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Resumen

El acido gélico (AG) y resveratrol (RVT) son compuestos polifenélicos ampliamente estudiados
debido a su actividad anticancerigena, antimicrobiana, antioxidante y antiviral. En diferentes
investigaciones se les ha conferido un potencial para ser empleados como terapias alternativas
contra distintas patologias. En el presente estudio, se evalu6 el efecto del AG y RVT sobre los
microorganismos de la microbiota intestinal (MBI): Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei y
la mezcla de cepas Lactobacillus delbrueckii/ Streptococcus thermophilus, con el fin de conocer
su comportamiento de crecimiento en presencia de los polifenoles antes mencionados,
ademas de evaluar el efecto de estos sobre una cepa enteropatdgena de Escherichia coli. Esto
debido a que se pretende obtener el conocimiento necesario para evaluar el posible dafio que
se pudiera generar hacia los probioticos en caso de que en un futuro se emplee al AG o RVT
como una terapia alternativa que se administre de forma oral. Ademas, de conocer si es posible
gue ambos compuestos sean utilizados para inhibir a bacterias patégenas y que a su vez no
afecten a la MBI.

Palabras clave: &cido galico, resveratrol, probiéticos, microbiota intestinal.
Abstract

Gallic acid (GA) and resveratrol (RVT) are polyphenolic compounds that have been widely
studied due to their anticancer, antimicrobial, antioxidant and antiviral activity. In different
studies, they have been cataloged as alternative therapies against different pathologies. In this
study, the effect of GA and RVT was evaluated on microorganisms of gut microbiota:
Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei y la mezcla de cepas Lactobacillus delbrueckii/
Streptococcus thermophilus to know the growth behavior using the polyphenols afore
mentioned and to know their effect on a pathogenic strain of Escherichia coli. This due to it is
pretend to obtain the necessary information to evaluate possible damage that could generate
to probiotics in case that in future GA and RVT can be used as an alternative therapy that is
administrated in oral form and to know if both compounds may be used to inhibit pathogenic
bacteria and do not affect the gut microbiota.

Keywords: gallic acid, resveratrol, probiotics, gut microbiota.
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Introduccioén

Los polifenoles son compuestos ampliamente biodisponibles en la naturaleza; en las ultimas
décadas han cobrado un gran interés en estos compuestos debido a las propiedades
biologicas que presentan. Ejemplo de estos compuestos son el AG y RVT, ambos pueden
encontrarse en diferentes alimentos y bebidas como lo son los frutos rojos, uvas, nueces, vino
tinto, té verde, café, entre otros (Dludla y col., 2018; Burns y col., 2002). Tanto el AG como el
RVT han tomado gran relevancia puesto que en diferentes estudios se les confiere
propiedades bioldgicas entre las que se encuentran la actividad antioxidante, anticancerigena,
antiviral y antimicrobiana (Li y col., 2014). Puesto que estos compuestos se pueden ingerir en
la dieta, se les atribuye a ambos, y otros polifenoles la capacidad de modular el crecimiento de
la MBI; la interaccion reciproca entre los polifenoles y la MBI pueden contribuir a la generacion
de beneficios en la salud del huésped (Ozdal y col., 2016).

El tracto gastrointestinal humano (TGI) se encuentra poblado por una gran variedad de
bacterias que forman un ecosistema complejo, a los microorganismos que albergan en él se
les conoce como MBI. Entre los microorganismos que la conforman, se encuentran
Bacteroidetes (Porphyromonas, Prevotella), Firmicutes (Ruminococcus, Clostridium vy
Eubacteria), y Actinobacterias (Bifidobacterium); en menor proporciébn se encuentran los
Lactobacillus y Streptococcus (Azad y col., 2018). La MBI ofrece una variedad de beneficios al
huésped, entre los que se encuentran la proteccion contra agentes patégenos, la regulacién
de la inmunidad del huésped, el mantenimiento del epitelio intestinal y ritmo normal del
peristaltismo (Thursby y Juge, 2017).

Se ha comprobado que existe una relacion entre la actividad y composicién de la MBI, y la
salud o enfermedad en el ser humano. La composicion de la MBI se encuentra alterada en
algunas patologias como cancer (particularmente de colon), colitis, diabetes, desordenes
inflamatorios e inmunolégicos, obesidad, asma, e incluso desordenes psiquiatricos (Suvorov,
2013; Azad y col., 2018). Para modular la composicién de la MBI se ha recurrido en diversas
investigaciones al empleo de microorganismos, por lo general bacterias acido-lacticas (BAL),
gue actien como probidticos y asi tratar de mejorar la condicion de una determinada patologia.
Los probiodticos hacen referencia a aquellos microorganismos que confieren beneficios a la
salud cuando se administran en las cantidades adecuadas (Sédez y col., 2015). Los principales
microorganismos que se utilizan como probiéticos (Tabla 1) son los géneros: Lactobacillus,
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc y Bifidobacterium (Azad y col., 2018).
Particularmente, en el presente estudio se emplearon bacterias del género Lactobacillus y
Streptococcus: L. brevis, L. casei, y una mezcla de las cepas de L. delbrueckii/S. thermophilus.
Estas bacterias pueden ser encontradas en productos fermentados o como parte de la MBI
humana (Feyereisen y col., 2019; Zanni y col., 2017).
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El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del AG y del RVT sobre las cepas de
microorganismos probiéticos mencionadas anteriormente y a su vez sobre una cepa
enteropatégena de E. coli.

Tabla 1. Algunas cepas bacterianas utilizadas como probioticos. (Azad y col., 2018; Kechagia

y col., 2013)
Lactobacillus | Streptococcus | Bifidobacterium | Leuconostoc
L. brevis S. lactis B. brevis L. .
mesenteroides
L. casei S. thermophilus B. lactis
L. casei shirota B. bifidum
L. delbrueckii
L. plantarum

Materiales y métodos
Reactivos

El AG utilizado fue marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Por otra parte, el RVT fue
adquirido de una fuente comercial mexicana (Ciudad de México, México). Los medios Man
Rogosa Sharpe (MRS) y Mueller-Hinton (MH) fueron adquiridos de Laboratorios
DIFCO/Becton-Dickinson y Co (MD, EUA).

Evaluacioén del crecimiento microbiano

La realizacién de las pruebas microbiologicas se llevd a cabo en una campana de flujo laminar
VECO®, modelo BH-c12. Las BAL utilizadas fueron las siguientes: Lactobacillus brevis,
Lactobacillus casei y Lactobacillus delbrueckii/Streptococcus thermophilus. Las cepas fueron
donadas por el Departamento de Biorrefineria y el Departamento de Investigacién en Alimentos
de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UAdeC. Aunado a estas, se utilizé una cepa de E.
coli enteropatégena suministrada por el Departamento de Nanobiociencia de la UAdeC. Las
BAL se cultivaron en caldo MRS mientras que E. coli en medio MH, tanto las BAL como E. coli
se cultivaron a 37 °C por 24 horas en una incubadora PolyScience®, modelo 8006.
Posteriormente, se realizé un ensayo de evaluacién de inhibicién por monitoreo de la densidad
optica (DO) en placas de 96 pozos. Las BAL y E. coli fueron incubadas en caldo MRS y MH
respectivamente, por 24 horas. Cada pozo fue inoculado con 5 puL de cada suspension
bacteriana ajustada previamente a una concentracion de ~1.5x108 cel/mL correspondientes a
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0.5 escala de McFarland y 195 pL de cada tratamiento a concentraciones de 62.5, 125, 250,
500, 1000 y 2000 ppm, tanto para AG como RVT. Las placas fueron incubadas a 37 °C por 24,
48y 72 horas. Las lecturas se realizaron cada 24 horas a 600 nm en un lector de absorbancia
de microplaca TECAN sunrise TC.

Resultados y discusiones

En general, los efectos obtenidos fueron dependientes de la concentracion, del compuesto
utilizado y de la cepa que se evalud. Esto tiene relacién con lo reportado por Collombel y col.
(2019) quienes mencionaron que los compuestos polifendlicos pueden activar o inhibir el
metabolismo de un microorganismo dependiendo de sus estructuras y concentraciones. Se
obtuvieron diferentes resultados para cada una de las cepas probadas. Particularmente, el AG
generd un efecto menos téxico que el RVT en todas las cepas probadas, especificamente en
las BAL, el maximo porcentaje de inhibicidbn generado por este compuesto se da en L. brevis
y corresponde a 18.5 % utilizando AG a 500 ppm, sin embargo, para L. delbrueckii/S.
thermophilus y L. casei los porcentajes maximos de inhibicion son de 7.035y 2.797 % a 1000
y 2000 ppm, respectivamente (Tabla 2). Incluso, en la cepa de L. delbrueckii /S. thermophilus
el crecimiento fue mayor comparando con el control, utilizando de 62.5 a 500 ppm de AG
(Figura 1), esto resulta equiparable a lo reportado por Sabel y col. (2017) quienes obtuvieron
una estimulacién de diferentes BAL, empleando AG en concentraciones de 250 y 500 ppm.
Resultados similares se han encontrado con diferentes especies de BAL, por ejemplo, Vivas y
col. (1997) reportaron que, a concentraciones superiores a 200 ppm, el AG podia tener un
efecto positivo particularmente sobre el crecimiento, de L. hilgardii, pero a concentraciones
mayores de 1000 ppm, este compuesto inhibia el crecimiento de la bacteria. Particularmente,
en presencia de diferentes concentraciones de AG, L. casei mantiene su crecimiento de
manera similar al control (Figura 2). El porcentaje de inhibicién encontrado solo fue del 2.79 %
(Tabla 2) a la maxima concentracion probada, en base a esto se pudo determinar que, si bien
el AG no genera inhibicién, tampoco una estimulacién del crecimiento. En otros estudios,
donde han utilizado a diferentes polifenoles, ha sido probada su capacidad de estimular el
crecimiento de L. casei (Chodak y col., 2008), no obstante, depende del polifenol que se
emplee y su concentracion para inducir dicho efecto. Por otro lado, en el caso de L. brevis, el
AG apenas generd una inhibicion a concentraciones de 62.5 a 250 ppm (Figura 3). Sin
embargo, a partir de 500 ppm el AG provoco una inhibicion del 18.5 %, lo cual revel6 de nuevo
gue el efecto de los polifenoles sobre las BAL dependera de la concentracién y el
microorganismo.

Por otro lado, el RVT en general presento efectos diferentes que el AG. Particularmente, en el
caso de L. delbrueckii/S. thermophilus no generd una inhibicidon a la minima concentracion
evaluada, sin embargo, conforme aumenta la concentracion aumenta el porcentaje de
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inhibicién (Figura 1), llegando casi al 50% con una concentracion de 500 ppm y alcanzando un
77% con 2000 ppm (Tabla 2), en el cual asemejo al control positivo (ampicilina). En el caso de
L. brevis, el RVT mantuvo un porcentaje de inhibicién alrededor del 50% con las
concentraciones de 250 a 1000 ppm. Especificamente en el caso de L. casei, el RVT no generd
una inhibicién que sobrepasara el 6%, incluso en la maxima concentracion probada, si bien la
inhibicion aument6 conforme la concentracion, ninguna sobrepaso el 50% a comparacion con
las otras BAL (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentajes de inhibicién obtenidos con los tratamientos de las BAL y E. coli a las 24
horas de tratamiento.
AG: acido gélico, RVT: resveratrol, NI: no se observo porcentaje de inhibicién.

= = = = = =
O O 0] 0) 0 0
< = < = 4 = < = < = < =
L.
delbrueckii/S. | NI NI | 1540 | NI | 1665 | NI | 4571 | 7.04 | 27.10 | 29.90 | 77.09
thermophilus
L. casei 052 | 118 | 017 | 382 | NI | 572 | NI | 559 | NI NI | 2.80 | 5.97
L. brevis 0.85 | 511 | 1.52 | 13.86 | 3.66 | 53.07 | 18.54 | 46.16 | 42.63 | 55.21 | 22.36 | 67.94
E. coli 27.69 | 31.95 | 30.52 | 34.26 | 25.22 | 38.21 | 24.08 | 44.83 | 19.70 | 57.33 | 32.79 | 58.19

Por otro lado, al evaluar la cepa de E. coli, el AG inhibié el crecimiento en todas las
concentraciones utilizadas siendo la de mayor accion la concentracion de 2000 ppm, no
obstante, el efecto de la concentracion no sigue una tendencia conforme al crecimiento, ya que
a pesar de ser la concentracion de 2000 ppm la que inhibié més el crecimiento, la de 62.5 ppm
fue la que le siguiod. Por su parte, el efecto del RVT sobre el crecimiento E. coli dependiod de la
concentracion utilizada. Todas las concentraciones probadas de RVT generaron cierto grado
de inhibicion, no obstante, las que generaron mas fueron las de 1000 y 2000 ppm, siendo estas
muy similares entre si (Figura 4). Los resultados obtenidos con RVT son semejantes a los
reportados por otros autores, tal es el caso de Garcia y col. (2011) quienes reportaron que los
flavonoles y estilbenos (incluyendo el RVT) generaban una potente actividad inhibitoria sobre
algunas cepas de BAL. De igual manera Sabel y col. (2017) obtuvieron una actividad
antimicrobiana elevada contra algunas BAL utilizando RVT a 250, 500 y 1000 ppm.
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Por otra parte, es conocido que tanto el AG como el RVT poseen actividad antimicrobiana
contra diferentes tipos de microorganismos. En el presente estudio, ambos compuestos
generaron cierto porcentaje de inhibicidon contra una cepa enteropatdogena de E. coli (Figura
4). En general, en ambos casos el porcentaje de inhibicién es superior al 20%. Particularmente
en el caso del tratamiento con AG, se obtuvieron porcentajes de inhibicién desde la minima
concentracion probada, el maximo porcentaje (32.79 %) se obtuvo con AG a 2000 ppm (Tabla
2). Esto sugiere que para alcanzar una dosis letal media (DLso) se necesitaria emplear el AG
a una concentracion mas elevada de 2000 ppm, lo cual concuerda con lo reportado por Borges
y col. (2013) quienes obtuvieron una concentracidon minima inhibitoria (MIC) de 1500 pg/mL
(equivalente a 1500 ppm) de AG sobre una cepa de E. coli. Por otro lado, el RVT genero
porcentajes de inhibicion mas elevados a comparacion del AG, los cuales van desde 30 al
58%. Asi mismo se logré obtener la DLso que tuvo un valor de 614 ppm. Esto sugiere que RVT
actué como un notable agente antimicrobiano. En otras investigaciones ha sido probado el
efecto de este compuesto sobre E. coli, Paulo y col. (2010) en su estudio determinaron que la
MIC de RVT sobre E. coli era superior a 400 pug/mL, asi mismo, atribuyeron la capacidad
antimicrobiana de dicho compuesto al hecho de su interferencia en el ciclo celular de la
bacteria, no obstante, otros autores como Hwang y Lim (2015) le atribuyeron al RVT la
capacidad de generar dafio al DNA. En general, de acuerdo con los resultados obtenidos, se
pudo determinar que tanto el AG como el RVT son moléculas prometedoras bactericidas
debido a los diferentes efectos que llegan a generar sobre un determinado microorganismo.
No obstante, estos efectos estan relacionados con la concentracion. Por un lado, se especula
gue el AG, actué modulando el crecimiento de probidticos, al estimular el crecimiento de uno
de estos y mantener el crecimiento de otro sin inhibirlo o estimularlo. A su vez, el AG fue capaz
de generar inhibicidbn sobre un microorganismo patégeno. Asumiendo que tanto probidticos
como patdgenos se pueden encontrar en la MBI, se sugiere que el AG puede actuar de manera
sinérgica con los probiéticos para lograr la inhibiciébn de patégenos, esto se debe a que los
probidticos son capaces de inhibir a microorganismos patdégenos puesto que son capaces de
producir bacteriocinas (Gillor y col., 2008).

Por otra parte, el RVT puede actuar como un antimicrobiano natural y por ende tiene potencial
para aplicaciones terapéuticas. Esto es relevante debido a que conforme pasan los afios, la
resistencia a antibidticos sigue en aumento, y el desarrollo y blusqueda de compuestos con
potencial antimicrobiano son necesarios para contrarrestar la aparicion de microorganismos
resistentes. Sin embargo, son necesarios mas estudios para evaluar el potencial terapéutico
del RVT (o cualquier otro compuesto natural) solo y en combinacién con antibiéticos actuales
disponibles (Coppo y Marchese, 2014).
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Figura 1. Efecto del AG (A) y RVT (B) sobre L. delbrueckii/S. thermophilus.
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Figura 2. Efecto del AG (A) y RVT (B) sobre L. casei.
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Figura 3. Efecto del AG (A) y RVT (B) sobre L. brevis.
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(A) y RVT (B) sobre E. coli enteropatdégena.
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Se demostré que el efecto del AG y RVT sobre los probiéticos evaluados, dependera de la
concentracion y del microorganismo a evaluar. En general, el compuesto que menos afecté a
los probiéticos fue el AG. El cual, dependiendo de la concentracion puede estimular o mantener
el crecimiento de algunos probiéticos. De igual forma, se demostrd que tanto el AG como el
RVT poseen actividad antimicrobiana contra una cepa enteropatdgena de E. coli, lo cual indica
gue ambos compuestos tienen potencial para aplicaciones terapéuticas futuras.
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