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Resumen

Introduccion: la acrilamida se forma mediante la reaccion de Maillard, por lo que se encuentra en muchos productos alimenticios sometidos
a procesos térmicos, generando genotoxicidad y dafios al ADN. Los estudios han reportado que los lactobacilos tienen la capacidad de generar
compuestos con actividad antioxidante, antigenotdxica y antimutagénica, y es por esto que el presente trabajo pretende evaluar el efecto de cepas
de Lactobacillus y sus extractos intra y extracelulares contra la genotoxicidad y el estrés oxidativo causado por la acrilamida.

Métodos: se empled una cepa de Lactobacillus casei Shirota y una cepa de Lactobacillus reuteri NRRL B-14171. Ambas fueron cultivadas en
caldo MRS y sometidas a tratamientos mecénicos y enzimaticos para obtener 10s extractos extra e intracelulares. Los linfocitos fueron cultivados
en medio RPMI, la peroxidacion lipidica se evalu6 por TBARS y la capacidad antioxidante se midid en los extractos extra e intracelulares con la
técnica ABTS, empleando ademads una cepa de Saccharomyces cerevisiae RC 212 como modelo. La reduccion de la peroxidacion lipidica en
los linfocitos se midié por TBARS y la reduccion de la genotoxicidad mediante la reduccion de la formacién de microntcleos en los linfocitos.

Resultados: ambas cepas evaluadas, asi como sus extractos intra y extracelulares, mostraron capacidad de contrarrestar el estrés oxidativo y
Palabras clave: la genotoxicidad causada por la acrilamida.

Acrilamida. Extractos. Conclusion: los resultados encontrados, sugieren que el empleo de extractos intra y extracelulares de ambas cepas podria ser una alternativa
Lactobacilos. Antioxidante. para reducir los efectos de genotoxicidad y estrés oxidativo causados por la acrilamida sin la necesidad de requerir una estructura viable..

Abstract

Introduction: acrylamide is formed by the Maillard reaction and is found in many food products subjected to thermal processes, generating
genotoxicity and DNA damage. Studies have reported that lactobacilli have the ability to generate compounds with antioxidant, antigenotoxic and
antimutagenic activity, which is why the present work aims to evaluate the effect of Lactobacillus strains and their intra and extracellular extracts
against genotoxicity and oxidative stress as caused by acrylamide.

Methods: a strain of Lactobacillus casei Shirota and a strain of Lactobacillus reuteriNRRL B-14171 were used, both were cultured in MRS broth
and subjected to mechanical and enzymatic treatments to obtain extra and intracellular extracts. Lymphocytes were cultured in RPMI medium.
Lipid peroxidation was evaluated by TBARS and the antioxidant capacity was measured in the extra and intracellular extracts with the ABTS
technique, also using a strain of Saccharomyces cerevisiae RC 212 as a model. The reduction of lipid peroxidation in lymphocytes was measured
by TBARS and the reduction of genotoxicity by reducing the formation of micronuclei in lymphocytes.

Results: both strains evaluated, as well as their intra and extracellular extracts, showed the ability to counteract oxidative stress and genotoxicity
Keywords: caused by acrylamide.

Acrylamide. Extracts. Conclusion: the results found suggest that the use of intra and extracellular extracts of both strains could be an alternative to reduce the effects
Lactobacillus. Antioxidant. of genotoxicity and oxidative stress caused by acrylamide without the need for a viable structure.
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INTRODUCCION

La acrilamida es un compuesto tdxico que se forma durante
el sometimiento de alimentos ricos en carbohidratos a tempe-
raturas elevadas, mayores a 120 °C. Los productos alimenti-
cios derivados de ingredientes vegetales como papas y cerea-
les tienden a contener las mayores cantidades de acrilamida;
esto se debe principalmente a la presencia natural de com-
puestos como glucosa, fructosa y asparagina, involucrados en
la formacion de acrilamida (1). Los efectos neurotoxicos de la
acrilamida en humanos han sido bien documentados, sugirien-
do la capacidad para causar mutaciones genéticas. Asimismo,
la recombinacion inducida por el ADN puede interferir en el
proceso de replicacion genética, lo que favorece la formacion
de tumores (2). Por otra parte, las bacterias acidolacticas
constituyen un grupo de bacterias grampositivas que forman
parte importante de la microbiota intestinal debido a que des-
empefan un papel trascendente en el buen funcionamiento
del organismo y el mantenimiento de la salud (3,4). Ademas
se sabe que las bacterias acidolacticas generan compuestos
con actividad antioxidante que neutralizan moléculas toxicas a
nivel intestinal y sistémico (5), ademas de haber demostrado
tener actividades antigenotdxicas y antimutagénicas en mo-
delos in vitro e in vivo (6,7). El uso de las células no viables
de bacterias acidolacticas, o sus componentes y/o extractos,
podria tener ventajas de seguridad sobre la utilizacion de las
bacterias completas ya que en los consumidores con sistemas
inmunes desequilibrados o comprometidos existe el riesgo de
traslocacion, infeccion o aumento de la respuesta inflamatoria,
mostrado por algunas cepas de BAL con potencial probidtico.
Es por esto que el presente trabajo pretende evaluar el efecto
de cepas de Lactobacillus y sus extractos intra y extracelula-
res contra la genotoxicidad y el estrés oxidativo causados por
la acrilamida.

METODOLOGIA

SOLUCION DE TRABAJO DE ACRILAMIDA

Se prepard una solucion de acrilamida disolviendo esta en
solucion de buffer de fosfatos salino (0,9 % NaCl en PBS
10 mM, pH = 7,4) para alcanzar una concentracion final de
100 mM.

CULTIVO BACTERIANO

Se empled una cepa de Lactobacillus casei Shirota aislada de
un producto lacteo fermentado comercial, y una cepa de Lacto-
bacillus reuteriNRRL B-14171 que pertenece a una coleccion de
cultivos. Para cada cepa se realizaron dos subcultivos en caldo
Man Rogosa y Sharpe (MRS) para obtener concentraciones celu-
lares de 10° UFC/mL previo a cada experimento.
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PREPARACION DEL CONTENIDO
INTRACELULAR DE L. CASEI SHIROTA
Y L. REUTERI ATCC 14171

En breve, se tom¢ una alicuota (10 ml) de bacterias suspendi-
das en PBS a la que se le afadié 1 mg/ml de lisozima y se incubd
a 37 °C durante 2 h; posteriormente, las células tratadas fueron
sometidas a ultrasonicacion (70 W) y recuperadas por centrifu-
gacion (3600 g, 10 min, 4 °C); el sobrenadante se mantuvo en
refrigeracion y oscuridad hasta su uso y los restos de bacteria se
emplearon para obtener los extractos extracelulares.

EXTRACCION DE PARED CELULAR
Y ACIDOS TEICOICOS DE L. CASEI SHIROTA
Y L. REUTERI NRRL B-14171

Los restos de bacteria obtenidos después de la ruptura para obte-
ner el liquido intracelular fueron tratados con proteinasa Ky lisozima
para romper la estructura bacteriana. Finalmente, los fragmentos se
trataron con dodecilsulfato sodico (SDS) y &cido etilendiaminotetraa-
cético (EDTA). Los fragmentos que se obtuvieron se mantuvieron en
congelacion hasta su uso para obtener &cidos teicoicos y para rea-
lizar los ensayos de micronticleos y del grado de oxidacion. Por otra
parte, se tomaron 10 g de los fragmentos de la pared celular aislada
de las cepas a evaluar y se incubaron durante 24 ha 37 °Cen 5 mL
de 4cido tricloroacético (TCA) al 10 % sin agitacion. Posteriormente,
los &cidos teicoicos se recuperaron por precipitacion con 5 mL de
acetona fria durante 24 h a 4 °C'y se recuperaron los acidos teicoi-
¢os por centrifugacion (3200 x g, 10 min, 4 °C).

EVALUACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante se evalud en los extractos extra
e intracelulares de ambas cepas evaluadas mediante la técni-
ca ABTS. En breve, se prepard una solucion del radical ABTS
(7 mM), la cual se dejo reaccionando con una solucion de persulfato
de potasio (2,45 mM) durante 16 h a temperatura ambiente y en
obscuridad. Trascurrido el tiempo se almacend a -80 °C en alicuotas
de 1 mL hasta el momento de ser requerida. Una vez preparado el
radical, se tomd una alicuota de la solucién “stock” de ABTS y se
ajusto la absorbancia a 0,07 = 0,05 usando metanol absoluto, y
se leyo a 750 nm en un espectrofotometro UV-VIS (Multiskan Sky);
adicionalmente, se prepar¢ una curva de calibracion a concentra-
ciones de 5-300 pg/mL utilizando &cido ascorbico (1 mg/mL) como
estandar para conocer las concentraciones de las muestras.

EVALUACION DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE EN SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

La prueba de proteccion de la oxidacion generada por H,0,
se evalu6 empleando una cepa de Saccharomyces cerevisiae

[Nutr Hosp 2023;40(4):811-818]



EVALUACION DEL EFECTO /N V/TRO DE EXTRACTOS INTRA Y EXTRACELULARES DE LACTOBACILLUS 813
CONTRA LA GENOTOXICIDAD Y EL ESTRES OXIDATIVO CAUSADO POR LA ACRILAMIDA

como modelo celular siguiendo el siguiente disefio experimental:
1) levadura + H,0,; 2) levadura; 3) bacteria completa + levadura
+ H,0,; 4) pared celular + levadura + H,0,; 5) liquido intracelu-
lar + levadura + H,0,; 6) cidos teicoicos + levadura + H,0,.La
metodologia seguida fue la descrita por Oliveira y cols., 2021, en
donde 0,1 g de Saccharomyces cerevisiae RC 212 (Lalvin bour-
govind) se colocaron en 5 mL de caldo YPD (Yeast extract, Pepto-
ne, Dextrose, Bioxond) y se incubaron por 16 h a 28 °C con agi-
tacion a 180 rpm en agitador orbital. Transcurrido el tiempo se
tomaron 100 pL, se pasaron a otro tubo con 5 mL de caldo YPD
y se incubo el conjunto 16 h a 28 °C con agitacion. De este Ulti-
mo cultivo se colocaron 100 pL en tubos con 5 mL de caldo YPD
y 100 pL de los extractos intra y extracelulares de ambas cepas
de acuerdo con el disefio experimental descrito anteriormente,
y se llevaron a incubacion por 1 h; después se agregaron 7,5 L
de H,0, y se incubaron por 1 hora méas. De la mezcla anterior se
prepararon diluciones seriadas en caldo YPD hasta 1 x 10° UFC y se
sembraron por vaciado en placa de agar YPD. Las placas se incuba-
ron a 28 °C por 48 h; transcurrido el tiempo, se realiz el recuento
en placa y los resultados se reportaron como UFC/mL de levaduras.

EVALUACION DEL EFECTO ANTIGENOTOXICO
DE L. CASEI SHIROTA Y L. REUTERI NRRL
B-14171

La prueba de formacion de micronticleos en los linfocitos se
realizd de acuerdo con lo propuesto por Zamaniy cols. (8) siguien-
do el siguiente disefio experimental: 1) control (acrilamida); 2) acri-
lamida + bacteria completa; 3) acrilamida + liquido intracelular;
4) acrilamida + dacidos teicoicos; 5) acrilamida + fragmentos de
pared celular. En breve, 0,5 mL de sangre humana se mezcla-
ron con 4,5 mL de medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 suplementado con suero fetal de ternera al 20 %, penicilina
100 U/mL y estreptomicina 100 mg/mL, a lo cual se afiadio fito-
hemaglutinina-M (1 mg/mL) para estimular el cultivo, incubandose
la mezcla a 37 °C durante 72 h. A las 24 h del primer dia, las
células se trataron de acuerdo con el disefio experimental y, pos-
teriormente, después de 20 h de exposicion, se afiadio citocalasi-
na B (5 mg/mL) con el objetivo de bloquear la citocinesis celular;
28 h después se obtuvieron los linfocitos por centrifugacion. Los
linfocitos se sometieron a un tratamiento hipoténico suave con KCI
(0,075 M) durante 5 minutos para luego fijarlos en un portaobjetos
con una solucién de metanol:acido acético (3:1), repitiendo la fija-
cion 2 veces. Finalmente, una vez fijada, la suspension celular se
tifG con colorante de Giemsa al 10 % (pH = 6,8) durante 10 min.
El porcentaje de micronlcleos se reportd por cada 1000 células
observadas utilizando un microscopio de luz dptica.

MEDICION DE LA PEROXIDACION LIPIiDICA
EN LINFOCITOS HUMANOS

La medicion de la peroxidacion lipidica se realizo en los linfoci-
tos cultivados de acuerdo con el disefio experimental descrito en
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la seccion anterior. El contenido de malondialdehido (MDA) se de-
termind por las sustancias reactivas del acido tiobarbitdrico (TBA),
de acuerdo con lo descrito por Zamani y cols. (8), con algunas
modificaciones. En breve, se afiadieron 0,25 mL de &cido sulfdrico
(0,05 M) a los linfocitos obtenidos de cada grupo para, posterior-
mente, adicionar 0,3 mL de TBA (0,2 %) y colocarlos en un bafio de
agua hirviendo durante 30 min. Al finalizar el tiempo, se llevaron 10s
tubos a un bario de hielo, se afiadieron 0,4 mL de n-butanol a cada
uno y se centrifugaron a 3500 g durante 10 min. Finalmente, se
midio la cantidad de 1,1,3,3,-tetraetoxipropano (TEP) formado en
cada muestra, midiendo la absorbancia del sobrenadante a 532 nm
con un lector de ELISA y expresandolo como mmol/L de TEP.

ANALISIS ESTADISTICO

Los ensayos se realizaron por friplicado y los resultados se
presentan como media = desviacion estandar. La significancia
estadistica (p < 0,05) se determind mediante la prueba esta-
distica ANOVA de una cola con una prueba de Tukey, mediante
la cual se buscaron diferencias significativas en la capacidad
antioxidante y el numero de microntcleos formados por cada
1000 células observadas al microscopio de luz dptica entre los
diferentes tratamientos evaluados. Para el andlisis estadistico se
empleo el software estadistico Minitab 16.

CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio se apegara a lo sefialado por la Declaracion de
Helsinki y lo dispuesto en la Ley General de Salud en materia
de investigacion. En todo momento se protegid la confidenciali-
dad de la informacion y se recabd el consentimiento informado
de los participantes en la investigacion.

RESULTADOS

EVALUACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE
DE L. CASEI SHIROTAY L. REUTERI NRRL
B-14171

En lafigura 1 se muestran los resultados referentes a la capa-
cidad antioxidante de los extractos intracelulares y extracelulares
de L. casei Shirotay L. reuteriNRRL B-14171 obtenidos median-
te la técnica ABTS. De ambas cepas se obtuvieron valores que
oscilaron entre 15,99 y 63,77 pME AA (micromoles de equiva-
lente de acido ascorbico). Al comparar la capacidad antioxidan-
te de los extractos de ambas cepas se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05), siendo el extracto
del liquido intracelular de la cepa L. reuteri NRRL B-14171 el
que presento la mayor capacidad antioxidante (63,77 HME AA),
mientras que los que mostraron la menor capacidad antioxidante
fueron los fragmentos de pared celular y los 4cidos teicoicos de
esta misma cepa con 16,14 y 15,99 UME AA, respectivamente.
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Figura 1.

Capacidad antioxidante de extractos intra y extracelulares de L. caseiShirotay L. reuteri
por la técnica ABTS (SHI: L. casei Shirota; LR: L. reuteri; BC: bacteria completa; LQ:
liquido intracelular; TCA: 4cidos teicoicos; FP: fragmentos de pared celular).

EVALUACION DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DE L. CASEI SHIROTA
Y L. REUTERI NRRL B-14171 EN
SACCHAROMYCES CEREVISIAE RC 212

En la figura 2 se presentan los resultados referentes a la eva-
luacion de la capacidad antioxidante de los extractos intra y ex-
tracelulares de L. casei Shirota y L. reuteri NRRL B-14171 en
Saccharomyces cerevisiae RC 212, lo cual se demostré cuanti-
ficando un aumento en las unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFG/mL) de levadura en comparacion con un control posi-
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tivo expuesto a peroxido de hidrogeno. De acuerdo a los resultados
obtenidos, L. casei Shirota mostro un mejor efecto antioxidante al
propiciar un mayor crecimiento de Saccharomyces cerevisiae RC
212 en presencia de peroxido de hidrogeno; la bacteria completa,
asi como los fragmentos de pared celular y sus acidos teicoicos,
mostraron la mejor capacidad antioxidante ya que se contabilizo un
crecimiento de 1,065 x 107 UFG/mL, 1,05 x 10" UFC/mLy 1,175
x 107 UFC/mL de Saccharomyces cerevisiae RC 212 en compara-
cion con el control positivo de perdxido, en el cual se contabilizd un
crecimiento de 2,04 x 108 UFC/mL de Saccharomyces cerevisiae
RC 212; comparado con el tratatamiento negativo, esto representd
una reduccion del crecimiento del 34, 35y 27 %, respectivamente.
Respecto a L. reuteri ATCC 14171, de forma general, este mostro
la menor proteccion antioxidante frente al perdxido de hidrégeno
y Unicamente el liquido intracelular mostrd la mejor capacidad an-
tioxidante al contabilizarse un crecimiento de 9,4 x 108 UFC/mL
de Saccharomyces cerevisiae RC 212 en comparacion con el con-
trol positivo de perdxido; comparado con el tratatamiento negati-
vo, esto representa una reduccion del 42,4 % en el crecimiento
de Saccharomyces cerevisiae RC 212. Por otra parte, la bacteria
completa, asi como los fragmentos de pared celular y sus &ci-
dos teicoicos, mostraron el menor aumento en el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae RC 212 al contabilizarse crecimientos
de 6,1 x 105 UFC/mL, 6,5 x 10 UFC/mL y 7,9 x 10¢ UFC/mL,
respectivamente.

EVALUACION DEL EFECTO ANTIGENOTOXICO
DE L. CASEI SHIROTAY L. REUTERI NRRL
B-14171

La reduccion en la cantidad de microntcleos se muestra en la
figura 3. Los extractos intra y extracelulares de ambas cepas eva-
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Figura 2.

Capacidad antioxidante de extractos intra y extracelulares de L. casei Shirota y L. reuterien Saccharomyces cerevisiae
RC 212 (SHI: L. casei Shirota; LR: L. reuteri, BC: bacteria completa; LQ: liquido intracelular; TCA: acidos teicoicos; FP:

fragmentos de pared celular; POX: perdxido de hidrégeno).
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Efecto antigenotoxico de extractos intra y extracelulares de L. casei Shirotay L. reuteri sobre la formacion de micronu-
cleos (MN). SHI: L. casei Shirota, LR: L. reuteri, BC: Bacteria completa, LQ: Liquido intracelular, TCA: Acidos teicoicos,

FP: Fragmentos de pared celular.

luadas mostraron capacidad para reducir la genotoxicidad en los
linfocitos causada por la acrilamida. En el liquido intracelular de L.
reuteriNRRL B-14171 se contabilizaron solo 8,5 niicleos en pro-
medio, comparados con 32,5 registrados en el control tratado con
acrilamida, lo cual representa una reduccion del 73,8 %; sin em-
bargo, este caso fue estadisticamente similar a la bacteria com-
pleta, en la cual se registraron en promedio 11,5 ntcleos, lo cual
representa una reduccion del 64,6 % frente al control. Con respec-
to a los &cidos teicoicos y la fraccion de pared celular, a pesar de
que mostraron ser similares estadisticamente, ambos tuvieron un
efecto diferente, mostrando una reduccion en la formacion de mi-

Figura 4.

crontcleos de 16y 14, respectivamente. Por otra parte, el liquido
intracelular, los &cidos teicoicos y los fragmentos de pared celular
de L. casei Shirota tuvieron un efecto similar en la formacion de
micronucleos al contabilizarse 19,5, 18,5 y 20 microncleos en
promedio, lo cual representa una reduccion del 40 %, 43 % y
38,4 %, respectivamente, comparados con el control. Unicamente
la bacteria completa de L. reuteriNRRL B-14171 mostr6 tener una
mayor proteccion sobre la formacion de micron(cleos al contabili-
zarse una reduccion del 64,6 % comparada con el control positivo;
sin embargo, esta no fue estadisticamente diferente de L. casei
Shirota. En la figura 4 se pueden observar los distintos tipos de

Linfocitos humanos (A: célula normal (mononucleada); B: célula binucleada; C: célula trinucleada; D: célula multinucleada; E: célula binucleada
con puente nucleoplasmético; F: célula mononuclear con microntcleos (MN); G: célula binucleada con 1 MN; H: célula binucleada con 2 MN;

I: célula necréticay).

[Nutr Hosp 2023;40(4):811-818]
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linfocitos que se observaron en este trabajo, dentro de los cuales
aparecen distintas morfologias, como células binucleadas con mi-
cronlcleos, células multinucleadas y apoptoticas.

REDUCCION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA
EN LINFOCITOS HUMANOS

En la figura 5 se muestra la actividad antioxidante de los
extractos intra y extracelulares de L. casei Shirota y L. reute-
ri NRRL B-14171 en linfocitos humanos. Los extractos intra y
extracelulares de L. casei Shirota mostraron tener mayor efecto
protector contra la oxidacion comparados con los extractos intra
y extracelulares de L. reuteri NRRL B-14171. La bacteria com-
pleta, asi como los dcidos teicoicos de L. casei Shirota, mostro
la mayor proteccion contra la peroxidacion lipidica en los linfo-
citos ya que, en el caso de la bacteria completa, se registraron
0,0004 mMoITEP y en el caso de los &cidos teicoicos 0 mMol-
TEP, lo cual representa una reduccion de la peroxidacion de la
membrana del eritrocito del 85 y el 100 %m respectivamente
para estos extractos comparados con el control. Por otra parte,
el liquido intracelular de esta cepa también mostré ser uno de
los extractos que mas proteccion mostrd ante la peroxidacion
lipidica, al contabilizarse 0,00057 mMolTEP (80 % menos que el
control). Respecto a L. reuteri NRRL B-14171, los &cidos teicoi-
cos fueron los Unicos extractos que mostraron la mayor reduccion
de la peroxidacion lipidica, al contabilizarse 0,0008 mMolITEP, lo
que representa un 70 % de reduccidn comparada con el control.
Por su parte, los &cidos teicoicos de L. casei Shirota mostraron
el mayor efecto antioxidante, siendo estos significativamente di-
ferentes a los extractos de la pared celular, liquido intracelular

M. G. Reyes Ldpez et al.

y bacteria completa. En el caso de la fraccion de pared celular,
esta mostrd mayor efecto antioxidante que la misma bacteria
completa, lo cual podria deberse a que, al estar fraccionada,
presenta grupos funcionales o cargas que podrian estar influen-
ciando el efecto antioxidante. Por otra parte, con respecto a
L. reuteriNRRL B-14171, el extracto intracelular correspondien-
te al liquido intracelular fue el tnico que mostrd un mayor efecto
antioxidante, siendo estadisticamente diferente a los otros ex-
tractos. La pared celular presentd un efecto antioxidante similar
estadisticamente al de la bacteria completa y los écidos teicoi-
cos al fragmento de la pared celular.

DISCUSION

De acuerdo con nuestros resultados, las bacterias acidolac-
ticas evaluadas mostraron que eran capaces de proteger con-
tra la oxidacion ocasionada por la acrilamida, variando la ca-
pacidad antioxidante significativamente en los extractos intra y
extracelulares y mostrando una marcada diferencia entre las
dos cepas evaluadas, lo cual indica que esta actividad depende
de cada cepa. De acuerdo a nuestros resultados, los extrac-
tos intracelulares son los que mostraron mayor actividad an-
tioxidante y, de estos, el extracto intracelular de Lactobacillus
reuteri NRRL B-14171 fue el que presentd mayor capacidad
antioxidante (63,77 uMolar de equivalentes de écido ascor-
bico), lo cual representa un 45 % mas que la bacteria com-
pleta, la pared celular y los &cidos teicoicos. Estos resultados
son similares a lo reportado por Cuevas-Gonzalez y cols. (9),
que reportaron una alta capacidad antioxidante para el liquido
intracelular de las bacterias acidolacticas evaluadas. Adicio-
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Reduccion de la peroxidacion lipidica en linfocitos humanos por los extractos intra y extracelulares de L. casei Shirota y
L. reuteri (SHI: L. casei Shirota; LR: L. reuteri; AA: acrilamida; BC: bacteria completa; LQ: liquido intracelular; TCA: 4cidos

teicoicos; FP: fragmentos de pared celular).
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nalmente, Aguilar-Toala y cols. (10) reportaron que el liquido
intracelular de trece cepas de lactobacilos mostrd una mayor
actividad antioxidante que la pared celular y que la bacteria
completa y, de estas, Lactobacillus casei CRL431 presentd la
mayor capacidad antioxidante seguida de las cepas Lactoba-
cillus fermentum B1932 y Lactobacillus casei DCP3968. Estos
resultados demuestran que ciertas cepas de lactobacilos po-
drian ser una buena fuente de poshidticos y una alternativa
diferente como proteccion contra la oxidacion causada por
compuestos toxicos adquiridos a través de la dieta.

Diversos autores indican que la actividad antioxidante de al-
gunas cepas de lactobacilos podria atribuirse a la produccion
de compuestos ubicados en la superficie celular, como polisa-
caridos extracelulares, &cidos teicoicos y lipoteicoicos (11-13).
Con respecto a la actividad antioxidante de los extractos intra y
extracelulares de L. casei Shirotay L. reuteriNRRL B-14171 en
los linfocitos humanos, los extractos intra y extracelulares de
L. casei Shirota mostraron tener mayor efecto protector con-
tra la oxidacion comparados con los extractos intra y extrace-
lulares de L. reuteri NRRL B-14171. Los &cidos teicoicos de
L. casei Shirota mostraron mayor efecto antioxidante, siendo
estos significativamente diferentes a los extractos de la pared
celular, liquido intracelular y bacteria completa. En el caso de
la fraccion de pared celular, esta mostré mayor efecto antioxi-
dante que la misma bacteria completa, lo cual podria deberse a
que, al estar fraccionada, presenta grupos funcionales o cargas
expuestos que podrian estar influenciando el efecto antioxidan-
te. Por otra parte, con respecto a L. reuteri NRRL B-14171,
el extracto intracelular correspondiente al liquido intracelular
fue el Unico que mostré un mayor efecto antioxidante, siendo
estadisticamente diferente a los otros extractos; de ellos, la
pared celular presenté un efecto antioxidante estadisticamente
similar al de la bacteria completa y los &cidos teicoicos al del
fragmento de la pared celular.

El uso de levaduras como modelo bioldgico para el estudio
de antioxidantes es un modelo simple pero confiable que puede
emplearse para evaluar la proteccion contra la oxidacion a traves
de la reduccion del crecimiento de una célula, ademas de que
varias cepas de lactobacilos han demostrado ser resistentes al
perdxido de hidrdgeno a diferentes concentraciones (14,15). Al
respecto de la capacidad antioxidante de los extractos intra y
extracelulares de L. casei Shirota 'y L. reuteriNRRL B-14171 en
Saccharomyces cerevisiae RC 212, L. casei Shirota mostrd un
mejor efecto antioxidante al propiciar un mayor crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae RC 212 en presencia de peroxido
de hidrogeno. La bacteria completa, asi como los fragmentos de
pared celular y sus acidos teicoicos, mostraron la mejor capaci-
dad antioxidante al permitir solo una reduccion del crecimiento
de Saccharomyces cerevisiae RC 212 del 34, 35y 27 % para
la bacteria completa, los fragmentos de pared celular y los &ci-
dos teicoicos, respectivamente. Estos resultados coinciden con
los resultados hallados sobre la capacidad antioxidante de los
extractos obtenidos, en donde la pared celular y los acidos tei-
coicos de esta cepa fueron los que mostraron la mejor capacidad
antioxidante. Adicionalmente, L. reuteriNRRL B-14171 mostro la
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menor proteccion antioxidante frente al perdxido de hidrogeno y
tnicamente el liquido intracelular mostrd la mejor capacidad an-
tioxidante al permitir la reduccion del 42,4 % del crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae RC 212. Este resultado es consisten-
te con los encontrados respecto a la capacidad antioxidante y la
proteccion contra la oxidacion evaluada en los linfocitos ya que,
en ambos casos, el liquido intracelular de la misma cepa mostro
la mejor capacidad antioxidante y proteccion contra la oxidacion.

Respecto a la evaluacion del efecto antigenotoxico de los
extractos intra y extracelulares mediante la formacion de mi-
crondcleos, se observo que todos los extractos analizados pre-
sentaron efecto protector contra la genotoxicidad causada por la
acrilamida. El andlisis estadistico reveld que no hubo diferencias
significativas entre los diferentes extractos extra e intracelulares
y la bacteria completa con respecto a la cantidad de micronu-
cleos formados respecto al grupo negativo; sin embargo, el liqui-
do intracelular de L. reuteri NRRL B-14171 presentd la menor
formacion de estructuras binucleadas con un promedio de 8,5
células, correspondiente a una reduccion del 73,8 % respecto a
las 32,5 células del grupo adicionado solo con acrilamida, 1o que
lo distingue como el extracto con mayor efecto antigenotoxico,
mientras que el de menor proteccion corresponde al extracto de
fragmentos de pared de L. casei Shirota, con un 38,4 % de in-
hibicion en la formacion de microndcleos (20 MN). La acrilamida
se ha visto involucrada en el desarrollo de multiples afectaciones
comprobadas a partir de analisis tanto in vivo como in vitro, en
donde el dafo al material genético es evidente; por ello se bus-
can alternativas que ayuden a atenuar dichos efectos, tal como
lo hicieron Zamani y cols. (8), quienes, de forma similar a nuestra
investigacion, observaron una disminucion de la formacion de
células binucleadas en los linfocitos de sangre humana, utilizan-
do L-carnitina como agente antioxidante. Salimi y cols. (16), por
su parte, utilizaron el ensayo de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina
(8-0OHdG) para evaluar la disminucion del dafo al ADN utilizando
acido elagico, observando una disminucion significativa en la for-
macion de aductos con 8-0OHdG al utilizar concentraciones de 25
y 50 UM del &cido. Por otro lado, se cuenta con poca informacion
sobre la capacidad que tienen los componentes extra e intra-
celulares de los lactobacilos para contrarrestar la genotoxicidad
causada por la acrilamida y solo se ha comprobado que el uso de
Lactobacillus y de componentes como los acidos teicoicos puede
generar una importante fijacion con la acrilamida, favoreciendo
su degradacion y eliminacion (17,18), lo que podria ser un factor
clave en la disminucion del dafio genético.

Estudios previos han indicado que la acrilamida induce la for-
macion de especies reactivas de oxigeno en los linfocitos hu-
manos. La generacion de estas es inducida por la acrilamida,
pudiendo afectar a macromoléculas importantes, como son las
proteinas y lipidos de membrana, e inducir la peroxidacion de los
lipidos en las células (16). En el presente trabajo, los &cidos tei-
coicos de ambas cepas evaluadas mostraron la mayor actividad
antioxidante cuando se expusieron los linfocitos a la acrilamida.
La bacteria completa y los dcidos teicoicos de L. casei Shirota
mostraron la mayor proteccion contra la peroxidacion lipidica en
los linfocitos, al contabilizarse una reduccion del 85 y el 100 %,
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respectivamente, para estos extractos. Por otra parte, el liquido
intracelular de esta cepa también mostrd ser uno de los extractos
de mayor proteccion ante la peroxidacion lipidica, al contabilizar-
se una reduccion del 80 %. Respecto a L. reuteriNRRL B-14171,
los 4cidos teicoicos fueron los Unicos extractos que mostraron
una mayor reduccion de la peroxidacion lipidica, al contabilizarse
un 70 % de reduccion.

CONCLUSIONES

Ambas cepas evaluadas, asi como sus extractos intra y ex-
tracelulares, mostraron tener capacidad de contrarrestar el
estrés oxidativo y la genotoxicidad causados por la acrilamida.
Los fragmentos de pared celular de L. casei Shirotay L. reuteri
NRRL B-14171, asi como el liquido intracelular de esta Ultima,
mostraron la mayor capacidad antioxidante. Sin embargo, se
encontraron marcadas diferencias respecto a esta propiedad
en ambas cepas. Estas diferencias observadas podrian estar
determinadas por la variacion de la composicion estructural de
los acidos teicoicos y lipoteicoicos, ademas de la conformacion
de los peptidoglicanos y de elementos presentes en el liquido
intracelular que podrian tener mejor repuesta al liberarse tras
el rompimiento celular y que podrian neutralizar los radicales
producidos por la acrilamida mediante la liberacién de agentes
reductores.

Los resultados encontrados sugieren que el empleo de extrac-
tos intra y extracelulares de Lactobacillus reuteriNRRL B-14171
y Lactobacillus casei Shirota podria ser una alternativa para re-
ducir los efectos de genotoxicidad y estrés oxidativo causados
por la acrilamida, sin necesidad de requerir una estructura viable
sin alteracion de su estructura.
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