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RESUMEN

Los probioticos, han mostrado efectos benéficos sobre diversos padecimientos como
las relacionadas con la salud digestiva, basado en el equilibrio de la microbiota
intestinal, fortalecimiento del sistema inmunoldgico y sobre todo en la regulacion del
proceso inflamatorio. En ese sentido, el uso de una gran variedad de cepas de
probiéticos es cada vez mas frecuente, por lo que se han desarrollado formulaciones
comerciales que faciliten su ingestion.

En este estudio se realiz6 una formulacion de un probiético comercial en forma de
esporas de Bacillus clausii (sinuberase®) y un antioxidante como resveratrol, con la
finalidad de optimizar el efecto antiinflamatorio.

Para ello se consideraron varios aspectos, la eleccién del probiético que al ser una
espora logro conservarse dentro de un sistema de microencapsulacion para lograr
mantener la dosis que resulto en 1X10%° UCF resultado de estudios de viabilidad,
cantidad que se encuentra entre el rango recomendado para su funcion.

Otro aspecto importante es la propia presentacion, dado que existen opciones de
formulacion basadas en presentacion dentro de lacteos como leche o yogurt, sin
embargo, para facilitar la ingestion se propuso la forma en polvos derivados de un
proceso de microencapsulamiento por secado por aspersion, que permiten
posteriormente presentarlo en capsulas comerciales con la cantidad adecuada.
Complementando la propuesta, también se consider6 la adicion de excipientes de tipo
prebidtico como la inulina o lactosa que pudieran conservar su funcion cémo soporte
nutricional de los probidticos, aungque también se consideran agentes de carga que le
daran estabilidad y conservacion a la formulacion. La adicion de resveratrol un
antioxidante y antiinflamatorio, que se suma a los efectos de los acarreadores y
probidticos.

La evaluacién de la eficacia antioxidante del microencapsulados de probiético o bacilo
con resveratrol (BCRSV) se realiz0 mediante una prueba in vitro por 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), resultando en un 23.5% de actividad antioxidante, siendo este



efecto significativamente superior a los generados por los controles correspondientes
a los acarreadores con resveratrol.

El efecto antiinflamatorio se evalué mediante un biomodelo de inflamacion local
inducido por carragenina en el cojinete plantar de ratas y la cuantificacion de
marcadores inflamatorios como prostaglandinas y factor de necrosis tumoral tisular,
después de una administracion oral en agua de beber que contenian el
microencapsulado (BCRSV), para el grupo control el vehiculo con inulina (VEH) y de
referencia un grupo solo con resveratrol (RSV) y otro con el probiotico (BC),
observandose un efecto antinflamatorio al reducir el volumen del cojinete plantar y
disminucion de marcadores inflamatorios de manera estadisticamente significativa en
el grupo que recibié el BCRSV en comparacion con el los otros grupos.

Esta propuesta sustenta que el microencapsulado de Bacillus clausii y resveratrol,

representa una posibilidad comercial optima como formulacion antinflamatoria.

Palabras clave: probiéticos, resveratrol, inflamacion, secado por aspersion.

ABSTRACT

Probiotics have been shown to have beneficial effects on various ailments, such as
those related to digestive health, based on the balance of the gut microbiota,
strengthening the immune system, and especially in the regulation of the inflammatory
process. In this regard, the use of a great variety of probiotic strains is increasing, and
commercial formulations have been developed to facilitate their ingestion.

In this study, a formulation of a commercial probiotic in the form of Bacillus clausii
spores (sinuberase®) and an antioxidant, such as resveratrol, was developed to
optimize its anti-inflammatory effect. Several aspects were considered for this purpose:
the choice of the probiotic that, being a spore, was preserved in a microencapsulation
system to maintain the dose that resulted in 1X10° UCF because of viability studies, an
amount that is within the recommended range for its function. Another important aspect

is presentation because there are formulation options based on presentation for dairy



products, such as milk or yogurt. However, to facilitate ingestion, a powder form derived
from a spray-drying microencapsulation process was proposed, which allows its
presentation in commercial capsules containing an adequate amount. In line with the
proposal, the addition of prebiotic excipients such as inulin or lactose, which could be
used to facilitate product ingestion, was also considered. The evaluation of the
antioxidant efficacy of the microencapsulated probiotic or bacillus with resveratrol
(BCRSV) was performed via an in vitro test using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), which resulted in 23.5% antioxidant activity, which was significantly higher
than that generated by the controls corresponding to the carriers with resveratrol. The
anti-inflammatory effect was evaluated by means of a biomodel of local inflammation
induced by carrageenan in the rat plantar pad and the quantification of inflammatory
markers, such as prostaglandins and tissue tumor necrosis factor, after oral
administration in drinking water containing the microencapsulate (BCRSV) and in
control group of vehicles with inulin (VEH) and reference groups that only included
resveratrol (RSV) and only the probiotic (BC). We observed an anti-inflammatory effect
by reducing the volume of the plantar cushion and a statistically significant decrease in
inflammatory marker levels in the BCRSV group compared with the other groups. This
proposal demonstrates that microencapsulation of Bacillus clausii and resveratrol is an

optimal commercial option for anti-inflammatory formulation.

Keywords: probiotics, resveratrol, inflammation, spray drying.
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1. INTRODUCCION
1.1 PROCESO INFLAMATORIO

La inflamacion es una respuesta inmunoldgica que protege y preserva la integridad del
organismo, se trata de un mecanismo para mantener la homeostasis en el cuerpo; las
infecciones, dafios tisulares, estrés metabdlico y disfuncidn celular, son factores que
inducen la respuesta inflamatoria (Medzhitov, 2008).

Si bien, la inflamacion como proceso de defensa es indispensable, en ocasiones, su
resolucién no se lleva a cabo de manera adecuada, debido a factores genéticos, y
otras alteraciones o perpetuacion de los inductores como infecciones no resueltas,
proceso de autoinmunidad e incluso la presencia de cuerpos extrafios como resultado
de intoxicaciones o acumulacion de compuestos quimicos como silicio u otros, lo cual
genera un estado crénico de inflamacién, mismo que se asocia a diversas condiciones
de salud como dafio tisular, cancer, entre otras. (Schett y cols., 2018).

Desde el punto de vista fisiologico, la inflamacion busca eliminar al agente o
circunstancia que genera dafo al organismo para poder reestablecer su funcionalidad,
no obstante, para que este proceso de lleve a cabo son distintas las etapas que la
conforman. Inicialmente, los inductores del proceso inflamatorio pueden ser exégenos
y enddgenos, los primeros pueden ser derivados de microorganismos como factores
de virulencia o patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS), o aquellos no
provenientes de microorganismos, como alérgenos, irritantes o sustancias toxicas;
Mientras que los inductores enddgenos son derivados de células, tejidos, plasma y
matrices extracelulares, que se liberan por dafio, estrés, malfuncionamiento o muerte
celular, los cuales en muchas ocasiones dependen de la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) para inducir la respuesta inflamatoria (Medzhitov, 2008).
Posteriormente, los inductores son detectados por sensores/receptores del sistema
inmune, como inmunoglobulinas (ej. IgE), inflamasoma (NALP3), receptores tipo NOD,
de reconocimiento de patrones (PRR) o TOLL (TLRs), que una vez que identifican a
los inductores, generan la liberacion de mediadores inflamatorios (Freire y cols., 2013).



En consecuencia, los mediadores de la inflamacion como aminas vasoactivas,
bradiquininas, IL-6, IL-1[3, prostaglandinas (PGE2) o factor de necrosis tumoral (TNF-
a), los cuales provienen de proteinas plasmaticas o son secretados por células del
sistema inmune (ej. macréfagos y mastocitos), generan alteraciones en la
vascularizacién de tejidos y 6rganos, fiebre, hiperalgesia y dolor, lo cual da lugar a los
signos cardinales clasicos de la inflamacion, que son: enrojecimiento, hinchazén, calor,
dolor y perdida de la funcién (Freire y cols., 2013), aunque no necesariamente estan
presentes en todas las enfermedades inflamatorias (Antonelli y cols., 2023).
Adicionalmente los mediadores de inflamacion favorecen el reclutamiento de otras
células como neutrofilos, granulocitos y monocitos, y por ende la liberaciéon de més
mediadores, lo cual favorece el estado proinflamatorio, mismo que sera resuelto una
vez controlado o eliminado el estimulo inductor, proceso que también es orquestado
por mediadores como lipoxinas, resolvinas, protectinas y factores de crecimiento
(Schett y cols., 2018).

Finalmente, a causa de los mediadores de la resolucion del proceso inflamatorio, se
induce un proceso de reparacion en la zona dafiada tanto por el agresor como la
inflamacion en si, a través de fibroblastos y el desarrollo de nuevas células epiteliales
y angiogénesis (Medzhitov, 2008).

Sin embargo, el tiempo en el que se lleva a cabo la inflamacion, determina si el
resultado es la restauracion de la integridad del tejido u érgano, o por el contrario si
condiciona el desarrollo de complicaciones por una inadecuada resolucion, lo cual
también estara determinado por diversos factores tanto biol6gicos como propios del
estimulo y los mecanismos de induccién de la inflamacién (Antonelli y cols., 2023).
Una vez iniciada la inflamacién se esperaria que su resolucién se diera en pocos dias,
lo cual determinaria un proceso de inflamacién aguda, sin embargo, cuando esta
inflamacion dura entre 2 y 6 semanas, se le define como subaguda, y si persiste mas
alla de este periodo se cataloga como cronica (Hannoodee y cols., 2023; Pahwa y
cols., 2023).

Las causas de la inflamacion aguda pueden atribuirse a sustancias téxicas, irritantes,

virus, bacterias, radiacion ionizante, entre otros, y su desarrollo implica las etapas de



la inflamacion descritas previamente, desde la liberacion de mediadores hasta la
reparacion (Hannoodee y cols., 2023), mientras que la inflamacion subaguda es el
periodo en el cual la inflamacién aguda se establece como cronica.

Por otra parte, la inflamacién cronica se puede deber a microorganismos que no
pueden ser eliminados, alteraciones autoinmunes, estrés oxidativo, cristales de acido
arico, homocisteina, entre otros, lo cual mantiene la infiltracion de células inflamatorias
(macréfagos, neutrdéfilos, linfocitos), citocinas proinflamatorias y factores de

crecimiento a la par del desarrollo de fibrosis y granulomas (Pahwa y cols., 2023).

1.2 TRATAMIENTO DE LA INFLAMACION

Si bien, los estados de inflamacion aguda y las enfermedades inflamatorias comparten
generalidades del proceso inflamatorio, las variantes de los procesos celulares,
organos Yy tejidos, determinan sus caracteristicas; no obstante, el uso de
glucocorticoides y farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son ampliamente

usados para su tratamiento (Sinniah y cols., 2021).

1.2.1 GLUCOCORTICOIDES

Los efectos antiinflamatorios de los glucocorticoides se deben a diversos mecanismos,
como la inhibicién en la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-8, IL-
12, interferon gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral (TNF-a), fosfolipasas,
también por regulaciones transcripcionales inhibiendo a NFkB y por lo tanto
reprimiendo genes proinflamatorios como COX-2 y como consecuencia la inhibicion
de liberacion de prostaglandinas (PGE) (Panettieri y cols., 2019).

Los glucocorticoides también reprimen la expresion de moléculas de adhesion, y
activacion de mastocitos por IgE, lo cual los hace ser altamente efectivos para el
tratamiento de la inflamacion (Vandewalle y cols., 2018), sin embargo, los efectos
adversos por su uso son amplios y condicionan de manera importante su uso tanto
agudo como cronico.

Dentro de los efectos adversos que se generan por el uso de glucocorticoides se

encuentran la atrofia de la corteza adrenal, por la supresion de la hormona



adrenocorticotropica (ACTH), retraso del crecimiento en nifios, por la supresion de
somatotropina, hiperglucemia al inhibir la utilizacion de glucosa y favorecer la
gluconeogénesis, hipertension por el incremento en la produccion de
angiotensindgeno, obesidad y por lo tanto sindrome metabdlico, edema, osteoporosis,

entre otros (Sinniah y cols., 2021).

1.2.2 ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINES)

Por otra parte, los fArmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES), actuan al inhibir
a las ciclooxigenasas y en consecuencia la formacion de prostaglandinas, las cuales
tienen efectos proinflamatorios, de hiperalgesia y vasodilatacion, gran parte de estos
farmacos no son selectivos y actan sobre ambas isoformas de ciclooxigenasas (COX-
1y COX-2), y ambas tienen funciones importantes para en la homeostasis, tanto COX-
1 que es constitutiva y COX-2 que se expresa ante situaciones de dafio celular (Sinniah
y cols., 2021).

La inhibicibn de COXs, tiene implicaciones importantes en la homeostasis
cardiovascular, debido a que esta implicada en la sintesis de tromboxano (TXAz), que
interviene en la vasoconstriccion, agregacion plaquetaria y desarrollo de células
musculares lisas, asi como integridad de del tracto gastrointestinal (Diaz-Gonzalez y
cols., 2023).

A nivel gastrico los AINEs interactian con la mucosa gastrica, disminuyen su
hidrofobicidad, lo cual compromete su estructura y hace susceptible a agresién por el
acido gastrico, pepsina, sales biliares y bacterias al tracto gastrointestinal, esto a su
vez se ve potenciado por la inhibicion tanto de COX-1 y COX-2, que genera una
disminucién de la microcirculacion a nivel gastrico y la secrecién de la mucosa gastrica
(Bjarnason y cols., 2018).

Ante los efectos adversos por el uso agudo y crénico de glucocorticoides y farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, se ha investigado el uso de otras sustancias y
compuestos bioactivos de origen natural, con propiedades antiinflamatorias y menos

efectos adversos, entre los cuales compuestos bioactivos como el resveratrol e incluso



microorganismos probidticos han mostrado resultados prometedores (Knowles, 2023;
Wang y cos., 2023; Nunes y cols., 2020; Milajerdi y cols., 2023).

1.2.3 RESVERATROL

El resveratrol (3, 4', 5-trans-trihidroxiestilbeno) es un compuesto polifendlico con
propiedades antioxidantes que se encuentra en uvas, ardndanos, cacahuates y plantas
medicinales, este se produce como respuesta a estimulos estresantes en las plantas
(Sovak, 2019).

OH
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Figura 1. Estructura de Resveratrol, tomada de DrugBank

La estructura del resveratrol (Figura 1), estd conformada por dos anillos fendlicos,
unidos por un doble enlace estireno, este tiene un peso molecular de 228 g/mol y se
puede encontrar en forma cis y trans, y es este ultimo el que tiene mayor estabilidad
(Tian y cols., 2020). Si bien, el resveratrol es un compuesto con una alta absorcion, su
biodisponibilidad es baja, sin embargo, sus metabolitos, como dihidroresveratrol, 3,4’-
dihidroxi-trans-stilbeno o 3.4’-dihidroxibibenzyl, también pueden ser responsables de
los efectos antiinflamatorios y antioxidantes (Man y cols., 2020).

La biodisponibilidad oral de resveratrol en su forma trans es del 12 %, mientras que el
90% del resveratrol ingerido llega al colon y es metabolizado por el microbiota
intestinal, posteriormente los metabolitos son mayormente sulfatados o glucoronizados
a nivel hepético, llegan a nivel sistémico y pueden regresar a nivel intestinal

nuevamente por las bilis o ser excretados por orina (Mengt y cols., 2021).



El resveratrol como fitoestrégeno, tiene similitud estructural con estrogenos como el
dietilestilbestrol, y ha mostrado su afinidad por receptores de estrogeno, lo cual le
puede otorgar las propiedades anticancerigenas, al actuar como agonista de los
receptores estrogénicos, modular el crecimiento tumoral y sistemas antioxidantes
(Alamolhodaei y cols., 2017). Por otra parte, las propiedades antioxidantes del
resveratrol pueden ser directas o indirectas, de manera directa el resveratrol tiene la
capacidad de neutralizar moléculas oxidantes como radicales hidroxil, peroxido de
hidrogeno o peroxinitritos, pero se trata de un mecanismo limitado, mientras que los
efectos antioxidantes del resveratrol se han atribuido mayormente, mediante la
regulacion de genes (Xia y cols., 2017).

La funcidn del resveratrol como antioxidante mediante la regulacion de genes depende
de la union a diversas proteinas, como SIRT-1, la cual esta involucrada en la regulacién
de catalasas y superoxido dismutasas (SOD), lo que contribuye en la neutralizacién de
especies reactivas de oxigeno (Xia y cols., 2017). Adicionalmente la regulacién de
SIRT-1 por resveratrol también impacta en la expresién de enzimas apoptéticas, de
defensa a estrés, metabolismo de lipidos, adaptaciones metabdlicas, y genes
proinflamatorios como NF-Kb, lo que puede potenciar las propiedades
antiinflamatorias. El resveratrol como molécula antiinflamatoria, ejerce su efecto
también mediante mecanismos adicionales, al intervenir en la produccién de moléculas
proinflamatorias como IFN-y por los linfocitos, o TNF-a e IL-12 por los macrofagos, al

regular la expresion de estos genes en estas lineas celulares (Ren y cols., 2013).

1.2.4 PROBIOTICOS

Los probidticos son microorganismos que han mostrado otorgar beneficios a la salud,
cuando son administrados en cantidades adecuadas (1X10°— 1x10° UFC), estos son
principalmente lactobacilos o bifidobacterias, aunque también levaduras son usadas
como probioticos (Hill y cols., 2014).

Los probidticos desempefian diversas funciones bioldgicas, las cuales se pueden

catalogar en protectoras, metabdlicas y troficas, su mecanismo puede ser directo o



indirecto, aunque gran parte de estas funciones estan involucradas en la regulacion
del sistema inmune (Chiu y cols., 2017).

Los probioticos contribuyen en la respuesta inmune a través de la interaccion directa
con células del sistema inmune como células dendriticas mediante receptores tipo
TOLL (ej. TLR2 — TLR4), lo que genera tolerancia inmunogénica al favorecer la
produccion de citocinas antiinflamatorias y diferenciacion de linfocitos Treg (Yiu y cols.,
2017). Por otra parte, sus metabolitos como propionato y acetato se unen a receptores
como GPR41, GPR43, expresados en monocitos y macrofagos, lo cual genera
respuestas antiinflamatorias y contribuye a un estado de homeostasis inmunoldgica e
incluso de antinocicepcion durante el proceso inflamatorio (Sun y cols., 2023; Liu y
cols., 2023).

Adicionalmente los acidos grasos de cadena corta producidos pueden inhibir a
histonas desacetilasas y por consecuencia la expresion de genes proinflamatorios
como NF-Kb y la reduccién de la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-
a (Rooks y cols., 2023). Especificamente los probiéticos del género Bacillus, también
han mostrado producir acidos grasos de cadena corta y reducir la expresion de TNF-
a y COX-2, lo que también los convierte en probiéticos con potenciales funciones
antiinflamatorias (Lee y cols., 2019).

Si bien, en muchas ocasiones los efectos que pueden otorgar los probidticos o
sustancias bioactivas como el resveratrol son prometedores, no dejan de estar
condicionados por la tecnologia usada para su administracion, ya que es importante
preservar la viabilidad de los organismos vivos, asi como la estabilidad de los
compuestos bioactivos durante su almacenamiento y al ser administrados (Davidov-
Pardo y cols., 2014; Trush y cols., 2023; De Vries y cols., 2018).

1.3 CONSERVACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

Uno de los principales retos al buscar administrar sustancias bioactivas es mantener
la estabilidad de las moléculas como el resveratrol o la viabilidad de los probiéticos,
aungque en ocasiones algunas caracteristicas propias de los probi6ticos como la

esporulacion, contribuyen en la viabilidad, al ser un mecanismo propio de la bacteria



para protegerse, tal es el caso de Bacillus clausii (Trush y cols., 2023; De Vries y cols.,
2018; Khatri y cols., 2019).

Sin embargo, para sustancias bioactivas como el resveratrol, siempre se busca
mantener su estabilidad, al considerar su baja biodisponibilidad, e incluso mejorar la
misma por distintas técnicas de microencapsulacion (Vasisht, 2014; Nahum y cols.,
2021; Toluny cols., 2016).

Es asi, que diversos métodos se han evaluado para la microencapsulacion de
sustancias bioactivas (Figura 2), (Gholamali y Cols., 1988), los cuales se dividen en
fisicos y quimicos, dentro de los métodos quimicos se encuentran la polimerizacion,
coacervacion, gelificacion, generacion de liposomas y en los métodos fisicos se
encuentra la liofilizacidn, extrusion y secado por aspersion principalmente (Madene y
cols., 2020).

MICROCAPSULES
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Figura 2. Microencapsulados. Tomado de Morphology control in encapsulation.

Gholamali y cols., 2023



1.3.1 MICROENCAPSULACION

La microencapsulacion es una técnica empleada para conservar las propiedades de
ingredientes activos propensos a sufrir dafios en determinadas condiciones de
procesamiento o ambientales Entre las condiciones ambientales que pueden afectar a
la actividad del ingrediente se incluyen el oxigeno atmosférico, el pH, la humedad, la
irradiacion de luz y la exposicion a altas temperaturas (Gbassi y cols., 2012).

Los ingredientes nutracéuticos y funcionales como antioxidantes, vitaminas, minerales,
lipidos y probidticos han sido microencapsulados mediante diferentes metodologias, y
se ha identificado una proteccion de polifenoles mayor al 80% cuando se usan
carbohidratos o proteinas como agentes acarreadores, esto se puede atribuir a una
unioén de la regién hidrofilica del flavonoide (grupo hidroxil), que podia unirse mediante
puentes de hidrogeno con los grupos carbonil y amino de las proteinas (Ho y cols.,
2017).

Existen otros parametros a considerar al microencapsular compuestos, como el rango
de difusion de los componentes que conforman a la microcapsula, el cual esta
determinado por el ingrediente activo y la matriz polimérica, para lo cual se necesita
conocer la morfologia, compatibilidad fisicoquimica y termodinamica de ambos
compuestos. También al generarse la microencapsulacion se pueden presentar
distintas configuraciones morfolégicas del sistema, lo cual estara relacionado con la
distribucion del ingrediente activo y la matriz polimérica y tendra repercusiones en su
estabilidad (Vasisht, 2014).

Sin embargo, los dos tipos de encapsulado mas comunes son de depdsito y de matriz,
en el primer tipo de encapsulado una pared se genera alrededor del compuesto activo,
en el encapsulado de matriz el ingrediente activo se encuentra disperso por todo el
material acarreador y también de llega a localizar en la superficie (Nedovic y cols.,
2011).



1.3.2 AGENTES ACARREADORES

Un agente acarreador o encapsulante tiene la finalidad de preservar y proteger
distintos compuestos quimicos ya sean naturales o sintéticos, asi como estabilizar,
separar componentes o controlar su liberacién (Fuchs y col., 2006).

Uno de los agentes acarreadores mayormente usados es la lactosa, la cual ha sido en
algunos casos modificada para mejorar sus propiedades acarreadoras como mayor
superficie y tamafio de poro, lo cual demuestra la gran utilidad que se le puede dar a
los carbohidratos como agentes acarreadores. Otro carbohidrato que también ha sido
utilizado como agente acarreador es la inulina, la cual es un polisacarido proveniente
de la achicoria, conformado por unidades de B-d-fructofuransonil unidas a un grupo
terminal D-glucopiranosa, del cual, una de las ventajas son sus enlaces tipo beta, los
cuales no son degradados en el tracto gastrointestinal superior y permite que los
compuestos bioactivos lleguen en mayor cantidad al colon y sean absorbidos o
metabolizados por la microbiota intestinal, y adicionalmente tiene el potencial de

ejercer un efecto prebidtico (Tan y cols., 2018).

2. ANTECEDENTES

Como se ha mencionado, multiples estudios abalan el efecto beneficioso sobre la
salud, especificamente en la proteccion digestiva para promover el equilibrio de la
microbiota intestinal (Vera-Santander y cols., 2023), multiples formulaciones de
probiéticos han sido utilizadas y disefiados para mejorar su biodisponibilidad, es asi
como se encuentra comercialmente presentaciones que van desde productos lacteos
como el Yakult®, (Lactobacillus casei) y otras presentaciones en capsulas que también
solo contienen una sola cepa como Floratil® (Saccharomyces boulardii), Culturelle®
(Lactobacilus rhamnosus), Align® (Saccaromyces boulardii) y Microbitic Fit®
(Bifidobacterium lactis BPL1), otras capsulas contienen varias cepas como BioGaia®,
(Lactobacillus reuteri 'y Lactobacillus protectius), Probrainbiotics Max®
(Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Lactobacillus

helveticus, Lactobacillus plantarum), Lactipan®, (Lactobacillus acidophilus,
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Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium infantis, Streptococcus
thermophilus) y sobre todo capsulas que contienen Bacillus clausii en forma de espora
como Enterogermina® y Sinuberase®, en todos los casos se consideran como
suplemento nutricional.

El uso de probidticos de una sola cepa puede tener la ventaja de son utilizados para
un efecto especifico como Lactobacilus rhamnosus que es indicado para diarrea (Guo
y cols., 2019) y Saccharomyces boulardii para infecciones intestinales (Ragan y cosl.,
2022), la desventaja puede ser que, al ser solo una cepa, el efecto puede limitarse a
su accion. Los probidticos con varias cepas puede ofrecer beneficios complementarios,
dado que la combinacion de Bifidobacterium y Lactobacillus pueden equilibrar la
microbiota intestinal y por eso la salud intestinal, digestién e inmunidad (Kazmierczak-
Siedlecka y cols., 2020). La desventaja de combinar cepas es la posible competencia
entre si y la reduccion de su efectividad y los efectos de una combinacion pueden no
ser estudiados como las cepas individuales. Sin embargo, para algunos problemas
especificos como infecciones, sindrome de intestino irritable o diarrea, una cepa en
particular puede ser la indicada, mientras que para un mejoramiento del estado de
salud en general, asi como para el fortalecimiento del sistema inmune, las
combinaciones pueden ser mejor (Madsen y cosl., 2001).

También el tipo de cepa, por ejemplo, una ventaja que ofrecen las cepas como la de
Bacillus claussi es la forma de espora, que le permitira mayor estabilidad (Acosta-
Rodriguez-Bueno y cols., 2022).

No se han encontrado que comercialmente se combine probidticos con antioxidantes
para potenciar el efecto antioxidante e incluso el efecto antinflamatorio, lo cual puede
ser una estrategia benéfica para resalta las cualidades de esta terapia alimentaria para

cuidar la salud.

3. JUSTIFICACION
Actualmente en las enfermedades inflamatorias, se estudian los mecanismos
subyacentes donde los probiéticos y compuestos bioactivos como resveratrol, pueden

ejercer su efecto antinflamatorio.
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Si se parte de que la inflamacion es un proceso de defensa local del organismo ante
un dafio celular, y que gran parte de su mecanismo es inmunoldgico, dado que a partir
de esta irritacion quimica se inicia una cascada de liberacion de mediadores quimicos,
principalmente prostaglandinas, asi como otras citocinas proinflamatorias como el
factor de necrosis tumoral (TNFq), que amplifican este proceso, se producen los signos
clinicos tipicos como edema, dolor, enrojecimiento y pérdida de la funcién del 6rgano
afectado (Medzhitov, 2023).

Como ya se menciond, el resveratrol tiene la capacidad de reprimir la expresion de
citoquinas proinflamatorias, incluidas TNF-q, IL-1f e IL-6, asi como prostaglandinas, a
la par de la expresion de las citocinas antiinflamatorias como IL-10, lo cual le confiere
un importante efecto antiinflamatorio (Malaguarnera, 2019).

Adicionalmente, los probioticos participan en la regulacion de la respuesta inmune y
actualmente se han reportado efectos antiinflamatorios en modelos de inflamacion
inducida por carragenina en roedores (Solanki y cols., 2015), plantedndose que este
efecto también se basa en la capacidad inmunomoduladora de los probioticos, al
encontrarse una disminucion de citocinas inflamatorias sistémicas y un incremento de
inmunoglobulinas a nivel general (Amdekar y cosl., 2023).

Por lo tanto, al tener evidencia de que algunos probiéticos pueden mejorar el
tratamiento en estados inflamatorios (Bungau y cols., 2021). La estrategia de la
formulaciéon y caracterizacion de un microencapsulado para la administracion
concomitante de bacterias probiéticas como B. clausii, a la par de resveratrol que tiene
propiedades antiinflamatorias y prebiéticas, en conjunto con un agente acarreador que
también tiene propiedades prebiéticas como es el caso de la inulina o lactosa, se
podria originar una sinergia en el efecto antinflamatorio, como una alternativa al uso
de analgésicos antinflamatorios no esteroidales (AINES), cuya limitacion son los dafios

enterohepaticos producidos por un uso cronico.
4. HIPOTESIS

Una formulacion de probidtico-resveratrol encapsulado, producira un efecto

antiinflamatorio en modelos de edema inducido por cartagenina en ratas, basados en
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un decremento del edema ademas de una disminucion de la produccién de

prostaglandinas y TNFa.

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Formular y evaluar el efecto de la administracién de un microencapsulado probiotico-

resveratrol en un modelo animal de edema inducido por carragenina, sobre el edema

y niveles de prostaglandinas y TNFaq, a nivel local.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Elaborar un microencapsulado de B. clausii/resveratrol mediante secado por
aspersion, con inulina (IN) o lactosa (Lc) como agentes acarreadores.

Determinar la viabilidad de B. clausii en las distintas formulaciones
microencapsuladas, mediante técnica de extension en placa.

Determinar la actividad antioxidante en las distintas formulaciones
microencapsuladas, mediante la disminucion de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).
Evaluar la morfologia de los microencapsulados mediante microscopia electronica
de barrido (SEM).

Cuantificar los niveles de resveratrol en el microencapsulado candidato, mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR).

Evaluar del efecto antiinflamatorio del microencapsulado B. clausii/resveratrol
(BaCRSV) en comparacion con sus componentes individuales: B. clausii (BaC),
resveratrol (RSV) y agente acarreador (IN o LC), en un modelo de edema inducido
por carragenina en rata.

Evaluar la concentracion de prostaglandina (PGE2) y TNF-a a nivel local

(subplantar) de la rata después de la administraciéon de BaCRSV, BaC, RSV.

6. DISENO EXPERIMENTAL
6.1 PRIMERA ETAPA: ELABORACION DEL MICROENCAPSULADO
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La primera etapa del estudio consistio en la formulacion, elaboracion del
microencapsulado mediante secado por aspersion y su posterior caracterizacion,
mediante la evaluacién de viabilidad de B. clausii, morfologia del microencapsulado

por microscopia electronica de barrido y actividad antioxidante mediante DPPH (Figura

3).
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Figura 3. Disefio experimental de la primera etapa, correspondiente a la formulacion

y caracterizacion del microencapsulado.

6.2 SEGUNDA ETAPA: EVALUACION IN VIVO DEL MICROENCAPSULADO

La segunda etapa del estudio consistio en la evaluacion antinflamatoria del
microencapsulado, en ratas Wistar macho y hembra (n=6), la cual consistié en la
administracion del microencapsulado y sus componentes de manera individual por 15

dias, para posteriormente inducir la inflamacion en la pata trasera derecha del modelo
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animal con carragenina y determinar el grosor o edema, asi como marcadores de

inflamacion PGE2 y TNF-a a nivel subplantar local (Figura 4).
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Figura 4. Disefio experimental de la segunda etapa, correspondiente a la evaluacion

del efecto antiinflamatorio in-vivo del microencapsulado.

7. MATERIAL Y METODOS DE LA ETAPA 1

7.1 LUGAR DE REALIZACION

La elaboracion del microencapsulado mediante secado por aspersion, ensayos de
viabilidad y cuantificacion de resveratrol, se realizaron en el Laboratorio de

Farmacologia correspondiente a la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
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Auténoma de San Luis Potosi. La determinacion de la actividad antioxidante y
morfologia del microencapsulado se realiz6 en el Centro de Investigacion de

Materiales Avanzados (CIMAV), en Monterrey, Nuevo Leon.

7.2 MATERIALES

Los materiales utilizados fueron, Inulina (99.9%), y a-Lactosa monohidrato, (99%, alL-
H20) adquiridos de Sigma-Aldrich Chemical Co. (Toluca, Edo de México, México). La
cepa bacteriana de Bacillus (Bacillus clausii) esporas en solucién (Sinuberase) se
adquirié de Sanofi-Aventis de México, S.A. de C.V. (Coyoacan, CDMX, México), el
resveratrol (99%) se adquiri6 de Quimica Farmacéutica Esteroidal S.A. de C.V.,
(TlAhuac, CDMX, México), el medio de cultivo agar de soya tripticaseina de Becton
Dickinson S.A. de C.V. (Cuautitlan Izcalli, Edo. de México).

7.3 MUESTRAS

Para las muestras elaboradas mediante secado por aspersion se realizaron seis
formulaciones distintas, las cuales contenian 20g del agente acarreador [inulina (IN) o
lactosa (L)], 10 g de resveratrol (RSV) y 5 ml de solucion de esporas de B. clausii (Bac)
con una concentraciéon de 4x10'? UFC, toda la materia seca se pes6 en bascula
analitica y posteriormente se aforaba a 100 mL con agua destilada (Tabla 1).

Las muestras se elaboraron con las concentraciones mencionadas anteriormente y se
identificaron acorde a sus componentes, BaCRSV, INRSV, BaCIN, BacLRSV LRSV y
BaCL.

7.4 SECADO POR ASPERSION

El secado por aspersion se realizé en un Mini Spray Dryer B290 (BUCHI, Labortechnik
AG, Flawil, Suiza) con las siguientes condiciones, temperatura de alimentacion de 40
°C, flujo de alimentacién de 7 cm3min, flujo de aire caliente de 28 m?h, aspiracion del
70% y presion de 1,5 bar, inlet 210°C y outlet 70°C.
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FORMULACIONES (INULINA)

Muestra | Agente acarreador Antioxidante Probidtico Diluyente
BacINRSV Inulina (20%) Resveratrol (10%) B. Clausii (5%-4x10%2) Agua (65%)
INRSV Inulina (20%) Resveratrol (10%) Agua (70%)
BaclN Inulina (20%) B. Clausii (5%-4x10%2) Agua (75%)
FORMULACIONES (LACTOSA)

Muestra | Agente acarreador Antioxidante Probiético Diluyente
BaclLRSV Lactosa (20%) Resveratrol (10%) B. Clausii (5%-4x1012) Agua (65%)
LRSV Lactosa (20%) Resveratrol (10%) Agua (70%)
Bacl Lactosa (20%) B. Clausii {5%-4x102) Agua (75%)

Tabla 1. Componentes de las seis formulaciones elaboradas para ser

microencapsuladas mediante secado por aspersion.

7.5 VIABILIDAD Bacillus Clausii

La viabilidad de Bacillus clausii de los distintos microencapsulados se determiné
mediante la técnica de extension en placa, con agar de soya tripticaseina (Beckton
Dickinson, Alemania), al realizar diluciones seriadas 1x10' a 1x107’de los
micronecapsulados BaCL, BaCLRSV, BacIN y BaCINRSV y su posterior siembra en
placa.

Las placas se incubaron en condiciones aerobicas durante 48 h a 37°C, en incubadora
incubadora Novatech (Jalisco, México), como control se utilizé la solucion stock de
Bacillus clausii (Sinuberase, Sanofi-Aventis de México, S.A. de C.V.), y una placa
Gnicamente con el agua utilizada para las diluciones.

Para la determinacion del nimero de unidades formadoras de colonias por gramo
(UFC/g), se seleccionaron las concentraciones que presentaban entre 30 y 300 UFC,

y se estimé mediante la siguiente férmula:
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CFU [N° plate colonies x dilution factor]
g mL sample seeded

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se reportaron como media de

los valores calculados.

7.6 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La determinacién de la actividad antioxidante se realiz6 acorde a la metodologia
descrita por Hao (Hao y cosl., 2020), donde el microencapsulado se diluyé en una
solucion con 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) como radical libre. Se afiadieron 1.7
mL de solucién de etanol DPPH* (0.1 mmol/L) a 1.7 mL de muestra microencapsulada
diluida en etanol. Las concentraciones iniciales de polvo de las soluciones fueron de
2,5, 5y 15 pg/mL. La solucién mezclada (3,4 mL) se vertio en una celda de cuarzo de
10 mm de espesor y la capacidad antioxidante se evalué como la disminucion de la
concentracion inicial de DPPH* tras 30 min de preparacion. La variacion de la
intensidad de absorbancia del DPPH* se midié a una longitud de onda de 537 nm en
un espectrofotometro UV-Vis Evolution 220 (Mettler Toledo, Powai Mumbai, India). La

actividad de barrido (%DPPH?*) se calcul6 segun la ecuacion:

Scavenging activity (% DPPH ) = % x100

0

donde Ao es la absorbancia inicial del DPPH*, y A3 es la absorbancia del DPPH*

después de 30 min de afiadir el microencapsulado.

7.7 MORFOLOGIA DEL ENCAPSULADO

La determinacién de la morfologia de los microencapsulados se realizé mediante
Microscopia electronica de barrido (SEM), empleando un microscopio electronico de
barrido SU3500 (Hitachi, Japon) operado a 15 kV en condiciones de bajo vacio de 60
Pa, y con un detector de retrodispersion (BSE), para observar la morfologia de las
particulas. Todas las muestras fueron colocadas en una pelicula de carbono de doble

cara y se observaron sin ningun tratamiento adicional.
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7.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) de una via para establecer un nivel de
significacion de 0,05, y se utilizé la prueba post hoc de la diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey para determinar la diferencia entre medias. Los andlisis
estadisticos se realizaron con el programa estadistico IBM SPSS version 21.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EE.UU.).

8. MATERIAL Y METODOS PARA LA ETAPA 2

8.1 LUGAR DE REALIZACION

El ensayo experimental en modelo animal se realizd en el bioterio de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi, certificado por el Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) con clave
AUT-B-C-0323-092.

8.2 MATERIALES

Los materiales utilizados para el ensayo in-vivo fueron, Inulina (99.9%), adquiridos de
Sigma-Aldrich Chemical Co. (Toluca, Edo de México, México), resveratrol (99%) de
Quimica Farmacéutica Esteroidal S.A. de C.V., (Tlahuac, CDMX, México), Bacillus
clausii en solucion (Sinuberase) de Sanofi-Aventis de México, S.A. de C.V. (Coyoacan,

CDMX, México), microencapsulado BaCINRSV y alimento para roedor Harlan Tekland

8.3 BIOMODELOS Y CONDICIONES

El modelo animal utilizado en el experimento fueron ratas Wistar macho (n=15) y
hembra (n=15), provenientes del centro de Biociencias de la Universidad Autbnoma de
San Luis potosi, las cuales se recibieron con un peso de 64.7 £ 7.4 g los machos y
58.3 + 5.5 g las hembras, posteriormente se les dejo crecer y adaptarse en condiciones
de luz y oscuridad a una temperatura ambiente controlada de 25 + 2°C durante dos
semanas, en grupos de cinco ratas separadas por sexo, hasta alcanzar un peso de

220g aproximadamente.
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8.4 DISENO EXPERIMENTAL

Los grupos experimentales fueron conformados por tres ratas Wistar macho y tres
hembras (n=6), las cuales fueron asignadas de manera aleatoria a los siguientes
grupos, control (n=6), vehiculo (n=6), B. clausii (n=6), resveratrol (n=6) Yy

microencapsulado BaCINSRV (n=6), con las dosis establecidas en la Tabla 2.

Grupo Tratamiento Cantidad Dosis
Control Agua Ad libitum N/A

IN Inulina 05g 0.5 g /dia

BaC B. clausii 87 ul 1.6 x 10 8 UFC/dia

RSV Resveratrol 62 ug 62 pg/dia

.. 3 ,
BaCINRSV | Microencapsulado 05g B. clausii(1.6 x 10~ UFC) /dia
Resveratrol (62 pg)/dia

Tabla 2. Dosis administradas de inulina, resveratrol, B. clausii o microencapsulado

a los distintos grupos experimentales por dia.

Todas las ratas se mantuvieron en cajas individuales para tener control sobre las dosis
ingeridas y se administraron los distintos tratamientos en los bebederos, en cantidades
para 7 dias, el tiempo de administracion fue de 14 dias y en el Ultimo dia se indujo el
edema por carragenina, para posteriormente realizar eutanasia a las ratas por

sobredosis de pentobarbital.

8.4.1 CUANTIFICACION DE RESVERATROL

Con el objetivo de caracterizar al microencapsulado, una vez realizados y pertinentes
los resultados de viabilidad, actividad antioxidante y morfologia microestructural se
selecciono para la evaluacion antiinflamatoria en el modelo animal la formulacion con

Bacillus clausii, resveratrol e inulina (BacINRSV), para lo cual analizo la cantidad de
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resveratrol mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) con la
finalidad de igualar las concentraciones que se han utilizado en la evaluacion en el
modelo in vivo. El equipo CLAR consto de un equipo modular de marca Waters,
conformado por una bomba binaria modelo 1525, un detector de absorbancia de doble
longitud de onda modelo 2487 y acoplado a un autoinyector modelo 717 plus (Waters
Assoc. Milford MA, EUA). Los datos se analizaron con el software Empower Pro

(version 4.0).

8.5 MODELOS DE EDEMA POR CARRAGENINA

La determinacion del nivel de edema se realizé en la pata trasera derecha de las ratas
con vernier digital, donde se inyecto a nivel subplantar 0.1 ml de carragenina al 1 %
diluida en solucion salina al 0.9%.

Posteriormente se monitoreo el volumen de la pata al tiempo O, 1, 2, 4 y 6 horas, para
estimar el porcentaje de inflamacién como aumento en el volumen de la pata, al tener
como base el volumen de la pata inmediatamente después de la inyeccion de
carragenina a las 0 horas.

Una vez terminada la evaluacion del volumen, las ratas se sometieron a eutanasia
mediante sobredosis de pentobarbital (5 mg/mL) y se procedi6 a cortar la pata trasera
derecha donde se indujo el edema, asi como la pata izquierda como control,
posteriormente fueron homogeneizadas en solucién de fosfatos y almacenadas
alrededor de -20°C hasta la determinacion de los marcadores de inflamacion (PGE2 Y
TNF-a).

8.6 DETERMINACION DE PROSTAGLANDINAS (PGE2) Y FACTOR DE NECROSIS
TUMORAL ALFA (TNFa)

La determinacion de prostaglandina (PGE2) y del Factor de Necrosis Tumoral Alfa
(TNF-a), se realizé del homogeneizado tisular de la pata derecha de las ratas,

mediante técnica de ELISA, acorde al protocolo establecido por la marca.
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8.7 ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico se realizé para comparar los diferentes tratamientos en una
prueba de ANOVA una via, mediante Tukey de comparacién con grupo control y una

p menor a 0.05.

9. RESULTADOS DE ELABORACION DEL MICROENCAPSULADO
9.1 VIABILIDAD

Los resultados de viabilidad de las muestras mostraron una disminucién significativa
en comparacion con el control (Bacilus clausii) 10.28 + 0.03 Log10 UFC/g, (p<0.05).
No obstante, entre las muestras de B. clausii con los distintos agentes acarreadores
como inulina (BacIN = 8.68 + 0.01 Log10 UFC/qg) y lactosa (BacL = 8.66 + 0.07 Log10
UFC/g) no se encontraron diferencias significativas (p>0.05), lo cual muestra que
ambos componentes tienen el mismo efecto termoprotector sobre las esporas de
Bacillus clausii en el proceso de secado por aspersion (Grafica 1), lo cual puede
atribuirse a las interacciones que se crean entre los grupos hidroxilo de lactosa e
inulina con las proteinas de la espora de Bacillus clausii, las cuales pueden impedir la
desnaturalizacion de las proteinas y por lo tanto conservar su integridad (Tantratian y
cols., 2020). Por otra parte, Bacillus clausii al encontrarse en un estado esporulado,
tiene una mayor resistencia a altas temperaturas, como las utilizadas durante el
secado por aspersion (Hayrapetyan y cols., 2016).

La presencia de resveratrol en los microencapsulados de este estudio no mostrd
diferencias significativas sobre la viabilidad de Bacillus clausii (Gréafica 1), BacINRSV
(8.52 + 0.10 Log10 UFC/g) y BacLRSV (8.62 = 0.06 Log10 UFC/g), no obstante, al
compararlas con los microencapsulados sin resveratrol (BacIN y BacLRSV) se observa

una disminucioén en la viabilidad.
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Gréfica 1. Diferencia de viabilidad de B. clausii (control) con los microencpasulados
gue contienen inulina y lactosa, con y sin resveratrol (BaclN, BacINRSV, BacL y
BacLRSV). *** Diferencia significativa de la muestra control analizada mediante

ANOVA de una via y prueba post-hoc de Tukey. P < 0.000.

9.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

En la actividad antioxidante de los microencapsulados se observo que las muestras
con Bacillus clausii y el agente acarreador (BacIN y BacL) tuvieron los parametros mas

bajos en comparacion con las muestras con resveratrol y el agente acarreador (INRSV

y LcRSV) (Grafica 2).
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Grafica 2. Efecto antioxidante de los agentes acarreadores inulina y lactosa,
Unicamente
con resveratrol (INRSV y LcRSV) o B. clausii (BacL y BacRSV).

Por otra parte, también se pudo observar el efecto antioxidante del resveratrol en
presencia de inulina y lactosa como parte del microencapsulado (INRSV y LCRSV)
(Grafica 2), donde el microencapsulado INRSV mostr6 mayor actividad antioxidante
en comparaciéon con LRSV, hallazgo que se puede atribuir a una mayor eficacia de
encapsulacién de la inulina sobre compuestos bioactivos (Silva y cols., 2016), tal como
Ha et al. demostraron, al evaluar al nanoencapsular resveratrol con proteina de suero
e inulina mediante gelificacion ibnica y mostrar que una concentracion de inulina del 1
a 3% mejora la eficiencia de encapsulacion de 79 a 83% (Ha y cols., 2016). No
obstante, la lactosa también ha mostrado estabilizar y proteger compuestos bioactivos

como resveratrol, al mantener su actividad antioxidante (Velasco y cols., 2004), sin
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embargo, el microencapsulado con inulina INRSV mostré ser un mejor material
encapsulante al tener una mayor actividad antioxidante en este estudio.

Respecto a la actividad antioxidante de los micoencapsulados con los tres
componentes (BacINRSV y BacLRSV), el microencapsulado con lactosa (BacLRSV)
mostré actividad antioxidante ligeramente mayor en comparacion con la inulina
(BacLRSV) (Grafica 3), que podria atribuirse a un efecto sinérgico entre los
componentes (Sonam y cols., 2020), aunado a esto B. clausii también puede actuar
como agente fermentador y producir compuestos péptidos fendlicos con capacidad
antioxidante (Rochin-Medina y cols., 2018; Rochin-Medina y cols., 2020), incluso
compuestos antioxidantes como carotenoides y riboflavina (Kotowicz y cols., 2019),
por lo tanto los resultados observados pueden relacionarse con un sinergismo de los
componentes del microencapsulado (Riesenman y cols., 2020; Nicholson y cols.,

2020), frente a radicales libres como DPPH* utilizado en este estudio.
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Gréfica 3. Actividad antioxidante (INRSV y LcRSV) y B. clausii (BacL y BacRSV).
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Finalmente, la actividad antioxidante con la concentracion maxima de
microencapsulado (15 pg/mL) se observé en la muestra con inulina y resveratrol
(INRSV), contrario a las muestras BacL y BacIN que tuvieron la menor actividad,
mientras que todas las muestras con resveratrol (INRSV, LcRSV, BacINRSV vy
BacLRSV) no mostraron diferencias estadisticas significativas (p> 0.05) (Grafica 4),
sin embargo, la disminucion de la actividad antioxidante de BacINRSV en comparacion
con LcRSV se puede atribuir a la capacidad de adsorcion de las esporas de B. clausii
que tienen la capacidad de retener compuestos solubles en las paredes (lIsticato y
cols., 2019; Shi y cols., 2014), asi mismo se ha observado una correlacién entre la
actividad antioxidante de polimeros y el grado de reticulacion, al modificarse las redes
poliméricas de los microencapsulados, que podria retener al resveratrol dentro de la
particula y reducir su disponibilidad para interactuar con el entorno (Spizzirri y cols.,
2020).
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Gréfica 4. Comparacion del efecto antioxidante de los las microencapsulados s
acarreadores inulina y lactosa, unicamente con resveratrol (INRSV y LcRSV) o B.
clausii (BacL y BacRSV). **** Diferencia significativa de la muestra control analizada

mediante ANOVA de una via y prueba post-hoc de Tukey. P < 0.0001
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9.3 MORFOLOGIA MICROESTRUCTURAL

La morfologia microestructural de los microencapsulados BacIN y BacL mostro
particulas esféricas con dimensiones de 2 a 25 pm, adicionalmente los
microencapsulados con resveratrol (INRSV y LcRSV) presentaron estructuras en forma
de varilla de 40 a 60 ym y 10 ym de diametro, particulas que se identificaron como
ricas en resveratrol (70), mientras que las muestras con los tres componentes
(BacINRSV y BacLRSV) mostraron algunas estructuras irregulares, las cuales se

pueden atribuir a la viscosidad de las soluciones previo al secado por aspersion

(Imagen 1).

Microestructura microencapsulados

BaclN BacINRSV

BacLRSV

Imagen 1. Morfologia microestructural de los seis microencapsulados con los
distintos componentes.
INRSV: BacIN, BacINRSV, LcRSV, Back y BaclRSV
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10. RESULTADOS DE LA ETAPA 2
10.1 CUANTIFICACION DE RESVERATROL

Para la cuantificacion de la cantidad de resveratrol del microencapsulado (BaCINRSV),
se realizé en primer lugar la extraccion etanolica del resveratrol desde 1 g de
microencapsulado en 20 mL de una mezcla de acetonitrilo-etanol, esta suspension se
colocd en sonicacion y agitacion constante, hasta que en 2 horas se dej6 precipitar la
materia insoluble y se filtré en papel Whatman # 1, posteriormente se separo el
sobrenadante y se volvi6 a pasar a través de acrodiscos membrana de
polietilentrattrafluoroetileno (PTFE) de 25 mm y poro de 0.45 pm, marca PALL®, para
posteriormente inyectar 10 pyL al equipo cromatografico, cuyas caracteristicas se
detallan en el apartado 7.4.1. Las condiciones cromatografias se establecieron de la
siguiente manera: se seleccion6 una columna Zorbax eclipse plus C18, 4.6 x 75 mmy
3.5 micron, Agilen tecnologies®, una fase movil de acetonitrilo: agua desionizada
(30:70 VIV), a flujo de 1 ml/min y se leyd a una longitud de onda de 360 nm y a
temperatura ambiente (25°C). La curva de calibracién se realiz6 utilizando reactivos
resveratrol grado reactivo (>99,0%, Quimica Farmacéutica Esteroidal, México),
estableciendo las siguientes concentraciones: 1, 10, 25, 50, 100 y 1000 pg/mL, que
corresponden a 0.1, 1, 2.5, 5.0, 10.0 y 100.0 pg (Imagen 2A). La cromatografia
correspondiente al andlisis de la muestra, arrojo una cantidad de 11458.247¢g, que
corresponde a 2.29 mg/g de resveratrol por peso neto del microencapsulado (Imagen
2B). Para ese peso de 2.29 mg/g (124 mg) representa un a perdida del 74% del
resveratrol posterior al secado por aspersion.

En este estudio se observd una eficiencia de recuperacion de 8 g por ciclo, donde la
cantidad inicial fue de 30 g de materia seca (20 g acarreador y 10 g resveratrol), por lo
tanto, el rendimiento calculado fue del 26%, tanto las pérdidas de masa, asi como las

de resveratrol se pueden atribuir a las condiciones del secado, como la temperatura
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entrada, flujo de aire e incluso la Tg de los agentes acarreadores (Ledn-Martinez y
cols., 2010; Tontul y cols., 2017).
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020 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 260 280 j.oc
Minutes

Peak Name | RT Area | % Area | Height | Amount

1| RSV 1.335 15417837 100.00 | 2793503 | 11458.247
Processing Method: R5V1 Project Name: ransRESVERATROL
Processing Method ID: 5371 System: LC_uv
Calibration 1D: 5388 Channel: 2487Channel 1
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Name: RSV: RT: 1.300: Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id: 5389; R:0.999995: R"2:0.999991:
Weighting: None; Equation: Y = 1.35e+003 X - 3.56e+004

Imagen 2. 2A Muestra correspondiente a la muestra de Resveratrol del
microencapsulado BacINRSV.

2B. Curva de calibracion para cuantificacion de resveratrol en CLAR.
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10. EVALUACION ANTIIFLAMATORIA IN-VIVO

La evaluacion del efecto antinflamatorio de los microencapsulados, en modelos in vivo,
se realiz6 metodolégicamente como ya se menciond en la seccién 7.5 mediante el
modelo de induccidn de inflamacion por carragenina, este modelo ha sido ampliamente
utilizado para la evaluacion de proceso inflamatorios subcrénicos, donde un estimulo
inicia el proceso inflamatorio in situ de la pata de la rata y se puede valorar un efecto
de disminucion del volumen ante la administracion de productos a evaluar.

Esta prueba se caracteriza por presentar 3 fases, la fase temprana de 0 a 2 horas
ocurre la liberacion de mediadores celulares como histamina y serotonina que inducen
permeabilidad vascular permitiendo la acumulacion de liquido y activacion de células
inflamatorias en el area afectada. La fase intermedia de 2 a 4 horas, que continua con
la liberacibn o generacion de otros mediadores como bradicinina, que también
incrementa la permeabilidad vascular y activa terminales nerviosas periféricas para
producir hiperalgesia o dolor. La fase tardia se presenta de 4 a 6 horas, donde la
inflamacion es sostenida por la liberacién de prostaglandinas y otros mediadores
derivados del acido araquiddnico, en esta fase se concentran células inflamatorias
como neutrdfilos en el area de inyeccion de la carragenina, lo que contribuye al edema
y el dolor persistente. Este aumento del edema puede persistir hasta 12 horas
(Fehrebacher y cols., 2012).

En la Gréafica 5, se muestran los cursos temporales de los grupos experimentales que
recibieron de manera oral, BaC (grupo con Bacillus clausii), RSV grupo que recibe
Gnicamente resveratrol y un grupo que recibe el microencapsulado BaCRSV,
comparados con los grupos control (que solo se sometieron al inductor de infamacién)
y el grupo de vehiculo, que recibe uUnicamente los componentes base del
microencapsulado como la inulina. Se observa un incremento del volumen de la pata
de la rata después de la administracién local de carragenina y un grupo que no
presenta un incremento de la misma magnitud. Aunque también se observa una
tendencia a disminuir el incremento de volumen en la primera hora, estimando que la

absorcion del microencapsulado se presenta de manera rapida.
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Grafica 5. Cursos temporales del porcentaje del incremento de volumen.

Los datos representa media te.e

Una manera de visualizar la magnitud del efecto general durante todo el periodo de
evaluacion es el célculo del area bajo la curva, de tal manera que con ello podemos
visualizar e incluso estimar si existe diferencia entre estos tratamientos, como se
observa en la Grafica 6. Se observa que todos los grupos tienden a disminuir el
porcentaje de volumen, aunque solo existe una disminucién importante con el grupo
que recibié un tratamiento oral del microencapsulado BCRRSV, que contiene a

Bacillus clausii y resveratrol, lo cual fue estadisticamente significativo, cuando se

compara con el grupo control.
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Gréfica 6. Area abajo la curva del efecto inflamatorio. Los datos representan media +
e.e. Diferencia significativa de la muestra control analizada mediante ANOVA de una

via y prueba post-hoc de Tukey. * p < 0.0169.

10.3 DETERMINACION DE MARCADORES INFLAMATORIOS

Para complementar los resultados observados como los cambios de volumen
inducidos por carragenina, estos resultados se complementan con la determinacion de
marcadores inflamatorios. Como primera opcion se eligié la cuantificacion de
prostaglandinas, dado que son mediadores que se van a sintetizar al inicio del proceso
inflamatorio significando un pivote para la generacion de otros mediadores como
cininas, interleucinas y factores de crecimiento y dado su aporte al proceso en los
principales signos clinicos como vasodilatacion, permeabilidad capilar, sensibilizacion

periférica neuronal, regulacion inmunitaria y fiebre constituye un mediador fundamental
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en el proceso inflamatorio, por lo que suele ser una referencia tisular en muchos
estudios histoldgicos (Freire y cols., 2024).

En los resultados que se derivan de los tejidos del cotonete plantar de la rata expuesta
al estimulo inflamatorio, expresado en la Grafica 7, se observa que los diferentes
tratamientos vehiculo (Inulina), bacilo (BC), resveratrol (RSV) y la combinacion del
bacilo con resveratrol (BCRSV) disminuyeron de manera significativa la cantidad de
prostaglandinas tisulares, lo que concuerda con el proceso inflamatorio observado en

la Grafica 6.
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Gréfica 7. Cuantificacion de PGEz: tisular. Los datos representan media + e.e.
Diferencia significativa de la muestra control analizada mediante ANOVA de una via
y prueba post-hoc de Tukey.

**p <0.0077, *** p <0.0003, **** p< 0.0001.
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Como segunda opcion se determinaron las concentraciones tisulares del factor de
necrosis tumoral (TNFa), este mediador es una citocina proinflamatoria que se produce
desde células inmunoldgicas como macrofagos, linfocitos T y asesinas naturales (NK),
estas se sintetizan desde estimulos infecciosas por activacién de lipopolisacaridos y
su funcién en la inflamacion es también igual que las PGE2, desde estados iniciales o
inflamacion aguda, activando células endoteliales promoviendo la migracion
leucocitaria, ademas de que induce la produccién de otras citocinas proinflamatorias,
quimiocinas y proteinas de fase aguda como la proteina c, que es un marcador de
inflamacion no especifica. Por ello la cuantificacion de TNFa tisular también puede ser

un marcador mas especifico de inflamacion localizada.

* ok ok ok

80

TNF4 (pg/mg tejido)

Grafica 8. Cuantificaciéon de TNFa tisular. Los datos representan media + e.e.
Diferencia significativa de la muestra control analizada mediante ANOVA de una via
y prueba post-hoc de Tukey.

*p <0.0341, ** p <0.0321, *** p < 0.0002, **** p< 0.0001.
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Como se observa en la Grafica 8, la determinacion de las concentraciones tisulares de
TNFa aumenta significativamente ante un estimulo inflamatorio comprobando el
biomodelo de induccién de inflamacion por carragenina, sin embargo, después de los
tratamientos con vehiculo (inulina), Bacilo (BCR), resveratrol (RSV) y la combinacion
del bacilo con resveratrol (BSRSV), se observa una disminucion significativa de este
medidor. Sin embargo, solo se puede observar una correlacion del efecto
antiinflamatorio del grupo que recibié el tratamiento de la combinacion del bacilo con

resveratrol (BSRSV), observado en la Grafica 6.

11. DISCUSION GENERAL

La elaboracion del microencapsulado de Bacillus clausii - resveratrol se realizd
mediante secado por aspersién, elegido por la versatilidad, ya que permite el proceso
de elementos o productos como sustancias quimicas, productos farmacéuticos o
alimentos, entre otros (Yan y cols., 2022). Ademas de que esta metodologia muestra
ventajas importantes en el proceso como rapidez y eficiencia de la produccion. En este
estudio se observé una eficiencia de recuperacion de 26 % tanto de acarreador y de
resveratrol, estos valores son cominmente encontrado en otros procesos, aunque el
ideal es una recuperacion del 100%, este valor dista mucho en los procesos de
equilibrio de masa, en donde otros factores estan en juego como la temperatura y flujos
(Igbal y cols., 2021). Aun asi, se podria proponer optimizar el procedimiento para
alcanzar un 50% de rendimiento.

La eleccion del agente acarreador se establecido con inulina o lactosa, que son
sustancias comunmente utilizadas, algunas con desventajas, sobre todo si es aplicado
a alimentos, la lactosa puede no ser la mejor eleccion para personas con intolerancia

a la lactosa, restandole valor al producto, por lo que aunque se trabajé con
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microencapsulados tanto con lactosa como inulina, se elige al final este dltimo, dado
la ventaja de ser un polisacarido con propiedades prebidticas e incluso mostrar
propiedades anti inflamatorias es un producto benéfico para la salud (Qin y cols.,
2023).

Al tratarse de probidticos, la determinacion de la viabilidad de las distintas
formulaciones de los microencapsulados es una prueba, que indica si las cepas han
resistido el proceso, en particular esta prueba se realiza en extension de paca, que
implica la extensidbn de muestras sobre una placa de siembra, para observar el
crecimiento de microrganismos viables en la muestra. Estos resultados concuerdan
con otros autores, quienes han analizado la encapsulacion de probiéticos mediante
secado por aspersion con distintos agentes acarreadores, con la finalidad de
protegerlos durante el proceso, tal es el caso de Araujo Uribe, quien encontré un
aumento de la viabilidad de esporas de Bacillus polymyxa en comparacion con
Lactobacillus delbruekii al utilizar un 35% de maltodextrina como acarreador y un
porcentaje de aspiracion de 60% (De Araujo-Uribe y cols., 2020), asi mismo Utami
observé que el uso de maltodextrina incrementd la viabilidad de Bacillus NP5 al
someterlo a secado por aspersion con una temperatura de entrada de 120°C y salida
de 70°C (Utami y cols., 2020).

Adicionalmente, Romano también evalué el efecto protector de la inulina sobre
Lactiplantiacillus plantarum CIDCA 83114 durante el secado por aspersion, con
temperaturas de entrada de 160°C y salida de 65° C y encontrdé una mayor estabilidad
conforme la actividad de agua (aw) aumentaba y la temperatura de almacenamiento
se aproximaba a la de transicion vitrea (Tg) (Yoha y cols., 2020), adicionalmente se
ha mostrado que la encapsulacion con emulsiones de inulina, pectina, almidon y
salvado de arroz, genera redes estables entre inulina y pectina lo cual preserva la
encapsulacion del probidtico hasta por 90 dias (Maleki y cols., 2020).

También se ha encontrado que los fructooligosacaridos (FOS) pueden mejorar la
eficacia de encapsulacion y conservar el 96% la viabilidad de Lactobacillus plantarum
al microencapsular mediante secado por aspersion (Yoha y cols., 2020), asi mismo,

otros factores que se ha visto pueden condicionar la eficiencia de encapsulacion al
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usar inulina, proteina de suero y nanocelulosa, son el mantenimiento de la presion
osmatica en el entorno intracelular de bacterias y la interaccion de proteinas con
polisacéaridos (Maleki y cols., 2020).

Otras investigaciones han usado lactosa como agente acarreador, no obstante, a
causa de la poblacion que presenta intolerancia a la lactosa, ésta representa ciertas
limitaciones para su uso (Deng y cols., 2015; Silanikove y cols., 2015; Tang y cols.,
2013), sin embargo, autores como Tantratian y Pradeamchai han evaluado la eficacia
de diversos carbohidratos como matrices protectoras de Lactiplantibacillus plantarum
en secado por aspersién y mostraron que carbohidratos con una Tg mayor a 100°C
mejoran la viabilidad celular, tal como la lactosa que tiene una Tg de 119.3°C, la cual
adicionalmente tiene la capacidad de estabilizar las proteinas de las membranas
celulares del probidtico Lactiplantibacillus plantarum (Tantratian y cols., 2020),
mientras que la inulina puede tener una Tg de 175° C (Mensink y cols., 2015).

El efecto del resveratrol puede ser atribuido al efecto antimicrobiano que el resveratrol
puede tener sobre algunas bacterias como Bacillus Cereus (Mora-Pale y cols., 2015),
observaciones que concuerdan con autores como Ma et al. quienes atribuyen el efecto
antibacteriano de resveratrol contra patdgenos al inhibir el transporte de electrones, lo
cual genera una disminucion de la division celular (Ma y cols., 2020). No obstante, los
resultados reportados en este trabajo muestran que la concentracion de Bacillus clausii
en las distintas formulaciones (BaclN, BacL, BacINRSV, BacLRSV) posterior al secado
por aspersion, presentan las concentraciones necesarias para ejercer un efecto

probidtico, la cual debe ser mayor de 1 x 108 UFC/g (De Melo-Pererira y cols., 2018).

Para la actividad antioxidante en las distintas formulaciones microencapsuladas,
mediante la disminucién de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), se observé que los
acarreadores tanto la inulina como lactosa no se caracterizan por tener propiedades
antioxidantes, algunos estudios han indagado sobre su potencial antioxidante, tal es el
caso de Pasqualetti quien observo que la inulina secada por aspersion tuvo una
capacidad antioxidante de 0.8 nmolTE/mg en muestras de células de coldn, sin

embargo la actividad antioxidante se podria atribuir a la reactividad de las células de
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colon con las especies reactivas de oxigeno (ROS) en presencia de inulina y no
directamente a la actividad del polisacarido (Pasqualettiy cols., 2020); estos resultados
gue concuerdan con Shang que demostrd que la inulina por si sola tiene una actividad
antioxidante minima, pero una vez administrada en un modelo animal la actividad
antioxidante aumenta significativamente (Shangy cols., 2018).

La actividad antioxidante de la lactosa también se le ha atribuido a su capacidad de
formar productos de en la reaccién de Maillard con proteinas (Velasco y cols., 2004),
por consiguiente, al ser la lactosa un carbohidrato reductor, tiene la capacidad de
interactuar con la espora de Bacillus clausii y generar productos de Maillard durante el
secado por aspersion, lo cual concuerda con los resultados observados en este
estudio, donde ambos microencapsulados, tanto BacIN como BacL, mostraron una

minima actividad antioxidante.

Por otra parte, la evaluacién de la morfologia de los microencapsulados mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM), tal como Estevinho lo identificaron al
preparar microencapsulados con quitosano que tiene una alta viscosidad (Estevinho y
cols., 2020). Asi mismo, la temperatura de salida puede ser otro factor para el
desarrollo de estructuras irregulares, donde entre mayor sea la temperatura de salida
se presentan estructuras mas lisas, como lo observo Littringer et al. al evaluar el efecto
de la temperatura de salida en el secado por aspersion de sistemas de manitol en la
morfologia de las particulas y encontr6 que una temperatura de 102°C genera
estructuras lisas en comparaciéon con 67°C donde obtuvo estructuras rugosas
(Littringer y cols., 2010), adicionalmente el tipo de agente acarreador también
desempefia un papel importante en la morfologia, como Tobin et al. lo demostré al
evaluar el efecto de la inulina sobre las propiedades estructurales de particulas de
proteina de suero y lactosa, e identificd que conforme aumentaba la proporcion de
inulina las estructuras quebradizas disminuian (Tobin y cols., 2010), resultados que
concuerdan con la presencia de estructuras quebradizas en las muestras con lactosa
(BacL y Bac LRSV).
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Finalmente, todos los microencapsulados de este trabajo presentaron estructuras
mayormente lisas, con una temperatura de salida de 70°C, si bien en las micrografias
SEM no muestran evidencia clara sobre la presencia de Bacillus clausii dentro o fuera
de los microencapsulados, los resultados de viabilidad demostraron la conservacion
de las esporas de la bacterias posterior al proceso de secado, lo cual indica que las
bacterias estan siendo encapsuladas de manera efectiva, mientras que aquellas fuera
del material pudieron ser degradadas y por lo tanto no observables en las micrografias,
sin embargo mas estudios son necesarios para validar ésta hipotesis.

Es importante sefialar también que el método que se utilizé para cuantificar los niveles
de resveratrol en el microencapsulado, mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucién (CLAR), permitid determinar la cantidad que se mantiene sin cambios
después del proceso de secado por aspersion. Se determino la pérdida del 70% de la
cantidad de resveratrol, después del proceso de secado por aspersion, resultados
similares a los encontrados por Leyva Porras et al., donde encontré una disminucion
del 90% de resveratrol posterior al secado por aspersion con maltodextrina (Leyva-

Porras y cols., 2019).

En general existen una gran cantidad de estudios que se han centrado en el estudio
de probidticos en biomodelos de enfermedades gastrointestinales como de colitis,
colitis ulcerativa, diarrea, etc. (Peran y cols, 2007; Ladda y cols., 2023; Xie y cols.,
2022; Pan y cols., 2022) que precisamente estan enfocados en el uso de probidticos
como ayuda a la terapia. Pero existen limitados estudios en donde se evaluaron el
efecto de probidticos en modelos de inflamacion local inducidos por carragenina como
el caso de Lactobacillus fermentum MCC 2759, Lactobacillus fermentum MCC 2760
and Lactobacillus delbrueckii MCC 2775, encontrando in porcentaje de inhibicion de
15, 14 y 14.8% respectivamente (Archer y cols., 2015). Por otra parte, Amdekar en un
estudio en el mismo modelo de inflamacion y utilizando la cepa de Lactobacillus
rhamnosus encontré un porcentaje de inhibicion de 66% y una disminucion de citocinas
proinflamatorias en suero como interleucinas 6, 1B, 17, 4 y 10 y el factor de necrosis
tumoral (TNF)-a (Amdekar y cols., 2016).
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También existen pocos estudios que impliquen evaluacion biolégica de las
formulaciones de probidticos microencapsulados. En ese sentido se tiene referencia
de un primer estudio donde se analiza el efecto de una combinacién de Lactobacillus
sporogenes Yy Bifidobacteria bifidum en solucion y microencapsulada, encontrando un
porcentaje de inhibicion de edema de 37% y 43% respectivamente, en este estudio se
observa que un proceso de microencapsuacion podria mejorar la formulacion para
eficientar su efecto bioldgico (Solanski y cols., 2015). En otro estudio mas reciente, se
evallan cepas como Lactobacillus mucosae AN1 y Lactobacillus fermentum SNR1 en
un modelo de inflamacién inducida por carragenina y adyuvante de Freund,
encontrdndose que la administracion por via oral junto con el alimento a ratas, tanto
en soluciones o en forma microencapsulada exhiben un porcentaje de inhibicion en el
grosor de la pata del 85 + 13 % y del 77 + 25 %, respectivamente, asociado con una
regulacion negativa de los genes de citocinas proinflamatorias en los tejidos de la pata
de rata (Ayyanna y cols., 2018). Estos estudios refuerzan nuestro resultado, puesto
gue también encuentran efecto antiinflamatorio en cepas de probioticos, en este
estudio se encontré que para la cepa de Bacillus clausii microencapsulado, mostro un
porcentaje de disminucién de un 30% y un porcentaje mayor de reduccién de 50%, del
bacilo junto con resveratrol, cuyo aumento del efecto antinflamatorio se explica por los
efectos aditivos.

La disminucién de prostaglandinas y factor de necrosis tumoral tisulares, explica el
efecto antiinflamatorio local observado en los grupos experimentales que recibieron el
probiético y la combinacion con resveratrol, y esta disminucién concuerda con la
disminucién tisular de estos mediadores en otros estudio como el de Ayyanna y cols.
(2018).

12. CONCLUSIONES

En este estudio se disefid y elaboro un microencapsulado de Bacillus clausii y

resveratrol (BcRSV), mediante la técnica de secado por aspersion. La optimizaciéon de
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este proceso se establecio en factores como concentracion de Bacillus clausii, (10.0
Log10 UFC/g) y resveratrol (10g), el acarreador (20 g de inulina) y de las temperaturas
de alimentacioén: 40 °C, flujo de alimentacién de 7 cm3min, flujo de aire caliente de 28
m3/h, aspiracion del 70% y presion de 1,5 bar. Las temperaturas de entrada y salida
se fijaron en 210 y 70 °C, respectivamente. Se recupero un 26% de los compuestos

activos iniciales, mostrando una aceptable recuperacion.

El microencapsulado BcCRSV mediante microscopia electronica de barrido, presento
una morfologia de particulas forma irregular, que resultaron de las correspondientes a
las particulas esféricas del rango de 2-25 um) de resveratrol, pero el acarreador de
inulina promueve la presentacion de varilla con una longitud de 40-60 um y 10 ym de

diametro.

Dado que, en el proceso de secado por aspersion, los compuestos activos se someten
a temperaturas altas, se realiz6 la prueba de viabilidad, realizado mediante siembra de
diluciones de Bacillus clausii (sinuberase ®), como referencia, para obtener las
unidades formadoras de colonias del microencapsulado de Bacillus clausii y la
combinacion con resveratrol 8,52 + 0,10 y 8,62 + 0,06 Log10 UFC/g, respectivamente.
Lo cual comprueba que nuestro probiético mantiene buena viabilidad en la formulacién

del microencapsulado BcRSV.

La naturaleza antioxidante del microencapsulado se realizé mediante la prueba de
disminucién de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), lo cual mostro que esta propiedad
esta principalmente inherente al resveratrol, y se conserva cuando se combina con
Bacillus clausi al solo disminuir de 27 a 24% actividad de eliminacion de radicales.

Conservando esta propiedad.

Por ultimo, la evaluacion in vivo del microencapsulado BcRSV presenté un efecto
antiinflamatorio de aproximadamente un 50%, el cual es un resultado de una
administracion subcrénica de 15 dias en ratas wistar, por lo que resulto ser mayor a
otras eficacias reportadas para otros probioticos que estriba entre un hasta un 20%,

ademas de sobresalir el efecto que suma el resveratrol en el microencapsulado. Los
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niveles tisulares de PGE2 y TNF-a concuerdan con el efecto antinflamatorio, pues sus

niveles se redujeron aproximadamente un 37 y 45 respectivamente.

En cuanto a las perspectivas de este trabajo el estudio de los parametros
farmacocinéticos del microencapsulado, especificamente del resveratrol, asi como la
evaluacion del establecimiento de Bacillus clausii a través del analisis de la microbiota
intestinal, podria contribuir a atribuir los hallazgos de una manera mas certera al
microencapsulado, esto derivado de otras variables como los cambios de la microbiota
intestinal por la presencia de Bacillus clausii o el agente encapsulante con propiedades

prebiodticas como la inulina, pueden estar influyendo en los resultados observados.
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