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ESTUDIO DE INOCUIDAD TISULAR DE LA REUTERINA AISLADA DE
Lactobacillus reuteri, EN RATONES C57BL/6

RESUMEN

INTRODUCCION: Sustancias analogas de las bacterias lacticas y con actividad biologica
importante, resultan interesantes y son estudiadas como alternativa de futuros biofarmacos.
OBJETIVO: En este estudio, la toxicidad aguda de la reuterina aislada parcialmente de
Lactobacillus reuteri ATCC 55730 por cromatografia en columna es evaluada in vivo.
METODOLOGIA: Una muestra de 9 ratones machos C57BL/6 se dividio en tres grupos.
En el grupo de estudio, a dos ratones se les administrd una dosis unica via oral por sonda de
9 mg y a un tercero de 60 mg de reuterina/gr peso corporal/mL equivalente a 300 y 2000
mg/kg de peso corporal humano, con 300 puL de excipiente (cbp). Un grupo de control
interno fue considerado en la administracion de glicerol 250 mM, mientras que al grupo
control agua potable. Posterior a 14 dias en observacion se realizé el diagnostico clinico.
Para la evaluacion histopatologica de los 6rganos diana (corazén, pulmoén, higado y rifion)
se prepararon cortes histoldgicos tefiidos con H/E y se analizaron con microscopia de
campo claro. Mediante un ensayo doble ciego, se determindé mediante un método
semicuantitativo el proceso inflamatorio en los 6rganos mencionados.

RESULTADOS: La diferencia de pesos corporales entre los tres grupos no fue significativa
(»<0.05). Las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas y microscopicas de los érganos
estudiados exhibieron un patrén normal correlacionando con las descripciones de 6rganos
sanos en la literatura. Tras la administracion de reuterina, el score de inflamacion calculado
para los tejidos pulmonar 1.33 (+£2.06), hepatico 0.44 (+1.33), cardiaco 0.13 (+0.35) y renal
0.0, tuvo un indice de concordancia muy alto entre los tres observadores, por tanto,
diferencias en el infiltrado celular, hemorragia, necrosis y edema no fueron significativas

(p<0.05). En cambio, la administracion oral de una solucion de glicerol 250 mM, indujo un
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proceso inflamatorio mayor en los tejidos pulmonar, hepatico y cardiaco cuyas
puntuaciones de inflamacion calculados fueron 7.13 +5.51), 0.88 (+1.64) y 0.33 (+0.01)
respectivamente. No se observd efecto inflamatorio en el tejido renal. La concordancia
entre los tres observadores fue alta.

CONCLUSIONES: Los resultados sugieren que la reuterina es una sustancia segura para su
administracion al no presentar evidencias de proceso de inflamacion en ningln 6rgano de
estudio, lo cual puede traer beneficios potenciales para la salud humana dada su actividad

biologica. Estudios de caracterizacion bioldgica contintian en curso.
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STUDY OF TISSUE SAFETY OF THE REUTERINE ISOLATED FROM Lactobacillus
reuteri, IN MICE C57BL/6

ABSTRACT

INTRODUCTION: Analogous substances of the lactic bacteria and with important
biological activity, are interesting and are studied as an alternative of future
biopharmaceuticals.

OBJECTIF: In this study, the acute toxicity of reuterin partially isolated from
Lactobacillus reuteri ATCC 55730 by chromatography column is evaluated in vivo.
METDHODS: A sample of 9 male C57BL/6 mice was divided into three groups. In the
study group, two mice were administered a single dose orally by a 9 mg tube and a third
dose of 60 mg of reuterin / gr body weight / mL equivalent to 300 and 2000 mg/kg of
human body weight, with 300 uL of excipient (cbp). The internal control group was given
250 mM glycerol, while the control group was water. After 14 days of observation, a
clinical diagnosis was made. For the histopathological evaluation of the target organs
(heart, lung, liver and kidney) histological sections stained with H/E were prepared and
analyzed with light field microscopy. By means of a double-blind trial, the inflammatory
process in the aforementioned organs was determined semiquantitatively. The
morphological characteristics, both macroscopic and microscopic, of the organs studied
exhibited a normal pattern correlating with the descriptions of healthy organs in the
literature.

RESULTS: The difference in body weights between the three groups was not significant
(»<0.05). After the administration of reuterin, the inflammation score calculated for lung
tissues 1.33(4+2.06), hepatic 0.44(+1.33), cardiac 0.13(+0.35) and renal 0.0, had a high
concordance index among the three observers, therefore, differences in cellular infiltrate,

hemorrhage, necrosis and edema were not significant (p<0.05). On the other hand, with the
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oral administration of a 250 mM glycerol solution, it induced a greater inflammatory
process in the pulmonary, hepatic and cardiac tissues whose calculated inflammation scores
were 7.13(+5.51), 0.88(+1.64) and 0.33(+0.01) respectively. No inflammatory effect was
observed in the renal tissue. Again here the agreement between the three observers was
high.

CONCLUSIONS: The results suggest that reuterin is a safe substance for its
administration since it does not show evidence of the inflammation process in any organ of

study, which can bring potential benefits for human health given its biological activity.



1. INTRODUCCION

Idealmente, se requiere que cualquier agente antimicrobiano o antiséptico utilizado sea capaz
de modificar un entorno al ser efectivo contra los patdgenos causantes de infecciones
localizadas sin alterar la flora normal. En cuanto a la higiene oral respecta, la boca es una de
las areas mas dificiles de tratar, especialmente por la estructura y forma de la cavidad oral asi
como a la distribucion de cada una de las piezas dentales. Si a esto le agregamos la
utilizacion temporal o permanente de algin aparato correctivo como los comunmente
prescritos en ortodoncia; la higiene oral se convierte en una tarea mas complicada de realizar
y menos efectiva por el alcance que tiene la accion mecénica del cepillado o uso de hilo
dental.

El paciente adulto como el infantil requiere una orientaciéon del profesional sobre los
procedimientos y la seleccion de los productos de salud oral méas adecuados para sus
necesidades y edad. Al recomendar un producto de higiene oral, el odontélogo no s6lo debe
tener en cuenta su eficacia, sino que también debe conocer la composicion del producto y los
efectos adversos.

El profesional en odontologia infantil no prescribe facilmente algun tipo de agente
antibacteriano a su paciente infantil, precisamente por los dafios no solo en las mucosas sino
en la supresion indiscriminada de la microbiota oral que podria ocasionarle al nifio y que no
es deseable que ocurra. Ejemplo de algunos productos que contienen clorhexidina (CHX),
xilitol e incluso alcohol, como el Perioxidin® que contiene CHX. Sin embargo y a excepcion
de alglin tratamiento, se puede prescribir la utilizacion puntual de algun producto bajo la
supervision de un adulto.

Las bacterias 4cido lacticas o Probioticos en paralelo, son efectivas en la supresion
del crecimiento de bacterias nocivas tipo bacteroides y coliformes, modulando asi el sistema
inmune del huésped ademds de tener una facil distribucion y absorcién en el cuerpo
beneficiando la salud del individuo. Estudios in vitro han demostrado la eficacia de
Lactobacillus reuteri en la inhibicion de patdgenos orales, sino también en la disminucién
del contenido de colesterol en sangre, e inhibicion de Helicobacter pylori médiante la
regulacion de genes. El amplio espectro de actividad bioldgica de L. reuteri, se le atribuye a

la reuterina, una sustancia de bajo peso molecular producida durante su metabolismo y con
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aplicaciones prometedoras para contrarrestar el desarrollo de patdgenos causantes de
infecciones e incluso actuando sobre la expresion de genes de virulencia

El tamafio y peso de las moléculas son punto clave para su clasificaciéon dado que
ello determinard la solubilidad, disolucion, transporte y el grado de reconocimiento por el
sistema inmune, sin olvidar su permeabilidad en el tracto intestinal para alcanzar una

absorcion y biodisponibilidad.

12 |



2.- HIPOTESIS

La reuterina producida por la bacteria probiodtica Lactobacillus reuteri es una molécula
segura de administrarse en dosis unica en ratones C57BL/6.

Hy: La administracion oral de reuterina presenta niveles de toxicidad aguda en los 6rganos
de estudio.

H,. La administracion oral de reuterina es inocua en los drganos de estudio.
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3.-OBJETIVO

3.1 Objetivo general
Establecer la toxicidad aguda de la reuterina aislada parcialmente de L. reuteri, para

determinar su seguridad tras la administracion oral de una dosis unica en ratones C57BL/6.

3.1.1 Objetivos especificos
in vivo
1.- Evaluar clinicamente la toxicidad de la reuterina a través del Formato de Reporte de

Caso de cada modelo biolédgico.

in vitro

Evaluacion del efecto toxicologico de la reuterina mediante:
2.- Un analisis anatomopatoldgico macroscopico de corazon, higado, riién y pulmon,
utilizando estereomicroscopia.
3.- El estudio histopatolégico de los organos estudiados, utilizando microscopia de

campo claro.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Biofarmacos: medicamentos de la biotecnologia

La palabra biotecnologia tiene su origen etimoldgico en los términos bios, que
significa todo lo relacionado con la vida, y technikos, que implica el conocimiento y las
habilidades humanas. La Organizacion de Cooperacion Econdémica y Desarrollo (OCDE,
2013) define a la biotecnologia como la aplicacion de los principios cientificos y de

ingenieria para el tratamiento de materiales por agentes biologicos.

El uso de organismos vivos para producir elementos con actividad biologica puede hacerse
mediante levaduras, hongos y bacterias, o bien de sustancias naturales como enzimas,
aminoacidos o proteinas producidas en los microrganismos, en lugar de recurrir a la sintesis
quimica tradicional (Kumar and Singh, 2014). De esta manera, la biotecnologia permite
mediante el uso de sistemas y procesos bioldgicos y biomoleculares el uso de productos
bioldgicos ttiles para mejorar la calidad de vida y la salud de la poblacion (Trosset,
Carbonell, 2015). En la actualidad, existen disponibles mas de tres mil productos
biotecnoldgicos utiles para la salud humana, entre los que se encuentran antibioticos,
vacunas utilizadas en la actualidad, asi como también el uso de la tecnologia del ADN
recombinante (producido en el laboratorio por combinacion artificial de secuencias de
ADN producidas naturalmente) para el desarrollo farmacos o procedimientos de
diagnostico (Pranchevicius, Vieira 2013; Liu et al., 2016). De aqui es que se pueden ofrecer
soluciones terapéuticas y clinicas Unicas personalizadas e individualizadas para una gran
variedad de enfermedades graves y cronicas que afectan claramente la calidad de vida del

paciente y en patologias con terapéutica compleja (Franco and Savio, 2008).

La biotecnologia aplicada a la medicina busca opciones terapéuticas y soluciones
biotecnoldgicas aplicadas a la salud individual y colectiva. Actualmente, esta practica
beneficia a mas de 350 millones de pacientes en el mundo, mediante el uso de
medicamentos bioldgicos en especial para el céncer y enfermedades crénicas no
transmisibles. También se enfoca en el desarrollo de terapias farmacoldgicas para
enfermedades raras o de baja prevalencia, y se estima que afectan a mas de cincuenta

millones de personas en el mundo. La biotecnologia médica se centra en las causas de las
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enfermedades y no en los signos y sintomas aislados, por eso ofrece una alternativa

adecuada para tratar las enfermedades de baja prevalencia (Stella P and Gold-von, 2014).

Estos medicamentos representan la frontera de la investigacion biofarmacéutica.
Los medicamentos biotecnoldgicos empleados en la actualidad se encuentran: hormona del
crecimiento, eritropoyetina, insulina, factor estimulador de colonias de granulocitos,
interferones, anticuerpos monoclonales, bacterias acido ldcticas, entre otras. Este cambio
tecnologico representa el mayor reto para la medicina actual y un cambio en las politicas

publicas en el acceso a estos nuevos medicamentos (Gonzalez-Andrade, 2017).
4.1.1 Clasificacion

El ultimo informe de The Pharmaceutical Research and Manufacturers of America
menciona a mas de 907 medicamentos bioldgicos que estaban bajo prueba, y destinados a
tratar més de cien enfermedades (PhRMA, 2013). Por ejemplo, desérdenes sanguineos,
tratamiento de cancer, desordenes autoinmunes, enfermedades cardiovasculares, diabetes,
desordenes digestivos, condiciones oculares, desordenes genéticos, enfermedades
infecciosas, VIH/SIDA, desordenes musculo-esqueléticos, enfermedades neurologicas,
respiratorias, de la piel, trasplantes entre otras. Algunos de estos medicamentos bioldgicos
incluyen: anticuerpos monoclonales, vacunas, vacunas terapéuticas, enfermedades de la
sangre y productos sanguineos para transfusion y/o fabricacion de otros productos, terapias

génicas y celulares (Camacho et al., 2014).

Los medicamentos se encuentran clasificados de acuerdo a sus productos bioldgicos
y diferentes instancias de la salud como la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) Tabla
I, la Secretaria de Salud en México, y Comités de Etica que regulan la seguridad de los
biofdrmacos y fdrmacos. Dentro de la misma rama farmacologica los foirmacos seguiran
siendo utilizados por las ventajas que poseen, teniendo mas en cuenta la automedicacion
demandada por la sociedad. Las ventajas y desventajas se establecen de acuerdo a su
sintesis biologica, eficiencia, respuesta inmunoldgica, efectos secundarios, costos de

produccion-venta (rendimiento) entre otros Tabla IL.
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Tabla I.
Clasificacion de Productos Bioldgicos segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(OMS 2007)

PRODUCTOS BIOLOGICOS

Alérgenos

Citoquinas y factores de crecimiento

Enzimas

Derivados de plasma y sangre humana

DN B W[N] —

Inmunoglobulinas (incluye anticuerpos
monoclonales).

(o)

Sueros inmunes

7 | Vacunas toxoides

8 | Productos de la fermentacion (incluye aquellos
obtenidos por técnicas de ADN recombinante).
9 | Oligonucleotidos (5°-3" y 3°-5’)
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Tabla II.
Clasificacion de farmacos y biofarmacos segun su origen (sintesis quimica, biologica),

...................................................................................................................................................................................................................................................
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4.1.2 Farmacos utilizados en el drea odontologica

La farmacoterapia en el ramo odontologico es muy amplia, y cada una de las especialidades
odontoldgicas recomienda el uso de farmacos especificos que contribuyan a la mejoria del
paciente. Existen biofarmacos como los factores de coagulacion indispensables para
realizar un procedimiento quirrgico en un paciente hemofilico y se utiliza en el area
médica y dental, ademas requiere una intervencion de médicos y odontdlogos para poder

realizar con efectividad el procedimiento.

Dentro de los firmacos comunmente usados en el area de odontologia se encuentran
anestésicos, antibidticos, analgésicos esteroideos y no esteroideos, relajantes musculares,
antifungicos, antivirales. Mientras que por el lado de los biofirmacos como el factor de
coagulacion, la hormona de crecimiento, eritropoyetina, insulina, factor estimulador de
colonias de granulocitos, interferones y , anticuerpos monoclonales, que mismo si no son
prescritas por un odontdlogo sino por un especialista médico, son tratamientos que

impactaran en el tratamiento dental y viceversa Tabla III.

Otra alternativa de biofarmacos es la utilizacion de bacterias acido lacticas, que se
estan dirigiendo a abordar alternativas de la lucha contra enfermedades infecciosas, con
menos efectos colaterales que los farmacos convencionales (Bruno G et al., 2018), y
también ayuda en el tratamiento de trastornos que parecen no tener nada que ver con las
bacterias, tales como la obesidad o niveles altos de colesterol (Jones ef al., 2012). Desde el
punto de vista de muchos investigadores nos han demostrado que los probioticos incluyen
tratamientos en la prevencion y también pueden mejorar el estado de pacientes con
trastornos meédicos, como diarrea, gastroenteritis, sindrome de intestino corto,
enfermedades inflamatorias intestinales, cancer, estados inmunosupresores, alergias
pediatricas, retraso del crecimiento, hiperlipidemia, enfermedades hepaticas, infecciones
con Helicobacter pylori e infecciones del tracto genitourinario (Bruno G et al., 2018).
Durante la Gltima década, el uso de probioticos ha ganado interés dentro de la comunidad
odontologica, desarrollando estudios con enfoque en la reduccion de la incidencia de caries
dental, mejorar el prondstico de la periodontitis, desaparecer la halitosis e infecciones como

la candidiasis oral (Singh et al., 2013).
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Tabla III.

Farmacos y Biofarmacos utilizados en Odontologia (Pediamecum, 2015)

CATEGORIA

FAMILIA/COMPONENTE

ACTIVO/MARCA

EFECTOS ADVERSOS

Anestésicos Local:
Mepivacaina, Scandonest
Bactericida:
Amoxicilina+AC
Amoxiclav

Colesterol y Trigliceridos:

enzima semisintéticas y

Hipersensibilidad por IgE

Niflos que han recibido penicilinas o
macroélidos durante el primer afio de

vida, nifios de 3 afios presentan o son
propensos a tener un al riesgo de

HMI (Wuollet et al., 2016).

Trastornos gastrointestinales, del

FARMACOS sintéticas, sistema nervioso, Piel y anejos
Atrovastatina, Cardyl Trombocitopenia y neutropenia,
Analgésico No Esteroideo: Enterocolitis necrosante, Displasia
Ibuprofeno, Motrin broncopulmonar y hemorragia
Antiviral: pulmomar entre otros.
Aciclovir, Zorvirax Cefalea, mareo, diarrea, nauseas,
vomitos y dolor abdominal (oral).
. No datos especificos en nifios. Entre
Factor de Coagulacion /X otro Trastornos vasculares: existe un
Christmas factor IX riesgo  potencial de  episodios
humano purificado de la tromboembolicos.
coagulacion, Mononine No se han mostrado efectos
Probioéticos secundarios.
BIOFARMACOS Lactobacillus reuteri Neoplasias benignas, malignas y no

(PeriobalanceR)

Inmunosupresor

Rapamicina, Sirolimus

especificadas:  cancer de piel.
Trastornos de la sangre y del sistema
linfatico: trombocitopenia, anemia,
purpura Trombocitopénica
trombotica/sindrome hemolitico

urémico, leucopenia, neutropenia.
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4.2 Generalidades de los Probioticos

La Organizacion Mundial de la Salud define a los probioticos como
mircroorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas, brindan un
beneficio a la salud del hospedador” (FAO/WHO, 2000; Stanton et al., 2001), y estan
conformados por cocos, cocobacilos o bacilos Gram positivos, generalmente inmoviles y
no esporulados. La energia la obtienen por fermentacion de azlcares produciendo acido
lactico como producto principal de su metabolismo (Madigan, et al, 2004). Los probioticos
del género de bacterias acido lacticas (BAL) como Lactobacillus, Pediococcus 'y
Bifidobacterium viven en la micro flora de los hospedadores quienes se ven beneficiados al
realizar un balance de su flora intestinal suprimiendo el crecimiento de bacterias nocivas de
tipo bacteroides y coliformes principalmente (Gibson and Fuller, 2000; Reid and
Hammond, 2005). El balance en la flora intestinal es el resultado de uno de los mecanismos
de accion con los que cuentan las bacterias probioticas, modulando el sistema
inmunoldgico y mejorando asi la respuesta inmune del huésped. Los responsables de
mantener el balance o la modulacién del sistema inmunoldgico se atribuyen precisamente a
los productos primarios antagénicos con actividad bioldgica que sintetizan las BAL, en
respuesta al metabolismo durante su crecimiento.

Las BAL cuentan con la capacidad de sobrevivencia y estabilidad a factores de
acidez o acidos biliares propios del intestino (Kosin and Rakshit, 2006; Patel et al., 2006), a
la termoestabilidad para su procesamiento y conservacion sin olvidar la forma y el vehiculo
de administracion (Sanders et al., 2010; Klaenhammer, 1998). Este tltimo, debe permitir

tanto a los probidticos y/o a sus productos; cumplir con la actividad biolodgica.
4.2.1 Metabolismo

Los acidos organicos como el lactico, acido citrico, succinico, acético, glutamico
(Zalan et al., 2010; Fernandez KJ et al., 2014), son ejemplos de algunos productos
sintetizados durante el metabolismo. Algunos otros productos son péptidos, o las
denominadas bacteriocinas del tipo polipéptidos o proteinas, que al igual que los acidos
organicos cuentan con una actividad antimicrobiana la cual confiere una competencia

efectiva hacia la union y los sitios de colonizacion de las bacterias patdgenas; evitando la
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propagacion y daio al organismo del huésped (Zacharof and Lovitt, 2012; Singh et al,
2013). La accion antimicrobiana ocurre por diversos factores como el efecto antagonista de
forma no disociada, viéndose reflejado en la caida del pH, en la disminucion del potencial
oxido-reductivo y por ende, en la inhibicién o bloqueo de algunas reacciones enzimaticas
propias (fosforilacion oxidativa por citar un ejemplo), del desarrollo de microorganismos
acido-sensibles como bacterias de tipo Gram positivo/negativo, como también salmonelas,
mohos y levaduras tipo Clostridium botulinum, Enterococcus faecalis, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli y algunas especies de

Bacillus (Baca-Castafion ML et al., 2015; Jeevaratnam et al., 2005).

4.2.2 Beneficios de las bacterias ldcticas en la salud

4.2.2.1 Restablecimiento de la flora intestinal

La microflora gastrointestinal (micorbiota) es un ecosistema sumamente complicado
que coexiste en el equilibrio con el hospedador. Cuando este equilibrio es afectado, el
desequilibrio clinico puede establecer enfermedades gastrointestinales como diarrea,
ulceras, inflamacion del intestino, colitis mucosa y en su defecto cancer de colon. La
estabilidad y composicion de la flora intestinal juega un papel extremadamente importante
en la buena salud y el bienestar del ser humano desde el nacimiento. A fin de mejorar el
ambiente microbiano intestinal, investigaciones de efectividad de los probioticos en la
prevencion y el tratamiento de condiciones médicas son realizadas. Ejemplo de ello, la
leche materna que proporciona la mejor proteccion en contra de enfermedades
gastrointestinales en infantes. Saran y colaboradores (2002) implementaron un estudio en el
cual incluyeron probidticos en leche de vaca para imitar las condiciones en el desarrollo
inmunoldgico como lo hace la leche materna de forma natural, obteniendo una reduccioén
del 50% de diarrea infecciosa aguda, al administrar la leche fermentada durante 6 meses
Otro ejemplo es el uso de leche fortificada con B. lactis HNO19 que disminuye un 10% de
la diarrea contagiosa ademas incrementar el contenido de hierro en sangre (Sazawal et al.,
2004). La efectividad de los probioticos en la prevencion de este tipo de infecciones, se ve
reflejada en su absorcidon, disminuyendo asi la morbilidad por esta enfermedad. En la
actualidad estudios que comprueban el efecto positivo del uso de probiodticos para recuperar

la flora intestinal en sus numerosas enfermedades Tabla I'V.
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Tabla IV.

Bacterias probioticas que ayudan al restablecimiento de la flora intestinal durante el

tratamiento de diarreas agudas y diarreas

TRATAMIENTO DE LA DIARREA AGUDA INFANTIL

Probiético Actividad biologica Referencia
Lactobacillus GG, Acorta la duracion de la diarrea en | Guandalini, 2008
Saccharomyces boulardii, un dia (L. reuteri sobre todo en
Lactobacillus reuteri GEA pro-rotavirus).
Dosis: 10x10'* UFC/dia
Cepa GG de Lactobacillus Disminuye riesgo de diarrea Allen, et al., 2010
casei 'y cepa LAB SF68 de a los 3 dias
Enterococcus, (RRO0,66 con 1C95% 0.55-0.77)
Lactobacillus acidophilus | Disminuye la duraciéon media de la
y Lactobacillus bifidus diarrea a 30.48 horas

(IC 95% 18.51 a 42.46 horas)
Posible efecto adverso: vomitos

PREVENCION DE LA DIARREA ASOCIADA A ANTIBIOTICOS

Lactobacillus rhamnosus Previene la diarrea asociada a Johnston, et al.,
o Saccharomyces boulardii antibioticos con NNT 7 2011.
Dosis: >5x10° UFC/dia (IC95% 6-10)

RS: Revision sistematica, EC: Ensayo clinico, GEA: Gastroenteritis aguda, D: Dosis, L:
Lactobacillus.UFC: Unidades Formadoras de Colonias.
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4.2.1.2 Inhibicion de la formacion precoz de cdancer de colon

Estudios in vitro e in vivo que incluyen el uso de probioticos, han mostrado efectos
positivos en terapias para tratar el cancer de colon. Ejemplo de ello es el estudio realizado
por Desrouilleéres y colaboradores (2015), en el cual utilizan una leche fermentada con una
mezcla  probidtica  (Lactobacillus  acidophilus ~ CL1285, L.casei  LBC80R
and L. rhamnosus CLR2); mostrando la capacidad de la mezcla en la prevencion de cancer
colorectal. Otras investigaciones enfocadas en la misma 4rea, atribuyen el efecto
antitumoral de las bacterias probioticas antes mencionadas y algunas del género
Bifidobacterium (B. longum, B. infantis, B. adolescentis y B. brevis) a actividades
metabolicas en la microflora intestinal, de manera que cambian condiciones fisicoquimicas
del colon, produciendo genes antimutagénicos o antitumorales que desplazan o remueven a
genes carcinogenos, incrementando la inmunidad del hospedador (Thirabunyanon et al.,
2009; Kumar et al., 2010). Cabe precisar que el efecto benéfico de las bacterias probidticas

es dependiente de cada cepa.

4.2.1.3 Prevencion de enfermedades cardiovasculares

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2011) considera que las enfermedades
cardiovasculares son la causa principal a nivel mundial de morbilidad y mortalidad. En los
Estados Unidos, una de cada tres muertes ocurre por el resultado de una enfermedad
cardiovascular (ECV) y la mitad de estos es debido a las enfermedades de la arteria
coronaria (EAC). Los costos estimados relacionados con las ECV y los accidentes
cerebrovasculares alcanzaron un costo de casi $300 mil millones de dolares en el ano 2008,
y se prevé que para el afio 2030 se triplicaran los accidentes de este tipo (Roger et al, 2012).
Con lo que a México respecta, enfermedades cronicas en adultos, muestra una alza del
2.4% de pacientes con diagndstico médico previo de diabetes del afio 2006 al 2009
(ENSANUT 2016). Por otro lado, el 44.5% de los adultos reportaron haberse medido los
niveles de colesterol en sangre y el 28.0% tener un diagnoéstico médico previo de
hipercolesterolemia, siendo el grupo mas afectado el de adultos de 50 a 79 afios de edad. En
adolescentes de entre 12 y 19 afios la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad fue

de 72.5% en el afio 2016. Las enfermedades cardiovasculares son progresivas comienzan en
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la infancia y se manifiestan con el envejecimiento. Existen factores de riesgo que pueden
ser modificables; adoptando habitos alimenticios y de actividad fisica para una vida
saludable y terapéutica (WHO 2007; Expert Panel on Detection, Evaluation and Treatment
of High Blood Cholesterol in Adults, 2001). Dentro de las mismas caracteristicas de un
"estilo de vida saludable", un "estilo de vida dietético terapéutico" también forma parte del
consumo de alimentos y suplementos que ayudan a mantener niveles saludables de
colesterol y estén dentro del rango normal. Ejemplo de ello, Cardioviva® es una compaiiia
americana, utiliza también una variedad de L. reuteri en sus productos (2x10° bacterias

vivas) destinados a mantener la salud del corazon y evitar riesgo de diabetes.

4.2.1.4 Cavidad oral

La cavidad oral nos proporciona un entorno con una gran variedad de
microorganismos incluyendo bacterias, levaduras y virus, y se encuentran asociadas con
infecciones orales. Las bacterias son el componente predominante de esta microflora y la
diversidad de especies que se encuentran en la cavidad oral reflejan los diferentes tipos de
habitat para su colonizacion y oportunidad de sobrevivir como biofilm. Sin embargo, el
equilibrio entre esta microflora y el huésped puede ser interrumpido, lo que resulta el
desarrollo de enfermedades de las estructuras orales produciendo caries dental, gingivitis,
periodontitis, entre otras. Existen numerosos estudios clinicos que indican que los
probidticos del género Lactobacillus y Bifidobacterium pueden ejercer un efecto
antagonista sobre el patdgeno etioldgico en la caries dental Streptococcus mutans (Sidhu et

al., 2015; Iniesta et al., 2011).

Se han hecho intentos de combinar la limpieza dental profesional y el uso de agentes
antibacterianos como el uso de probidticos, con el fin de amplificar el efecto inhibidor de
patdgenos orales y/o retardar el crecimiento (Baca-Castandn et al., 2015; Allaker and
Douglas, 2015). Hedayati-Hajikand y colaboradores (2015), determinaron que el uso de
comprimidos masticables con ProBiora3® (combinado probidtico de S. uberis KJ2, S.
oralis KJ3 y S. rattus JHI45) en conjunto con el uso diario de pasta dental con fluoruro,

disminuye la desmineralizacion temprana del esmalte; sin embargo el efecto en las lesiones
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cavitadas no fue el esperado. Lo cual sugiere que la aparicion de la caries podria reducirse
mediante la administracion diaria de estos probidticos como adyuvantes del uso diario de
pasta dental con fluoruro en nifios en edad preescolar. BioGaia® por su parte, es una
compaiia sueca con productos innovadores que incluyen cepas de L. reuteri como
suplemento metabdlico en el balance de la flora microbiana bucal (Prodentis®). Las
bacterias probioticas pueden favorecer la salud periodontal si son capaces de establecerse
en el biofilm oral e inhibir el crecimiento de patéogenos periodontales y su metabolismo

(Allaker and Douglas 2015; Ashwin et al., 2015).

4.2.2.5 Respuesta Inmunolégica

El aumento de la poblaciéon de microorganismos benéficos en el tracto
gastrointestinal se debe a la suplementacion de probidticos (Faseleh et al., 2016), que
gracias a sustancias producidas durante su metabolismo confieren un efecto positivo sobre
la funcién del sistema inmune principalmente induciendo cambios en la expresion de
citoquinas, especialmente en las células intestinales. Ejemplo de ello son los dcidos grasos
de cadena corta (AGCC), que absorbidos del intestino pueden afectar la expresion de los
genes responsables de la produccion de citocinas en el tejido de destino. Caso particular del
butirato, capaz de inhibir la produccién de citocinas pro-inflamatorias interferon (IFN)-y e
interleucina (IL)-2, en ganglios linfaticos mesentéricos de rata; de modo que la relacion de
IFN-y a IL-10 medida en los ganglios mesentéricos se redujo en presencia de este
compuesto (Langen et al., 2009). Las bacterias 4cido lacticas (BAL) son efectivas en la
supresion del crecimiento de bacterias nocivas tipo bacteroides y coliformes, modulando asi
el sistema inmune del huésped ademas de tener una facil distribucion y absorcion en el
cuerpo beneficiando la salud del huésped (Gibson and Fuller, 2000; Stanton et al., 2001;
Reid and Hammond, 2005).

4.2.3. Seguridad en el uso y consumo de las bacterias lacticas

Lactobacillus se refiere al género de bacterias acido lactica (BAL) Gram-positivo que

incluye especies como L. acidophilus, L. rhamnosus, L. casei, L. reuteri (Shahani and
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Ayebo, 1980) por citar algunos ejemplos. El género Lactobacillus es generalmente
reconocido como seguro (GRAS) (EFSA Scientific Committee, 2007) sin embargo, existen
caracteristicas que deben de cumplir las BAL para su utilizacion las cuales no se limitan
unicamente a poseer una actividad biologica, sino también una viabilidad al momento de su
consumo Yy la dosis o cantidad minima suficiente para conferir un efecto benéfico en la
salud fisiologica del hospedador humano o animal (Reid and Hammond, 2005). Durante las
ultimas décadas se han realizado estudios enfocados en el aprovechamiento de las
caracteristicas bioldgicas de las bacterias acido lacticas (LAB) o probidticos, que van mas
alla de mantener el equilibrio en la flora intestinal; ademas de contar con una aceptacion a
nivel mundial dada su amplia gama de productos en los que se utilizan como suplementos o

componentes de alimentos considerados funcionales (Papadimitriou K, et al., 2015).

4.2.5 Lactobacillus reuteri

L. reuteri fue originalmente descrita por Gerhard Reuter en 1980, como una especie
heterofermentativa. Se encuentra frecuentemente localizada en el cuerpo de los mamiferos,
incluidos el fluido vaginal, el tracto gastrointestinal e incluso en la leche materna (aislada
en 1990) (Abrahamsson er al., 2009). Al igual que con otras especies del género
Lactobacillus, es una bacteria productora de acido lactico por la conversion de lactosa
(Shahani and Ayebo, 1980). L. reuteri ATCC 55730 es una bacteria lactica utilizada como
probidtico en alimentos de consumo diario como la leche y yogurt (Jones et al., 2009)

incluyendo formulas infantiles como NAN-AR (https://nestle-pediatria.cl/formula/nan-

ar/16/). Aunado a lo anterior, se encuentran otras presentaciones como leche liquida
fermentada, leche liofilizada, gotas, pastillas masticables, chicles, enjuagues, ademas de
encontrarlos en alimentos de consumo frecuente como quesos, carnes y pescados (Indrio et
al., 2014). L. reuteri forma parte de los microorganismos utilizados como probidticos no
solo en el area de alimentos sino también en el area médica, debido a que posee
propiedades antimicrobianas de amplio espectro entre otras. Entre algunos beneficios se
encuentran el mantenimiento de los niveles de colesterol, la reduccién de niveles de
Helicobacter pylori (la bacteria patdgena que contribuye a las ulceras), disminucion del
desarrollo de bacterias odontopatdgenas (Baca Castafion et al., 2015), del tracto urinario

femenino, en la salud vaginal y la salud gastrointestinal infantil (Reuter G, 2001).
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Actualmente el interés creciente en el uso de los probioticos, confieren un beneficio de
salud en el hospedador a realizar funciones metabolicas, para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, especificamente relacionados con la hiper-colesterolemia.
Algunos suplementos alimenticios como LRC™ y Cardioviva (Jones ML et al., 2012a;
Jones ML et al., 2012b) contienen cepas de L. reuteri capaces de interactuar y alterar
benéficamente la flora gastrointestinal; asi como también liberar moléculas que incluyen
enzimas las cuales pueden mejorar la digestion, el metabolismo, e influir positivamente en
el funcionamiento del sistema inmunologico (Sanders et al., 2013). Recientemente, se
demostré que L. reuteri (Periobalance®) disminuye el recuento de patdgenos
periodontales como Aggregatibacter actinomycetem comitans, Campylobacter rectus y de
especies de Capnocytophaga y Tannerella forsythia, produciendo una reducciéon en los
niveles de placa y de inflamacion gingival en sujetos con gingivitis moderada a severa. La
modulacion inmune del huésped podria ser una posible explicacién para su accion en la
mejora del estado periodontal, puesto que no se han observado cambios en la microbiota
oral o las propiedades de adhesion de la placa. Por otro lado, el consumo de L. reuteri
reduce las citoquinas pro-inflamatorias en el fluido crevicular de adultos con inflamaciéon
gingival (Sidhu et al., 2015 Allaker and Douglas 2015, Ashwin et al., 2015; Madhwani and
McBain 2011). En la Tabla V, se muestran algunos resultados encontrados en la literatura
referente a la actividad in vivo e in vitro de bacterias probiodticas que revierten o previenen
alguna descompensacion en el microambiente de la cavidad oral, impactando a su vez en

una mejora de la salud del huésped Tabla V.
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Tabla V.

Utilizacion de probidticos en odontologia

ACTIVIDAD 4
BIOLOGICA _ MROPOLLD  REeeenelt

Aumenta
significativamente el pH Lactobacillus acidophilus Srivastava, et al., 2016.
salival.
L. acidophilus, L. reuteri, L.
1. Reduce de forma rhamnosus L.
significativa los niveles rhamnosus LRHOS, L. Srivastava, et al., 2016;
de Streptococcus paracasei cepas SD1'y Iniesta, et al., 2011;
mutans en la saliva. DSMZ 1§671 L. . ‘ Hea’ayatz-Ha]lkgnd, etal.,
paracasei subespecie casei, L. | 2015; Schwendicke, et al.,
2. Impactaen la acidophillus, L. 2014; Holz, et al., 2013.
incidencia de nuevas rhamnosus y Bifidobacterium:
lesiones de caries. combinacion de cepas
probidticas en el yogurt Laive
Adhesion a perlas de Streptococcus
hidroxiapatita thermophilus y Lactococcus
(Competencia por un sitio | lactis Srivastava, et al., 2016.
en el esmalte con
el Streptococcus sobrinus).
4.2.5.1 Reuterina

El 3-hidroxipropionaldehido mejor conocido como reuterina, es una pequefia
molécula producida por Lactobacillus reuteri, cuenta con propiedades antimicrobianas,
producida durante la fermentacion anaerobica del glicerol (Cleusix et al., 2007),
hidrosoluble, se encuentra activa en un amplio espectro de pH, Tabla VI. Por otra parte, es
resistente a las enzimas proteoliticas y lipoliticas, siendo un compuesto adecuado para la
biopreservacion de alimentos. La reutericiclina es un antibiotico producido a partir de L.
reuteri, se trata de un 4cido tetramico ciclico (Holtzel et al., 2000), es activo principalmente
en la membrana bacteriana de organismos Gram-positivo (Cherian PT et al., 2014). Segiin

la estructura es la respuesta de la actividad biologica. A pesar de que se conoce esta
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sustancia, aun no es aplicada comercialmente sin embargo se realizan estudios in vitro para
caracterizar su actividad biologica y posibles aplicaciones. Se ha demostrado que la
reuterina producida y aislada de L. reuteri ATCC 55730, tiene un efecto en la expresion de
los genes de virulencia de Helicobacter pylori un agente infeccioso gastrointestinal (Baca-

Urrutia et al., 2017), entre otras actividades estudiadas in vitro y mencionadas en la Tabla

VIIL.

Tabla VI.
Propiedades fisicoquimicas y biologicas de la reuterina
ESPECIFICIDAD CARACTERISTICA REFERENCIA
Nombre 3-Hydroxy-propionaldehyde = Talarico and Dobrogosz, 1989.

Producido por

(3-HPA) — Reuterina

Lactobacillus reuteri

Axelsson et al., 1989;

Gdnzle 2004.
CH
Estructura \%CH?_O
HO—CH_O\CH_CHE Vollenweider et al., 2004.
CH—OH
Color Amarillo traslucido Baca-Castaiion, 2016.
pH 4.1 Vollenweider et al., 2003.

Peso molecular

74 gr/mol (forma

Talarico and Dobrogosz, 1989;

monomeérica).
i A ., 1989.
(bajo) <200 gr/mol xelsson et al., 1989
Temperatura 100 °C por 10 minutos Dobrogosz and Lindgren 1995.
Solubilidad Hidrosoluble Davidson et al., 2005
Axel tal., 1989;
Antimicrobiana: Bactericida, relsson eta
Antiviral, antifungico De Vuyst and Leroy 2007;
Actividad e egs : Ruiz-Moyano et al., 2009;
Gpenef de Virulenc;a Baca-Castaiion et al., 2015;
Urrutia-Baca et al., 2018.
Amplio Espectro .
List , S.  E.
de inhibicion © erz;z ln?cua £ aL;f"eus Axelsson et al, 1989; Giinzle
ecium, E. coli
Actividad aectm, ’ MG, 2004.
. . . S. mutans
antimicrobiana

Reacciona con

Grupos tiol y aminas primarias

Vollenweider and Lacroix,
2004; Schaefer et al., 2010
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Tabla VII.

Revision de algunas aplicaciones de la reuterina

PRODUCTO

PATOGENOS

REFERENCIA

Quesos

Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeroginosa, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella typhimorium

Mohamadi-Sani, et al.,
2005.

Leche

Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella
enterica, Yersinia enterocolitica, Aeromonas
hydrophil, Campylobacter jejuni

Arqués, et al., 2011.

Leche

Salmonella enterica, Campylobacter jejuni,
Aeromonas hydrophila, Yersinia
enterocolitica.

Arqués, et al., 2008.

Salmoén

Listeria monocytogenes

Montiel, et al., 2014.

Alimentos
elaborados

Escherichia coli, Salmonella entérica,
Serovar typhimurium, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus

Lei Bian, et al., 2011.

Carne

Escherichia coli, Listeria monocytogenes

El Ziney, et al., 1999.

Microorganismos
patégenos
intestinales

Escherichia coli, Bacteroides vulgatus,
Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides
fragilis, Bifidobacterium catenulatum,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
adolescents, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve, Eubacterium biforme,
Eubacterium eligens, Colinsella aerofaciens,
Enterococcus faecium, Clostridium difficile,
Clostridium clostridioforme, Ruminococcus
productus, Listeria innocua, Listeria ivanovii

Cleusix, et al., 2007.

4.3 Toxicidad

La gran cantidad de nuevas entidades quimicas en la industria farmacéutica

humana- veterinaria, ha llevado a una mayor demanda de examenes de seguridad para

garantizar el desarrollo exitoso de medicamentos. El proceso de seleccion de nuevos

compuestos, incluye la determinacién de toxicidad mediante la aplicacion de pruebas
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toxicologicas in vivo y/o in vitro reconocidas internacionalmente. La importancia de dichas
pruebas es fundamental, ya que muchos agentes farmacéuticos, productos quimicos
industriales y productos agroquimicos (ahora biotecnoldgicos) deben evaluarse por su
seguridad, antes de que estén disponibles para uso general. Ademas, en algunos casos, la
investigacion basica puede producir datos que conducen a la prohibicion de productos que
no sean seguros (Sachana, Hargreaves, 2018). El cumplimiento de las normas debe
apegarse a lo establecido por las instancias regulatorias y encargadas de avalar los ensayos
clinicos y de proteccion de los seres humanos; asi como a los principios de Calidad
farmacéutica / Practicas de fabricacion (Pharmaceutical Quality/Manufacturing Practices
CGMP). Lo anterior incluye también para el uso de una sustancia en alimentos para uso
humano o animal, si no estd sujeta a los requisitos de aprobacién previa a la
comercializacion de la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos (Ley
FD&C); dado que la sustancia es generalmente reconocida como segura por sus siglas
(GRAS; generally recognized as safe) bajo las condiciones de uso previsto. Lo antes citado,
aplica a nivel laboratorio en la realizacion de ensayos in vitro sobre la actividad biologica
de las BAL y/o compuestos andlogos, para descartar cualquier efecto toxico y asi asegurar
el beneficio, e incluso de cualquier otra sustancia, molécula o farmaco en cuestion;
descartando las limitaciones para su posible aplicacion en el area de alimentos o en el area
médica; dando certeza a una segura aplicacion. Esto se ve sustentado mediante la
utilizacion de lineas celulares de neuronas, musculares, del miocardio, lineas celulares
relacionadas con enfermedades, tamizaje, mecanismos de toxicidad celular (Allen et al.,

2005).

4.3.1 Ensayos in vitro en lineas celulares

Los modelos de tejidos celulares utilizados para estudios in vitro son relativamente
baratos, faciles de mantener y manipular en comparacion con los modelos animales (in
vivo). Los ensayos in vitro permiten indagar los efectos que tienen las toxinas en células o
tejidos especificos, dentro de un ambiente controlado. Sin embargo, la principal desventaja
de los sistemas in vitro, sobre el modelo animal, son los efectos sistémicos observados en
estos ultimos, como un equilibrio apropiado del suministro de factores de crecimiento, un

sistema de metabolismo xenobiotico y eliminacion de toxinas, principalmente. El primero
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se puede abordar al menos parcialmente afiadiendo factores de crecimiento apropiados y el
ultimo mediante el uso de sistemas de activacidon metabolicos tales como la inclusion del
cofactor nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP'), activado por hidrégeno
microsomas o una linea celular hepatica en un cultivo celular equipado con un inserto de
filtro (Sachana and Hargreaves, 2018). Otra desventaja es que muchos sistemas celulares
carecen de la complejidad de las interacciones célula-célula presentes en el tejido, aunque
esto puede abordarse en diversos grados utilizando sistemas de co-cultivo, un cultivo
celular tridimensional o un cultivo de tejido/corte histologico (Sachana and Hargreaves,

2018).
4.3.2 Toxicidad Oral Aguda

El uso de animales en los estudios de toxicidad tuvo sus inicios en 1920, cuando
Trevan JW, propuso el uso de la prueba de dosis letal del 50% (DLsg) para determinar la
dosis letal de sustancias quimicas individuales. Después de la introduccion de la DLsg, un
cientifico de la FDA John Draize, desarroll6 un método para evaluar la irritacion de los ojos
y la piel recurriendo a la utilizaciéon de conejos. De manera que este método fue
ampliamente aceptado para evaluar en ojos y en piel los efectos de productos quimicos y
farmacéuticos. Mas tarde, el Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (NCI, EUA),
desarrolld una prueba para identificar sustancias quimicas cancerigenas a través de la
dosificacion diaria en ratas y ratones durante 2 afios. A principios de la década de 1960,
miles de bebés nacieron con defectos causados por la talidomida (Vargesson, 2018).
Después de esto, todas las agencias reguladoras se concentraron en determinar los perfiles
de toxicidad de la totalidad de las sustancias farmacéuticas disponibles para el uso regular
de los pacientes; obligando a presentar los perfiles de toxicidad de los nuevos fairmacos en
investigacion. A fines de los afios ochenta, la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdémicos (OCDE, siglas en inglés) y la Conferencia Internacional sobre
Armonizacion (ICH) presentaron los protocolos para las pruebas de toxicidad de las
sustancias farmacéuticas (Parasuraman, 2011). El Programa entre Organizaciones para la
Gestion Racional de los Productos Quimicos, un Acuerdo de Cooperacion (IOMC) a través
del Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (UNEP), la Organizacion

Internacional del Trabajo (ILO), la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la
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Alimentacion y la Agricultura (FAO), la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), la
Organizacion de las Naciones Unidas para el Desarrollo Industrial (UNIDO), el Instituto de
las Naciones Unidas para la Formacion y la Investigacion (UNITAR), y la OECD; han
colaborado a lo largo de la historia con la creacion de reglas y guias para el desarrollo y
cuidado de sustancias quimicas. Las cuales incluyen Pruebas y Evaluacion, Buenas
Précticas de Laboratorio y Monitoreo del Cumplimiento, Plaguicidas y Biocidas, Gestion
de riesgos, Armonizacion de la supervision reglamentaria en biotecnologia, Seguridad de
alimentos y alimentacion, Accidentes Quimicos, Registros de emisiones y transferencias de
contaminantes; Emision de documentos y la Seguridad de los Nanomateriales
Manufacturados de estas. En 1993 la OECD (OECD, ENV/IM/MONO (2009)28), crea una
serie de Guias Clinicas para la prueba de quimicos con actualizacion hasta el 2006, en
donde los ensayos clasicos para la determinacién de toxicidad aguda y la dosis letal 50
(DLso), han quedado sustituidos por métodos alternativos cuyo objetivo comun es reducir el
nimero de animales empleados y minimizar el sufrimiento de éstos. Dichos métodos
comprenden el ensayo test de Clasificacion Toxica Aguda o Método de las Clases de
Toxicidad No. 423 (Toxic Class Method, TCM) (Diener and Schlede, 1999; OECD
No.423, 2000), el Método de Arriba-Abajo No. 425 (Up-and-Down Method, UDP) y el
Procedimiento de Dosis Fijas (Fixed Dose Procedure, FDP). Este ultimo fue adoptado en la
Guia No. 420 de la OECD como alternativa a la prueba clasica aguda (OCDE No. 420,
2001). El procedimiento se basa en la evaluacion de dosis previamente fijadas (5, 50, 300 y
2000 mg/kg) para discernir la clasificacion toxica de una sustancia seglin el Sistema Global
Armonizado (SGA) (ENV/JIM/MONO (2009)28). La dosis seleccionada debe ser no letal,
no dolorosa y no estresante, no corrosiva, ni severamente irritante. Estos métodos reducen
entre un 40% y 90% de animales. La fiabilidad de la dosis con respecto a la clasificacion de
toxicidad, estd en el mismo orden de magnitud o incluso mejor en comparacion con los
ensayos clasicos de la DLsy (Diener y Schlede, 1999); en donde la muerte retardada
significara que, si el animal no muere ni parece moribundo en un plazo de 48 horas,
posiblemente morird durante el periodo de observacion de 14 dias. Posteriormente se
analizardn los datos de toxicidad en base al protocolo donde se determina el grado de

toxicidad de la sustancia; en categoria 1, 2, 3,4 o 5 (ENV/JM/MONO (2009)28), Figura 1.
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A=>2Kills | 2 = Category 2, GHS / Very Toxic |

— " il
B 1 Evident foxicity 3 = Category 2, GHS / Moderate Toxic

| C = No Obvious toxicity | 4 = Category 2, GHS / Mild Toxic

5 = Category 2, GHS / Very Low Toxicity

Figura 1. Toxicidad Oral Aguda - Fixed Dose Procedure con 1 animal por género y nivel
de dosis segin la OECD (2001). mg/kg: se refiere a los miligramos de sustancia (reuterina)
en relacion al peso del modelo animal expresado en kilogramos. GHS: Globally
Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals. Category: se refiere al

grado de toxicidad de la molécula o farmaco en estudio segun la GHS

4.3.3 Inflamacion

La respuesta inflamatoria protege al cuerpo contra infecciones y lesiones, pero el
huésped puede tener consecuencias al no presentarse la respuesta (Serhan et al., 2007).
Estos procesos implican la activacion de células especificas del sistema inmune incluyendo
neutréfilos, basofilos, mastocitos, células T, células B, por citar algunos ejemplos. Sin
embargo, una serie de lesiones inflamatorias demuestra la presencia de leucocitos
especificos en cualquier lesion dada (Punchard er al., 2004), siendo éstos componentes
celulares necesarios para su resolucion. La inflamacion aguda se caracteriza por la
acumulacion extravascular de neutr6filos (PMN) y la formacion de edema temprano en la
respuesta. Més tarde durante la respuesta, las células mononucleares y los macrofagos se

acumulan y ayudan a preparar el tejido para una resolucion completa que conducird a una
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restructuraciéon del tejido inflamado y una mejora fisiologica. Durante la inflamacion
cronica, el foco inflamatorio es dominado por linfocitos, células plasmaticas y macrofagos
con variaciones morfologicas. Los macrofagos y otras células inflamatorias generan gran
cantidad de factores de crecimiento, citoquinas, liberan radicales de oxigeno y nitrogeno
(Balkwill and Mantovani, 2001), pudiendo contribuir al deterioro posterior del tejido y
presentarse otra patologia. Los cambios morfologicos mas comunes durante el proceso de

inflamacion se describen en la Tabla VIII.
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Tabla VIII

Patrones histologicos de la inflamacion que describen los cambios celulares e histologicos

en respuesta a una accion fisica, mecanica o bien a una reaccion producida por agentes

quimicos o biolégicos (Spormann et al., 1989).

MORFOLOGIA DE LA LESION CEULULAR

Morfologia de lesion celular

Caracteristica Histologica

Referencia

Infiltrado celular
El infiltrado inflamatorio varia
segun la fase del proceso, y la
predominancia de fenomenos

agudos o cronicos

Mayormente neutréfilos
polimorfo-nucleares (aguda)
Monocitos, macrofagos y
linfocitos, células plasmaticas

(cronica)

Finck et al., 1997.

Edema
Extravasacion de liquido
acuoso de los vasos hacia el
espacio intersticial.

Aumento de tamaiio celular;
presencia de espacios vacios
intracelulares y otros
elementos; liquido acuso
acidofilo en espacios
intersticiales

O'Brien et al., 2005.

Hemorragia
Extravasacion de eritrocitos a
partir de vasos sanguineos o
del corazoén durante la

Extravasacion de eritrocitos
en espacios intersticiales
células bi-lobuladas de color
r0jo

Straat et al., 2012.

inflamacion
Desnaturalizacion de
proteinas y digestion
Necrosis enzimatica,

Muerte celular no controlada
que promueve reacciones
inflamatorias en los tejidos
circundantes y puede favorecer
la diseminacién de patdégenos
en un hospedero susceptible

células eosinofilicas por la
unidon mas fuerte de la eosina
con las proteinas
citoplasmaticas
desnaturalizadas y por la
pérdida de la basofilia del
citoplasma debida a los acidos
nucleicos

Cotran et al., 2000;
Ramirez-Aguedo
and Rojas-Lopez,
2010.
Golstein and
Kroemer, 2007.
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4.4. Ensayos clinicos

4.4.1 Modelo animal

Los estudios en animales y los modelos validados in vitro se utilizan ampliamente
para el estudio de agentes biologicos naturales o sintéticos, teniendo como finalidad la
identificacion y el poder predecir los posibles efectos nocivos para los seres humanos, los
animales domésticos y aquellos de granja. Aunque la deteccion de los efectos adversos para
la salud de los xenobioticos (sustancia quimica que se encuentra dentro de un organismo
que no se produce naturalmente o se espera que no esté presente dentro del organismo), es
el principal objetivo de las pruebas de toxicidad, se puede complementar con pruebas
biomoleculares més sofisticados con el objetivo de comprender los mecanismos de accion
de ciertos productos quimicos o bioquimicos (Sachana and Hargreaves 2018). Las ratas y
en menor medida los ratones, son la especie de eleccion en las pruebas toxicoldgicas
reproductivas porque se consideran de bajo costo en comparacion con los mamiferos mas
grandes y la reaccion al mecanismo de accion de cualquier sustancia, es similar a la de los

humanos (EPA 2000; OECD 2001a; OECD 2012; OECD 2016a-b).

Un problema importante que enfrenta la ciencia en cuanto a la toxicidad de las
moléculas respecta, es como traducir datos experimentales de modelos in vivo e in vitro, en
conocimiento sobre los mecanismos moleculares de toxicidad y niveles de seguridad en la
exposicion de los agentes probados. Varios modelos animales que se han utilizado durante
muchos afios para fines de estudio, se han ido perfeccionando gradualmente con un énfasis
creciente en el disefio experimental mejorado, el bienestar de los animales y el uso reducido
de los mismos. Desarrollos mas recientes en pruebas de toxicidad in vitro, han contribuido
significativamente a la reduccion gradual en el uso de animales para el estudio de toxicidad
ayudando asi a mejorar el conocimiento relacionado con los mecanismos de toxicidad
celular o toxicidad en organos especificos. De manera que, hoy en dia es posible eliminar
compuestos que exhiben altos niveles de toxicidad basal en varios tipos de células y reducir

el sufrimiento innecesario en los animales (Sachana and Hargreaves 2018).
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4.4.2 Ensayos en humanos

La investigacion preclinica no es un sustituto de los estudios que se realizan para
conocer como el medicamento interactuard en el cuerpo humano; sino que responde
preguntas basicas sobre la seguridad de un medicamento. Por lo que a la investigacion
clinica se refiere, se trata de estudios o ensayos realizados directamente en las personas. A
medida que se desarrollan estudios clinicos, se consideran los logros a obtener para cada
una de las diferentes Fases de Investigacion Clinica, y se da inicio a un proceso de
Investigacion de Nuevas Drogas (IND), un proceso relevante previo a realizar la
investigacion clinica. Si bien los ensayos clinicos brindan informacion importante sobre la
eficacia y seguridad de un medicamento, es imposible obtener informaciéon completa sobre
la seguridad de un medicamento al momento de la aprobacion (FDA, 2006). A pesar de los
pasos rigurosos en el proceso de desarrollo de medicamentos, existen limitaciones; por
ejemplo, la imagen real de la seguridad de un producto evoluciona a lo largo de los meses e
incluso puede durar afios, para conformar la vida util de un producto en el mercado, la FDA
revisa los informes de problemas con los medicamentos recetados y de venta libre, teniendo
la mediacion de agregar precauciones a la informaciéon de dosis y/o uso, asi como otras

medidas tratandose de problemas més graves.
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5. METODOS

5.1 Cultivo de Lactobacillus reuteri y produccion de reuterina

Lactobacillus reuteri ATCC55730 se utilizd6 como materia prima de produccion de
reuterina. Su cultivo se apegd a los requisitos indicados por la American Type Culture
Collection (ATCC).
L. reuteri anaerobia heterofermentativa, se activd en 55 g/L de caldo Man Rogosa Sharpe
(MRS, BD DifcoTM, France), 37°C de incubacion (Thermo Scientific Lab-Line Incubator,
USA) por 24 h. El precultivo se realizo en 63 g/l de agar MRS (AppliChem GmbH,
Germany) a 37°C por 48-63 h. La incubacidon se efectué en presencia de atmosfera
anaerobica controlada basada en una mezcla de gas (Hy: 20.13%, CO;: 10.13% y No:
69.74%; Praxair, Mexico). La activacion y la manipulacion se efectud en una cdmara de
anaerobiosis (Plas-Labs, USA) previamente desinfectada.
1x10° células/mL equivalente a una Densidad Optica de 0.2 en la escala de McFarland,
fueron recuperadas del precultivo para inocular en 100 mL de caldo en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, obteniendo una biomasa de L. reuteri en fase exponencial
alrededor de las 18 h (Baca-Castafion et al., 2015). Previo a la inoculacion en caldo, las
células fueron centrifugadas a 4000 rpm, 5 min, 27°C y lavadas dos veces con agua

fisiologica estéril al 0.9% (w/v de NaCl).

El paquete celular fue resuspendido en una solucién de glicerol 250 mM e incubado a 37°C
por no mas de 4 horas, para estimular la produccion de reuterina (Talarico and Dobrogosz,
1989); finalmente el paquete fue recuperado por centrifugacion. Posterior a ello, la
reuterina se purifico parcialmente por cromatografia en columna de intercambio i6nico
empacada con 8% cross-linked, 400-mesh resin (no. AG50-W, BioRad), (Talarico y
Dobrogosz, 1989). El eluyente se concentrd por liofilizacion a -40°C, 0.133 milibares, 8 h
(Labconco Corp, KC) y fue conservado a -20°C al abrigo de la luz siguiendo las
recomendaciones de Cleusix et al, (2007). Los medios de cultivo y el material fueron

previamente esterilizados 15 min a 120°C a 15 libras de presion (All-American, USA).
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5.2 Cuantificacion de reuterina

La deteccion de la reuterina se realizd mediante un método colorimétrico reportado
por Circle et al., (1945). Para las curvas de calibracion, se tomaron de 0-6 pM de Acroleina
dietil acetal al 96% (A24001, Sigma-Aldrich, Alemania) y fueron adicionados a 6 mL de
agua destilada estéril, seguido por la adicion de 4.5 mL de solucién de DL-triptofano
(solucion 0.01 M en 0.05 M de HCI1) y 18 mL de HCI al 37%. Para la cuantificacion, 1 mL
de reuterina fue mezclada con 0.75 mL de DL-triptofano y 3 mL de HCI al 37%. Las
muestras con reuterina y los estandares fueron incubados a 37°C durante 20 min en un bafo
de agua, se midi6 la Densidad Optica a una longitud de onda de 560 nm para asegurar un

final <1 ODsg, (Cleusix et al., 2007).

5.3 Prueba de toxicidad aguda de la reuterina por via oral
Principio de la prueba
Esta prueba se utiliza principalmente en situaciones en las que el experimentador tiene
informacion indicadora del material de ensayo el cual es probable que sea no téxico; es
decir, tiene toxicidad solo por encima de una dosis limite regulatoria. Informacion sobre la
toxicidad de una proteina puede ser adquirida a partir del conocimiento acerca de Pruebas
de Toxicidad Aguda en proteinas similares; se tomaré en consideracion el organismo fuente

y las circunstancias dadas en ese ensayo (OECD 2000a).

5.3.1 Determinacion de toxicidad aguda

Dosis tnicas de una sustancia o dosis multiples prefijadas (5, 50, 300 y 2000
mg/kg) administradas dentro de las primeras 24 horas, son esenciales e indicadoras de que
ocurran efectos adversos pudiendo ocasionar la muerte de uno o varios animales en estudio
que hayan ingerido la sustancia en cuestion (reuterina). La dosis alta inicial, fue
determinada conforme al Protocolo de Dosis Fija segun la Guia para el Ensayo de
Productos Quimicos de la Organizacion para la Cooperacion Economica y el Desarrollo
(OECD No 33, 2001b and OECD No 39, 2009). Segtn lo establecido en la guia, se indica
que la cantidad del farmaco a administrar en humanos sea de 300 y 2000 mg por kg de peso

corporal (mg/kg). Este dato fue referencia en la concentracion ponderada de reuterina a
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administrar equivalente a 9 y 60 mg por gr de peso corporal del raton de estudio (Tabla

IX); y se traduce en peso de la reuterina por unidad de peso del animal (mg/kg).

Tabla IX.
Determinacion de la dosis inicial segun la guia clinica de Toxicidad Oral Aguda (OECD

2001a; OECD 2009).

1 PERSONA 1 RATON cbp (300 pL)
2000 mg/kg 60 mg/gr 6,21 pL reuterina
300 mg/kg 9 mg/gr 0.93 pL reuterina

cbp: Cuanto Basta Para (volumen necesario de la molécula a administrar, segiin la dosis
establecida, expresado en microlitros). mg/kg: miligramos de la molécula necesarios por
cada kilogramo de peso de una persona expresado en kilogramos. mg/gr: miligramos de la

molécula necesarios por cada kilogramo de peso del modelo animal expresado en gramos.

Si en 48 h no se manifiestan signos clinicos observables en el raton, se
interpretard que el dafio no es tan agresivo y que probablemente se puede observar algun
dafio en los préoximos 14 dias de estudio. El grado de toxicidad oral aguda fueron
analizados en base al protocolo (OECD No 39, 2009), donde se establece una categoria del
1 al 5, Figura 1. 300 pL fueron utilizados como referencia de excipiente liquido para
ajustar la cantidad del inactivo de agua potable que basta para (cbp) completar la cantidad
de reuterina a administrar como principio activo en la concentracion establecida. A su vez,
la dosis a administrar se calculd previamente conforme al peso del raton. Tabla IX.
Considerando la guia clinica de Toxicidad Oral Aguda, el volumen en roedores no debe
exceder de 10 mL/kg de peso corporal, sin embargo, tratindose de soluciones acuosas, un
volumen de 20-25 mL/kg (OCDE No 420, 2000a) es valido como se muestra en la Tabla
IX.
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5.4 Estudio in vivo en ratones C57BL/6
5.4.1 Manipulacion y acondicionamiento

Para el estudio de toxicidad aguda se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6,
no manipulados genéticamente y adquiridos de Charles River Laboratories International,
Inc., (EUA). El estudio consistid en tres grupos conformado por 3 ratones, teniendo una
muestra total de 9 animales seleccionados aleatoriamente con 8 meses de edad. El cuidado
se efectu6 dentro de jaulas individuales de 365x207x140 mm con superficie de 530 cm’
(1284L, Eurostandard Type II L, USA) y en condiciones controladas al interior de un
cuarto con 45-60% de humedad, 22-24°C de temperatura y ciclos de luz/obscuridad de 12
horas. Cada 24 horas se realizé un cambio de cama (Premium-Crigamex, México). Previo a
la manipulaciéon e inicio del estudio se requirié un tiempo minimo de adaptacion a su
entorno de alrededor 10-14 dias (Safety Data Sheet-00118), periodo durante el cual cada
raton fue pesado diariamente. Una dieta estdndar se administro a los ratones, la cual incluia
alimento tipo croqueta (30-40 gr, Rodent Laboratory Chow 5001, USA) y agua potable
consumidos por semana, ambos en Ad Libitum. Este estudio fue previamente revisado y
aprobado por el Comité¢ de Bioética y el Comité de Bioseguridad del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS) de la Universidad Auténoma
de Nuevo Ledn (UANL); y desarrollado de acuerdo a los estandares de la Norma Oficial

Mexicana NOM-062-Z00-1999.

5.4.2 Administracion de la reuterina

8 horas previas al inicio del procedimiento, se hizo el ayuno correspondiente. Los
grupos debidamente identificados se clasificaron en: a) grupo de estudio, en donde la
reuterina como sustancia bioldgica de principio activo fue administrada via oral a dos
ratones en una concentracion de 9 mg de reuterina por peso corporal (expresado en
gramos); mientras que al tercer raton se le administrd6 60 mg utilizando agua destilada
estéril como vehiculo de administracion. b) Grupo de control interno, se le administro la
solucion de glicerol 250 mM, sea 93 pL en 300 puL de agua destilada estéril, dado que este
compuesto organico interviene en la produccion de la reuterina, y un ¢) Grupo control, al
cual se le administrd unicamente agua potable en el volumen establecido (cbp) para los

otros dos grupos. La administracion de las sustancias se realizd con un catéter de calibre
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24G (0.7mmx19mm, Introcan) introducido a través de la cavidad oral hacia el tracto
gastrointestinal alto.

Posterior a la administracion, los ratones se mantuvieron en observacion por 4 h, con el
objetivo de evaluar algun signo clinico patolégico observable. Transcurrido este tiempo se
reanud6 la dieta estdndar. Se realizaron observaciones y cuidados durante 14 dias
posteriores al procedimiento. En este periodo se efectud un registro de la salud y el peso

para cada animal.

5.5 Evaluacion in vitro de toxicidad oral aguda de la reuterina
Existen signos vitales y caracteristicas fisicas que se establecen como indicadores que
describen el grado de toxicidad aguda como: cambios en la piel, pelo, ojos y membranas
mucosas, la actividad locomotriz, el patron de comportamiento, temblores, convulsiones,
salivacion, diarrea, letargo, somnolencia, cambios en la marcha y la mortalidad (OECD
2008). Las observaciones se realizaron de forma continua durante las primeras 4 horas de
haberse administrado la sustancia en cuestion posteriormente las observaciones fueron
realizadas una vez cada 24 horas durante 14 dias. Todos los especimenes se pesaron el dia 1
de tratamiento, el dia 7 y el dia 14 en el cual culmino el estudio. Figura 2. El conjunto de
signos vitales y peso evaluados fueron estrictamente registrados en un Formato de Reporte

de Caso (OCDE, 2008), APENDICE 1.

5.5.1 Anadlisis macroscépico de organos

El dia 15, los ratones de los tres grupos fueron sacrificados por dislocacion,
extrayendo posteriormente los drganos de estudio en el siguiente orden: corazén, pulmon,
higado y rifion (Krinke and Weber, 2012). Cada organo fue lavado cuidadosamente con
solucion PBS 1X estéril con ayuda de una jeringa para eliminar excedentes de sangre. Una
descripcion macroscopica fue realizada mediante esteromicroscopia (Stemi Carl Zeiss), a
una magnificacion de 40X. La fotodocumentacion se realizé con una camara digital (Canon
Rebel T5). Figura 3. Los tiempos limites de isquemia fria para la preservacion de 6rganos,
mediante conservacion hipotermica, son periodos cortos que van de 4-8 horas para el
corazdn y 6 horas limite (empirico) para el pulmon. Mientras que el limite de isquemia para

el higado es de 12-18 con un limite de hasta 30 horas, y para el rifion es de 18-36 horas
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pudiendo almacenarse con seguridad por 40-50 horas. Se recomienda respetar los tiempos
mas cortos (Escalante y Del Rio, 2009; Sanjee y Arenas 2009; Torras y Griny6, 2005) para
asegurar el minimo cambio morfoldgico e histologico en la interpretacion de los tejidos.

Posteriormente a la fotodocumentacion macroscopica, los organos fueron colocados
cuidadosamente en casetes de trabajo (Histosette® I 45, Simport, Canada) y fijados por

immersion en formaldehido amortiguado al 10% en PBS por 48 horas.

5.6 Procesamiento de tejidos y método de tincién

Las biopsias de los organos fueron procesadas, previa deshidratacion, durante 16 h
en un procesador automatico de tejidos (Excelsior AS, Thermo Scientific), mismas que se
embebieron en parafina utilizando el Centro de Inclusion (HistoStar, Thermo Scientific).
Cortes histologicos de Sum de espesor fueron obtenidos con un Microtomo (Microm HM
3558, Thermo Scientific) los cuales se recuperaron en laminillas silanizadas y se adhirieron
por conveccion en un horno a 60°C por 1 h (Horno Drying Oven DVS402C, Yamato). La
desparafinizacion se realizd6 mediante soluciones de xilol y etanol a concentraciones
descendentes. Los cortes fueron tefiiddos por la técnica de hematoxilina y eosina en un
tefiidor automatico (Varistain Gemini Es, Thermo Scientific) (Thompson y Hunt 1966). El
montaje y fijacion se realizd con resina (Entellan, Merck Millipore) y fueron finalmente
analizados en un microscopio de campo claro (Axioobserver, Carl Zeiss) vy

fotodocumentados para su analisis morfologico e interpretacion.

5.7 Documentacién microscépica: Analisis Histopatologico

La fotodocumentacion de los cortes se realizO mediante una camara de alta
definicion (HMRc3, Carl Zeiss). Se obtuvieron microfotografias de 3 campos seleccionados
aleatoriamente a magnificaciones de 100X, 200X y 400X. En la magnificacion mas elevada
se buscaron signos histoldgicos sugestivos de dafo tisular. La magnitud del proceso de
inflamacién se calificd por tres observadores independientes en ensayo doble ciego. Se
empled una rejilla morfolégica para identificar y cuantificar los focos inflamatorios
presentes en el tejido de interés (edema, hemorragia, infiltrado celular y necrosis). Con las
observaciones de cada individuo, se gener6 una base de datos y se integraron los scores de

inflamacion (Spormann et al., 1989). El grado de dafio se establecido mediante la sumatoria
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de las calificaciones obtenidas para cada parametro individual, en donde la calificacion del
mayor dafio corresponde a 20 puntos (Ning et al., 2013), ver Tabla X. El promedio y la
desviacion estdndar fueron calculados. Se compar6d en nivel de concordancia entre los

scores integrados de los tres observadores mediante la prueba del indice de Kappa.

5.7 Analisis estadistico

El promedio de los resultados y la Desviacion Estandar (SD) de la puntuacion de
inflamacién integrado por los observadores del ensayo triple ciego fueron determinados y
posteriormente comparados con la prueba de concordancia (Kappa). La distribucion de

Pearson o X” fue empleada para determinar la diferencia significativa con p <0.05.

6. RESULTADOS

6.1 Reporte de caso

Las variaciones registradas en los 9 ratones C57BL/6 durante las primeras 4 h de
haberse administrado la reuterina como sustancia de estudio, el glicerol 250 mM (control
interno) y el agua potable (control); fueron los bigotes erizados y variacion del peso
corporal (Figura 2) por ingesta de agua y comida, acompafiados de estrés producido por el
procedimiento mismo. Esto se presentd principalmente en el grupo de estudio y el grupo
control. Transcurridos los 14 dias de observacion, los ratones del grupo de estudio
manifestaron condiciones corporales normales y estados de conservacion normal en piel y
mucosas hidratadas. Para los tres grupos la actividad locomotriz no se encontr6 desviada, ni
se observaron alteraciones patoldgicas en el patron de comportamiento ni signos clinicos de

temblores o convulsiones.
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Figura 2. Graficas que muestran el peso promedio de los ratones (gr) durante el periodo de
estudio de 14 dias. (A) Grupo control (agua destilada, [)): sujetos de estudio SES1, SES2 y
SES3. (B) Grupo de estudio (90 y 60 mg de reuterina/gr de peso corporal del raton/mL, N):
SES4, SES5 y SES6. (C) Grupo de control interno (glicerol 250mM, ). SES7, SESS y
SES9. La diferencia de pesos entre los ratones del mismo, y entre aquellos de los tres
grupos (estudio, control y de control interno), es clinicamente irrelevante y por tanto no

existe diferencia significativa, p<0.05.
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6.2 Toxicidad de la reuterina
6.2.1 Andlisis anatomopatologico de los organos

En la Figura 3 se muestran las imagenes macroscopicas de los 6rganos estudiados
(corazon, higado, rifion y pulmon) tomadas en un estéreo-microscopio. Las caracteristicas
de los 6rganos sanos, representados por el grupo control que se les administro agua potable,
fueron identificadas y tomadas como referencia para discriminar los cambios
anatomopatoldgicos en los 6rganos del grupo de control interno (glicerol 250 mM) y del
grupo de estudio.
El corazon extraido del grupo control se observdo de un tamafno normal, con forma
piramidal y leve aplanamiento dorso-ventral; color rojo y superficie lisa brillante, bordes
romos, consistencia firme y peso en promedio de 0.151 gr. En lo que respecta al higado,
este presentd superficie lisa, bordes agudos, parénquima de color rojo brillante, bordes
ligeramente palidos, 16bulos conservados; de forma convexa anterior y concava posterior,
el organo se encontr6 constituido por 6 16bulos: lateral derecho, medial derecho, cuadrado,
medial izquierdo, lateral izquierdo y caudado; el peso del 6rgano en promedio fue de
1.271gr; todas estas corresponden a las caracteristicas de un organo sano. Los rifiones
presentaron tamafo ligeramente més grande en el izquierdo que el derecho, peso de 0.142
gr y 0.149 gr respectivamente; con forma de habichuela aplanada en eje dorso-ventral, con
bordes convexo lateral extenso y concavo corto el medial; superficie de color rojo claro
brillante y consistencia renitente; todas estas caracteristicas propias de un 6rgano sano. Por
ultimo, los pulmones exhibieron forma conservada, cubiertos por una membrana serosa, y
de color blanco a rosa. Estas mismas caracteristicas fueron observadas en los organos
correspondientes tanto en aquellos extraidos de los animales del grupo control positivo

toxico, como en aquellos que conformaron el grupo en estudio (experimental).
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Figura 3. Aspecto macroscopico general de los o6rganos seleccionados: Corazon, Higado,
Rinén y Pulmoén del grupo control (Agua destilada), de control interno (Glicerol 250mM) y
de estudio (90 y 60 mg de reuterina/gr de peso corporal del raton/mL), durante la diseccion
toraco-abdominal. Se aprecian Organos en condiciones normales sin datos clinicos
patologicos en los grupos experimentales (control interno y de estudio), respecto al grupo

control. Estereomicroscopio (Carl Zeiss®, modelo stemi, Germany).
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6.2.2 Morfologia microscopica de tejidos

El efecto toxicoldgico de la reuterina como sustancia de estudio en las dos
concentraciones administradas (30 y 60 mg/gr) en los 6rganos de estudio y el respectivo
analisis de cortes histoldgicos se muestra en la Figura 4. En el andlisis histopatoldgico de
corazdn correspondiente al grupo control (Fig. 4a) se aprecian fibras musculares en
disposicion longitudinal, de trayecto ligeramente ondulante y aspecto estriado. Presentan
lineas claras perpendiculares al eje de la fibra (discos intercalares) y bifurcaciones
periddicas, asi como citoplasma de color rosado y nucleo elipsoidal de posicion central. El
espacio intersticial presenta escaso tejido conectivo laxo y abundantes capilares, todas estas
caracteristicas estan dentro de lo normal. En los grupos de control interno (Fig. 4b) y el de
estudio (Fig. 4¢), no se manifestaron cambios histopatologicos distintos a los ya descritos
para el grupo control.
En cuanto al tejido hepatico del grupo control (Fig. 4d), se aprecia el parénquima con
cordones hepaticos radiales, anastomosados entre si, los hepatocitos polihédricos con
citoplasma granular, de color rosado y nucleo violaceo, redondo y de posicion central. Lo
anterior forma parte de las caracteristicas normales. En el grupo de control interno (Fig. 4e)
la congestion fue moderada, presentando un conglomerado celular y extravasacion de
eritrocitos (E); mientras que en el grupo de estudio con reuterina (Fig. 4f), el aspecto
histoldgico, salvo una discreta congestion sinusoidal, fue similar al del grupo control.
En el andlisis histopatologico de la zona cortical del rifion del grupo control (Fig. 4g), se
aprecia el laberinto tubular (LC) revestido por epitelio cuboidal simple, citoplasma rosado
homogéneo, incluye nucleos de color violeta, redondos, regulares y de posicion central. En
el intersticio escaso tejido conjuntivo laxo y finalmente acompafiando a los tubulos, se
pueden ver los corpusculos renales (CR) en una disposicion uniforme, redondeados, sus
capilares ligeramente congestivos, células mesangiales con citoplasma rosado y nucleos
violaceos, todas esas caracteristicas correspondientes al tejido renal cortical normal. El
tejido renal del grupo de control interno (Fig. 4h) mostré asi mismo, congestion de
capilares glomerulares. En el grupo de estudio (Fig. 4i) las caracteristicas fueron similares
al del grupo control. Por ultimo, el andlisis de tejido pulmonar del grupo control (Fig. 4j),
el parénquima pulmonar mostr6é alveolos circulares, irregulares, coalescentes con septos

alveolares (SA) delgados conformados por pneumocitos tipo I y II en proporcion y

50 |



disposicion normal, acompafiados por capilares pequefios (C), constituidos por epitelio
plano simple ocupados por eritrocitos intravasculares. En el grupo de control interno (Fig.
4k), en cambio, resalta la presencia de septos de mayor grosor, cuyos capilares congestivos
se acompanan de aumento del espacio intersticial de los tabiques interalveolares, que
corresponde a edema. Finalmente, en el grupo de estudio (Fig. 41), el aspecto del

parénquima pulmonar se asemeja a aquel del grupo control.

GLICEROL REUTERINA:
AGUA DESTILADA (250 Mm) 9mg/gr ¥y 60 mg/gr

[ =
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RINON

PULMON

GRUPO RUPO I;E - GRI'J'i’O Diz
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Figura 4. Analisis histopatoldgico en microfotografias de luz de Corazén (a, b, ¢), Higado
(d, e, f), Rifion (g, h, i) y Pulmon (j, k, 1), con tincion H y E del grupo control (agua
destilada), grupo de control interno (glicerol 250mM) y grupo de estudio (90 y 60 mg de

reuterina/gr de peso corporal del ratéon/mL). Nucleos (color azul a oscuro), Citoplasma,

tejido fibroso o fondo de los componentes tisulares (color rosa palido a rosa intenso
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anaranjado o en tonos rojizos). Microscopio de campo claro (Axioobserver, Carl Zeiss) con
camara HMRc3 (Carl Zeiss), 400X. E: Extravasacion de eritrocitos. LC: Laberinto
cortical. CR: Corpusculo renal. SA: Septo alveolar. C: Capilar.
6.2.3 Evaluacion del daiio de inflamacion en los organos

Los resultados de toxicidad aguda se muestran en la Figura 5. El proceso de inflamacion se
analiz6 e interpretd como el indice de concordancia a través de una plantilla de
calificaciones. Su descripcion e interpretacion se realizé considerando los signos clinicos
del estudio histolégico por los observadores A, B y C. La puntuacion o calificacién
promedio presentada en el 6rgano del corazon (Fig. 5a) fue de 0.67 (+1.32) para el grupo
control, mientras que en el grupo de control interno se percibio un valor de inflamacion de
0.13 (£0.35) y para el grupo de estudio tratado con reuterina el promedio de la puntuacion
fue de 0.33 (x1.0). El dafio de inflamacién evaluado en el tejido hepatico (Fig. Sb) fue nulo
en lo que al grupo control respecta; y de 0.88 (£1.64) y 0.44 (£1.33) para el grupo de
control interno y el tratado con reuterina respectivamente. La evaluacion de la inflamacion
promedio en el tejido renal (Fig. S5c) presentd una puntuacion de 1.75 (£3.28) para el grupo
control mientras que el dafio de inflamacion tanto para el grupo de control interno como
para el de la reuterina fue nulo 0.0 (£0.0). Finalmente, las observaciones en el parénquima
pulmonar (Fig. 5d) arrojaron el siguiente un dafio de inflamacion equivalente a 0.33 (£1.0)
en el grupo control, 7.13 (£5.51) en el grupo de control interno y 1.33 (£2.06) en el grupo

de reuterina.

La desviacion estandar calculada y al indice de concordancia ayudaron a delimitar la
diferencia significativa (p<0.05) segln la distribucion (X?) de las observaciones entre los
investigadores A-B, A-C y B-C; asi como respecto a los grupos de control interno, control
y de estudio aqui presentados. Para el grupo de control interno, existe una diferencia
significativa entre los investigadores A y B en la evaluacion de la inflamacion por
administracién de glicerol, con una X* de 11.64, (p>0.05). El investigador A difiere del B
en la evaluacion de hemorragia (X*=11.47) y necrosis (X*=6.12); mientras que los
investigadores A y C difieren en la necrosis (X’=6.12); los 3 investigadores, muestran un
indice de kappa alto. En lo que al grupo de estudio respecta, la puntuacion de inflamacion

por administracion de reuterina no presentd diferencia estadistica significativa entre los tres
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observadores (p<0.05). Este mismo resultado y también esperado lo fue para los ratones a

los cuales se les administro agua potable (grupo control).
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Figura 5. Puntuacion promedio del dafio de inflamacion evaluado por tres investigadores
independientes a los ratones de los grupos control (agua destilada), de control interno
(glicerol 250mM) y de estudio (90 y 60 mg de reuterina/gr de peso corporal del raton/mL),
en tejido de los organos de estudio: Corazon (A), Higado (B), Rifion (C) y Pulmoén (D). La
calificacion maxima asignada es de 20. Existe una concordancia muy alta entre los tres
investigadores en las evaluaciones para los tejidos de los grupos de estudio y control; no
hay diferencia estadistica significativa (p<0.05). Para el grupo de control interno, hay
discrepancia en la evaluacion de inflamacion respecto a la hemorragia y necrosis con una

diferencia significativa (p>0.05).
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7. DISCUSION

Una de las preocupaciones en el ambito médico, cientifico y biotecnologico, es el
uso desmedido de farmacos y antibidticos ocasionando efectos secundarios muy agresivos,
siendo ¢ésto el motor principal en la busqueda de alternativas para reducir la dosis
administrada y el dafo al consumidor. Lo anterior ha permitido estudiar péptidos
producidos no solo por organismos pluricelulares (Ahmad et al., 2012), sino también
unicelulares y es el caso bacterias probidticas quienes cuentan con un potencial biologico
importante y benéfico para la salud; ademas de ser consideradas seguras y eficaces para su
consumo (GRAS), (EFSA Scientific Committee, 2007). Paralelo a ello, se encuentran
estudios documentados que abordan la produccién, aislamiento y caracterizacion de las
sustancias producidas por algunas BAL, siendo éstas las responsables de atribuir la
actividad biologica (Singh et al., 2013; Abid et al., 2017; Urrutia-Baca et al., 2017). Sin
embargo, no existen reportes publicados sobre su seguridad y eficacia o toxicidad en el
huésped, pues cuando las sustancias o metabolitos son aislados de su nicho y concentrados,
podria verse incrementada la actividad bioldgica y por ende ser tdxico en su consumo o
administracion. La reuterina es un péptido producido por L. reuteri resultado de la
biotransformacion de glicerol, tiene un amplio espectro antimicrobiano (Tabla VII), pero
no existen reportes de su toxicidad aguda oral, razén por la cual fue utilizada en este
estudio, y administrada a ratones de la cepa C57BL/6. Este tipo de modelo murino es
considerado un modelo de proposito general que cumple con las especificaciones
necesarias para pruebas toxicologicas, dadas sus semejanzas con el perfil de condiciones
humanas.

La administracion oral de 90 y 60 mg de reuterina/gr de peso corporal del raton/mL,
y de los controles (glicerol 240 mM y agua potable) en las dosis indicadas para este estudio,
provoco una reaccion de estrés en los modelos bioldgicos la cual se considerd no patologica
y la esperada de acuerdo al procedimiento aqui utilizado, dado que todas las sustancias
fueron introducidas por medio de una sonda en el tracto gastrointestinal alto. Cualquier
material extrafio que se introduzca en el cuerpo del huésped ocasiona que el sistema
nervioso central (SNC) y periférico reaccionen de forma innata y como mecanismo de

defensa propia a tal estimulo. Esto explica el estrés los ratones en todos los grupos durante
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las primeras 4 horas posteriores a la administracion de la sustancia en cuestion. La posible
inapetencia de los ratones a los que se les administré la solucion de glicerol en tanto que
sustancia de control interno, puede explicarse ademas del estrés, considerando que se trata
de un acido organico con efecto anorexigéno, es decir, estimula la gluconeogénesis hepatica
convirtiéndose en glucosa, incrementando asi los nutrientes circulantes relacionados con la
absorcion intestinal y sefiales de saciedad al SNC son entonces transmitidas (Andrade et al.,
2015; Hartmann et al, 2010). Fuera de este evento se excluyd cualquier evidencia de
toxicidad aguda, ademas de no haber presentado mortalidad, alteraciones patologicas en el
patron de comportamiento ni tampoco signos clinicos de nauseas, vomito o inapetencia,
temblores o convulsiones durante los 14 dias de estudio. Aunado a ello, en los datos
asentados en el reporte de caso para cada grupo, no se considera significativa la diferencia
de pesos de los modelos bioldgicos y las diferencias entre grupos son consideradas
clinicamente irrelevantes Figura 2. La ingesta normal de la dieta administrada a los ratones
a lo largo del estudio, fue un indicador importante de la ausencia de efectos adversos
durante el protocolo, manteniendo asi mismo un promedio en el peso corporal. Esta
sobrevivencia se ha manifestado en otros protocolos semejantes al nuestro utilizando
ratones albinos para determinar el efecto del vigabatrin un inhibidor del y-aminobutyric
acid (GABA)-transaminase (Raza et al., 2002) e incluso, en ratas como modelo para
determinar la seguridad en el consumo humano de dos cepas de Lactobacillus
(Shokryazdan et al., 2016). Ambos estudios coinciden en que los animales que sobreviven a
los protocolos con duracion entre 7 a 28 dias, se mantienen en un 90% de su peso inicial.
En la evaluacion especifica de la seguridad de algunas bacterias lacticas incluyendo
L. reuteri por diversos autores, e incluso casas comerciales que manejan productos con ésta
bacteria lactica como principio por su actividad antimicrobiana eficaz en la inhibicion del
desarrollo de patogenos en alimentos, en el intestino y en la cavidad oral confiriendo un
beneficio a la salud (Cleusix et al., 2007; Singh et al., 2013; Montiel et al,. 2014; Baca-
Castafion et al., 2015), no se encuentra evidencia alguna del uso de la reuterina como
péptido o sustancia activa. Ejemplo de ello son las evidencias documentadas en la
evaluacion especifica in vivo e in vitro de la seguridad y toxicologia oral de 5x10' cel/mL
de L. reuteri NCIMB 30242 microencapsulado en yogurt, administrado a humanos (Jones

et al., 2012) y efectivo en la disminucion de los niveles de colesterol. En esta misma linea,
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Baca-Castafion et al., (2015), utilizaron L. reuteri en estudios in vitro demostrando la
efectividad antimicrobiana en patégenos orales de caries y enfermedad periodontal
(Streptococcus mutans, Streptococcus gordonii, Actinomyces naeslundii 'y Tannerela
forsithya). BioGaia® por su parte, es una compaifiia sueca con productos innovadores que
incluyen cepas de L. reuteri como suplemento metabolico en la prevencion de colicos en
infantes (Protectis®), en la digestion en adultos (Gastrus®, Protectis®) e incluso en el
balance de la flora microbiana bucal (Prodentis®). Cardioviva® es una compaiiia
americana, utiliza también una variedad de L. reuteri en sus productos (2x10° bacterias
vivas) destinados a mantener la salud del corazon y evitar riesgo de diabetes. Los usos de
las cepas de ambas compaiiias en tanto que suplementos metabolicos alimenticios han sido
avalados no solo por investigaciones clinicas o de laboratorio, sino también por la Food &
Drug Administration (FDA-USA), la European Food Safety Administration (EFSA) y la
Therapeutic Goods Administration (TGA) de Australia; reconociendo que se trata de una
bacteria probidtica inofensiva y con efecto terapéutico para el consumo humano.

Recientemente Urrutia-Baca et al., (2018) demostraron que la reuterina aislada de L.
reuteri ATCC 55730 tiene un efecto en la expresion de los genes de virulencia de
Helicobacter pylori un agente infeccioso gastro-intestinal. Con algunos estudios
encontrados en la literatura que externan un interés semejante al de la investigacion aqui
presentada (Génzle 2004). Es decir, la caracterizacion y seguridad de bactericinas o
péptidos de amplio espectro producidos por el metabolismo de bacterias acido lacticas,
contribuyen al conocimiento de los procesos microbianos, y también a visualizar
aplicaciones en el area de los alimentos o terapéuticas en la salud.

Para el grupo de estudio la administracion de 90 y 60 mg de reuterina/gr de peso
corporal/mL (equivalente a 300 y 2000 mg/kg de peso corporal humano), el andlisis
histopatologico de los dafios tisulares realizado por los tres observadores en la
determinacion de edema, infiltrado celular linfocitario, hemorragia y necrosis celular; no
hubo diferencia estadistica significativa. Todas las observaciones recayeron en los mismos
valores paramétricos lo cual explica el nivel alto de concordancia entre los observadores.
Lo anterior se traduce en que la reuterina aislada de un cultivo de L. reuteri ATCC 55730,
semipurificada y concentrada por liofilizacion, y administrada en dosis altas y Unicas para

este estudio, no manifestd toxicidad aguda oral. La respuesta inflamatoria es una reaccion
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de proteccion al cuerpo contra infecciones y lesiones, pero el huésped puede presentar
consecuencias al ser desregulado (Serhan et al, 2007), lo cual no fue el caso mismo si las

dosis administradas de reuterina fueron elevadas.

Shigemori et al., (2015) realizaron un estudio en ratones induciendo colitis aguda y
a los cuales se les administrd via oral Lactococcus lactis NZ9000, una bacteria lactica que
secreta la hemo-oxigenasa-1, una molécula con efecto antiinflamatorio. Observaron una
disminucién en la expresion de citosinas pro-inflamatorias respecto al control al mismo
tiempo que proponen al L. lactis como un posible agente terapéutico mucosal. En otro
estudio con modelo murino similar al nuestro (Dias-Paiva er al., 2013), se utiliz6 la
Bovicina HC5 un péptido antimicrobiano con amplio espectro producido por Streptococcus
bovis HCS. El péptido se administro inicialmente via subcutanea para sensibilizar a los
ratones, seguido de administraciones por via oral durante 30 dias (4 pg/gr peso del
animal/dia o aproximadamente 70 ug por animal), siendo una dosis menor que la utilizada
en nuestro estudio con la reuterina. Los autores demostraron que la bovicina HCS tiene la
capacidad de modular el sistema inmunoldgico, mismo si tiene efectos minimos en la
permeabilidad intestinal y su toxicidad in vivo esta es baja. Un segundo estudio también
similar pero realizado por Chon et al., (2009) encontraron que subproductos del
metabolismo de L. plantarum KFCC11389P pueden influir en la actividad
inmunomoduladora impactando sobre la respuesta inflamatoria.

En el estudio aqui presentado con la reuterina, no hubo toxicidad y la permeabilidad
en los 6rganos de estudio fue buena, mismos resultados que fueron respaldados por un
analisis de varianza y donde se acepta la hipotesis establecida de este estudio. Lo anterior
significa que la reuterina después de su administracion oral tuvo una interaccion a su paso
por distintos o6rganos; ejemplo de ello el higado la absorbié adecuadamente permitiendo
una posterior distribucion en la sangre, para finalmente ser excretada por el rifion sin
acumularse en otros organos. Al no manifestarse cambios en el tejido pulmonar significa
que la reuterina no tiene la capacidad de causar una afecciéon en este Organo sin ser el
blanco terapéutico, como lo hacen algunos farmacos dependientes de la dosis y tipo

(Schwaiblmair et al., 2012).
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Finalmente, y no menos importante, en el grupo de ratones al que se le administro el
glicerol 250 mM en tanto que sustancia de control interno, no hubo formacion de edemas ni
infiltrado celular en los tejidos utilizados en este estudio, unicamente hemorragia y necrosis
celular. Aqui, se encontraron diferencias significativas en las especificaciones de los
observadores que participaron en el analisis de dafios tisulares. Lo anterior significa que el
glicerol tiene una toxicidad in vivo leve. El glicerol es considerado de baja toxicidad y con
un control limite de exposicién para humanos de 10 mg/m’; mientras que la DL50 oral en
rata es de 12600 mg/kg, y conforme a las especificaciones del proveedor. En el estudio aqui
presentado como en el de Andrade et al., (2015), los espacios libres de en las células
hepaticas podria explicarse con una presencia de ATP en demanda de nutrientes causada
por el glicerol. Sin embargo, esto no fue motivo para cambiar significativamente el
aumento del peso de los ratones. Estos resultados confirman el estatus de GRAS otorgado
al glicerol (FDA, 2006), al menos para la especie de ratones C57BL/6, en la dosis y durante
el periodo utilizado en este estudio.

El poder avalar la seguridad de los péptidos y bacteriocinas que producen las
bacterias probioticas, significa un reto en el desarrollo de técnicas de identificacion,
produccion y aislamiento para enseguida poder caracterizarlas respecto al espectro de
actividad bioldgica fuera de su nicho productor. Asi como también, precisar datos como el
rendimiento en su produccion y con una aplicacion segura en el area farmacéutica (uso
topico, administracion oral e incluso intravenosa) e incluso de los alimentos. Asi pues, el
peso molecular de la reuterina <200 g/moL, la importancia de su actividad bioldgica y la no
toxicidad aguda oral en ratones, podria asemejarse al acido acetil salicilico, un ingrediente
activo pequefio y de peso molecular 180 g/moL, con biodisponibilidad rdpida y completa en

el cuerpo del huésped (Bayer Pharma 2014; Krishna and Nadler 2016).

8. CONCLUSION

Nuestros resultados evidenciaron el nulo efecto inflamatorio por infiltrado celular,
hemorragia o necrosis en los drganos de estudio (corazén, higado, rifién y pulmoén) por

ingesta de reuterina a dosis elevadas de 300 y 2000 mg/kg de peso corporal y por tiempo
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prolongado en los ratones C57BL/6. Se concluye por vez primera que la reuterina aislada
parcialmente y concentrada por liofilizacion; es segura de ser administrada in vivo en dosis
elevadas sin asociarse con algun signo de toxicidad en los 6rganos. Este resultado le da un
valor agregado a la importancia de aislar sustancias analogas de bacterias probidticas para
mejor entender su mecanismo de accidon y absorcion. Este estudio es una contribucion a la
caracterizacion de toxicidad aguda de la reuterina, lo cual da pauta a investigaciones
subsecuentes orientadas hacia estudios pre-clinicos que permitan precisar no tan solo la
farmacodinamica, sino también su biodisponibilidad y bioequivalencia para en algin
momento ayudar a prevenir o tratar enfermedades infecciosas localizadas. Lactobacillus
reuteri como productor de la reuterina tiene grandes beneficios para la salud bucal,
intestinal, inmunoldgica y mismo en la conservacion de alimentos; ahora bien, el uso de la
reuterina puede resultar una buena opcién desde su produccion, conservacion y
administracion terapéutica o como suplemento alimenticio. Este estudio ayuda a ampliar el

conocimiento sobre los procesos microbianos con valor agregado.

RECOMENDACIONES:

Adicionalmente, se podria incluir en los protocolos de toxicidad oral aguda, una
plantilla de calificaciones para obtener un resultado y cuantificar un valor de perspectiva
visual, como es la inflamacion; y asi poder emplear y cuantificar una dosis terapéutica para
dicho resultado de inflamacion. Los resultados obtenidos de este estudio son datos que
estan evolucionando los planes de tratamiento contra diversas enfermedades cronicas,
degenerativas, adquiridas entre otras. El enfoque terapéutico de muchos medicamentos
actuales en el mercado podra revolucionar su formula terapéutica para mejorar la calidad de
tratamiento. Alternativas de biofarmacos que no son toxicos como los probidticos no
contribuyen a un proceso clinico de inflamacion, toxicidad y/o degeneracion de los 6rganos
esenciales que contribuyen al metabolismo y sintesis de excrecion de medicamentos

sintéticos.
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