacillus acidophilus
utilizando diversas cepas para producir leches fermentadas, asi mismo, se han
estudiado diversas dosis con el fin de encontrar la mas efectiva. Andrade y
Borges, (2009) en un estudio doble ciego, placebo controlado y cruzado
realizado en mujeres con niveles de colesterol de normal a moderadamente
elevado, encontraron que al consumir 125 ml de leche fermentada con
Lactobacillus acidophilus 145 y Bifidobacterium longum BB536, 3 veces al dia,
durante 4 semanas, se redujeron los niveles de colesterol LDL y HDL de
manera significativa en aquellos individuos que presentaban niveles de

colesterol sobre 190 mg/dl.

5.4.3.2. Estudios en humanos utilizando capsulas para reducir los niveles
de colesterol

Otro de los métodos de intervencion en el que se han enfocado los
investigadores, es la administracién de las cepas probidticas en forma de
capsulas, llegando a obtener resultados contradictorios. La evidencia sugiere
que estas discrepancias recaen en la dosis y el tiempo de aplicacion de la
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intervencién, pero sobre todo en los diferentes efectos que pueden causar cada

una de las cepas microbianas por ser diferentes entre si.

En un estudio con un grupo de 43 voluntarios, divididos en dos grupos
(grupo de estudio y grupo placebo) a los cuales se les administré6 una capsula
que contenia Enterococcus faecium M-74 en una cantidad de 2x10*
UFC/capsula o un placebo durante 56 semanas, realizandose analisis en
sangre a la semana 0, 56 y 60 (4 semanas después de terminado el
tratamiento) encontraron una reduccién en los niveles sanguineos de colesterol,
sobre todo del colesterol LDL (de 1.96 mmol/L a 1.91 mmol/L), la cual se
mantuvo por 4 semanas después de concluido el tratamiento (Hlivak, Odraska,
Ferencik, Ebringer, Jahnova & Mikes, 2005).

Resultados similares fueron encontrados por Bosch-Gallego, Espadaler-
Mazo, Méndez-Sanchez, Pérez-Carre & Farran-Codina (2011) en un estudio
clinico doble ciego, controlado por placebo y aleatorizado, donde administraron
durante un ano la cepa Lactobacillus plantarum CECT7315/7316 en un grupo
de adultos de la tercera edad con el fin de observar sus efectos sobre el transito
intestinal y el estado nutricional en general de los sujetos de estudio.
Encontraron, entre otras cosas, una disminucion significativa en los niveles de

colesterol.

Sin embargo, los resultados obtenidos por otros investigadores difieren de
los resultados anteriormente presentados, por ejemplo Lewis y Burmeister
(2005) quienes no observaron un efecto positivo en los niveles de colesterol en
los voluntarios de estudio cuando se administraron Lactobacillus acidophilus en
una concentracién de 3 x 10'® UFC; realizando una intervencién cruzada con
una duraciéon de 18 semanas de tratamiento (6 semanas de administracion de
probidtico o placebo, 6 semanas en lavado y otras 6 semanas de administracion
de probi6tico o placebo) en 80 voluntarios con elevados niveles de colesterol,

realizdndose los analisis al principio y final de cada intervencion.
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Hatakka, Mutanen, Holma, Saxelin & Korpela (2008) estudiaron las cepas
Lactobacillus rhamnosus LC705 'y Propionibacterium freudenreichii spp.
Shermani JS a una concentracién de 2 x 10" UFC de cada probiético, en una
intervenciéon de 10 semanas, que comprendia 8 semanas de tratamiento,
dividido en dos periodos de 4 semanas cada uno y un periodo de lavado de 2
semanas con el fin de disminuir los niveles de lipidos en plasma en 38 hombres
aparentemente sanos, al finalizar el tratamiento no encontraron cambios en el
colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL vy triglicéridos entre los sujetos a
los que les administrd el probidtico comparando con aquellos a los que se les

suministro el placebo.

En las intervenciones en humanos son evidentes las discrepancias en los
resultados obtenidos por los investigadores, es de destacar los tiempos de
intervencién y el uso diferentes cepas, o que sugiere que cada cepa interviene
de manera diferente en el metabolismo de los lipidos y del colesterol,

generando de esta manera la variedad de resultados obtenidos.

5.5. Mecanismos de accion utilizados por los probiéticos para reducir el
colesterol
Se han realizado una gran cantidad de estudios en los que se ha

demostrado la capacidad reductora de una gran variedad de microorganismos
probidticos, sin embargo, hasta el momento no se conoce del todo el
mecanismo 0 mecanismos de accidén que estos microorganismos utilizan, por lo
que se han desarrollado una serie de investigaciones cuyo obijetivo es dilucidar

esta incognita.

A continuacion se enlistan los mecanismos propuestos, asi como estudios

que demuestran tales mecanismos de accién.

5.5.1. Actividad de enzima sal biliar hidrolasa utilizada por probiéticos
Las sales biliares son excretadas en el duodeno en forma de compuestos

N-acil conjugados con glicina o taurina, tienden a facilitar la funcién de la
emulsificacion de los lipidos y ayudan en la absorcién de los nutrientes lipidicos,
ademas la excrecion de bilis es la principal ruta de eliminacién de colesterol que
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utiliza el cuerpo, asi como una de las principales vias del metabolismo de este
compuesto. Cuando las sales biliares conjugadas son hidrolizadas en el
intestino, proceso conocido como desconjugacion, su solubilidad y capacidad
de emulsificacidon disminuye, lo que ocasiona que las sales biliares
desconjugadas sean menos solubles y absorbidas por el intestino que las
conjugadas; es sabido que coprecipitan el colesterol a valores de pH menores
de 5.5 y lo unen a las células bacterianas y fibra dietética, lo que facilita su
excrecion en las heces. Aunado a esto, las sales biliares desconjugadas son
menos eficientes para formar micelas, por lo que se ha asumido que es la
causa de la disminucién de la solubilidad del colesterol (Ahn, Kim, Lim, Baek, &
Kim, 2003).

La secrecidbn de la enzima sal biliar hidrolasa, por algunas bacterias
probidticas incrementa la excrecidn de bilis en las heces (Begley, Hill & Gahan,
2006) la cual cataliza la hidrolisis de las sales biliares conjugadas con los
aminodcidos glicina o taurina a sales biliares libres (Corzo & Gillland, 1999) al
ser el colesterol uno de los principales componentes de la bilis, el aumento de
su excrecidn en las heces, da como resultado una menor cantidad de colesterol
disponible para ser absorbido y metabolizado por el cuerpo a su vez que hay
una reduccion del mismo en el plasma (Segarra-Espinoza, 2006).

Lo anterior sugiere que este es uno de los mecanismos que utilizan los
microorganismos para reducir el colesterol, ya que la produccién de la enzima
sal biliar hidrolasa utilizara el colesterol para producir sales biliares, las cuales
son posteriormente excretadas en las heces, ademas de que se disminuye la
solubilidad del colesterol y su posterior absorcion en el lumen. Se ha reportado
la actividad de la enzima en Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus,
Clostridum y Bacteroides (Pereira, McCartney & Gibson, 2003; Begley, Hill, &
Gahan, 2006).

Pereira, McCartney & Gibson (2003) evaluaron a nivel in vitro la produccion
de la enzima sal biliar hidrolasa por la bacteria Lactobacillus fermentum KC5b y
su utilizacion para la produccién de acidos grasos de cadena corta, reduciendo
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de esta forma el colesterol en el medio de cultivo, se utilizé para ello un sistema
in vitro de 3 fases de cultivo continuo, encontrando un aumento en la
produccién de acetato, butirato y propionato cuando al sistema se le
administraba la cepa en una concentracién de 2x10° UFC/ml, sugiriendo que el
microorganismo puede afectar el metabolismo del colesterol, ya sea utilizandolo
para la produccién de acidos biliares o reduciendo la solubilidad del colesterol y

por ende la absorcion del mismo.

Liong & Shah (2005a) examinaron la habilidad de cepas de lactobacilos de
desconjugar sales biliares, la actividad de la enzima sal biliar hidrolasa (SBH) y
la habilidad de remover colesterol mediante su coprecipitacién con bilis
desconjugadas con el fin de seleccionar cepas con propiedades de reduccion
del colesterol. Las cepas estudiadas fueron 11; 7 Lactobacillus casei: CSCC
2607, ASCC 1520, ASCC 1521, ASCC 279, ASCC 290, ASCC 292 y ATCC
15820; y 4 cepas de Lactobacillus acidophillus: ATCC 33200, ATCC 4356,
ATCC 5357 y ATCC 4962; encontrando que se libera mas acido célico
(medicidn indirecta de desconjugacién de acidos biliares conjugados) a partir de
acido glicocdlico que de acido taurocdlico, también reportaron que las cepas de
L. acidophillus tienen una mayor capacidad desconjugante que las cepas de L.
casei. Se observé el mismo comportamiento al medir la actividad de SBH,
encontrando una mayor especificidad al sustrato cuando éste era glicina en
lugar de taurina, en cuanto a la coprecipitaciéon de colesterol, aun y cuando se
observd coprecipitacidon con ambas sales biliares, ésta fue mayor en presencia
de glicocolato de sodio. Las cepas L. acidophillus ATCC 33200, 4356 y 4962, y
la cepa L. casei ASCC 1521 mostraron mayor habilidad de desconjugacion y
actividad de SBH cuando la mezcla de bilis era similar a la humana, por lo que
estas cepas son candidatos promisorios para hacer pruebas in vivo.

Sridevi, Vishwe & Prabhune (2009) aislaron la enzima sal biliar hidrolasa de
Lactobacillus buchneri ATCC 4005 para después inmovilizarla en goma gel
gellam al 0.5%. Posteriormente esta enzima inmovilizada fue dosificada a ratas

Wistar a las cuales se les indujo a hipercolesterolemia, las dosis fueron de 10
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Ul’lkg de la enzima inmovilizada encontrando una reduccion de 50% de
colesterol y 15% de triglicéridos en el plasma sanguineo. Cuando las dosis se
aumentaron a 20 Ul/ kg la reduccion de colesterol fue de 58% y de triglicéridos
de 45%.

5.5.2. Consumo de colesterol por bacterias intestinales
En tiempos recientes se ha considerado que algunos polisacaridos

exocelulares producidos por bacterias lacticas podrian actuar como prebi6ticos,
emulando las acciones que éstos generan en el intestino, como el aumento de
la eliminacién de las sales biliares en las heces, con la consecuencia de la
reduccion de los niveles de colesterol sérico (Reyes-Gavilan, Abelardo, Ruas-
Madiedo, Noriega, Sanchez, & Cuevas, 2004).

Pigeon, Cuesta & Gililliand (2002), estudiaron diferentes cepas de
Streptococcus termophillus  (St-143, St-OSU1, St-OSU2, St-OSU3) vy
Lactobaciillus delbrueckii sp. Bulgaricus (Lb-18, Lb-10442, Lb-OSU4 y Lb-
OSU5) que producen exopolisacaridos exocelualres, los cuales tienen la
habilidad de unir acidos biliares in vitro mediante la uniébn de éstos a la
superficie de la membrana debido a la formacién de polisacaridos exocelulares,
utiizando como fundamento los resultados obtenidos por Nakajima, Susuki,
Kaizu, & Hirota (1992) quienes mostraron en un grupo de ratas, utilizadas como
organismos modelos, una reduccién significativa de los niveles de colesterol en
el grupo que consumié una leche fermentada con bacterias &cido lacticas
productoras de polisacaridos exocelulares en comparacion con aquellas que
consumieron leche fermentada con cepas no productoras de estos azucares.
Se sabe que los exopolisacaridos le confieren a los productos fermentados
ciertas caracteristicas organolépticas de un gel mucilaginoso, que en algunos
productos es deseable, como en leches fermentadas y yogures, también se ha
relacionado a estos exopolisacaridos con efectos a la salud como antitumorales,
actividad inmunoestimuladora y disminucién del colesterol (Aznar, Duefas,

Jiménez, Lopez, & Ruas-Madiedo, 2012).
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Pereira & Gibson (2002a) evaluaron el efecto de bacterias acido lacticas
y bifidobacterias sobre los niveles de colesterol en un estudio in vitro,
estudiandose 7 cepas: Lactobacillus fermentum F53, Lactobacillus fermentum
KC5b, Bifidobacterium infantis ATCC 15697, Streptococcus bovis ATCC 43143,
Enterococcus durans DSM 20633, Enterococcus gallinarium y Enterococcus
faecalis; siendo la cepa L.fermentum KCb5 (aislada de heces humanas) capaz
de asimilar un maximo de 14.8 mg de colesterol/g de peso seco de células del
medio de cultivo, por lo que se considera a esta cepa como un probidtico

potencial.

Ahire y colaboradores (2012) observaron en un estudio in vitro, que
Lactobacillus helveticus era capaz de asimilar el 100% del colesterol de un
medio MRS con una concentracidén de colesterol 3 mM después de 42 horas de
incubacion a 37°C, también observaron que las UFC del probibtico

incrementaron a través del tiempo de incubacion.

5.5.3. Unidn del colesterol a la superficie celular
Cueto y Aragon (2012) aislaron 53 cepas a partir de nueve muestras de

suero proveniente de matrices lacteas de productos autéctonos colombianos,
probando el potencial probidtico de las bacterias por su sobrevivencia al &cido y
la bilis en estudios in vitro, de las 53 aisladas se seleccionaron 5
microorganismos y se identificaron molecularmente, como Lactobacillus
fermentum. Ademas evaluaron la capacidad de adsorber el colesterol de estas
bacterias por el método de Kimoto, observando una disminucion de 53.06 +
2.69 pg/ml para la cepa K73 y 7.23 + 2.69 ug/ml para la cepa K75. Después de
estas observaciones concluyeron que la cepa con mayor potencial probidtico
fue K73.

5.5.4. Incorporacion del colesterol a la membrana celular
Alrededor del 70% del colesterol circulante se encuentra en forma de

esteres de colesterol, en los que el colesterol se encuentra esterificado con un
acido graso de cadena larga, generalmente linoleico. Esta eterificacion aumenta
la hidrofobicidad del colesterol (Universidad de Buenos Aires, 2010).
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Noh, Kim, & Gilliland (1997) estudiaron la asimilacién del colesterol de la
cepa Lactobacillus acidophillus ATCC 43121, encontrando que este colesterol
no era degradado metabdlicamente, ya que la mayoria de éste fue recuperado
con las células en las fracciones membranales de éstas, ademas se encontro
que las células que unian colesterol a la membrana eran mas resistentes a la
lisis por sonicacién, lo que sugiere una alteracion a la pared celular debida a la

incorporacion del colesterol a ésta.

Lye, Rahmat-Ali & Liong (2010) estudiaron la habilidad de remover
colesterol de 5 cepas de lactobacilos: Lactobacillus acidophillus ATCC 314, L.
acidophillus FTCC 0291, Lactobacillus bulgaricus FTCC 0411, L. bulgaricus
FTDC 1311 y Lactobacillus casei ATCC 393 por diversos mecanismos; entre
ellos la incorporacion del colesterol a la membrana celular. Para esto se
realizaron observaciones de las células mediante microscopia de barrido (SEM)
para observar si fueron o no capaces de unir colesterol a la membrana,
encontrando que la union se debe a un fenbmeno fisico efectuado por las
propiedades fisicas y estructurales de los peptidoglicanos de la pared celular,
los cuales poseen aminodacidos capaces de unir colesterol y de esta forma
inhibir la absorcidn intestinal del mismo, encontrando que todas la cepas
estudiadas tienen esta capacidad, y que el colesterol se adhiere a las células
tras la fermentacién, lo que hace suponer que la uniéon del colesterol es

dependiente del crecimiento.

5.5.5. Conversion de colesterol a coprostanol
El colesterol a nivel del intestino puede ser absorbido o transformado en

una serie de metabolitos microbianos, siendo el coprostanol el mas abundante
de todos (Macdonald, Bokkenheuser, Winter, McLernon, & Mosbach, 1983).

Lye, Rusul,& Liong (2010) analizaron la capacidad de reduccion del
colesterol por diferentes lactobacilos (Lactobacillus acidophillus ATCC 314, L.
acidophillus FTCC 0291, Lactobacillus bulgaricus FTCC 0411, L. bulgaricus
FTDC 1311 y Lactobacillus casei ATCC 393) mediante la conversiéon de éste a
coprostanol, en presencia de sales biliares (oxgall, acido coélico y acido
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taurocoélico) se observé mayor concentracion de coprostanol en el medio que
contenia oxgall, siendo mas predominante en L. bulgaricus FTDC 1311,
mientras que la menor concentracion fue observada en el medio que contenia

acido coélico comparado con las otras sales biliares estudiadas.

Benno, Midtvedt, Alam, Collinder, Norin & Midtvedt (2005) reclutaron a
633 personas entre hombres y mujeres a los cuales se les determind las
concentraciones de colesterol y coprostanol excretado en heces, expresando
los resultados como el porcentaje de coprostanol en la cantidad total de
colesterol y coprostanol presente, encontrando que entre mayores eran los
pacientes (>50 afos) mayor era su tasa de conversién a coprostanol (>40%).
También encontraron que habia un mayor porcentaje de mujeres (M) altamente
convertidoras en comparacion de los hombres (H) sobre todo en los grupos <36
anos (76%M vs. 62%H) y en el grupo de 36 a 50 afos (70%M vs. 60%H).

5.5.6. Inhibicion de la formacién de micelas
Las saponinas procedentes de plantas forman complejos insolubles con

esteroles, entre ellos el colesterol y acidos biliares, esto se debe a que la parte
hidrofobica de la saponina se asocia con la porcion hidrofébica del ndcleo del
esterol mediante una union lipofilica en una asociacion micelar apilada. Las
saponinas se unen al colesterol en la bilis del intestino previniendo su
reabsorcion, al afectar la permeabilidad de las células intestinales por la
formacién de estos complejos y ser las saponinas anfipaticos es de esperarse
que influyan en la emulsificaciéon y formacién de sustancias solubles en grasa,

incluyendo la formacién de micelas (Cheeke, 2000).

Susuki, Kaizo y Yamauchi (1991), estimaron las concentraciones de
colesterol en suero cada 12 dias en ratas que habian sido alimentadas con una
dieta alta en colesterol que ademas contenia una leche descremada o leche
fermentada con diversas bacterias, encontrando que las leches fermentadas
tenian la habilidad de inhibir el colesterol y que esta habilidad dependia de la
cepa mas que de la especie del microorganismo. Observaron que la cepa
utilizada, L. acidophilus SBT 2056, era las mas eficiente, y presenté un
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incremento en la concentraciones de esteroles en bilis y en heces, también se
incrementd la actividad de la enzima 7 a-hidrolasa en el higado, ademas se
observé un efecto inhibidor contra la absorcion en las micelas a nivel de

intestino.

En 1996 Fukushima y Nakano estudiaron el efecto de una mezcla
probiética (Baciilus, Lactobacillus, Streptococcus, Clostridium, Saccharomyces y
Candida) y lo compararon con los efectos de L. acidophillus o S. faecallis, los
cuales fueron administrados a un grupo de ratas, encontrado que el grupo que
fue alimentado con la mezcla de microorganismos tenia una mayor
concentracion de colesterol excretado en heces, también encontraron que en
este grupo la formacion de micelas fue significativamente mas baja
(aproximadamente 9%, p<0.05), lo cual indica que la mezcla de
microorganismos al ser parte de la dieta disminuye la sintesis de colesterol en
el higado e incrementa la excrecion de esteroides del intestino, lo cual le otorga

un rol hipocolesterolémico a esta mezcla.

5.5.7. Fermentacion selectiva de ciertos alimentos por la microbiota
intestinal
La fermentacion selectiva de ciertos alimentos por las microbiota

intestinal da como resultado la produccion de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) y por consiguiente la reduccion de los niveles de colesterol en el
plasma (Trautwein, Rieckhoff, & Erbersdobler, 1998).

La formacion de AGCC es un evento importante, ya que favorece el
desarrollo de microorganismos benéficos, asi como de las células epiteliales del
colon. La microbiota del colon fermenta material organico que no puede ser
digerido de otro modo por el huésped en el intestino superior, siendo los
principales productos acetato, propionato y butirato, aunque también se pueden
producir lactato, succinato y etanol. El acetato es el principal AGCC producido
en el colon, el cual es usado para la lipogénesis una vez que entra en la
circulacién sistematica, ademas de que es el principal sustrato para la sintesis
de colesterol, por otro lado se ha reportado que el propionato inhibe la sintesis
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de colesterol en tejido hepético, siendo relevante la proporcidén
propionato:acetato en el colon, ya que ésta reduce la sintesis de colesterol

procedente de la via de acetato (Huazano-Garcia & Loépez, 2013).

Farooq, Mohsin, Liu, y Zhang (2013) estudiaron el efecto sobre la
produccién de AGCC de las diferentes fracciones de fibra dietética de dos
variedades de mijo (mijo perla -Pennisetum glaucum y mijo - Setaria italica) al
ser fermentadas por bacterias probidticas (Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum vy Bifidobacterium bifidus)
encontrando que la fraccion de fibra dietética total es la mas adecuada para la
produccién de AGCC y que la produccién de éstos sigue el siguiente patrén:
acetato > propionato > butirato.

Por todo lo anterior es importante analizar si las cepas de probidticos que
encontramos en los alimentos que se comercializan poseen la capacidad de
reducir el colesterol, asi como los mecanismos que utilizan para este fin, para
que en un futuro se desarrollen alimentos funcionales que junto con una dieta y
tratamiento adecuado coadyuven al manejo de la hipercolesterolemia,
ampliando de esta forma las opciones de los pacientes para los cuidados de

este padecimiento.
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6.1. Diseino

6.1.1. Tipo de estudio

Experimental transversal.

6. METODOLOGIA

6.2. Esquema general de analisis.
En la figura 1se presenta el esquema que se siguid para el logro de los

objetivos del presente trabajo.

Aislamiento y reactivacion de cepas

Identificacion por APl o PCR segun morfologia

v

Tolerancia al 4cido

v

Tolerancia a la bilis

Cepas resistentes a acido y bilis

v

Asimilacion
de colesterol

v

Union de sales biliares a la superficie
celular por polisacaridos exocelulares.

Incorporacion de colesterol Desconjugacion de sales biliares
a la membrana celular. por la enzima de sal biliar hidrolasa

Figura 1. Esquema general de anélisis.

6.3. Material biologico

Para esta investigacion se utilizaron microorganismos aislados e

diferentes alimentos, como bioyogurth (yogurth que ademas de ser fermentado

con Lactobacillus bulgaricus 'y Streptococcus thermophilus posee alguna cepa

que se cree le confiere propiedades a la salud), leches fermentadas, leches

maternizadas y cereales de desayuno en cuyas etiquetas se declaraba el uso

de estos microorganismos probiéticos en su formulacién, los cuales se
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describen en la Tabla 1, el aislamiento se realizd de acuerdo a la metodologia
propuesta por Gonzéalez-Martinez, Jiménez-Salas & Goémez-Trevifio (2006).

Tabla 1. Productos alimenticios con probiéticos.

Producto Origen Cepa declarada por el
fabricante
A Bioyogurth Bifidobacterium Lactis
B Leche maternizada Bifidobacterium longum
Lactobacillus rhamnosus

C Cereal Bacilllus coagulans
D Bioyogurth Lactobacillus casei
E Bioyogurth Lactobacillus johnsonii
F Leche maternizada Lactobacillus reuteri
G Leche fermentada Lactobacilllus casei shirota
H Bioyogurth Bifidobacterias.

Las cepas de referencia se obtuvieron de la coleccion de cepas del
Laboratorio de Alimentos del Centro de Investigacion en Nutriciéon y Salud
Publica (CINSP) de la Facultad de Salud Publica y Nutricién de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, las cuales se encontraban criogenizadas en glicerol
y almacenadas a -20°C, o bien, liofilizadas y mantenidas a 4°C, estas fueron
reactivadas en caldo Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (BD®) incubadas a 37°C /
24 horas en condiciones de anaerobiosis. En la tabla 2 se muestras las cepas
de referencia reactivadas y que fueron utilizadas para esta investigacion.
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Tabla 2. Cepas de referencia utilizadas y su codificacién

Cébdigo Cepa de referencia ATCC
10 Lactobacillus fermentum ND
11 Lactobacillus brevis 367
12 Lactobacillus paracasei paracasei LB 30
13 Lactococcus sp. 7963
14 Bacillus coagulans 7050
15 Bifidobacterium longum 15707
16 Bifidobacterium adolescentis 15703
17 Bifidobacterium lactis. *DSM 10140

ND = No Declarado, * Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Gmbh (DSMZ, Germany)

6.4. Aislamiento de microorganismos probioticos
Para aislar las cepas probidticos de los productos se realizarén

diluciones decimales de los alimentos como lo establece la NOM-110-SSA1-
1994, se realizaron siembras en vertido en placa mediante en agar MRS en
buffer de fosfatos 0.3 mM, pH 7.2 (Secretaria de Salud, 1994). Las cajas Petri
fueron incubadas a 37°C por 48 horas en condiciones de anaerobiosis con Gas
Pak System (BD®). Después de este tiempo se procedid a resembrar las
colonias que presentaron diferente morfologia en cajas con agar MRS por la
técnica de estriado en 3 campos incubando en iguales condiciones.

6.4.1. Gram y morfologia bacteriana

A las cepas aisladas de alimentos y cultivadas en caldo MRS se les
realiz6 una tincion de Gram para diferenciar su morfologia bacteriana (bacilos,
cocos, bifidobacterias) de los cultivos obtenidos. Las cepas aisladas se
resembraron en caldo MRS para la obtencién de cultivo puro incubando en las
condiciones ya descritas.

En el caso de las cepas de referencia, se reactivaron de forma similar a
la metodologia antes mencionada en la que se empleé caldo MRS,
posteriormente se realiz6 una tincién de Gram y se corroboré su morfologia

celular.
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6.4.2. Identificacion de probioticos aislados

Identificacion  bioquimica (APIP/CH50). Aquellas cepas que
presentaron morfologia bacteriana de bacilos y cocos se procedid a su
identificacion mediante pruebas de fermentacion de carbohidratos, API®CH50

(Biomerux, France).

Las colonias se depositaron en medio CHL hasta alcanzar una turbidez
similar a McFarland 3, el medio se agité para homogenizar y se colocé en los
pocillos de la galeria CH50 hasta el borde, esta se coloc6 en el porta galeria
previo acondicionamiento y etiquetado de la misma, la galeria se incub6 en
condiciones de anaerobiosis en Gas Pak System (BD®) a 37°C por 24 — 48
horas, al concluir el tiempo de incubacion los resultados de las fermentaciones
de azucares se utilizaron para identificar los microorganismos mediante el uso

del software de APl Biomerux, France.

6.4.3. Identificacion por métodos moleculares (reaccion en cadena de la
polimerasa - PCR)

A las cepas que presentaron morfologia bacteriana de Bifidobacterias o
las cepas obtenidas de los productos en cuya etiqueta se declaraba el uso de
esta variedad de probiodtico se procedioé a su identificacion mediante la técnica
de PCR. Como se describe a continuacion:

A partir del cultivo puro de las cepas de interés en caldo MRS se
procedioé a la extraccion del DNA gendémico por el método de DNAzol® (Xu &
Blakesley, 1996).

Con las secuencias de oligonucleétidos (primers) utilizados, previamente
reportados por Ventura, Reinero y Zink (2001) se realizé la comprobacién para
DNA de eubacterias, posteriormente se comprobd si pertenecian al género
Bifidobacterium, aquellas cepas que dieron positivo al género Bifidobacterium,

se analizaron para ver si pertenecian a la cepa de B. animalis sub. lactis.
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La especificidad de los oligonuclétidos se corrobord utilizando el
programa BLAST (www.ncbi.nih.qov/BLAST), los cuales se muestran en la tabla
3.

Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos utilizadas

Bacteria Oligo Secuencia Locacion
PO F GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG  6-28 (16S rRNA)
Eubacteria

338F R GCTGCCTCCCGTAGGAGT 321-338 (16S rRNA)

Género PO F GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG  6-28 (16S rRNA)
Bifidobacterium LM3 R CGGGTGCTNCCCACTTTCATG  1412-1432 (16S rRNA)

Bflac2 F GTGGAGACACGGTTTCCC 991-1009 (16S rRNA)

B. lactis 1651-1671

Bflacs R CACACCACACAATCCAATAC .
(16S-23S spacer region)

Bacillus BACO186 F GCATGGAGGAAAAAGGAA 16S rRNA
coagulans BACO447 R CCCGGCAACAGAGTTTTA 16S rRNA

Fuente: Ventura, Reinero & Zink, 2001; Hidaka, Horie, Akao, & Tsuno, 2010

Se realizaron las reacciones de PCR en volumenes de 25 ul,
conteniendo una mezcla de DNA, dNTP’s, y Taqg polimerasa (utilizando 25
pmoles de cada primer, 200 uM de la mezcla de cada uno de los 4 dNTP’s, 1.5
uM de MgCl,, 1X de amortiguador 10X [compuesto de 200mM Tris-HCI pH 8.0
500 mM KCl], 2.5 unidades de la enzima Tag-DNA polimerasa, 10-200 ng de
DNA templado y 8.5 ul de agua) las condiciones del termociclador (Axygen
modelo Maxigen) fueron un ciclo a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos a 95°C por 30
segundos, 58°C por 1 minuto, 72°C por 4 minutos y el ultimo ciclo a 72°C por 7
minutos y manteniendo la temperatura a 4°C en forma constante. Los productos
amplificados se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% en
TAE1X, aplicando un voltaje de 20 Volts por 5 minutos y 80 Volts por 4 minutos
utilizando una camara de electroforesis y un marcador de pares de bases
Hyperladder Il (Bioline™) como referencia, como controles positivos y negativos
para la PCR, se utilizaron DNA de cepas de referencia de los mismos gene y/o
especies y agua respectivamente. Los geles obtenidos se analizaron en el
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sistema de fotodocumentacién (Transiluminador UVP Gel Doc-It™ Imaging
System).

También se analizd6 por métodos moleculares la presencia de Bacillus
coagulans en el producto C, utilizandose la metodologia descrita por Hidaka,
Horie, Akao & Tsuno (2010). Para la amplificacion se utilizaron los primers que
corresponden a un segmento del gen para el RNAr 16S, los cuales fueron
corroborados en el programa Gene Bank y Blast (www.ncbi.nih.gov/genbank y
www.ncbi.nih.gov/BLAST).

Para la extraccion de DNA se utilizé el método de DNAzol® mencionado
anteriormente y las condiciones de PCR fueron iguales que las de
bifidobacterias ya descritas. Las condiciones del termociclador (Axygen modelo
Maxigen-Gradient) fueron un ciclo a 94°C por 10 minutos, 30 ciclos a 94°C por
20 segundos, 48°C por 20 segundos, 72°C por 40 segundos y el ultimo ciclo a
72°C por 5 minutos y manteniendo la temperatura a 4°C en forma constante.
Los productos amplificados se visualizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1% en TAE1X, aplicando un voltaje de 20 Volts por 5 minutos y 80
Volts por 4 minutos utilizando una camara de electroforesis y un marcador de
pares de bases Hyperladder IV (Bioline™) como referencia, asi como controles
positivos y negativos para la PCR, utilizando para ello DNA de la cepa de
referencia y agua respectivamente. Los geles obtenidos se analizaron en el
sistema de fotodocumentacién (Transiluminador UVP Gel Doc-ItTM Imaging

System).

6.5. Tolerancia al acido
Para probar la sobrevivencia de las cepas probiéticas al pH acido similar

al que se presenta en estomago se evalud la tolerancia al acido de las cepas
tanto aisladas de alimentos como de referencia.

Para la prueba de tolerancia al 4cido se siguié la metodologia propuesta
por Pereira y Gibson (2002a) con algunas modificaciones las cuales se

describen a continuacion:
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En un cultivo fresco con la cepa de interés fue sembrado en caldo MRS,
incubado toda la noche a 37°C en condiciones de anaerobiosis mediante el
sistema Gas Pak (BD®), posteriormente se centrifugd a 5000 rpm por 10
minutos a 24°C, el pellet se resuspende con caldo MRS y se le ajusté el pH a 2
utilizando HCI concentrado, posteriormente se incub6 a 37°C durante 2 horas
en condiciones anaerdbicas (con aceite mineral estéril al tubo de ensaye);
durante el tiempo de incubacion se tomo una alicuota de 1 ml a los 0, 15, 30,
45, 60 y 120 minutos, de esta alicuota se realizaron diluciones en series de 10
en buffer de fosfatos, y se sembré por vertido en placa con agar MRS y se
incubd a 37°C por 48 horas en condiciones de anaerobiosis con el sistema Gas
Pak (BD®), cuantificandose las UFC que sobrevivieron a las condiciones de
acidez en los diferentes tiempos.

6.6. Tolerancia a la bilis
Es necesario evaluar la sobrevivencia de las cepas a las condiciones del

intestino para que estas lleguen viables para colonizar el colén, lo cual se puede
estimar al probar la tolerancia a la bilis de los diferentes microorganismos con

los que se trabajo.

Para esta prueba se siguié la metodologia descrita por Liong y Shah
(2005a) con algunas modificaciones que a continuacién se describen, se
prepararon tres caldos MRS conteniendo oxgall o acido cdlico o acido
taurocoélico en concentraciones de 0.30% p/v de sales biliares, estos caldos se
inocularon con la cepa de interés y se incubarén a 37°C en condiciones de
anaerobiosis, utilizando para ello sobres BD® y el sistema Gas Pak (BD®);
ademas se us6 como control caldo MRS sin sal biliar.

Cada hora se tomd una alicuota de 1 ml y se midié la absorbancia a
620nm durante 8 horas, asi mismo se realizd una siembra por vertido en placa
con agar MRS al inicio y final de la prueba para obtener la sobevivencia de la
cepa analizada en las distintas fuentes de sales biliares, las cajas se incubaron
a 37°C por 48 horas en condiciones de anaerobiosis, con sobres y el sistema
Gas Pak (BD®).
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6.7. Asimilacion y ensayo de colesterol
Para probar la capacidad de asimilar el colesterol de las diferentes cepas

elegidas en base a su tolerancia al acido y bilis se siguié la metodologia
propuesta por Liong y Shah (2005a), con algunas modificaciones que a

continuacién se detallan:

En tubos con 10 ml de caldo MRS a los cuales se le adicioné con 0.2% o
0.4%p/v de oxgall mas una solucion colesterol hasta alcanzar una
concentracion de 100mg/L se inocularon con la cepa de interés y se incubaron
a 37°C por 12 horas en condiciones anaerdbicas (con aceite mineral estéril).
Durante el tiempo de incubacién, cada hora se tomé una alicuota y se midié su
densidad éptica a 650nm (se utiliz6 como control un tubo con medio estéril sin

inoculo).

Pasadas las 12 horas se removieron las células bacterianas por
centrifugacion (5000 rpm por 10 minutos a 4°C), se separd el sobrenadante
midiendo el volumen de liquido removido, llevandose las células a peso
constante en el horno a 80°C.

Posteriormente se realiz6 el ensayo de colesterol, para ello se
resuspendierdn las células secas con agua destilada en igual volumen del
sobrenadante removido, se tomd una alicuota de 0.5ml, se agregd 3 ml de
etanol al 95%, se mezcld, se agregaron 2 ml de KOH al 50%, y se mezcld
nuevamente. Se calent6é a 60°C en bafio maria por 10 minutos y se dejé enfriar
a temperatura ambiente (TA). Después de este tiempo se agregaron 5 ml de
hexano y mezcld con vortex por 20 segundos, realizandose 5 repeticiones, se
agregaron 3 ml de agua destilada y se repitié el mezclado con vortex. La mezcla
se dejé reposar por 15 min a TA para permitir el separado de fases y se
transfirieron 2.5 ml de la capa de hexano a un tubo limpio el cual se dej6
evaporar a 60°C en el horno de conveccién. Después de haberse evaporado el
hexano se agregaron 4 ml de reactivo de Orto-ftalaldehido (0.5 mg de o-
ftalaldehido /ml de acido acético glacial) y se dejé reposar 10 minutos a TA; con
ayuda de una pipeta se agreg6 lentamente 2 ml de H.SO,4 concentrado dentro
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del tubo, se mezclé con vortex como se describié anteriormente y se dejé

reposar a TA por 10 minutos; se tomé la densidad éptica a 550nm.

La curva de calibracién se realizd siguiendo este mismo procedimiento

en concentraciones conocidas de una solucién de colesterol.

6.8. Determinacion de polisacaridos exocelulares (EPS)
Para este apartado se siguié la metodologia propuesta por Pigeon,

Cuesta & Gilliland (2002) que consiste en los siguientes puntos:

6.8.1. Mantenimiento de cultivos
Para comprobar la tolerancia de los microorganismos a las condiciones

del medio se subcultivaron las cepas de interés inoculando al 1% un tubo con
caldo MRSL (el caldo MRSL se prepara por ingrediente, en el cual la dextrosa
se sustituye por lactosa en una concentracion del 4% y se incub6 a 37°C por 18
horas en condiciones de anaerobiosis, utilizando para ello es sistema Gas pak
(BD®).

Después del tiempo de incubacion se subcultivo la cepa en leche NDM
(no fat dry milk) 10% p/v. Para ello se reconstituyé leche descremada en polvo
(NDM) con agua desionizada, logrando una solucién de 10% p/v la cual se
pasteurizé a 80°C por 30 minutos e inmediatamente se llevé a refrigeracion a

7°C, esta leche se prepard y uso el mismo dia.

6.8.2. Produccion y medicion de polisacaridos exocelulares (EPS)
Se Inoculé con la cepa de interés 10 ml de leche NDM y se incubd a

45°C por 8 horas, posteriormente se tomé una alicuota de 55 ml y se
agregaron 1.1 ml de citrato de sodio al 20% p/v para solubilizar las proteinas de
leche y se agregaron 4 ml de agua desionizada para alcanzar una
concentracion final de citrato de sodio del 2% v/v, posteriormente se
recolectaron las células por centrifugacion a 5000 rpm por 15 minutos a 3°C, se
lavé el pellet con 11 ml de agua desionizada fria y se repitié la centrifugacion,
se desechd el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 5.5 ml de agua
desionizada fria. Finalmente se determiné el contenido de azucares totales por
el método de antrona.
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También se realiz6 una cuenta en placa para comparar el crecimiento
entre cepas en la leche fermentada, realizando diluciones seriadas, como se
describié anteriormente, utilizando agar MRSL, el cual fue preparado por
ingrediente sustituyendo la glucosa por 4% p/v de lactosa.

6.8.2.1. Determinacion de azucares totales por el método antrona
La metodologia seguida en este apartado fue descrita por Rodriguez-

Arzave (1987) con pequenas modificaciones que a continuacién se detalla:

Se tomé una alicuota de 2 ml de suspension celular de interés (o tubos
para la curva de calibracion), los tubos de mantuvieron en bafo de hielo durante
10 minutos se agregaron 4 ml de solucién de antrona (0.2% de antrona en
H.SO4 concentrado) y nuevamente se llevd a bafio de hielo durante 5 minutos,
después de este tiempo se mezcld con vortex y se llevé a bafno de hielo, una
vez mezcladas las muestras se calentaron 5 minutos en bafo de agua a 100°C
y se dejaron enfriar (puede ser en un bano de hielo para mayor rapidez),
posteriormente se medio la absorcion a 540 nm.

6.8.3. Medicion de la adhesidén de los acidos biliares
Se sigui6 la metodologia propuesta por Pigeon, Cuesta & Gilliland (2002)

con algunas modificaciones. La cepa cepa de interés (1% v/v de suspension) se
inoculd en un frasco con 75 ml de caldo MRSL y se incubé a 45°C por 8 horas

en condiciones de anaerobiosis en un sistema Gas pak (BD®).

Después del tiempo de incubacion se dividieron los 75 ml en dos frascos
en alicuotas de 22.5 ml (el frasco debe de ser de al menos 50 ml); en uno se
agregd 2.5 ml de una solucion de &cido colico 15 mM para alcanzar una
concentracion final de &cido biliar de 1.5 mM y a otro se le agregd una
concentracion igual de acido taurocélico.

Los tubos se mantuvieron en agitacion (200 rpm) por 2 horas a 37°C
para permitir el contacto de las células con las sales biliares, después del
tiempo de incubacién se ajustd el pH a 7 utilizando para ello una solucion de
NaOH 10N, se centrifugarén los tubos a 5000 rpm durante10 minutos a 3°C, se
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tomo una alicuota de 15 ml del sobrenadante y ajusté su pH a 1.0 utilizando HCI
10 N; posteriormente se ajustd el volumen a 24 ml utilizando agua desionizada,
se tomo una alicuota de 3 ml y se agregaron 9 ml de etil — acetato, se mezclo
con vortex durante 2 minutos y se dejé reposar a TA para la separacion de
fases. Después se transfirio una alicuota de 3 ml de la capa de etil — acetato a
un tubo nuevo y se evaporé a 60°C en el horno de conveccion, se agregd 1 ml
de NaOH 0.01 N para disolver el residuo y se mezcld con vortex con agitacién
suave. Se agregaron 6 ml de H.SO4 16 N e inmediatamente se afadié 1 ml de
furfuraldehido al 1% y se mezcl6 con vortex durante 1 minuto. Los tubos se
sometieron a calentamiento a 65°C por 13 minutos en bafo de agua, pasado
este tiempo las muestras se dejaron enfriar a TA, después se agregaron 5 ml de
acido acético glacial y se midi6é su absorbancia a 660 nm.

Se realizd este mismo procedimiento para un blanco, el cual consistid en
un tubo sin inoculd; ademas de que también se realiz6 una curva de calibracién
con &cido coélico. También en una pocion del cultivo inicial se midié el contenido

de EPS por el método de fenol — sulfarico.

6.8.3.1. Determinacion de azucares totales por el método fenol — sulfurico
Para estas determinaciones se siguié la metodologia propuesta por

Dubois, Gilles, Hamillton, Rebers & Smith (1956) con modificaciones que

describen a continuacion.

Se prepar6 una curva de calibracién con glucosa como estandar en un
rango de 0 — 100 pyg/ml. En un tubo se agregaron 2 ml de la muestra y 0.05 ml
de la solucién de fenol 80%, después se agregaron 5 ml de H.SO,4 concentrado
se homogenizé la muestra con vortex con agitacién suave y se dejé en reposo
por 10 minutos; se agité nuevamente con vortex. Posteriormente las muestras
se calentaron en agua a bafno maria 28° C por 15 minutos, se dejaron enfriar a
TA y se medié la absorbancia a 480 nm para pentosas y 490nm para hexosas.

6.9. Composicion de acidos grasos de la membrana celular
Para esta determinacién se siguié la metodologia propuesta por Lye,

Rusul & Liong (2010) con pequefias adecuaciones. En tubos de caldo MRS -

49



LC (caldo MRS al cual se le adicion6 0.15% de L — cisteina), 0.3% p/v de sal
biliar (acido célico, acido taurocélico u oxgall), 0.1% p/v de pancreatina y
colesterol (100 pg/ml) fueron inoculados con las cepas de interés, se ajustd a
pH de 8 y se incubaron por 20 horas a 37° C en condiciones de anaerobiosis,
utilizando el sistema Gas pak (BD®). También se utilizd como control un tubo sin
colesterol. En la tabla 4 se describen los diferentes medios de cultivo, asi como
sus componente, los cuales fueron seleccionados para trabajar en esta fase de

la investigacion.

Tabla 4. Medios de cultivo seleccionados y sus componentes

Medio Componentes

1 MRS + 0.15% p/v de L- cisteina + 0.1% p/v de Pancreatina

2 MRS + 0.15% p/v de L-cisteina + 0.1% de Pancreatina + 100ug/ml de colesterol

3 MRS + 0.15% p/v de L-cisteina + 0.1% de Pancreatina + 100ug/ml de colesterol +
0.3% p/v de Oxgall

4 MRS + 0.15% p/v de L-cisteina + 0.1% de Pancreatina + 100ug/ml de colesterol +
0.3% p/v de acido taurocélico

5 MRS + 0.15% p/v de L-cisteina + 0.1% de Pancreatina + 100ug/ml de colesterol +
0.3% p/v de acido colico

Después del tiempo de incubacion las muestras se centrifugaron a 5000
rom por 15 minutos a 4°C. Del pellet celular se extrajeron los lipidos por el
método modificado de Bligh & Dyer (1959) en el que se resuspendio el pellet
celular con 1 ml de soluciéon de metanol:cloroformo (2:1), se mezclé con vortex
a TA por 2 minutos y se mantuvieron a 4°C durante 24 horas, pasado este
tiempo las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C, el
sobrenadante fue separado y el pellet se lavé con 1 ml de una mezcla de
metanol:cloroformo:agua (2:1:0.8) y se volvié a centrifugar; este proceso se
repitié6 dos veces. Posteriormente se agregd 1 ml de agua y 1 ml de cloroformo,
la fase de cloroformo fue recolectada con ayuda de una pipeta y se dej6
evaporar a 60°C en un bano de agua, el residuo lipidico se disolvié con 250 ul

de hexano, se mezcla con vortex.
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La conversién a esteres metilicos de acidos grasos se realizé con la
técnica descrita por Fernandez-Murga, Cabrera, Font de Valdez, Disalvo &
Seldes (2000), en que al residuo lipidico y disuelto con hexano de la fase
anterior se le adicioné 100 uL de KOH 2 M metandlico, se mezcld la solucién,
se adicionaron 5 gotas de indicador naranja de metilo, se mezcl6 y se agrega
gota a gota HCI 2 M hasta que el indicador viré a rosa. Se dejé reposar la
mezcla y la fase organica se inyectd en el cromatégrafo de gases como se
describe a en el siguiente apartado.

6.9.1. Determinacion de acidos grasos de la membrana celular por
cromatografia de gases
Después de la extraccién de los lipidos y la conversibn a esteres

metilicos de &cidos grasos, estos se cuantificaron por cromatografia de gases,
se utilizé un cromatografo (Thermo — Scientific, Trace™GC Ultra) equipado con
una columna capilar (50 m x 0.53 mm de diametro interno x 0.70 mm de
diametro exterior). La temperatura del horno se mantuvo a 100°C hasta la
inyeccion de la muestra (1 pl) y se incrementd a 225°C en un rango de 5°C por
minuto. Las temperaturas del inyector y del detector fueron de 260°C a 280°C
respectivamente, se utilizd gas helio como acarreador (3 ml/minuto) con un
radio de Split de 1:100, y el volumen de inyeccidén de 1 pl. La concentraciéon de
esteres metilicos de acidos grasos se determind utilizando estandares Sigma-
Aldrich® (Metil miristoleato, Met. palmitato, Met, palmitelaidato, Met.
palmitoleato, Met. estarato, Met. elaidato, Met. oleato, Met. linoelaidato, Met.
linoleato), con los cuéales se cuantificé el contenido de acidos grasos de las

membranas celulares de los diferentes cultivos analizados.

6.10. Determinacion cuantitativa de desconjugaciéon de sales biliares por
accion de la enzima sal biliar hidrolasa (SBH)
Para este apartado se sigui6é la metodologia descrita por Liong y Shah

(2005b) con algunas modificaciones. Se parte de caldo MRS (10 ml) adicionado
con 0.2% p/v de acido taurocoélico 0.2% p/v de &cido célico (control) el cual fue
inoculado con 1% v/v de la cepa de interés y se incub6 a 37°C por 20 horas en
condiciones de anaerobiosis. Después del tiempo se ajustd el pH a 7 utilizando
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para ello NaOH 1 N, inmediatamente después se centrifugaron los tubos
(centrifuga Eppendorf 5804R®) a 5000 rpm a 4°C por 10 minutos, se decanté el
sobrenadante y a este se le ajusto el pH a 1 con HCI 10 N. Posteriormente se
tomé una alicuota de 1ml de este sobrenadante y se agregaron 2ml de etil
acetato, se agité con vortex por 1 minuto y se dejaron reposar los tubos para
permitir la separacion de fases.

Una vez separadas las fases se transfirieron 2 ml de la fase superior (fase del
solvente) a un tubo nuevo y se evapord el solvente en un bafo seco
(AccuBlock®-Labnet) a 60°C; ya evaporado en su totalidad el solvente, se
disuelvié el residuo adicionando 1ml de NaOH 0.1 N, se mezclé con vortex y se
adicion6 1ml de furfuraldehido 1% v/v, (el cual debe ser preparado a momento
de su uso) y 1Tml de H>.SO4 16 N, se mezclé con vortex durante 1 minuto;
inmediatamente después los tubos se calentaron a bano maria a 65°C por 10
minutos. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se agregaron 2ml de
acido acético glacial a cada tubo y se mezclé con vortex durante 1 minuto.
Después se midié su absorbancia a 660 nm en un espectrofotémetro (Thermo-

Scientific® Evolution 300).

6.11. Analisis estadistico
Los resultados se analizaron estadisticamente utilizando el software

SPSS version 15.0

e En todos los resultados obtenidos de tolerancia al acido, tolerancia a la
bilis, asimilacién de colesterol, produccion de exopolisacaridos, adhesién
de sales biliares a la superficie celular y desconjugacién de &cido
taurocolico por la accion de la enzima sal biliar hidrolasa se les realizé
estadistica descriptiva.

e Alos valores obtenidos de asimilacién de colesterol se realizd anélisis de
varianza ANOVA, como la prueba de Kruskal-Wallis para determinar la
diferencia entre grupos, seguidas de las pruebas post-hoc de Duncan.

e En resultados de polisacaridos exocelulares, se analizé mediante analisis
de varianza, ANOVA, ademas de la prueba de Kruskal-Wallis para
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determinar la diferencia entre grupos, posteriormente se realizaron las
pruebas post-hoc de Duncan.

Finalmente se realizaron pruebas de correlacion entre pentosas y cada
una de las sales biliares, asi como de hexosas y cada una de las sales

biliares.
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7. RESULTADOS
7.1. Aislamiento de cepas y obtencién de cultivo puro
De los 8 productos analizados 4 eran bioyogurths, 1 cereal de desayuno,
2 leches maternizadas y 1 leche fermentada, todos ellos se encuentran a la
venta en tiendas de autoservicio y supermercados del area metropolitana de
Nuevo Ledn.

En la Tabla 5 se presentan los alimentos seleccionados en base a que
las etiquetas declaraban contener probidticos, asi como los resultados de la
morfologia celular por microscopia segun lo observado en la tincién de Gram y
los métodos utilizados para su identificacion.

Tabla 5. Identificacion preliminar de cepas aisladas de alimentos.

o Tipo de Morfologia Método de
Cddigo Producto Cepa Declarada . Gram L
Producto bacteriana Identificacion
1 A Bioyogurth  Cultivos lacticos Coco API
* Bifidobacterium — * PCR
8 lactis Bacilo bifido
Bifidobacterium PCR
- o Leche longum
. Bacilo +
, Lactobacillus API
2 Maternizada hamnosus
C Bacilllus . + APl / PCR
3 Cereal coagulans Bacilo
. API
D . Lactobacillus . +
4 Bioyogurth casei Bacilo
E . Lactobacillus , . API
5 Bioyogurth johnsonii Bacilo
F Leche Lactobacillus . + API
6 maternizada reuteri Bacilo
G Leche Lactobacilllus : . API
/ fermentada casei shirota Bl
9 H Bioyogurth  Bifidobacterias  Bacilo bifido ~ + PCR

. *Bifidobacterium animalis sub. lactis, comUnmente llamado Bifidobacterium lactis.

7.1.1. Identificacion de cepas probioticas por métodos bioquimicos
(API®CH50)
De los productos se aislaron 7 diferentes cepas pertenecientes al género

Lactobacillus y 1 al género Lactococcus. Las especies que se encontraron,
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fueron Lactobacillus rhamnosus, L. pentosus, L. paracasei paracasei, L.
acidophilus, L. fermentum, L. casei shirota y Lactococcus lactis lactis.

En la Tabla 6 se presentan los perfiles obtenidos por el software APILAB
(Biomerioux®), de las cepas aisladas de alimentos con declaracién en su
etiqueta con uso de probidticos, con sus interpretaciones y el % de confiabilidad
de la identificacion bioquimica, ademas se realiza una comparacion con las

cepas declaradas en las etiquetas de los productos.

Cabe mencionar que en 3 productos (A, G y H), las cepas identificadas
coinciden con las cepas declaradas en el etiquetado, en los otros 5 productos
se detectaron cepas diferentes, sin embargo, esto no necesariamente quiere
decir que los productos no contengan las cepas declaradas, puede darse el
caso de productos que contengan varias cepas y las de interés no hayan sido
aisladas, ademas, en la mayoria de las etiquetas de los productos se presenta
la leyenda “cultivos lacticos” lo que indica que se utilizan otros microorganismos
ademas de los declarados en la etiqueta, o que hace posible la identificacion de

microorganismos diferentes a los declarados.

En algunos casos, debido a las cepas declaradas en el etiquetado o las
diferentes morfologias detectadas por tincibn de Gram, ademas de la
identificacidn por métodos bioquimicos se realiz6 una identificacion por métodos
moleculares, (PCR para genes especificos). Tal es el caso de los productos A,
B y H que declaraban contener Bifidobacterium lactis; B. longun 'y
Bifidobacterias respectivamente.
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Tabla 6. Comparacion de los microorganismos identificados con los declarados en el etiquetado

Producto

Codigo

Cepa declarada

Perfil API

% confiabilidad de

Identificacion

Bioyogurth 1

Leche maternizada
1

Cereal
Bioyogurth 2
Bioyogurth 3

Leche maternizada
2

Leche fermentada

Bioyogurth 4

1

9

Cultios lacticos

*Bifidobacterium lactis
*Bifidobacterium longum

Lactobacillus rhamnosus

Bacilllus coagulans
Lactobacillus casei

Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus reuteri

Lactobacilllus casei shirota

*Bifidobacterias.

Lactococcus lactis lactis

ND
ND

Lactobacillus rhamnosus

Lactobaciilus pentosus
Lactobacillus paracasei paracasei

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus fermentum.

***| actobacillus para paracasei

ND

83.1

70.1

99.7

99.2

96.1

99.8

99.9

ND

*|dentificacion por métodos moleculares (PCR)
***Perfil correspondiente a Lactobacillus casei shirota.
ND = No Detectado por métodos bioquimicos (API).
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7.1.2. Identificacion de cepas probioticas por métodos moleculares (PCR)
Las cepas probiodticas que tenian declarado en sus etiquetas el uso de

bifidobacterias y que en la tincién de Gram se evidencié morfologia de bacilos
irregulares  tipica de  este género, fueron identificadas por métodos
moleculares. Se realizd un analisis preeliminar para comprobar que el material
genético pertenecia al orden de las eubacterias; como se escribié en el

apartado de metodologia.

Se encontr6 en todas las cepas analizadas la presencia de DNA
bacteriano al visualizar la banda de 358 pares de bases (pb) del fragmento

objetivo, lo que se puede ver en la figura 2.

Junto con las cepas aisladas de alimentos se analizaron cepas de

referencia, las cuales fueron sometidas a los mismos analisis.

1 2 34 5 6 78 910

@
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=

300 pb
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Figura 2. Gel de agarosa de la electroforesis realizada a los resultados de PCR para el orden
Eubacterium. Carril 1: Marcador de pb Hyperladder IV, Carril 2 — 6: cepas 1, 16, 15, 2 y 17;
Carril 7: Vacio; Carril 8: cepa 3; Carril 9: control negativo (agua); Carril 10: Control Positivo
(EuH3). Fragmento esperado 358 pares de bases (pb).

Posterior a la comprobacion genética para el orden de las eubacterias,
para aquellas que declaraban tener bifidobacterias en su formulacion, se
evidencié la presencia de este género, encontrandose la presencia de estos
microorganismos en los productos A y H, mas no asi en el producto B. Asi
mismo se analizaron las cepas de referencia de Bifidobacterium, para

corroborar la naturaleza de estas, lo anterior puede observarse en figura 3.
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Figura 3. Gel de agarosa de la electroforesis realizada a los resultados de PCR para el género
Bifidobacterium. Carril 1: Marcador Hyperladder 1ll, Carril 2: cepa 15, Carril 3: cepa 16, Carril 4:
cepa 17, Carril 5: control negativo, Carril 6: cepa 8 (producto A), carril 7: cepa 9 (Producto H),
Carril 8: cepa 2 (Producto B), Carril 9: Control Positivo. Fragmento esperado 1358 pb.
Aquellas muestras que dieron positivo para el género Bifidobacterium, se
les realizO un andlisis para confirmar si pertenecian a la subespecie
Bifidobacterium lactis; encontrandose que de las muestras estudiadas la
perteneciente al producto A dio positivo para B. lactis. Las demas muestras no
pertenecian a las subespecies analizadas, estos resultados pueden observarse

en la figura 4.

1000 pb > =~ |
600 pb > — . —> 680 pb

300 pb >

we > B

Figura 4. Gel de agarosa de la electroforesis realizada a los resultados de PCR para la cepa
Bacillus coagulans y Bifidobacterium lactis. Carril 1: marcador de pb Hyperladder IV; Carril 2:
cepa 3; Carril 3: cepa 3; Carril 4: Control Negativo; Carril 5: cepa 9; Carril 6: cepa 9; Carril 7:
cepa 8. Fragmentos esperados: B. coagulans = 262 pb, B.lactis = 680 pb.

También, se examind una muestra del cereal de desayuno que declaraba

en su etiqueta el uso de Bacillus coagulans.
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En la tabla 7 se presentan los resultados de la identificacion de las cepas

por métodos moleculares.

Tabla 7. Identificacion de cepas por métodos moleculares

Bacillus

Origen Producto Cepa Eubacterium Bifidobacterium B. lactis coagulans
A 8 + + + NA
£ B 2 + + - NA
E C 8 + NA NA
= H 9 " " : NA

15 (B. coagulans

o NA ATCC7050) + NA NA .
2 16 (B. adolescentis
3 NA ATCC15703 + + - NA
< 17 (B. lactis DSM
NA 10140 + + + NA
NA = No Aplica.

7.2. Tolerancia al acido
Se evalué la sobrevivencia de las cepas a un medio acido (pH = 2) los

resultados son presentados en la figura 5. Se debe destacar que el
comportamiento de las cepas es muy diferente dependiendo de su fuente de
recuperacion (alimentos o referencia) siendo las cepas aisladas de alimentos
mas tolerantes a la presencia de acido que las de referencia, hecho que se ve

evidenciado en su crecimiento.
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Figura 5. Sobrevivencia al acido de cepas aisladas de alimentos (a) y de referencia (b)
a pH= 2. Se determiné la sobrevivencias de las cepas aisladas de alimentos a pH2
después de 120 minutos de exposicion a este tratamiento, los resultados son
expresados en log10 de UFC/ tiempo de exposicién.

También se observa que el acido afecta de manera diferente el
crecimiento, dependiendo de tipo de cepa; en algunos casos se observa que las
cepas no son tolerantes a la presencia del acido, evidenciado por el nulo
crecimiento, como en L. pentosus aislada de alimentos y en las cepas de
referencia Lactococcus sp, Bacillus cagulans, B. longum, B. adolescentis; en
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otros microorganismos la acidez afecta a través del tiempo, observandose que
los probidticos no logran sobrevivir a las condiciones de acidez después de 30-
45 minutos observandose un crecimiento solo al inicio del experimento, como
se observa en Lc. lactis lactis y L. casei shirota, aislados de alimentos. Otra
situacién que se presenta es la modificacion de la tasa de crecimiento al inicio
del tratamiento pero la cepa se recupera al final, por ejemplo en la cepa
Bifidobacterium sp. Es importante resaltar que en L. fermentum, Lactobacillus
acidophillus, B. lactis de las cepas aisladas de alimentos y B. lactis DSM10140
para las cepas de referencia la presencia del acido practicamente no afecta el
crecimiento de la cepa.

7.3. Tolerancia a la bilis
En la figura 6 se presentan las gréficas de la tolerancia a la bilis; se

observa que las cepas cuya fuente fueron alimentos tienen mayor resistencia a
la presencia de las diferentes sales biliares (acido colico, acido taurocélico u
oxgall). Se puede observar cémo las diferentes sales biliares afectan la
sobrevivencia de la cepa, siendo en su mayoria mas tolerantes a la presencia

de oxgall, después al 4cido taurocolico y por ultimo acido cdlico.

Los porcentajes de sobrevivencia a cada una de los tipos de sales biliares
varian entre 0 y 100% y esta capacidad es particular de cada cepa, sin
embargo, se observa que las cepas aisladas de alimentos son mas tolerantes a
las diferentes tipos de sales biliares, el 56% de las cepas presenta tolerancia al
oxgall, 44% al &cido colico y 67% al acido taurocdlico, es importante resaltar
que cepas como L. rhamnosus y L. acidophillus toleran perfectamente una sal
biliar (oxgall y &cido cdlico), pero son inhibidas por completo con otra sal biliar
(acido célico). Algo similar ocurre con B. lactis la cual sobrevive a acido colico y
taurocolico pero no a oxgall.

Por otra parte las cepas de referencia presentaron poca tolerancia
llegando a sobrevivir solo el 25% de las cepas expuestas a las diferentes sales
biliares (acido célico, taurocdlico y oxgall), la sobrevivencia a las diferentes
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sales biliares es similar, entre el 90 y 100% para L. brevis y entre el 58 y 62%

para L. paracasei paracasei.
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ac. Taurocélico ac. colico m oxgall

B. animalis lactis

Bifidobacterium sp. |

1
1]
I
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L Fermen U <
- )
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d
—_—_——
t
)
[
i
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Figura 6. Sobrevivencia a la bilis de cepas aisladas de alimentos(a) y de referencia (b). Los
resultados son expresados en % de sobrevivencia/8 horas de exposicién a una concentracion

de 0.3% p/v de sal biliar (oxgall o &cido célico o acido taurocélico) durante 8 horas.

7.4. Asimilacion de colesterol in vitro.
Algunas cepas probiodticas muestran la capacidad de asimilar colesterol

del medio de cultivo por diferentes mecanismos, lo que sugiere que al
consumirse estos microorganismos pueden tener la misma acciéon en el

intestino ayudando a controlar el colesterol en el plasma.

En la Tabla 8 se encuentran los resultados expresados como % de la
asimilacion de colesterol (medias y sus desviaciones estandar). Los



microorganismos fueron sometidos a dos diferentes concentraciones de oxgall

los tratamientos consistian en 100 ug/ml de colesterol + oxgall (0.2% 6 0.4%

p/v)

Al hacer la prueba de Levene sobre la igualdad de las varianzas se
observa que no hay homogeneidad entre cepas y los tratamientos, asi como
tampoco se encontré diferencia significativa (p<0.05) entre los porcentajes de
asimilacion. Cuando las cepas fueron sometidas a una concentracién de 0.2%
de oxgall los porcentajes de asimilacion de colesterol oscilan entre 0.08 y
54.26%, las cepas que presentaron mayor porcentaje de asimilacidn son
L.acidophillus (54.26%), L. fermentum (49.34%) y B. lactis (47.39%) y las cepas
que mostraron menos asimilacién de colesterol fueron L. rhamnosus (13.21%),
L. pentosus (4.31%), las cuales provenian de alimentos y la cepa de referencia
B. lactis DSM10140 (0.08%). Cuando la concentracién de oxgall se aumentd a
0.4% las cepas que mas asimilaron colesterol fueron L.fermentum (57.65%), L.
pentosus (52.54%) y Lc. lactis lactis (47.36%), todas ellas aisladas de alimentos
y las que presentaron menor asimilacion fueron B. lactis DSM10140 (18.69%) y
L. paracasei paracasei LB30 y L. rhamnosus (aislada de alimentos), las cuales

no presentaron asimilacién.
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medio MRS con dos concentraciones de Oxgall (0.2% p/v o 0.4% p/v) y

Tabla 8. Asimilacién de colesterol de cepas probidticas sometidas a

colesterol [100 pg/ml].

% de ASIMILACION DE COLESTEROL

MRS + 0.2% Oxgall +

MRS + 0.4% Oxgall +

CODIGO CEPA Colesterol [100 pg/ml] Colesterol [100 pg/ml]

" 1 Lc. lactis lactis 36.94 + 0.037 47.36 + 0.047 ‘t
g 2 L. rhamnosus 13.21 + 0.083 ND ﬁ
é 3 L. pentosus 4.31+0.123 5254+0094 T
g 4 L. para paracasei 39.08 + 0.019 37.06 +0.073 ﬁ
@ 5 L. acidophillus 54.96 + 0.012 39.41 £0.016 ﬂ
k 6 L. fermentum 49.34 + 0.020 57.65+0.011 P
'§ 7 L. casei shirota 40.08 + 0.038 37.78 £ 0.044 ﬁ
2 8 Bifidobacterium sp. 35.73 + 0.021 27.89+0.027 [l
3 9 B. lactis 47.39 + 0.001 203540014 1l
o o 10 L. fermentum 3851 +0.017 46.42+0.007 P
z g 11 L. brevis | 43.55 + 0.019 38.99 + 0.011 ﬁ
3 $ 12 LPZZ:::H 32.81+0.005 ND {1
17 B. lactis 0.08 +0.014 18.69+0027 T

ND = No detectado

En la figura 7 se presentas los graficos de porcentaje de asimilacion de
colesterol de las cepas de alimentos y de referencia que fueron seleccionadas

en base a sus tolerancias al acido y bilis.

Para cepas aisladas de alimentos (7a) se observa que él porcentaje de
asimilacion se ve afectado negativamente al aumentar la concentracién de sal
biliar (6/9 cepas), mientras que algunas presentan mayor asimilacién, en otros
casos como con Lc. lactis lactis y L. fermentum el porcentaje de asimilacion
aumentd al utilizar una mayor concentracién de sal biliar. En el caso de L.
rhamnosus se observd que al aumentar la concentracion de sal biliar el

porcentaje de asimilacion disminuye completamente hasta tender a cero.
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Para las cepas de referencia (figura 7b) se observa que los porcentajes
de asimilacién de colesterol es menor comparado con los porcentajes de

asimilacion de las cepas aisladas de alimentos.

En 2 de estas cepas (L. fermentum y B. lactis DSM10140) también se
observa que el porcentaje de asimilacidon es directamente proporcional a la
concentracion de sal biliar, del mismo modo la cepa B. lactis DSM10140 que en
una concentracion de 0.2% de oxgall se detecta asimilacibn muy poca
asimilacion (0.08%) y cuando se aumenta la concentracion de la sal biliar a
0.4% el porcentaje de asimilacién aumenta a 18.69%. En la cepa L. paracasei
paracasei LB30 cuando se aumenta la concentracion de sal biliar el porcentaje

de asimilacién tiende a cero.
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Figura 7. % de Asimilacidon de colesterol / 12 horas de exposicion. (a) Cepas aisladas de
alimentos (b) cepas de referencia.

7.5. Determinacion de exopolisacaridos (EPS)
Los polisacaridos exocelulares o exopolisacaridos son producidos por

ciertas bacterias 4cido-lacticas, son sustancias mucilaginosas que incrementan
la viscosidad de leches fermentadas, ademas, las evidencias sugieren que
estos pueden actuar como prebidticos de estas mismas bacterias confiriendo

mayor sobrevivencia de los probiéticos en el intestino y por ende mayores
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beneficios a la salud del huésped, se les ha relacionado con efectos
antitumorales, actividad inmunoestimuladra asi como en la intervencion del

metabolismo de colesterol al adherir sales biliares a la membrana de la célula.

Se observa que la produccion de polisacaridos exocelulares es particular
de cada cepa, también se hace evidente la variacidbn dependiendo de la
naturaleza de la matriz que se utilice, (leche descremada o medio de cultivo
MRSL). En el caso de las cepas aisladas de alimentos y cultivadas en leche, se
encontrd diferente contenido de polisacaridos exoceulares, medida como
glucosa total, desde 20.54 ug/ml hasta 587.25 pg/ml, para las cepas Lc. lactis
lactis aislada de alimentos y L. acidophillus respectivamente; de las cepas de
referencia la cepa de menor produccion (24.97 ug/ml) fue L. brevis ATCC367 y
la de mayor produccion (180.54 ug/ml) para B. lactis DSM10140.

En la figura 8 se muestran las concentraciones de glucosa en leche
descremada, donde se observa que estadisticamente las concentraciones entre
Lc. lactis lactis (cepa 1) y L. brevis ATCC367 (cepa 11) son iguales entre si
estadisticamente, asi como L. paracasei paracasei LB30 (cepa 12) y L.
rhamnosus (cepa 2) y entre L. para paracasei (cepa 4) y L. acidophillus (cepa
5), todas las demas son diferentes entre si, lo anterior al realizar las pruebas de

Duncan con un a 0.05.
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Figura 8. Concentracion [ug/ml] de glucosa en las cepas de estudio. Los resultados estan
expresados en la media de tres repeticiones de la determinaciéon de glucosa por el método
antrona en leche descremada fermentada con las cepas de estudio. Superindices diferentes
representan diferencias significativas.

Para las cepas cultivadas en medio MRSL, la produccion de
polisacéridos exocelulares se puede diferenciar entre pentosas y hexosas. En
ambas, la produccién depende de la cepa, en términos generales la produccién
de pentosas oscila entre 95.58 ug/ml para B. lactis DSM10140 y 633.11 pug/mi
de L. brevis ATCC367, ambas cepas son de referencia. De las cepas aisladas
de alimentos la que tiene menor produccién de pentosas es L. rhamnosus con

105.18 pg/ml, y la de mayor produccion fue L. para paracasei con 311.04
pug/mil.

Para las hexosas la produccion se encuentra entre 73.72 ug/ml y 621.18
ug/ml siendo B. lactis DSM10140 la de menor produccion y L. fermentum y L.
brevis ATCC367 las de mayor produccién, ambas son cepas de referencia,
para las cepas de alimentos la que produjo menos cantidad de polisacaridos
exocelulares fue B. lactis con 127.26 pg/ml y la que presentdé una mayor
produccion fue L. para paracasei con 302.04 ug/ml.
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Las cepas que presentaron mayor produccién fueron las cepas de
referencia, en ambos casos (hexosas y pentosas) las cepas mas productoras
fue L. brevis ATCC367 y L. fermentum.

En la figura 9 se presentan los graficos de las concentraciones de
pentosas y hexosas en medio MRSL. En el caso de las pentosas al hacer la
prueba de la prueba de Duncan con un a de 0.05 se pueden apreciar las
igualdades estadisticas entre las diferentes determinaciones, también se realiz
estas pruebas estadisticas (Duncan) en el caso de las hexosas, en el que
también se observan igualdades estadisticas entre algunas de las cepas, estas

se pueden observar en figura 9 de este apartado.
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Figura 9. Concentracion de pentosas (a) y hexosas (b) en pg/ml en medio de cultivo MRSL. Los
datos estan expresados en la media de tres repeticiones de la determinacién de pentosas y
hexosas por el método fenol-sulfarico producidas por las cepas de estudio. Superindices

diferentes representan diferencias significativas.

En la adhesion de sales biliares a la membrana celular se determiné la
concentracion de acido colico o acido taurocoélico presente en la membrana; el
acido coélico mostro mas afinidad a la membrana (9 de 12 cepas) que el acido
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taurocoélico (5 de 12 cepas), sin embargo, esta afinidad es especifica de cada
cepa.

También se observa que algunas cepas no tienen la capacidad de
adherir a su membrana las sales biliares, ejemplos de lo anterior son las cepas
Lc. lactis lactis, L. para paracasei, L. acidophillus, L. fermentum, todas ellas
cepas aisladas de alimento, las cuales son incapaces de adherir &cido cdlico a
su membrana. En el caso del acido taurocdlico las cepas que no mostraron
adherencia fueron Lc. lactis lactis, L. rhamnosus, L. para paracasei, L.casei
shirota de las cepas aisladas de alimentos y L. fermentum, L. brevis y L.
paracasei paracasei para las cepas de referencia. La capacidad de adherir las
sales biliares a su membrana es dependiente del tipo de sal biliar, se observa
que pueden adherir un tipo de sal biliar pero no asi la otra, por ejemplo L.
acidophillus y L. fermentum, ambas aisladas de alimentos, no son capaces de
adherir acido célico, pero si acido taurocélico, aunque en bajas concentraciones
0.61 pM/ml y 0.55 pM/ml, respectivamente. Mientras que L. rhamnosus y L.
casei shirota para cepas aisladas de alimentos pueden adherir acido célico con
concentraciones de 0.82 pM/ml y 0.10 uM/ml; también L. fermentum, L. brevis
ATCC637 y L. paracasei paracasei LB30 (con concentraciones de 1.15 uM/ml,

0.75 uM/ml y 1.08 uM/ml respectivamente), presentan esta caracteristica.

Las cepas que mostraron mayor capacidad de adherencia a el acido
cblico son: B. animalis sub. lactis cepa aislada de alimentos con una
concentracion de 1.01 uM/ml; L. fermentum con 1.15 pM/ml y L. paracasei
paracasei con 1.09 uM/ml; estas ultimas corresponden a cepas de referencia.
Para el 4cido taurocolico la que presentdé mayor capacidad fue las cepas aislada

de alimentos B. animalis sub. lactis con una concentracion de 1.11 uM/ml.

Al realizar las pruebas de Duncan con un a de 0.05 no hay igualdad entre
las medias de acido célico, y entre las cepas de acido taurocélico solo se
presenta igualdad entre L. rhamnosus y L. paracasei paracasei, ambas aisladas

de alimentos.
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La correlacion entre el contenido de polisacaridos de las cepas de trabajo
y sales biliares se presenta en la figura 10. Para pentosas y acido célico en el
inciso (a), para pentosas y acido taurocolico (b), hexosas y acido célico (c),
hexosas y acido taurocdlico (d), donde se observa que no hay correlacion entre
la presencia del acido célico y el contenido de polisacaridos (medidos como
pentosas y hexosas), mientras que en presencia del &cido taurcélico se observa
una correlacion de Pearson negativa de -0.480 en el caso de pentosas y de -
0.476 en el caso de hexosas, ambas con una significancia de 0.01 con las

concentraciones de azucares, ya sea pentosas o hexosas.
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Figura 10. Correlaciones de sales biliares y azlcares producidos por las cepas de trabajo. En la
figura (a) correlacién entre las pentosas y el acido célico, (b) correlacion negativa entre acido
taurocdlico y pentosas.
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7.6. Perfil de acidos grasos de las membranas probioéticas de los
microorganismos probiéticos.
El perfil de acidos grasos de las bacterias probidticas se ve modificado

en base a los componentes del medio de cultivo donde fue incubado. Para la
identificacion adecuada de los acidos grasos se utilizaron estandares, los
cuales se presentan en la tabla 9, también se presenta el tiempo de retencion
de cada uno, su limite de deteccién y cuantificacién.

Tabla 9. Estandares para la identificacion de perfil de acidos grasos.

Nombre Taquigrafia de Tiempo de Limite de r de curva de
comun lipido retencion (min)  deteccion calibracion
Miristoleico C14:1¢c9 10.3 10 pl/ml 0.92
Palmitico C16:0 12.4 10 pl/ml 0.90
Palmitelaidico C16:119 13.4 10 pl/ml 0.89
Palmitoleico C16:1¢c9 13.9 10 pl/ml 0.89
Estearico C18:0 18.4 7.5 pl/ml 0.96
Elaidico C18:119 19.9 10 pl/ml 0.95
Oleico C18:1¢9 20.5 10 pl/ml 0.86
Linoelaidico C18:219,12 22.9 10 pl/mi 0.91
Linoleico C18:2¢9,12 24.4 10ul/ml 0.92

En la tabla 10 se observan los cambios en el perfil de acidos grasos de
cada uno de los probiéticos analizados, en términos generales se observa que
el perfil de acidos grasos de cada microorganismo, asi como los cambios de
estos en base a los componentes del medio al que son incubados los
microorganismos son caracteristicas inherentes de este. Los acidos grasos que
se mas se detectaron fueron miristoleico y elaidico.

También en cada uno de los microorganismos analizados se observa la
aparicién de picos en el cromatograma que no pertenecen a los estandares
elegidos para la identificacién, como ejemplo de lo anterior es lo que se puede
apreciar en la figura 11 en los cromatogramas de la cepa L. para paracasei,
donde se observa que cuando el microorganismo crece sin la adicion del
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colesterol en el medio, se observa la presencia de miristoleico y elaidico, en
contraste, cuando se agrega el colesterol se encuentran el acido palmitico y el
acido oleico. Al adicionar sales biliares se modifica el perfil de acidos grasos,
especificamente con la adicion de &cido taurocdlico se produce acido
palmitelaidico; lo que indica la formacién de isomeros de los acidos grasos
analizados posiblemente con enlace trans o con modificacion de la posicién del
doble enlace, aunque es una situacion que se presenta en todos los medios, es
mas evidente en el medio con colesterol sin sales biliares, el medio con oxgall y

el medio con acido cdlico.

En los microorganismos probiéticos aislados de alimentos los acidos mas
comunes fueron miristoleico y oleico. Mientras que en las cepas de referencia

se encontraron principalmente el &cido miristoleico y palmitico.

En el anexo 1 se presentan los cromatogramas de todas las cepas

analizadas.
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d) Lactibacillus para paracasei— MCT (medio con colesterol + &cido taurocélico)
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Figural1. Cromatogramas del perfil de acidos grasos en presencia de colesterol y sales biliares

de la cepa Lactobacillus para paracasei. En los diferentes incisos se presentan los resultados

del perfil de &cidos grasos en los diferentes medios empleados.
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Tabla 10. Perfil de acidos grasos de las cepas probibticas

CODIGO CEPA MRS MC McC MCT MCO
Gl e C18:119 C18:119, C18:1c9 C18:119 Gl
ND C14:1c9 18419 oreg  C18:119, C18:1c9
C14:1c9 ) ) C14:1c9
§ 4 L. para paracasei C14:1¢c9 C16:0 C14..1 c9 C}G:]tg C16:0
é C18:119, C18:1c9 Gl Cristili C18:119
= 5 L. acidophillus C14:1c9 C14:1c9 C16:119 C14:1c9 %11‘(‘;_11‘;3
P C18:119 C18:1t9 C18:119 CIBMO 10 Grgiie
) C14:1¢9
© C14:1c9 C14:1c9 C16:1c9
° 6 L. fermentum . . .
s C18:119 Gl C18:119 Cig:qtg C16:0, C16:1ca
o C18:1t9
: . C14:1c9 C14:1c9
@ 7 L. casei shirota : C16:119 C18:1t9 C14:1c9 ND
S C18:1t9 :
3 C18:1t9
C14:1c9
Cl1s:t9 R C18:0, C18:1t9, C18:1¢9 ol
9 B. lactis . C14:1c9 '

C16:0 16119 ND C16:0 ND
© i Grene) C16:0 C16:0 C16:0
g :

g 11 L. brevis C14:1c9 14109 C14:1c9 C14:1c9 C14:1c9

k5 ATCC367 C16:0 ' C16:0 C16:0 C16:0

[} 5 . .

g 12 L. PEECEBIPAERERS ey C14:1c9 C14:1c9 Cé:'g_gg G

a LB30 C16:0 C18:1t9 C16:0 A

o i .

8 17 B lactis \D 14160 C14:1c9 Cg;‘g,gg C14:1c9
DSM10140 : C16:0 16119 C16:119

MRS: Control, MC: MRS + Colesterol, MCC: MRS + Colesterol + Acido Célico, MCT: MRS + Colesterol + Acido Taurocolico, MCO: MRS + Colesterol + Oxgall
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A continuacién se detallan los hallazgos de cada una de las cepas
analizadas. En las cepa Lc.lactis lactis, cuando la cepa de encuentra en
presencia de colesterol y oxgall se detecta &cido oleico que en los otros medios
no se detecto.

En la cepa L. rhamnosus se observa la presencia del acido palmitico,
cuando los medios cuentan como componente alguna sal biliar. El acido

palmitelaldico y el acido oleico solo se detectaron en el medio con acido cdlico.

En L. acidophillus se detecté la presencia de acido estearico solo

cuando en el medio se encuentra la presencia de acido taurocdlico.

En L. fermentum se detectd la presencia de acido palmitico en presencia
de colesterol, y &cido taurocolico y &cido palmitoleico cuando el microorganismo
se encuentra en un medio con colesterol; el acido elaidico se detecta en todos
los medios, una situacidn similar se presenta en la cepa L. casei shirota, en la
cual se detecta acido palmitico cuando el medio cuenta con colesterol y acido

taurocolico y el acido elaidico se encuentra en todos los medios.

En el caso de Bifidobacterium sp. es en el medio de con colesterol
cuando se observan mas cambios en el perfil de acidos grasos llegandose a
detectar 6 de los 9 acidos grasos analizados.

Finalmente, en el caso de las cepas B. lactis aislada de alimentos y de
las cepas de referencia se observa que los cambios en el perfil de acidos
grasos es menor en comparacion con los cambios observados en las demas

cepas.

Los acidos miristoleico, palmitico, palmitelaidico y elaidico los que se
presentan en la mayoria de las cepas aunque estos cambios dependen también

de los componentes en el medio de incubacion.

En forma general se observa que la presencia de colesterol en el medio
de cultivo incrementa la produccion de acidos grasos insaturados, asi como
también se incrementan al incorporar sales biliares en el medio de cultivo.
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7.7. Desconjugacion de sales biliares por accion de la enzima sal biliar
hidrolasa (SBH)
En la tabla 11 se observa que todas las cepas son capaces de

desconjugar el acido taurocélico a acido célico libre, lo cual sugiere que estas
cepas secretan la enzima SBH, responsable de esta desconjugacion; sin
embargo el nivel de desconjugacion es cepa dependiente, siendo Lc. lactis
lactis aislada de alimentos, la que presenta mayor desconjugacion con 0.450
MM/ml, la cepa que presento menor desconjugacion fue L. brevis ATCC367 con
una concentracion de 0.437uM/ml, aunque no se encontré diferencia

significativa estadistica entre ellas.

Tabla 11. Concentracion de acido célico a partir de la desconjugacion de acido
taurocolico por la accion de la enzima SBH secretada por bacterias probidticas.

Origen  Cddigo Cepa Ac. Colico a partir de
ac. taurocolico [uM/ml]
1 Le. lactis lactis 0.450+0.000
2 L. rhamnosus 0.444+0.000
w 4 L. para paracasei 0.442+0.000
-g 5 L. acidophillus 0.446%0.000
£ 6 L. fermentum 0.446+0.000
< 7 L. casei shirota 0.439+0.000
8 Bifidobacterium sp. 0.439+0.000
9 B. lactis 0.445+0.000
o 10 L. fermentum 0.442+0.000
= 11 L. brevis ATCC367 0.437+0.000
g 12 L. paracasei paracasei LB30 0.443%0.000
o 17 B. lactis DSM10140 0.4450.000

El analisis de varianza (ANOVA) el cual no muestra diferencias
significativas entre las cepas (p<0.05), y al realizarse las pruebas de Duncan no
muestra ninguna igualdad entre las medias de las cepas que estuvieron en

presencia de acido taurocolico, teniendo un a de 0.05.
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En la figura 12 se muestra los graficos de las concentraciones de acido

célico a partir de acido taurocdlico.

Bifidobacterium lactis DSM10140 )

L. paracasei paracasei LB30

Lactobacillus brevis ATCC367 )

Cepas de
referencia

Lactobacillus fermentum
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Figura 12. Concentracién de acido colico en las cepas de trabajo. En la figura se muestran las
concentraciones de acido célico a partir de acido taurocélico presente en las distintas cepas de

trabajo. Los resultados se expresan en la media de tres repeticiones de cada determinacion.

7.8. Comparacion entre los mecanismos de accion para reducir el
colesterol de las cepas de trabajo.
En la tabla 12 se presenta un cuadro comparativo entre las cepas

analizadas y los mecanismos de accion probados en cada uno.

Se puede observar que todas cepas presentan todos los mecanismos
analizados, sin embargo, hay diferencias entre ellos, las cuales se describen a

continuacion.

En el caso de asimilacién de colesterol se observa que todas las cepas
son capaces de asimilar colesterol, pero algunas cepas son influenciadas por la
concentracion de sal biliar a las que son expuestas a tal punto que la
asimilacion de colesterol se ve altamente afectada, en esta situacién se

encuentra la cepa L. rhamnosus y L. paracasei paracasei LB30 que al

80



aumentar la concentracién disminuye su capacidad de asimilar colesterol, al
contrario de B. lactis DSM 10140 que a una concentracion de 0.2% no presenta
asimilacion y al aumentar la concentracién a 0.4% se observa asimilacion de

colesterol.

Para el mecanismo de produccién de polisacaridos exocelulares y la
union de sales biliares a la superficie celular, se observa que todos los
microorganismos estudiados son capaces de producir estas sustancias, sin
embargo, su capacidad de unir sales biliares a la superficie celular es diferente
entre las cepas y se ve influenciada por el tipo de sal biliar presente en el
medio, ya que algunas cepas son capaces de unir acido célico, mientras que
otras unen &acido taurocodlico, solamente Bifidobacterium sp, B. lactis y B. lactis
DSM 10140 tienen la caracteristica de unir ambas sales biliares a los azucares
presentes en la superficie celular.

Para los ultimos mecanismos analizados (perfil de acidos grasos de la
membrana celular y desconjugacion de acido taurocdlico por la accion de la
enzima sal biliar hidrolasa) se observa que cada una de las bacterias

analizadas presentan ambos mecanismos.

Los resultados presentados permiten comprobar la hipétesis planteada
de que los microorganismos probidticos utilizan diferentes mecanismos de

accion para reducir el colesterol.

A pesar de lo descritos en los péarrafos anteriores cabe sefialar que la
manera en que una de las cepas se comporta en cada uno de los mecanismos
analizados es inherente a ella, para tener una vision mas particular de cada una
se puede revisar los apartados donde se describe a detalle cada uno de estos

mecanismos.
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Tabla 12. Mecanismos de accion de las cepas de trabajo

Cambios en la

Asimilacion exopolisacaridos Unidn a la suerficie SBH
membrana

Lc. lactis lactis ++ ++ + ++ ++ - - ++ 4+

L. para paracasei ++ ++ ++ ++ +++ - - ++ +

L. fermentum ++ +++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++

Alimentos

Bifidobacterium sp. ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++

L. fermentum ++ ++ +++ ++ ++ +++ - ++ ++

L. paracasei

Referencia

paracasei LB30

+ cepa que presento el valor minimo
+++ cepa que presentd el valor maximo
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8. DISCUSION

8.1. Aislamiento de cepas y obtenciéon de cultivo puro. Identificacion de
cepas probiodticas por métodos bioquimicos (API®CH50) e identificacion
por métodos moleculares (PCR)

Los alimentos fermentados o que contienen microorganismos vivos son

bien conocidos a lo largo del mundo, tradicionalmente este proceso se utilizaba,
ya sea bien para aumentar la vida de anaquel o modificar las caracteristicas
organolépticas de los productos, pero la fermentacién también puede mejorar el
valor nutritivo de los alimentos al producir ciertas vitaminas y al descomponer
ciertos factores no nutritivos. En épocas recientes se ha incrementado la
evidencia de que algunas bacterias pueden mejorar la salud y metabolismo
humano, lo cual ha aumentado el interés de la industria y consumidores en
estos productos (Farnworth, 2008), sin embargo, es necesario fundamentar
adecuadamente con estudios y ensayos cientificos los beneficios
proporcionados por estos microorganismos, por lo que las compafias que
buscan etiquetar sus productos con declaraciones de salud pueden enfrentarse

con una serie de problematicas como son:

- La necesidad de contar con técnicas moleculares e informaticas por lo
que se requiere contar con técnicas moleculares e informaticas para la
adecuada identificacion.

- Realizar la identificacién hasta el nivel de cepa ya que las evidencias
muestran que aun especies bacterianas cercanamente emparentadas

pueden tener diferentes propiedades.

Ademas hay que tomar en consideracion la necesidad de cuantificar la
cantidad de UFC de cada uno de los microorganismos que componen el
producto, ademas, de que los microorganismos deben permanecer viables
hasta el momento del consumo, situaciones que normalmente no son
declaradas en la etiqueta, sin mencionar, la comunicacion deficiente al utilizar
frases como “cultivos lacticos” para englobar una serie de microorganismos que

no son declarados individualmente, declarando solo aquellas bacterias que
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coinciden con el beneficio declarado en la etiqueta y en la mayoria de los casos
no se declara la cantidad de UFC otorgadas al momento del consumo. La
mayoria de las deficiencias sefaladas con respecto a la informacidn presentada
en las etiquetas fueron observadas en los productos analizados, a excepcidon de
un producto (G) que declara tanto la cepa contenida como la cantidad de UFC

aportadas.

En el ano 2002 la FAO/WHO emitié una serie de recomendaciones en las
que expresan que los productos y suplementos que dicen contener probidticos
deben de declarar la siguiente informacidn en su etiquetado:

a) Notificacidn de la presencia de bacteria viva;

b) La naturaleza precisa de la bacteria;

c) Numeros de cada especie, en unidades comprensibles para el
consumidor y que sea microbiolégicamente precisa;

d) La cantidad minima necesaria para declarar algun efecto en la salud, ya

sea en términos numericos de bacteria o de porciones; y

e) La precision del contenido al momento de la compra, no solo en algun

momento de la etapa de fabricacion (FAO/WHO, 2002).

Al utilizar la declaracién de cultivos lacticos, en el cual se engloban las
cepas que no estan declaradas especificamente en la etiqueta se traduce en
una falta de informaciéon al consumidor, tal y como lo reportaré Martinez,
Gonzalez, Campos, Barba & Jiménez en (2008) y Yeung, Sanders, Kitts, Cano
& Tong en (2002), cuyos estudios sugieren que el etiquetado indadecuado es
comun en los productos comerciles, al utilizar los métodos molecularea para la
identificacidon de microorganismos obtuvieron altos porcentajes de confiabilidad
(arriba del 80%) en la identificacion de este tipo de microorganismos, lo que
hace a la PCR un método confiable de identificacion.

Los productos probiéticos deben da a conocer las cantidad de UFC que
aporta el producto para que de esta manera el consumidor sepa si esta
ingiriendo la cantidad necesaria para que se produzca el efecto que esta
esperando, esta situacion solo se presenta en solo uno de los productos (G),
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ninguno de los otros productos analizados declaran la cantidad de UFC que
aportan al consumo. Sin embargo, los hallazgos detectados coinciden con
investigaciones realizadas tanto a nivel internacional, como nacional, el Consejo
para la Ciencia y Tecnologia Agricolas, en Estados Unidos, ha documentado
casos en los que los postulados que aparecen en las etiquetas en relaciéon con
el numero y tipo de microorganismos viables presentes y la cantidad que hay
que consumir para que se vea el beneficio a la salud no coincide, por esta razén
sugieren que los fabricantes declaren en las etiquetas género, especie, cepa y
la cantidad de células viables al final de la vida util del producto (van Loveren et
al, 2012 y Guarner et al., 2008).

Hallazgos similares fueron descritos por Scott-Weese, en (2003) quien
analiz6 una veintena de productos probidticos comercializados en Onatario,
Cénada encontrando que en un 43% de los productos los microorganismos
estaban mal identificados, en un 25% mal escrito y solamente 9 estaban
adecuadamente identificados. De igual manera, Hamilton, Shah & Winkler en
(1998) detectaron en su estudio de calidad de etiqguetado de alimentos y
suplementos probidticos que los bioyogurths solo indicaban el tipo de cepa
empleada, mas no asi la cantidad de UFC contenidas, Gonzalez-Martinez,
Jiménez-Salas & Gomez-Trevifio (2006) reportaron en un estudio realizado en
México en 10 productos (entre alimentos y suplementos) que solo 40% los
productos declaraban la cantidad de UFC, 20% solo declaraban el género y
20% utilizaban la frase “bacilos lacticos” o “productos lacteos fermentados”
para declarar el usos de bacterias probidticas en su formulacion. Siendo la
apropiada identificacién y nomenclatura de los microorganismos uno de los
principales puntos al momento de valorar las propiedades de un alimento (van
Loveren y colaboradores, 2012).

Por lo descrito anteriormente, cabe sefialar que es una amplia area de
oportunidad, por lo que se debe de mejorar la legislacion en el pais para estos
productos.

85



Algunos organismos reguladores ya han incorporado estas disposiciones,
como en Sudafrica, ya que desde el 2005 existe un proyecto de regulacion de
salud y alimentacion que estipula que el etiquetado de los alimentos con
probidticos deben de indicar el conteo de bacterias viables por gramo después
de la vida de anaquel marcada en el producto, asi como también el nombre
cientifico completo de las especies de microorganismos presentes en el

producto (Theunissen y colaboradores, 2005).

En nuestro pais, aun no se incluyen estas disposiciones en la
normatividad, Siguen empledndose nombres no correctos de microorganismos
que denotan una funcion y se indican como marca registrada (por ejemplo,
“‘defensis” o “acti-regularis”) violando claramente estas disposiciones

internacionales.

8.2. Tolerancia al acido

La mayoria de los microorganismos caracterizados como probidticos no
han sido sometidos a pruebas de resistencia frente a acidos, las cuales son
imprescindibles ya que las respuestas varian de una especie a otra (Chou &
Weimer, 1999). El pH del estémago es de 1.5 (Giannella, Broitman, &
Zamchech, 1972) y, segun Berada y cols. (1991), el tiempo medio desde que un
alimento entra hasta que sale del estbmago son 90 minutos. Por lo que, segun
Chou y Weimer (1999), las pruebas in vitro de resistencia de microorganismos
susceptibles a ser catalogados como probidticos deben verificar que son
capaces de resistir ese tiempo y pH sin perder viabilidad (Chou & Weimer,
1999); cabe mencionar que varios estudios han demostrado que la matriz de
alimentos consumidos juntamente con los probidticos pueden tener un efecto
protector frente a los acidos del estomago (Gardiner, Stanton, Lynch, Collins,
Fitzgeral, & Ross, 2005).

Liong y Shah (2005a) probaron la sobrevivencia al acido (pH 2) de cepas
probidticas, especificamente 4 cepas de L. acidophillus'y 7 cepas de L. casei,
todas ellas de referencia, encontrando, en el caso de L. acidophillus que
después de dos horas de exposicion a un medio acido el crecimiento de la
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cepas disminuia de 3-5 ciclos logaritmicos, en este estudio la cepa se aisl6 de
un producto alimenticio, su poblacién se mantiene practicamente igual a lo largo
del tratamiento observando una disminucion de 0.20 ciclos después de dos
horas de exposicion.

Al-Saleh, Metwalli y Abu-Tarboush (2006) trabajaron con tres cepas de
Lactobacillus acidophilus (DSM 9126, DSM 20079 y DSM 20242), dos cepas de
Bifidobacterium (infantis DSM 20088 y angulatum DSM 20098) y una cepa de
Streptococcus thermophilus DSM 20617, en las cuales probaron entre otras
cosas, su tolerancia al &cido (pH 2), encontrando que la viabiliadad de los
microorganismos, se veia marcadamente afectada después de 1.5 horas de
incubacion, sin embargo este efecto era diferente entre las cepas y se observé
de un 10 — 30% de sobrevivencia, siendo la cepa mas tolerante B. angulatum
DSM 20098, concluyendo de que la tolerancia es cepa-dependiente; en el
presente estudio también se observo esta caracteristica, encontrando cepas
que no toleran la acidez (Lactococcus sp. ATTCC7963, Bacillus coagulans
ATCC7050, Bifidobacterium longum ATCC15707 y Bifidobacterium adolescentis
ATCC15703 y las bacteria aislada de alimentos Lactobacillus pentosus), cepas
que toleran parcialmente las condiciones acidas (Lactobacillus para paracaseiy
Lactobacillus casei shirota, también aisladas de alimentos, decreci6 totalmente
su viabilidad después de 30 y 15 minutos de incubacion, respectivamente) o
cepas que toleraron el medio &cido duranto todo el tiempo de exposicidn,
mostrando un 100% de sobrevivencia (Bifidobacterium sp. Bifidobacterium lactis
(aisladas de alimentos) y Bifidobacterium lactis DSM10140). La sobrevivencia el
resto de las cepas analizadas oscilo entre 42 y 98%.

Junto con estos hallazgos, los investigadores encontraron que al anadir
1% de leche descremada al medio aumentaba hasta un 35% la sobrevivencia
de las cepas, lo que sugiere que tanto la matriz de donde fueron asiladas, los
tipos de estrés a los que son sometidas las bacterias y los ingredientes del
medio influyen en el comportamiento y por ende en la tolerancia de las cepas, y
que las propiedades funcionales y tecnoldgicas de las mismas cepas pueden

87



variar en presencia de diferentes ingredientes alimenticios (Ranadheera,
Baines, & Adams, 2010).

8.3. Tolerancia a la bilis

Liong y Shah (2005a) observaron en un grupo de cepas de referencia de
L. acidophillus y L. casei, al someterlas por un periodo de 12 horas a diferentes
sales biliares (0.3% de &cido cdlico, taurocolico u oxgall) estas eran mas
tolerantes al acido célico que al taurocdlico y que su tolerancia al oxgall variaba
de cepa a cepa, en este estudio observamos que las cepas analizadas son mas
tolerantes al oxgall, luego al &cido taurocdlico y finalmente al acido célico, lo
que sugiere que la tolerancia es una caracteritica cepa dependiente.

La tolerancia a la bilis es uno de los requerimientos que debe cumplir un
microorganismo para poder ser estudiado como potencial probibdtico,
convirtiendo esta caracteristica en un filtro para la eleccién de cepas de estudio,
Pereira, McCartney & Gibson (2003) estudiaron 14 diferentes cepas probioticas
de los géneros Streptococcus, Enterococcus y Lactobacillus encontrando que la
cepa L. fermentum KC5b era la mas idonea para ser probada como probiético
debido a su tolerancia, entre otras cosas, a la bilis, hallazgos similares fueron
hallados en este trabajo en el cual se inicidé trabajando con 17 cepas de las
cuales se eligieron 12 para posteriores analisis en base a su tolerancia tanto al
acido como a la bilis.

La variacion en la tolerancia a las sales biliares también fue demostrada
por Shadeva y colaboradores (2011), en una investigacion donde se trabaj6
con 5 diferentes leches fermentadas, de venta en Malasia, las cuales contenian
alguno o algunos de los siguientes microorganismos: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei Shirota, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium,
Lactobacillus casei, y a los cuales se probd su tolerancia a la bilis (en
concentraciones de 0%, 0.3% y 2.0%) encontrando que al aumentar la
concentracion disminuia la viabilidad de la cepa, sin embargo, cada grupo de
microorganismos (en base al producto del cual fueron asilados) se comport6 de
manera diferente, siendo el producto fermentado con L. casei shirota el que
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mostraba mayor tolerancia en las 3 concentraciones probadas Lo anterior, al
igual que las observaciones realizadas en este trabajo, muestran que la
tolerancia a la bilis es cepa dependiente y que estas caracteristicas particulares
de cada microorganismo los hace mas idoneos para ser utilizados como

probidticos en el desarrollo de alimentos y suplementos funcionales.

8.4. Asimilacion de colesterol

Las cepas probiéticas deben estar viables y en fase de crecimiento para
asimilar el colesterol, esto segun los hallazgos reportados por Liong y Shah
(2005a) y por Tahri, Crociani, Ballongue & Schneider (1995), estos ultimos
observaron que cepas de Bifidobaterium sp. en fase de crecimiento eran
capaces de reducir el colesterol del medio en presencia de oxgall como sal biliar
a través de la asimilacién de colesterol, lo cual coincide con los hallazgos
realizados en este trabajo en el que se encontrd que la cepa Bifidobacterium sp.
era capaz de asimilar colesterol entre 35.73% y 27.89% cuando la
concentracion de oxgall se era de 0.2% y 0.4% respectivamente.

Gilliland, Nelson y Maxwell (1985) reportan que la asimilacion de
colesterol ocurre solamente cuando el cultivo crecen en presencia de bilis en
condiciones anaerdbicas, observando que a medida que se incrementaba la
concentracion de oxgall (desde 0.1% hasta 0.4%) aumentaba la asimilacién de
colesterol y que esta asimilacion se estabilizaba cuando la concentracion de
oxgall llegaba a 0.5%; estas observaciones fueron realizadas en la cepa L.
acidophillus NCFM (de origen humano); resultados similares se encontraron en
la presente investigacion en las cepas Lc. lactis lactis, L. pentosus, L.
fermentum, aisladas de alimentos y en L. fermentum y B. lactis DSM10140
utilizadas en este trabajo, en las cuales al aumentar la concentracion de bilis de
0.2% a 0.4% la aimilacién de colesterol aumento entre 10.42 — 48.21%, sin

embargo en las otras 8 cepas analizadas no se oservé este comportamiento.

Singhal, Joshi & Chaudhary (2011), encontraron que los probidticos,
especificamente cepas de Lactobacillus, muestran su mayor asimilacion de

colesterol cuando la concentracion inicial en el medio es de 100 pg/ml, la cual
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fue la concentracion utilizada en este trabajo, lo que sugiere que las
asimilaciones reportadas en este trabajo pueden ser los valores maximos de las

cepas analizadas.

Belviso y colboradores (2009) estudiaron la capacidad de reducir
colesterol in vitro de 8 Lactobacillus plantarum y 5 Lactobacillus paracasei
aisladas de un queso italiano encontrando que 2 cepas de L. plantarumy 3 de
L. paracasei fueron las mas capaces de reducir el colesterol entre un 19.4% vy
un 6.8% respectivamente, lo cual evidencia, como lo observado en este estudio,
que aun cuando las cepas estén cercanamente emparentadas su capacidad de
reducir colesterol es cepa dependiente; similares observaciones realizé Dilmi-
Bouras (2006) notando una considerable variacion tanto entre diferentes
especies estudiadas como entre cepas de la misma especie, en la asimilacién
de colesterol en un medio sintético, en presencia de diferentes concentraciones

de sal biliar y en condiciones anaerdbicas.

8.5. Determinacion de polisacaridos exocelulares (EPS)

Se ha reportado produccion de exopolisacaridos en los siguiente
microorganismos: Lactobacillus reuteri, Lactobacillus sakei, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus parabuchneri, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus
downei, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus diolivorans, Pediococcus
parvulus, Oenococcus oeni, Propionibacterium freudenreichii, Lactobacillus
sanfranciscensis, Leuconostoc citreum. Las cepas de bacterias lacticas
productoras de EPS se han aislado de numerosos productos lacteos
fermentados naturales y aquellas capaces de conferir propiedades sensoriales
como viscosidad y textura, se han seleccionado como “cultivos funcionales” en
la industria lactea para la elaboracion de leches fermentadas, sin embargo,
estos mismos microorganismos pueden llegar a desencadenar alteraciones
como sabores acidos, malos olores, cambios de color, formacién de gas y caida
del pH en productos como la leche, zumos de frutas y bebidas como la sidra, el
vino o la cerveza, asi como, en productos carnicos procesados “ready to eat’,
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como el jamén york y las salchichas tipo Frankfurt lo que hace que estos
productos no puedan ser comercializados (Aznar, Duenas, Jiménez, Lépez, &
Ruas-Madiedo, 2012).

Por otro lado los EPS bacterianos pueden incidir beneficiosamente en la
salud humana ya sea como agentes prebi6ticos, inmunomoduladores y en
investigaciones recientes se les ha relacionado con efectos positivos como
antitumorales, actividad inmunoestimuladora y disminucion del colesterol (Tok &

Aslim, 2010; Aznar, Duefas, Jiménez, Lépez, & Ruas-Madiedo, 2012).

En cuanto a la disminucién del colesterol, se cree que los EPS actuan
interfiriendo en la absorcion del colesterol o sobre las sales biliares a nivel del
intestino mediante la unidén y/o remocién del cuerpo de forma similar como lo
hacen los polisacaridos o la fibra dietética, segun los hallazgos realizados por
Nakajima, Susuki, Kaizu & Hirota (1992); resultados similares fueron
encontrados por Tok y Aslim (2010) quienes encontraron que la remocién de
colesterol en cepas de Lactobacillus delbrueckii sub. bulgaricus era
directamente proporcional a la produccién de exopolisacaridos de la cepa y que
cuando habia colesterol presente en el medio la produccion de EPS
aumentaba, contrario a los hallazgos reportados en estas investigaciones, en el
presente trabajo se observa que las bacterias analizadas aun y cuando todas
producen exopolisacaridos su capacidad de adherir sales biliares a la
membrana es inherente a cada cepa, lo que finalmente influira en su capacidad
de disminuir el colesterol y por ende de ser utilizado como parte de algun

alimento funcional para este fin.

Kimoto-Nira y colaboradores (2007) sugirieron que el colesterol se unia a
la membrana celular de los probidticos debido a las propiedades quimicas y
estructurales de los peptidoglicanos que se encuentran en la membrana, lo cual
facilita la unién del colesterol a la superficie probiética interviniendo asi en el
metabolismo de este compuesto, lo cual sugiere que los exopolisacaridos
pueden actuar sobre las sales biliares, como se estudié en este trabajo, pero
también pueden actuar directamente sobre la molécula de colesterol.
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8.6. Perfil de acidos grasos de las membranas probiéticas
El HCI metanolico no es capaz de metilar los acidos grasos libres, por lo

que los acidos grasos determinados por esté método deben de encontarse
como parte de la membrana fosfolipidica, sumado a esto se sabe que los
lipidos de las bacterias gram positivas se encuentran predominantemente en la
membrana (Kimoto y colaboradores., 2002). El colesterol removido in vitro
puede incorporarse dentro de la membrana celular o que se evidencia en una
alteracion en el perfil de acidos grasos (Liong & Shah, 2005a). Lye, Rusul y
Liong observaron cambios en los acidos grasos celulares de bacterias
probidticas (15 microorganismos entre lactobacilos y bifidobacterias),
especialmente en los &cidos grasos totales y acidos grasos saturados e
insaturados cuando estos se encontraban en presencia de colesterol, pero que
el cambio también se veia influenciado por la presencia o ausencia de sal biliar
en el medio, asi como el tipo de sal biliar; observaciones que también fueron
realizadas en esta investigacion al encontrar que la produccion de diferentes
acidos grasos al cultivarlos en presencia de sales biliares, asi como el

incremento en acidos grasos insaturados y acidos grasos trans.

Los cambios en los &cidos grasos de la membrana debido a la
incorporacion de colesterol se ve evidenciada por las alteraciones de los perfiles
que los acidos grasos tienen en presencia de colesterol Remagni y
colaboradores (2012) trabajaron con L. plantarum 885 y L. acidophilus LA-5®
quines encontraron que ambas cepas mostraron diferencias en el perfil de
acidos grasos independientemente de la presencia del colesterol y que L.
plantarum 885 tiene mayor porcentaje de AG saturados en comparacion de L.
acidophillus LA-5®, similitudes pueden observarse en este trabajo, donde aun y
que todas las cepas presentaron cambios en sus membrana, estos cambios

fueron particulares de cada microorganismo.

8.7. Desconjugacion de sales biliares por acciéon de la enzima sal biliar
hidrolasa (SBH)
Diversas investigaciones han reportado que la capacidad de desconjugar

sales biliares despenden de la cepa y del tipo de sal biliar conjugada, asi como
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de variaciones en las condiciones de crecimiento (bajo potencial de oxido-
reduccion y un pH éptimo de 6) y de los procedimientos del ensayo (Gilliland y
Speck, 1977). Se ha reportado que L. acidophillus, L. gasseriy L. johnsonii son
SBH activas (Yildiz, Oztiirk, & Aslim, 2011).

Gokee, Oztiirk, & Aslim (2011), encontraron que L. plantarum GD2 puede
desconjugar hasta 0.50 yM, mientras que tres cepas de L. rhamnosus o bien no
presentan la capacidad o desconjugan hasta 0.61 yM de acido cdlico a partir de
acido taurocdlico, lo que evidencia que la propiedad de desconjugar sales
biliares es cepa dependiente, sobre todo en el caso de L. rhamnosus que tiene
un amplio rango de desconjugacién segun la cepa utilizada, en este estudio las
cepa que presentaron mayor capacidad de desconjugar sales biliares fueron L.
casei shirota y L. fermentum, amabas aisladas de alimentos, llegando a
desconjugar hasta 0.446 pM/ml, en el caso especifico de L. rhamnosus
nosotros encontramos que desconjuga 0.444 yM/ml cantidad que se encuentra

dentro del rango del autor citado anteriormente.

Lima-Santos, Fortes-Ferreira, Brunoro-Costa & Terra-Santos (2013)
demostraron que las cepas L. acidophillus, L. casei shirota 'y L. acidophillus
NCFM, tienen la capacidad de desconjugar acido taurocélico in vitro, lo que
sugiere que estas cepas pueden ser utilizadas para tratar la
hipercolesterolemia, pero al incluir estos probioticos como parte de la dieta de
ratas utilizadas como organismos modelos, sus niveles de colesterol y
triglicéridos no se vieron afectados, y la excrecidn de acidos biliares en suero
tampoco mostraron diferencias, sin embargo Usman y Hosono (2000)
demostraron en un grupo de ratas alas cuales se les suplemento la dieta con L.
gasseri observaron una reduccion en la concentracién de acidos biliares en
suero cuando aumentaba su excrecion en las heces, lo anterior demuestra la
importancia de corroborar los hallazgos de las pruebas in vitro en organismos
modelos e incluso en humanos antes de utilizar un probiético como

coadyuvante de un tratamiento farmacolégico.
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Todo lo anterior sugiere que los microorganismsos probidticos analizados
en el presente trabajo poseen diferentes mecanismos hipotetizados para
dismuir el colesterol como lo son: la asimilacién de colesterol, la produccién de
exopolisacéaridos, cambios en el perfil lipidico de la membrana en presencia de
colesterol y desconjugacion de sales biliares por accion de la enzima sal biliar

hidrolasa.

Sin embargo se requiere de mas investigacion para dilucidar el
mecanismo o0 la sinergia entre mecanismos encargados de disminuir el
colesterol, asi como las condiciones iddéneas (pH, concentracion de bilis, sales

biliares, enzimas, etcétera) que intervienen en el efecto reductor.

También es importante caracterizar cada uno de los mecanismos
estudiados, para conocer exactamente su accidén directa o indirecta sobre el

colesterol.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
La capacidad de tolerar el acido y bilis y mantener la viabilidad son

caracteristicas particulares de cada cepa y son requisitos indispensable que
deben de tomarse en cuenta al momento de elegir un microorganismos para su
uso como probidtico, ya que estas caracteristicas nos aseguraran la
sobrevivencia de estas cepas hasta el colon que es finalmente el lugar donde

realizan la mayoria de funciones documentadas.

Todas las cepas fueron capaces de asimilar colesterol, sin embargo, el
porcentaje de asimilacion se ve influenciado por el tipo de cepa y por la

concentracion de sales biliares a las que estan se encuentran expuestas.

Aun y cuando todas las cepas fueron capaces de producir
exopolisacéaridos no todas fueron capaces de unir sales biliares a la membrana,
lo cual sugiere que aquellas que no tienen esta propiedad, no pueden reducir
los niveles de colesterol por este mecanismo, sin embargo, es importante
probar otros tipos de sales biliares o incluso concentraciones para ver la
diferencia e interaccion con ellas y asi descartar si son 0 no propensas a utilizar
este mecanismo. Cabe agregar que otras investigaciones sugieren que los EPS
actuan directamente sobre la molécula del colesterol, uniendo esta a la
superficie celular por lo que seria importante probar como las los EPS
producidos por las bacterias utilizadas en este trabajo interaccionan con el
colesterol.

Las alteraciones en el perfil de acidos grasos se ven influenciado por los
componentes del medio, en particular por el tipo de sal biliar presente, aun y
cuando en todas las bacterias analizadas se observaron estas modificaciones.
lgualmente se observa que la incorporacién del colesterol incrementa la
formacion de &cidos grasos insaturados en la membrana de la célula, ademas
el contenido de &cidos grasos trans se increment6 en algunas cepas,
principalmente con adicién de acido célico, como en el caso de L. rhamnosus y
B.lactis.
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Todas las cepas analizadas fueron capaces de desconjugar acido
taurocélico a acido célico libre, lo que sugiere la presencia y actividad de la
enzima sal biliar hidrolasa, es importante probar diferentes tipos de sales
biliares para ver como se comportan los microorganismos ante estas, asi como
analizar la actividad de la enzima, ya que aunque ésta se encuentre presente,
podria ser que su actividad no sea suficiente y el efecto final no sea el esperado

para una reducciodn significativa de colesterol.

Las caracteristicas y propiedades de los microorganismos probidticos
son cepa- dependiente, por o que es necesario conocerlos, asi como estudiar
su interaccién con otros microorganismos y con las diferentes matrices en las
que pueden ser administrados, para de esta forma asegurar la viabilidad y
efecto deseado al momento de utilizarlos para el desarrollo de suplementos y
alimentos funcionales, sin embargo, cabe destacar que las caracteristicas de
cada consumidor (lugar de residencia, habitos alimenticios, entre otros) también
pueden influir en el efecto final por lo que estos productos pueden y deben ser
utilizados junto con un tratamiento adecuado para el padecimiento para el que

son desarrollados mas nunca sustituirlo por completo.

9.1. Recomendaciones
1. Asegurar que los productos con uso de probidticos cumplan con la

normatividad internacional.

2. Reglamentar el uso de microorganismos probiétcos mediante el
desarrollo de reglamentacién especifica para estos productos.

3. Continuar con las investigaciones en asimilacion de colesterol,
produccién de exopolisacaridos, cambios en la membrana lipidica por
presencia de colesterol, descnjugacién de sales biliares por la accién de
la enzima sal biliar hidrolasa.

4. Utilizar con reserva los probibticos para el tratamiento exclusivo de
enfermedades, ya que aun no se conoce la participacion de muchos
factores que pueden influir en la generacion de los efectos benéficos.
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10. ANEXOS

ANEXO 1. Cromatogramas del perfil de lipidos de las cepas analizadas en
presencia de colesterol y sales biliares.

Cromatogramas del perfil de acidos grasos en los medios de cultivo en la
cepa Lactococcus lactis lactis.
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Lactobacillus rhamnosus.
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Lactobacillus acidophillus — MRS (medio sin colesterol)
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Cromatogramas del perfil de acidos grasos en los medios de cultivo en la cepa

Lactobacillus fermentum.
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Cromatogramas del perfil de acidos grasos en los medios de cultivo en la cepa

Lactobacillus casei shirota.
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c) Lactobacillus casei shirota— MCO (medio con colesterol + oxgall)
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d) Lactobacillus casei shirota— MCT (medio con colesterol + acido taurocélico)
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Cromatogramas del perfil de acidos grasos en los medios de cultivo en la cepa

Bifidobacterium lactis.

SHoupH Souuy
g g 8 & & o § & 8 & & &8 &8 3
8
T S1547 4SO B
8
817 RN 052 AEpee- i
q
90 0B T 940 B
3
47561 0m3-
1 5465} 03
{596 ARG BN QL5
L]
3 —
3 °
(%]
3 ) o
Q i )
2 °
£ o
o T c
o) S
8 I o i
g e T o = B7¥) SR B
~ e !
P SL5E1 ARPREILES - B £ , /
@ y £ L T
= g o
_ 5007 ALY £ =
R . ! 1) g N
S ! 2
2 3
§ £
= S
3 5504 AP 2
5 S 1500 apansuin-en
3 £ 8
S 3
= 3
22 =
Q
© o
o

14 18 1= zo zz za 28
rinutes

1z

10

<00

R
a a a a
9 g 0 a
b b 3 -

¢) Bifidobacterium lactis — MCO (medio con colesterol + oxgall)

EERDT SpPaoun- W

B0TC aAepER0UT - W

STS07 #eal0 - B

LTL) SR - N

BIZE) SPGB

T0LE) Hesloyueq - B
BIEE) SHepEEILES - BN

LBET) SHENLRd - 1N

1160 SRAORUAN - 2\

za

2z

zo

1=

18

14

1z

10

rAnutes

106



—
d) Bifidobacterium lactis — MCT (medio con colesterol + acido taurocélico)
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Cromatogramas del perfil de acidos grasos en los medios de cultivo en la cepa
Lactobacillus fermentum (cepa de referencia).
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Cromatogramas del perfil de acidos grasos en los medios de cultivo en la cepa

Lactobacillus brevis ATCC 367.
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Cromatogramas del perfil de acidos grasos en los medios de cultivo en la cepa
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d) Lactobacillus paracasei paracasei LB30 — MCT (medio con colesterol + acido taurocélico)
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Cromatogramas del perfil de acidos grasos en los medios de cultivo en la cepa

Bifidobacterium lactis DSM 10140.
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