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RESUMEN 

En las últimas décadas, el interés científico por comprender cómo la microbiota 

intestinal influye en la salud, la homeostasis y el funcionamiento de los principales 

sistemas del organismo, incluido el sistema nervioso central (SNC), ha aumentado 

notablemente. En este contexto, el estudio del eje microbiota-intestino-cerebro ha 

evidenciado que ciertos microorganismos y sus metabolitos son capaces de modular 

funciones neurológicas y cognitivas, abriendo nuevas perspectivas para el abordaje de 

trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (EA). 

Entre las estrategias emergentes, el uso de cepas de bacterias lácticas (BL) con potencial 

para mejorar la salud del huésped resulta especialmente atractivo por su capacidad de 

producir metabolitos bioactivos y por su amplio historial de consumo seguro. Debido a 

la gran diversidad de compuestos y beneficios que ofrecen, las BL se perfilan como 

candidatas prometedoras en el campo de la salud mental. El tratamiento convencional 

de la EA combina inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) con fármacos 

antidepresivos, ansiolíticos y antiinflamatorios; sin embargo, persiste la necesidad de 

terapias complementarias. 

En este marco, se evaluó el potencial terapéutico de siete cepas BL autóctonas, 

conocidas por su capacidad de producir compuestos metabólicos de interés, analizando 

su efecto sobre la actividad de AChE, la neuroinflamación y el estrés oxidativo. 

Inicialmente, se identificó a Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581 como capaz 

de reducir la actividad específica de AChE in vitro. A partir de este hallazgo y de 

antecedentes previos, se continuó trabajando con Levilactobacillus CRL 2013, L. 

delbrueckii subsp. lactis CRL 581 y Enterococcus mundtii CRL 35. En cultivos de microglía 

estimulados con oligómeros del péptido beta amiloide (Aβ1-42), las tres cepas mostraron 

propiedades antioxidantes y redujeron la expresión de IL-1β, mientras que únicamente 

CRL 581 y CRL 2013 disminuyeron además IL-6 y TNF-α. 

Considerando estos resultados, CRL 581 y CRL 2013 fueron seleccionadas para su 

evaluación en un modelo murino de deterioro cognitivo inducido por escopolamina. En 

este modelo, ambas cepas mejoraron parámetros conductuales asociados con la 

ansiedad y la memoria, redujeron la actividad de AChE y atenuaron el daño oxidativo. El 
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análisis proteómico de muestras de cerebro reveló que, en machos, la administración 

de las BL se relacionó principalmente con la regulación del tráfico vesicular, la 

remodelación del citoesqueleto y la restauración neuronal, mientras que en hembras 

predominó la modulación de funciones nucleares, regulación transcripcional y 

procesamiento de ARN. 

En conjunto, estos hallazgos respaldan el potencial de L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii 

subsp. lactis CRL 581 como bacterias psicobióticas capaces de modular funciones del 

SNC a través de su consumo, constituyendo alternativas prometedoras como terapias 

adyuvantes en salud mental. 

PALABRAS CLAVE: BACTERIAS LÁCTICAS, EJE MICROBIOTA-INTESTINO-CEREBRO, 

PSICOBIÓTICOS, ACETILCOLINESTERASA, ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
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ABSTRACT 

In recent decades, scientific interest in understanding how the gut microbiota influences 

health, homeostasis, and the functioning of major body systems, including the central 

nervous system (CNS), has grown substantially. In this context, research on the gut– 

brain axis has revealed that certain microorganisms and their metabolites can modulate 

neurological and cognitive functions, opening new perspectives for addressing 

neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease (AD). 

Among emerging strategies, the use of lactic acid bacteria (LAB) strains with potential to 

improve host health is particularly attractive, both for their ability to produce bioactive 

metabolites and for their long history of safe consumption. Due to the wide variety of 

compounds and benefits they offer, LAB stand out as promising candidates in the field 

of mental health. Conventional AD treatment combines acetylcholinesterase (AChE) 

inhibitors with antidepressant, anxiolytic, and anti-inflammatory drugs; however, the 

need for complementary therapies remains. 

In this context, the therapeutic potential of seven native LAB strains, known for their 

ability to produce bioactive metabolites, was evaluated by analyzing their effects on 

AChE activity, neuroinflammation, and oxidative stress. Initially, Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis CRL 581 was identified as capable of reducing specific AChE 

activity in vitro. Based on this finding and previous evidence, further studies were carried 

out with Levilactobacillus brevis CRL 2013, L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581, and 

Enterococcus mundtii CRL 35. In microglial cultures stimulated with β-amyloid oligomers 

(Aβ1-42), all three strains showed antioxidant properties and reduced IL-1β expression, 

while only CRL 581 and CRL 2013 also decreased IL-6 and TNF-α. 

Considering these results, CRL 581 and CRL 2013 were selected for evaluation in a 

scopolamine-induced cognitive impairment mouse model. In this model, both strains 

improved behavioral parameters associated with anxiety and memory, reduced AChE 

activity, and attenuated oxidative damage. Proteomic analysis of brain samples revealed 

that, in males, LAB administration was mainly associated with the regulation of vesicular 

trafficking, cytoskeletal remodeling, and neuronal restoration, whereas in females, 
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modulation of nuclear functions, transcriptional regulation, and RNA processing 

predominated. 

Taken together, these findings support the potential of L. brevis CRL 2013 and L. 

delbrueckii subsp. lactis CRL 581 as psychobiotic bacteria capable of modulating CNS 

functions through their consumption, representing promising adjuvant therapeutic 

alternatives in mental health. 

KEYWORDS: LACTIC ACID BACTERIA, MICROBIOTA-GUT–BRAIN-AXIS, PSYCHOBIOTICS, 

ACETYLCHOLINESTERASE, ALZHEIMER´S DISEASE 
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ABREVIATURAS, SIGLAS Y SÍMBOLOS 

°C Temperatura en grados centígrados 

x g Aceleración de la gravedad 

µL Microlitros 

µM Micromolar 

Aβ Péptido beta amiloide 

ACh Acetilcolina 

AChE Acetilcolinesterasa 

AChEI Inihibidores de la AChE 

ADN Ácido desoxiribonucleíco 

ADNc ADN copia 

ARN Ácido ribonucleico 

ARNm ARN mensajero 

APP Proteína precursora del péptido amiloide, del inglés Amyloid precursor protein 

BL Bacterias lácticas 

ChAT Colina acetiltransferasa 

CDM Medio químicamente definido, del inglés Chemically defined medium 

CEP Proteinasa asociada a envoltura celular del inglés cell-envelope associated 

proteinase 

c. s. p. Cantidad suficiente para 

Da Daltons 

DEPs Proteinas expresadas diferencialmente, del inglés Differentially expressed 

proteins 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DO Densidad óptica 

DPZ Donepecilo 

E. Enterococcus 

EA Enfermedad de Alzheimer 

g Gramos 

g/l Gramos por litro 

GABA Ácido gamma-aminobutírico 

h Hora 

IL Interleuquina 

KDa Kilo Daltons 
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L. Lactobacillus 

LDR Leche descremada reconstituida 

M Metros 

M Molar 

mg/kg Miligramos por kilo 

mg/mL Miligramos por mililitro 

min Minutos 

mL Mililitros 

mm Milímetros 

mM Milimolar 

MRS Medio de cultivo De Man-Rogosa-Sharpe 

MCB Medio condicionado bacteriano 

ng Nanogramos 

nm Nanómetros 

nmol Nanomoles 

p/v Peso por volumen 

PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida 

PBS Buffer fosfato salino 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

ppm Partes por millón 

ROS Especies reactivas del oxígeno 

RPMI Medio Roswell Park Memorial Institute 

s Segundos 

S-Ala Succinil-alanil-alanil-prolil-fenilalanina p-nitroanilida 

SCO Escopolamina 

SDS Dodecilsulfato de sodio 

SF Solución fisiológica 

SNC Sistema nervioso central 

SNE Sistema nervioso entérico 

subsp. Subespecie 

TGI Tracto gastrointestinal 

TNF-α Factor de necrosis tumoral alfa 

U Unidades enzimáticas 
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INTRODUCCIÓN 

Microbiota 

Definición 

La microbiota se define como el conjunto de microorganismos vivos que conviven en un 

entorno común e incluye bacterias, arqueas, hongos, virus, protozoos (Hou et al., 2022). 

A principios del siglo XX, se descubrió que hay una gran variedad de microorganismos 

que coexisten en diferentes sistemas del cuerpo humano. Actualmente, se sabe que 

cada ser humano alberga entre 10 y 100 billones de células microbianas que viven en 

una relación simbiótica, superando en número a las células humanas (Sender et al., 

2016). En los últimos años ha surgido el concepto microbioma, que hace referencia a 

una comunidad compleja de microorganismos, sus genes y metabolitos que habitan en 

un entorno, como el cuerpo humano, y que influyen de manera fundamental en la salud 

del hospedador (Hoffmann et al., 2016). Si bien su definición es compleja y está en 

constante evolución, el microbioma abarca tanto la composición como la función de 

estas comunidades microbianas. Las tecnologías de secuenciación masiva han 

revolucionado la capacidad de estudiar y entender el microbioma, permitiendo 

identificar microorganismos no cultivables y realizar análisis detallados de las 

comunidades microbianas y sus funciones (Ursell et al., 2012). Se estima que el material 

genético del microbioma es 100 veces mayor que el del genoma humano completo (Berg 

et al., 2020). 

Estas comunidades microbianas están ampliamente distribuidas en todo el cuerpo 

humano, incluyendo la piel, boca, vías aéreas, tracto genitourinario y, especialmente, el 

tracto gastrointestinal (Figura 1) (Kennedy & Chang, 2020; Reynoso-García et al., 2022). 
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Figura 1. Distribución diferencial de las comunidades microbianas de acuerdo al sitio anatómico. 

 

La mayor colonización de microorganismos en la piel se encuentra en las glándulas, 

pliegues y folículos, en donde la humedad y nutrientes favorecen su crecimiento. Dentro 

de la microbiota de la piel encontramos bacterias pertenecientes a los filos 

Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria, mientras que los hongos que 

habitan generalmente este nicho pertenecen principalmente al género Malassezia (Byrd 

et al., 2018; Hou et al., 2022). 

Durante mucho tiempo se consideró al pulmón como un órgano estéril, actualmente se 

sabe que existe una comunidad microbiana compleja formada por bacterias, virus y 

hongos que constituyen la microbiota respiratoria (Nguyen et al., 2015; Wypych et al., 

2019). Estos microorganismos desempeñan un papel esencial en la salud respiratoria y 

en la patogénesis de diversas enfermedades pulmonares, interactuando con el sistema 

inmunológico del huésped (Ramírez-Labrada et al., 2020). En pacientes sanos, los 

principales microorganismos que habitan este nicho pertenecen a los filos Firmicutes 
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(incluyendo Streptococcus spp. y Veillonella spp.) y Bacteroidetes (incluyendo Prevotella 

spp.) (Man et al., 2017; Whiteside et al., 2021). 

 
De forma análoga, el sistema nervioso central fue considerado históricamente un 

entorno estéril. Sin embargo, estudios recientes han detectado ADN y estructuras 

bacterianas en cerebros post mortem, tanto de individuos con enfermedad de 

Alzheimer (EA) como de controles sanos (Hu et al., 2023; Ko et al., 2024; Moné et al., 

2023). En algunos casos, se han observado diferencias en la abundancia relativa de 

ciertos taxones en la EA; no obstante, las limitaciones metodológicas y el riesgo de 

contaminación impiden establecer una relación causal en la actualidad (Senejani et al., 

2022). 

La microbiota oral constituye una de las comunidades microbianas más complejas del 

organismo, integrada por bacterias, hongos, virus, arqueas y protozoos que colonizan 

diversos nichos de la cavidad bucal (Baker et al., 2024). Esta comunidad mantiene un 

equilibrio dinámico con el sistema inmune, pero su alteración (disbiosis) se asocia al 

desarrollo de enfermedades periodontales, y recientemente ha cobrado relevancia 

estudiar la relación de la periodontitis con el desarrollo de enfermedades sistémicas 

como la EA (Dioguardi et al., 2020). De hecho, se han detectado en tejido cerebral 

bacterias orales como Streptococcus, Haemophilus, Prevotella, Fusobacterium, 

Porphyromonas, Neisseria, Campylobacter y Alloprevotella, lo que sugiere una posible 

contribución de esta microbiota a la patogénesis de la EA (Emery et al., 2022). 

En hombres, la microbiota del tracto genitourinario es escasa, mientras que en mujeres 

sanas cumple una función clave como barrera contra patógenos. Esta microbiota uro- 

vaginal está dominada por lactobacilos, que reducen el pH vaginal mediante la 

producción de ácido láctico y compuestos antimicrobianos, lo que ayuda a prevenir 

infecciones (Boskey et al., 1999; Hou et al., 2022; Ma et al., 2012). 

Además, esta microbiota tiene un rol esencial en la colonización inicial del intestino del 

recién nacido, fuertemente determinada por el tipo de parto. Durante el parto vaginal, 

los neonatos adquieren principalmente bacterias como Lactobacillus, Prevotella, 

Bacteroides y Bifidobacterium. En cambio, en partos por cesárea, predomina la 

colonización por bacterias cutáneas y hospitalarias, con menor diversidad y retraso en 
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la aparición de géneros beneficiosos como Lactobacillus y Bifidobacterium (Rodríguez et 

al., 2015; Rutayisire et al., 2016). Con el tiempo, la microbiota intestinal del lactante se 

diversifica y se estabiliza hacia un perfil adulto, con influencia clave de la dieta: los bebés 

alimentados con leche materna presentan mayor presencia de Bifidobacterium y 

Lactobacillus que aquellos alimentados con fórmula (Reynoso-García et al., 2022). Este 

proceso de maduración, especialmente en los primeros tres años, es crítico para la salud 

y el neurodesarrollo (Vandenplas et al., 2020). 

Microbiota intestinal 

Los microorganismos presentes en el intestino juegan un papel fundamental en la 

protección contra patógenos, el desarrollo del sistema inmunológico y la salud general 

del huésped. Como se describió anteriormente, el inicio de la colonización de esta 

microbiota tiene lugar al momento del nacimiento y se considera que su madurez se 

produce entre los 2-5 años de edad, permaneciendo relativamente estable durante toda 

la vida adulta (Rodríguez et al., 2015; Vandenplas et al., 2020). 

A pesar de que no existe una definición de microbiota “normal” y teniendo en cuenta la 

gran variabilidad interindividual, se sabe que los individuos sanos comparten un núcleo 

de grupos bacterianos formado por dos filos principales, Firmicutes y Bacteroidetes y en 

menor medida por otros como ser Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, 

Tenericutes y Verrucomicrobia (Álvarez et al., 2021; Rosenberg, 2024). Sus porcentajes 

pueden variar a causa de distintos factores que incluyen la edad, genética, dieta, el estilo 

de vida y el consumo de fármacos, especialmente antibióticos (Rodríguez et al., 2015). 

Función de la microbiota intestinal 

La microbiota intestinal cumple con diferentes funciones en el huésped incluyendo 

nutrición, protección y funciones estructurales. 

Los microorganismos intestinales descomponen carbohidratos complejos como fibras 

que las enzimas humanas no pueden digerir. De esta forma, facilitan la absorción de 

nutrientes esenciales y producen ácidos grasos de cadena corta como el butirato y el 

propionato, beneficiosos para la salud intestinal y general del huésped (Nicholson et al., 

2012; Sonnenburg & Bäckhed, 2016). Algunas bacterias de la microbiota intestinal 

pueden sintetizar vitaminas, como la vitamina K y algunas del complejo B (Molina et al., 
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2009; Torres et al., 2016, 2020), y producir compuestos bioactivos con efectos 

beneficiosos para la salud (Brown et al., 2017; Elean et al., 2020). 

Por otro lado, la microbiota intestinal desempeña un papel crucial en el desarrollo y la 

regulación del sistema inmunológico. Ayuda a entrenar a este sistema para reconocer y 

combatir patógenos, al tiempo que evita reacciones inmunitarias excesivas contra 

diferentes compuestos (Elean et al., 2021; Honda & Littman, 2012). En cuanto a las 

funciones estructurales, el biofilm bacteriano que recubre las mucosas contribuye a 

preservar la integridad de la barrera epitelial y además actúa como barrera protectora 

frente a la invasión de patógenos, compitiendo por recursos y produciendo compuestos 

antimicrobianos que ayudan a prevenir y combatir infecciones (Kamada et al., 2013; 

Pickard et al., 2017). 

Disbiosis 

Aunque la microbiota tiende a ser relativamente estable en un individuo y puede 

recuperar su estado original tras una perturbación, cuando la exposición a factores 

negativos es prolongada o recurrente, los cambios pueden volverse difíciles de revertir. 

Esto resalta la importancia de evitar alteraciones constantes que puedan comprometer 

su equilibrio y funcionalidad. 

Cuando se produce un desequilibrio o alteración en la composición y función de la 

microbiota intestinal hablamos de disbiosis. Esta se manifiesta con un sobrecrecimiento 

de especies patógenas y una disminución de bacterias “beneficiosas”, y estos cambios 

pueden estar asociados a enfermedades y trastornos del sistema gastrointestinal y de 

otros sistemas del cuerpo humano (Cho & Blaser, 2012; GEM Project Research 

Consortium et al., 2016). Dentro de las enfermedades intestinales asociadas a la 

disbiosis se encuentran el síndrome de intestino irritable, la enfermedad celíaca y la 

enfermedad inflamatoria intestinal (Buttó & Haller, 2016). Además, existe evidencia que 

relaciona a este desequilibrio con el desarrollo de otras patologías como la obesidad, 

síndrome metabólico, alergias, enfermedades autoinmunes e incluso neurológicas 

(Haran & McCormick, 2021; Kriss et al., 2018; Levy et al., 2017). Concomitantemente, la 

disbiosis intestinal puede provocar cambios en la respuesta inmune, aumentando la 

permeabilidad epitelial y favoreciendo la translocación bacteriana, lo que lleva a un 
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aumento en el riesgo a desarrollar infecciones (Biedermann & Rogler, 2015; Carding et 

al., 2015). 

Todo esto resalta la importancia de mantener una microbiota equilibrada para la salud 

integral del organismo y actualmente existen diversas estrategias para contrarrestar la 

disbiosis mediante intervenciones terapéuticas dirigidas a restaurar el equilibrio 

microbiano que se detallarán más adelante. 

Eje microbiota intestino cerebro 

La salud del cuerpo humano, la homeostasis y el funcionamiento de los principales 

sistemas, incluido el sistema nervioso central (SNC), están significativamente 

influenciados por la microbiota intestinal. En la última década, ha crecido el interés por 

estudiar el impacto de estos microorganismos en la salud mental a través del eje 

microbiota-intestino-cerebro. Este es un sistema de comunicación bidireccional 

complejo que se establece entre la microbiota intestinal y el cerebro (Cryan & Dinan, 

2012). Se ha observado que un desequilibrio en estos microorganismos está asociado 

con trastornos del estado de ánimo, como la ansiedad y la depresión, y puede afectar el 

comportamiento y la cognición (Carabotti et al., 2015; Meyer-Luehmann et al., 2008). 

Por otro lado, existe evidencia que demuestra que la microbiota intestinal influye en el 

desarrollo y progresión de enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer y el 

Parkinson (Fung et al., 2017; Pang et al., 2026; Sampson et al., 2016; Scheperjans et al., 

2015; Vogt et al., 2017). Esto se debe, en parte, al efecto que tienen los microorganismos 

presentes en el intestino sobre la inflamación, la función de la barrera hematoencefálica 

y a la capacidad que tienen de producir metabolitos neuroactivos. 

La comunicación entre la microbiota y el SNC se produce a través de tres vías principales 

que incluyen mecanismos de señalización nerviosa, inmunitaria y circulatoria (Figura 2). 

El sistema nervioso entérico (SNE) está formado por una compleja red neuronal que 

controla la función gastrointestinal de forma autónoma, regulando la secreción de 

fluidos, la absorción de nutrientes y la contracción muscular intestinal. Además, las 

neuronas que conforman el SNE participan en el intercambio de información entre el 

intestino y el cerebro a través del nervio vago, una de las principales vías de 

comunicación estudiadas en este eje. Se ha demostrado que las señales aferentes del 
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intestino, transmitidas a través del nervio vago, pueden influir en la actividad cerebral 

(Forsythe et al., 2014). 

Otra forma importante de comunicación en este eje se produce a través del sistema 

circulatorio, donde participan neurohormonas intestinales como la serotonina, 

dopamina y ácido gamma-aminobutírico (GABA). Las células neuroendócrinas del tracto 

gastrointestinal, conocidas como células enterocromafines (CE), tienen la capacidad de 

secretar diversas sustancias, donde podemos destacar la producción de serotonina 

(Strandwitz, 2018). Este neurotransmisor afecta la motilidad intestinal y la función 

inmune local. Además, diversos estudios han demostrado que los niveles de serotonina 

en el intestino se correlacionan con los niveles en el cerebro, influyendo en el estado de 

ánimo y la ansiedad (O’Mahony et al., 2015; Yano et al., 2015). 

Por otro lado, se ha descripto que las bacterias intestinales también producen una 

variedad de metabolitos que influyen en el SNC incluyendo ácidos grasos de cadena 

corta (AGCC) como el acetato, propionato y butirato, los cuales pueden atravesar la 

barrera hematoencefálica y actuar sobre el cerebro (Dalile et al., 2019). 

La tercera vía fundamental de comunicación es a través del sistema inmune. Las células 

inmunes, como macrófagos, neutrófilos y células dendríticas, producen compuestos que 

intervienen en la inflamación y el sistema mientérico. La neuroinflamación, mediada en 

gran parte por la composición de la microbiota intestinal, es uno de los ejes centrales de 

las enfermedades neuropsiquiátricas y neurodegenerativas. Las células inmunes del 

intestino pueden liberar citoquinas, como la interleucina-1β y el factor de necrosis 

tumoral α, que actúan a través del eje intestino-cerebro en la corteza prefrontal y el 

hipocampo, influyendo en el estado de ánimo y la cognición (Carabotti et al., 2015; Fung 

et al., 2017). 

En conclusión, el eje microbiota-intestino-cerebro es un sistema de comunicación 

complejo que tiene un impacto significativo en la salud mental y en la progresión de 

ciertos signos de las enfermedades neurodegenerativas. La microbiota intestinal influye 

en la función cerebral a través de vías nerviosas, endocrinas e inmunitarias, 

demostrando su papel esencial en la regulación del estado de ánimo, el comportamiento 

y la cognición. En consecuencia, entender este eje puede ofrecer nuevas perspectivas 
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para el tratamiento y la prevención de diversas enfermedades neurológicas y 

psiquiátricas. 

 

Figura 2. Eje microbiota-intestino-cerebro. El cerebro, el intestino y la microbiota constituyen tres nodos 

de comunicación bidireccional. El sistema inmune, el nervio vago, el sistema circulatorio y el sistema 

nervioso entérico son las principales vías de comunicación. 

Bacterias lácticas y su impacto en el eje intestino-cerebro 

El eje intestino-cerebro proporciona a las bacterias intestinales y sus metabolitos una 

vía de acceso al cerebro, regulando así la expresión de factores clave (Collins et al., 

2012). Estudios metagenómicos han revelado que el microbioma humano tiene el 

potencial de generar numerosas moléculas bioactivas, incluidas histamina, serotonina y 

ácido γ-aminobutírico (GABA) (Wall et al., 2014). Dentro de este grupo de 

microorganismos se encuentran las bacterias lácticas (BL), siendo los géneros 

Lactobacillus y Enterococcus los más abundantes. 

Las BL han surgido en las últimas décadas como actores clave en la interacción del eje 

microbiota-intestino-cerebro (Aguirre-Garcia et al., 2025) y pertenecen a un grupo 

heterogéneo de bacterias Gram positivas, que se caracterizan por ser cocos o bacilos, 

catalasa  negativos,  generalmente  inmóviles,  no  esporulados  y  anaerobios  o 
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aerotolerantes. Producen ácido láctico como principal producto durante la 

fermentación de azúcares (Börner et al., 2019) y ciertas cepas de BL tienen la capacidad 

de producir y liberar compuestos beneficiosos en los alimentos, denominados 

nutracéuticos. Estos ingredientes pueden ser macronutrientes (ácidos grasos 

insaturados), micronutrientes (vitaminas y polioles) o compuestos no nutritivos 

(enzimas hidrolíticas y flavonoides), que pueden estar naturalmente presentes en los 

alimentos, ser añadidos como ingredientes alimentarios o ser producidos in situ por 

ciertas BL (Abedin et al., 2024). 

Algunas especies de BL son consumidas como probióticos ya que pueden sobrevivir a un 

pH bajo y permanecen transitoriamente en el intestino (Khushboo et al., 2023). Los 

probióticos se definen como microorganismos vivos que, cuando se administran en 

cantidades adecuadas, confieren un efecto beneficioso para la salud del hospedador 

(Hill et al., 2014). Es importante destacar que, si bien algunos mecanismos de acción son 

comunes en una amplia variedad de microorganismos probióticos, como la regulación 

del tránsito intestinal o la exclusión competitiva de patógenos (Sanders et al., 2018) 

otros, como los efectos inmunomoduladores, neurológicos o la producción de 

compuestos bioactivos de interés, suelen ser específicos de cada cepa. Esto resalta la 

importancia de realizar estudios que permitan probar el efecto probiótico de una cepa 

bacteriana en particular, ya que este beneficio no puede extrapolarse automáticamente 

a otro microorganismo, incluso dentro de una misma especie (Hill et al., 2014) . 

Independientemente si el mecanismo de acción es especifico o general, es fundamental 

contar con evidencia científica que respalde el beneficio del probiótico para la salud, ya 

sea a nivel específico de cepa o de grupo. 

Tradicionalmente se enfatizó en el uso de microorganismos vivos para obtener un efecto 

beneficioso en la salud del hospedador. Sin embargo, en los últimos años, muchos 

investigadores se han centrado en estudiar directamente los productos del metabolismo 

microbiano y sus beneficios. Si bien su definición sigue siendo objeto de debate, la 

Asociación Científica Internacional de Probióticos y Prebióticos (ISAPP por sus siglas en 

inglés) hace referencia a los “postbióticos” como microorganismos inactivados y/o 

sus componentes que, cuando son administrados en cantidades adecuadas, ejercen un 

efecto benéfico para la salud (Salminen et al., 2021). 
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En este contexto, el uso de ciertas cepas de BL con potencial para mejorar la salud del 

huésped es especialmente prometedor, no solo por su capacidad de producir 

metabolitos bioactivos de interés, sino también por su larga trayectoria de aplicación 

segura y consumo en alimentos. 

Bacterias lácticas como psicobióticos y la producción de 

metabolitos neuroactivos 

El grupo del Dr. John Cryan (University College Cork, Irlanda) acuñó el término 

"psicobiótico" para referirse a aquellos probióticos que, al ser ingeridos en cantidades 

adecuadas, brindan un beneficio a la salud mental (Dinan et al., 2013; O’Riordan et al., 

2025). Algunos de estos microorganismos son capaces de producir sustancias 

neuroactivas, como el ácido gamma-aminobutírico (GABA) y la serotonina, que actúan 

directamente sobre el eje intestino-cerebro. 

Como se mencionó anteriormente, el sistema nervioso entérico juega un papel muy 

importante como intermediario en este eje. Una vez que las moléculas son secretadas 

por los microorganismos en el tracto gastrointestinal (TGI), estas translocan la pared 

intestinal y pueden interactuar con diferentes receptores clave, como los receptores 

tipo Toll y los receptores acoplados a proteínas G, los cuales a su vez inducen las 

correspondientes cascadas de señalización (Foster & Zhou, 2015; Torres‐Fuentes et al., 

2019). 

Entre los psicobióticos, muchos lactobacilos poseen efectos beneficiosos en la salud 

mental mediante la liberación de péptidos bioactivos que pueden llegar a la circulación, 

atravesar la barrera hematoencefálica y finalmente alcanzar el sistema nervioso central 

(SNC). Estos péptidos pueden ser generados por el sistema proteolítico de las bacterias 

que actúa sobre las proteínas de la dieta. Un ejemplo interesante lo constituyen los 

péptidos opioides que pueden originarse a partir de la caseína (Pessione & Cirrincione, 

2016). 

Por otro lado, múltiples estudios han identificado BL de diversos géneros y especies, 

como Lactococcus lactis, Levilactobacillus brevis, Lentilactobacillus buchneri, 

Lactobacillus helveticus, Lacticaseibacillus paracasei, Lactiplantibacillus plantarum, 

Lactilactobacillus sakei, Limosilactobacillus reuteri y Streptococcus thermophilus, con la 
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capacidad de sintetizar GABA. Entre ellas, algunas cepas de L. brevis aisladas de 

productos fermentados destacan por su elevada productividad de GABA, lo que las 

convierte en un foco de interés para aplicaciones biotecnológicas y funcionales (H. Li et 

al., 2010; Wu & Shah, 2017). Este compuesto bioactivo es de gran relevancia debido a 

sus efectos antihipertensivos, antidepresivos y antidiabéticos, y contribuye a la 

señalización del eje intestino-cerebro a través de diferentes vías que incluyen neuronas 

entéricas, células enteroendócrinas y células inmunitarias (Carabotti et al., 2015; Hebert 

et al., 2015). Por otro lado, Bravo et al., 2011 demostraron que una cepa de L. rhamnosus 

era capaz de regular la expresión de diferentes receptores de GABA en el sistema 

nervioso central a través del nervio vago . Estos hallazgos son claves, ya que sugieren 

que las BL pueden ser importantes en el tratamiento de los trastornos relacionados con 

la salud mental, como la inflamación, la ansiedad y las enfermedades 

neurodegenerativas. 

Otro metabolito de interés es el neurotransmisor acetilcolina (ACh). En humanos, la 

enzima colina acetiltransferasa (ChAT) es la encargada de la síntesis de ACh dentro del 

citosol de las neuronas, utilizando dos moléculas precursoras: colina y acetil-CoA. La 

enzima ChAT es considerada un componente celular básico, ya que se expresa en la 

mayoría de las células humanas (Wessler et al., 2003). 

Diversos estudios han destacado que la acetilcolina es sintetizada también por plantas, 

algas y bacterias, lo que la posiciona como una molécula de señalización 

extremadamente antigua en la escala evolutiva. En 1914, se describió una de las 

primeras evidencias de producción de ACh a partir de un microorganismo, el hongo 

Claviceps purpurea (Ewins, 1914). Posteriormente, en 1947, Stephenson y Rowatt 

demostraron que una cepa de Lactiplantibacillus plantarum era capaz de sintetizar este 

neurotransmisor (Rowatt, 1948; Villageliú et al., 2018). En un modelo de Alzheimer 

utilizando ratas albinas se vio que el tratamiento con el probiótico L. plantarum MTCC 

1325 mejoraba el desempeño de los animales en pruebas de memoria y aprendizaje, y 

a su vez, se vio un aumento en los niveles de acetilcolina en el cerebro en comparación 

a los animales del grupo control (Nimgampalle, 2017). Estos resultados son de gran 

importancia ya que la acetilcolina es crucial para la memoria y la cognición. Sin embargo, 
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la función de este neurotransmisor en estos microorganismos y las enzimas 

responsables de su síntesis siguen siendo desconocidas. 

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es otro neurotransmisor esencial, sintetizado 

tanto en el SNC como el SNE del tracto gastrointestinal. La producción en el SNC 

representa solo el 5% de la síntesis total de serotonina en el cuerpo (O’Mahony et al., 

2015). Esta producción se origina a partir del aminoácido esencial triptófano, que debe 

atravesar la barrera hematoencefálica y en el cerebro es hidroxilado a 5- 

hidroxitriptófano (5-HTP) por la enzima triptófano hidroxilasa tipo 2. Luego, el 5-HTP es 

descarboxilado para formar serotonina (Jenkins et al., 2016). 

En la periferia, la mayor parte de la serotonina es producida en el epitelio 

gastrointestinal, donde las células enterocromafines generan aproximadamente el 90% 

de la serotonina total del cuerpo (Margoob et al., 2024). Esta producción es crucial para 

regular diversas funciones, como la secreción de líquidos, la motilidad intestinal y la 

percepción del dolor visceral. 

La microbiota intestinal también juega un papel crucial en la interacción de la serotonina 

gastrointestinal y el SNC, especialmente a través del metabolismo del triptófano. En una 

vía indirecta, la microbiota intestinal influye en la disponibilidad de triptófano y la 

síntesis de serotonina a través de enzimas responsables de la degradación de este 

aminoácido en la vía de la quinureína (Correia & Vale, 2022). En un estudio realizado en 

ratones libres de gérmenes, se observó un aumento en las concentraciones plasmáticas 

de triptófano, lo que resultó en niveles elevados de serotonina en el hipocampo (Clarke 

et al., 2013). 

Algunas cepas bacterianas utilizan el triptófano, limitando así su disponibilidad para el 

huésped y para la posterior síntesis de serotonina (Milligan et al., 1978). Además de 

utilizar este aminoácido para su crecimiento, ciertas bacterias albergan enzimas como 

la triptofanasa, que convierte el triptófano en indol (J.-H. Lee & Lee, 2010). Un equilibrio 

adecuado entre la utilización bacteriana del triptófano y su disponibilidad para la síntesis 

de serotonina es esencial para mantener la homeostasis y la salud general del huésped. 

Por otro lado, algunos investigadores señalaron que ciertas bacterias pueden sintetizar 

triptófano a través de enzimas como la triptófano sintasa, favoreciendo indirectamente 
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la biosíntesis de serotonina (Raboni et al., 2009; Yanofsky, 2007). Además, se describió 

que sorpresivamente ciertas cepas bacterianas pueden producir serotonina a partir del 

triptófano, al menos in vitro (O’Mahony et al., 2015). En un estudio realizado en cerdos, 

se observó que el uso de antibióticos provocó un aumento en la cantidad de 

Lactobacillus amylovorus, lo que se correlacionó positivamente con un incremento en 

las concentraciones de serotonina en el colon. Posteriormente, utilizando células 

epiteliales intestinales porcinas, se encontró que el metabolito microbiano acetato 

generaba un aumento en la expresión de la enzima triptófano hidroxilasa tipo 1 (TPH1), 

regulando así la síntesis de serotonina en células IPEC-J2 (Z. Liu et al., 2023). 

Microbiota y su impacto en enfermedades neurodegenarativas 

Enfermedad de Alzheimer 

Teniendo en cuenta la importancia y el rol de la microbiota intestinal en la modulación 

de la salud mental, en los últimos 10 años han aumentado las investigaciones enfocadas 

en dilucidar el efecto de estos microorganismos y sus metabolitos en los cerebros 

adultos y en los trastornos neurodegenerativos, que usualmente ocurren en personas 

de edad avanzada. 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno que provoca la degeneración de las 

células en el cerebro y es la principal causa de demencia en ancianos, se caracteriza por 

un deterioro cognitivo y la perdida de independencia en las actividades diarias 

personales. En Argentina, se estima que el número de pacientes con EA es alrededor de 

300.000 (Allegri et al., 2007; Calandri et al., 2024; Rojas et al., 2011), mientras que a 

nivel mundial afecta a casi 50 millones de personas. La EA puede clasificarse en dos tipos 

principales: formas familiares (que representan entre el 1-5% de los casos) y formas 

esporádicas (más del 95% de los casos). La EA familiar se caracteriza 

predominantemente por mutaciones genéticas autosómicas dominantes en los genes 

de la proteína precursora de amiloide (APP), presenilina 1 (PS1) y presenilina 2 (PS2), 

que suelen manifestarse entre los 30 y 65 años y progresan de manera rápida. En 

contraste, la EA esporádica, también conocida como EA de inicio tardío, generalmente 

aparece después de los 65 años y está influenciada por una combinación de riesgos 

genéticos, factores ambientales y diversas comorbilidades. Los estudios de asociación 
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de genoma completo (GWAS) y los metaanálisis de genomas completos han identificado 

numerosos loci genéticos de riesgo asociados con la EA esporádica, implicando vías 

relacionadas con la respuesta inmune, el metabolismo lipídico, las placas de Aβ, los 

ovillos neurofibrilares y la endocitosis. Factores no genéticos como los estilos de vida, 

factores psicosociales, ambiente y enfermedades relacionadas con la EA 

(comorbilidades y complicaciones) pueden aumentar el riesgo de desarrollarla, al 

modificar vías biológicas y la susceptibilidad genética, lo que dificulta identificar una 

causa directa de la patología clínica en la EA (J. Zhang et al., 2024). 

Diversas hipótesis han sido planteadas para explicar la etiología de la enfermedad de 

Alzheimer (EA) esporádica. Entre las más reconocidas se encuentra la hipótesis amiloide, 

que propone que la alteración en la producción y el procesamiento del péptido β- 

amiloide constituye el principal desencadenante, y la hipótesis colinérgica, que plantea 

que la disfunción colinérgica desempeña un papel central en el desarrollo de la 

enfermedad. No obstante, hasta el momento no existe un modelo único y 

completamente aceptado que explique de manera integral la patogénesis de la EA (P.- 

P. Liu et al., 2019). 

La hipótesis amiloide plantea que la producción descontrolada de oligómeros tóxicos 

del péptido Aβ42 y la consiguiente formación de ovillos de tau inducen la muerte 

neuronal. Se propone que con la edad o en condiciones patológicas, la proteína 

precursora del péptido amiloide (APP) es escindida de manera anómala por las enzimas 

β- y γ-secretasa, lo que resulta en un desequilibrio entre la producción y eliminación de 

los péptidos Aβ (Aβ40 y Aβ42), generando su acumulación. Un aumento en la proporción 

de Aβ42/Aβ40 promueve su agrupación en oligómeros que inducen neurotoxicidad, 

daño oxidativo y fomentan la hiperfosforilización de la proteina tau, llevando finalmente 

a la muerte de células neuronales y a la neurodegeneración (Breijyeh & Karaman, 2020; 

Kumar et al., 2015; Paroni et al., 2019). 

Otra característica predominante en estos pacientes se atribuye a niveles elevados de 

marcadores inflamatorios y la liberación continua de moléculas proinflamatorias que 

pueden alterar la función sináptica y llevar a la muerte neuronal e inhibir la neurogénesis 

(Leng & Edison, 2021a). En el cerebro, el proceso de neuroinflamación está mediado por 

las células de la glía, que cumplen funciones importantes en el metabolismo y el sistema 
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inmune, actuando sobre la regeneración, nutrición y protección neuronal (Andronie- 

Cioara et al., 2023). Las células de la glía incluyen astrocitos, oligodendrocitos y 

microglía. Los astrocitos proporcionan soporte estructural a las neuronas, participan en 

la formación y mantenimiento de la barrera hematoencefálica y controlan el paso de 

sustancias entre la sangre y el cerebro. Además, contribuyen a la reparación del tejido 

cerebral y juegan un papel crucial en la regulación de la actividad y plasticidad neuronal 

(Santello et al., 2019; Siracusa et al., 2019). Los oligodendrocitos son células gliales 

especializadas en la formación de mielina, esencial para la transmisión eficiente de 

señales nerviosas en el sistema nervioso central. Cada oligodendrocito puede envolver 

múltiples segmentos de los axones, formando la vaina de mielina, lo que permite que 

los impulsos nerviosos se transmitan de manera rápida y eficiente a lo largo de las 

neuronas (Kuhn et al., 2019; Mrak et al., 1995). 

La microglía actúa como la principal célula inmunitaria del SNC y desempeña un papel 

clave en la respuesta inmune y la defensa contra patógenos y lesiones en el cerebro. Es 

responsable de la eliminación de desechos celulares, proteínas mal plegadas y otros 

materiales extracelulares del SNC (Colonna & Butovsky, 2017; Nordengen et al., 2019). 

La microglía presenta dos tipos de fenotipo: el proinflamatorio (M1) y el antiinflamatorio 

(M2) (Figura 3) (Y. Tang & Le, 2016). La activación de la microglía hacia un estado M1 

produce la liberación de factores inflamatorios en respuesta a un agente externo. Un 

periodo agudo de inflamación forma parte de un mecanismo fisiológico normal. Sin 

embargo, en el contexto de ciertas enfermedades neurodegenerativas, donde este 

estado inflamatorio es crónico, la microglía se mantiene activa en un fenotipo M1, 

produciendo un exceso de citoquinas proinflamatorias y neurotoxicidad (Heneka et al., 

2015). Algunas señales que pueden llevar a la microglía hacia el estado M1 están 

relacionadas con el estilo de vida, como la falta de sueño, el estrés, la exposición a 

agentes tóxicos como el alcohol y el tabaco, las infecciones crónicas, la disbiosis y la 

inflamación sistémica, como la obesidad y la resistencia a la insulina. En la EA, se cree 

que la activación de la microglía, ocurre en respuesta a la acumulación de oAβ y tau 

(Busche & Hyman, 2020). Estudios longitudinales en humanos muestran que la 

inflamación cerebral sigue una trayectoria bifásica: primero, la microglía se activa para 

eliminar Aβ, pero posteriormente, a medida que aumentan los depósitos de tau, la 
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inflamación se intensifica y contribuye al daño neuronal (Ismail et al., 2020). Sin 

embargo, aún existen controversias sobre el papel causal exacto de la neuroinflamación 

y la secuencia de eventos entre Aβ, tau y la respuesta inmune. 

 

 
Figura 3. Activación y polarización de la microglía. En estado quiescente (M0) la microglía censa el 

microambiente del SNC para iniciar la respuesta requerida. Dependiendo del estímulo puede adquirir 

diferentes tipos de activación con diversas funciones. El perfil M1-proinflamatorio es el principal 

responsable del daño ocasionado por su activación crónica en enfermedades neurodegenerativas. La 

microglía del fenotipo M2 desempeña funciones antiinflamatorias y reparadoras. 

Otra de la hipótesis más estudiada para comprender la patogenia de esta enfermedad, 

es la teoría colinérgica. En el cerebro, la acetilcolina (ACh) desempeña un papel crucial 

en procesos como la memoria, la atención, el procesamiento de información sensorial, 

el aprendizaje y otras funciones vitales. La enzima colina acetiltransferasa (ChAT) es la 

responsable de la síntesis de ACh en el citoplasma de las neuronas colinérgicas a partir 

de colina y acetil-coenzima A y luego es transportada a las vesículas sinápticas por el 

transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). Una vez en la hendidura sináptica, la 

ACh se une a los receptoras muscarínicos y nicotínicos. Finalmente, la enzima 

acetilcolinesterasa (AChE) se encarga de su hidrólisis produciendo acetato y colina que 
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se reciclan nuevamente en la terminal presináptica (H. Ferreira-Vieira et al., 2016; 

Hampel et al., 2018). En pacientes con EA se ha observado una degeneración de las 

neuronas colinérgicas ubicadas en la base del cerebro, en el núcleo basal de Meynert 

(Geula et al., 2021). 

Además de este déficit colinérgico, la EA presenta otras alteraciones tempranas en la 

neurotransmisión que contribuyen al daño sináptico. Entre ellas destaca la 

hiperexcitabilidad neuronal, asociada a un desequilibrio entre excitación e inhibición, 

caracterizado por un aumento de la señalización glutamatérgica y una reducción de la 

inhibición GABAérgica. Este desbalance favorece la excitotoxicidad, la disfunción 

sináptica y el deterioro cognitivo (Targa Dias Anastacio et al., 2022). Los oligómeros de 

Aβ interfieren con la recaptación de glutamato, provocando su acumulación y la 

sobreactivación de receptores NMDA, mientras que la proteína tau altera la función de 

los transportadores de glutamato, incrementando su liberación y reduciendo su 

eliminación (Toniolo et al., 2020). 

Por otro lado, la teoría infecciosa de la EA, junto con estudios sobre la microbiota, 

plantea que infecciones y disbiosis microbiana podrían desempeñar un papel clave en 

su patogénesis. En pacientes con EA se han descrito alteraciones en la microbiota 

intestinal, con un incremento de bacterias patógenas como Escherichia y Shigella, 

asociadas a inflamación sistémica y neuroinflamación (Cattaneo et al., 2017). Evidencias 

recientes indican que el Aβ podría actuar como péptido antimicrobiano (AMP) actuando 

como una molécula de defensa inmune innata para proteger al huésped frente a una 

amplia variedad de agentes infecciosos. Aunque esta acumulación de Aβ podría 

representar una respuesta defensiva inicial, su exceso y persistencia en el tiempo 

favorecen procesos patológicos y contribuyen a la neurodegeneración característica de 

la EA (Gosztyla et al., 2018). De hecho, como se mencionó previamente, se han 

detectado bacterias orales en tejido cerebral, lo que refuerza la hipótesis infecciosa. 

Estudios epidemiológicos han identificado una asociación entre la periodontitis y la EA; 

sin embargo, la naturaleza de esta asociación no se conoce con certeza. Trabajos 

recientes sugieren que la colonización del cerebro por el patógeno periodontal 

Porphyromonas (P.) gingivalis puede vincular la condición inflamatoria y degenerativa 

ya que la infección oral por P. gingivalis en ratones provocó la colonización del cerebro 
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y aumentó la producción de Aβ1–42 (Singhrao & Olsen, 2019). Además, se ha detectado 

evidencia de infiltración de P. gingivalis en especímenes de autopsias de cerebros de 

personas con EA y en líquido cefalorraquídeo de personas diagnosticadas con EA 

(Dominy et al., 2019). 

Potencial intervención de bacterias lácticas 

Actualmente, los inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa y los agentes que bloquean 

los receptores NMDA de glutamato, como la memantina, son los pilares del tratamiento 

de la enfermedad de Alzheimer (Breijyeh & Karaman, 2020). Estos tratamientos están 

dirigidos, respectivamente, a la desregulación colinérgica y glutamatérgica que subyace 

o deriva de su fisiopatología. Sin embargo, es importante tener en cuenta que estos solo 

son efectivos para tratar los síntomas de la EA, pero no curan ni previenen la 

enfermedad en sí misma. 

Dado el limitado arsenal terapéutico disponible y el conocido impacto de la microbiota 

intestinal en el SNC, ha surgido un creciente interés en los últimos años por dilucidar 

cómo los cambios en la composición microbiana podrían ofrecer nuevas oportunidades 

terapéuticas para atenuar, al menos parcialmente, algunos de los signos distintivos de 

las enfermedades neurodegenerativas, como la neuroinflamación y el estrés oxidativo. 

Entre estos cambios o terapias microbianas, destacan el uso de bacterias lácticas y/o los 

metabolitos que estas producen, con el fin de emplearlos como herramientas en el 

tratamiento de patologías relacionadas con el envejecimiento, como la enfermedad de 

Alzheimer (J. Lee et al., 2016). Aunque existe una amplia evidencia del efecto beneficioso 

de las bacterias lácticas en la salud del hospedador, es importante destacar que incluso 

cepas de la misma especie de bacterias probióticas pueden afectar de manera diferente 

la fisiología del hospedador (G. Reid, 2016). Esto subraya aún más la importancia de 

estudiar específicamente cada cepa bacteriana y evaluar su efecto teniendo en cuenta 

su especificidad de acción, para aprovechar al máximo su eficacia. 
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Antecedentes de nuestro grupo de investigación sobre BL con 

potencial efecto neuroprotector 

Considerando el potencial terapéutico de las BL y sus metabolitos en la salud mental, la 

presente tesis doctoral propone investigar los mecanismos mediante los cuales cepas 

benéficas productoras de compuestos bioactivos podrían influir en patologías 

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA). Estas bacterias no solo son 

capaces de generar metabolitos claves, sino que también pueden modular la respuesta 

inflamatoria e inducir vías de señalización involucradas en el eje microbiota-intestino- 

cerebro, lo que sugiere un rol beneficioso en el contexto de la EA. Para abordar este 

objetivo general se seleccionaron y evaluaron distintas cepas de BL con propiedades 

previamente demostradas y documentadas, que podrían impactar en diferentes 

aspectos de la fisiopatología de la enfermedad. 

En nuestro laboratorio, se demostró que la cepa Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 

CRL 581 posee un sistema proteolítico capaz de generar péptidos bioactivos con efectos 

anti-hipertensivos y anti-inflamatorios (Espeche Turbay et al., 2012; Villegas et al., 

2015). A su vez, esta cepa mostró actividad inmunomoduladora per se en un modelo de 

activación del receptor tipo toll 3 activado por Poly:C tanto in vitro como en un modelo 

murino (Elean et al., 2020, 2021). 

Por otro lado, se optimizaron los parámetros fermentativos para la producción de GABA 

en Levilactobacillus brevis CRL 2013, una cepa con potencial para su uso como fábrica 

microbiana para la producción de GABA a partir de glutamato monosódico con 

porcentajes de conversión superiores al 95 % en medios complejos (Cataldo, Villegas, et 

al., 2020). GABA un neurotransmisor clave que regula la excitabilidad neuronal, tiene 

efectos ansiolíticos y calmantes, y su presencia podría ayudar a contrarrestar la 

disfunción del sistema GABAérgico observada en pacientes con Alzheimer. Además, esta 

cepa se utilizó para fermentar un jugo de frutilla bioenriquecido en GABA y mostró 

propiedades inmunomoduladoras tanto in vitro como in vivo en un modelo de activación 

del Receptor Tipo Toll 4 (Cataldo, Villena, et al., 2020). 

Dado que la inflamación crónica y la neuroinflamación son factores críticos en la 

patogénesis del Alzheimer y de otras enfermedades neurodegenerativas, estas cepas de 
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BL podrían contribuir a mitigar estos procesos mediante la reducción de la inflamación 

sistémica y local, y modular la respuesta inmune. 

También se estudió a Enterococcus mundtii CRL 35 y Enterococcus faecium CRL 1879, 

dos cepas seleccionadas por su capacidad para producir compuestos antimicrobianos 

llamados bacteriocinas (Bonacina et al., 2014; Salvucci et al., 2007, 2012; Suárez et al., 

2013). Considerando la teoría infecciosa de la EA y la evidencia que vincula a la 

microbiota con su patogénesis, se plantea que las infecciones y la disbiosis microbiana 

podrían desempeñar un papel relevante en el desarrollo de la enfermedad. Así, las 

estrategias orientadas a modular la microbiota, junto con los enfoques antibacterianos, 

podrían resultar beneficiosas. 

Limosilactobacillus reuteri CRL 1098 y Lactobacillus coryniformis CRL 1001 se destacan 

por su capacidad de producir vitamina B12 (Molina et al., 2009; Torres et al., 2016), un 

compuesto esencial para el buen funcionamiento del sistema nervioso y la formación de 

glóbulos rojos. Estudiar estas BL en el contexto de la EA es interesante, ya que la 

deficiencia de vitamina B12 se ha vinculado con un mayor riesgo de desarrollar diversas 

patologías neuropsiquiátricas (Green et al., 2017). Además, la suplementación de 

vitamina B12 a través de probióticos podría no solo corregir deficiencias, sino también 

tener un impacto positivo en la salud mental y la función cognitiva (Calvaresi & Bryan, 

2001; Moore et al., 2012). 

Teniendo en cuenta la enorme diversidad de beneficios y compuestos producidos por 

las BL, es que surgen como una alternativa prometedora para ser utilizadas en la salud 

mental. El tratamiento de los pacientes con Alzheimer incluye, además de los 

inhibidores de la acetilcolinesterasa, antidepresivos, ansiolíticos, neurolépticos y 

antiinflamatorios. La búsqueda de tratamientos más simples es importante para aliviar 

la carga de los esquemas actuales. Esta investigación busca explorar la capacidad de BL 

aisladas de alimentos fermentados autóctonos como potenciales nuevas vías 

terapéuticas para el tratamiento adyuvante de la enfermedad de Alzheimer, 

centrándose en el efecto de metabolitos producidos por las BL sobre la actividad de la 

AChE, la neuroinflamación y el estrés oxidativo lo que podría ofrecer nuevas 

perspectivas en el desarrollo de terapias innovadoras contra esta enfermedad. 



Objetivos 

27 

 

 

 



Objetivos 

28 

 

 

 

Objetivo General 

Avanzar en el conocimiento global sobre la producción de metabolitos bioactivos por 

bacterias lácticas (BL) y su impacto en el eje microbiota‐intestino‐cerebro. En particular, 

evaluar aquellos con potencial relevancia en enfermedades neurodegenerativas, 

especialmente en la enfermedad de Alzheimer (EA). 

Objetivos Específicos 

OE1. Evaluar si BL autóctonas seleccionadas, son productoras de compuestos 

neuroactivos capaces de inhibir la actividad de la enzima acetilcolinesterasa in vitro. 

OE2. Seleccionar BL y/o sus metabolitos que sean capaces de: i) modular la sobrevida 

celular (neuronas/glía) frente a la toxicidad de oligómeros del péptido amiloide Aβ1-42; 

ii) modular la actividad antioxidante y la respuesta anti-inflamatoria in vitro. 
 

OE3. Evaluar el efecto benéfico de las BL seleccionadas en un modelo murino de 

deterioro cognitivo. 
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Capítulo 1. Inhibidores de la acetilcolinesterasa derivados de 

microorganismos 

Introducción 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo que 

afecta al sistema nervioso central (SNC) y se caracteriza por la pérdida gradual de 

funciones cognitivas y cambios severos en la personalidad y el comportamiento. La 

degeneración neuronal en el núcleo basal de Meynert, principal fuente de proyecciones 

colinérgicas hacia el neocórtex, es una de las primeras alteraciones observadas en esta 

enfermedad (A. K. L. Liu et al., 2015). Estudios post mortem han revelado hallazgos 

característicos como la pérdida de neuronas y sinapsis, la acumulación de placas 

amiloides y ovillos neurofibrilares, y deficiencias en la neurotransmisión colinérgica, 

asociadas con un descenso significativo de los niveles de acetilcolina (ACh). Estas 

alteraciones contribuyen al deterioro cognitivo y funcional de los pacientes que padecen 

esta enfermedad (Coyle et al., 1983; Hampel et al., 2018). 

Entre las estrategias terapéuticas disponibles, los inhibidores de la acetilcolinesterasa 

(AChE) han sido ampliamente utilizados para compensar la disminución de ACh, un 

neurotransmisor clave para la memoria y el aprendizaje. Estos compuestos, la mayoría 

obtenidos a partir de síntesis química como el donepecilo y la rivastigmina, o los 

alcaloides naturales derivados de plantas como la galantamina o la huperizina A, han 

mostrado cierta eficacia paliativa, sin embargo, presentan importantes limitaciones, 

como efectos secundarios adversos (náuseas, vómitos y hepatotoxicidad) y baja 

biodisponibilidad (Breijyeh & Karaman, 2020; Sharma, 2019). 

Si bien ha surgido un creciente interés por los compuestos naturales derivados de 

plantas y estos han sido la principal fuente de inhibidores naturales de la AChE, su 

explotación excesiva plantea problemas de sostenibilidad (Xiao et al., 2022). Los 

microorganismos, en cambio, ofrecen una fuente prometedora, ecológica y más 

rentable para la obtención de estos compuestos. 

Aunque hasta el momento existen pocos estudios publicados sobre la producción de 

inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) en microorganismos, se ha identificado una 

notable diversidad que incluye hongos, bacterias marinas y actinobacterias, lo que 
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sugiere un vasto potencial aún por explorar (Zaki et al., 2020a). Desde la década de 1980, 

se han estudiado inhibidores de AChE (AChEI) en diversas especies microbianas, 

destacándose los hongos como una fuente rica en compuestos bioactivos. Hongos de 

los géneros Penicillium, Aspergillus, Acremonium y Paecilomyces han producido 

metabolitos como la huperzina A, un alcaloide con efectos farmacológicos relevantes, 

que incluyen la inhibición selectiva de AChE, protección contra el estrés oxidativo y 

posibles aplicaciones en enfermedades neurodegenerativas (Su et al., 2017; Su & Yang, 

2015; Y. Wang et al., 2011). Además, otros alcaloides como las quinolactacinas A y B de 

Penicillium sp. han demostrado actividad inhibidora de AChE y propiedades 

antiinflamatorias (W.-G. Kim et al., 2001). Asimismo, terpenoides derivados de hongos 

han mostrado potentes actividades inhibitorias (Deng et al., 2013). Por otra parte, las 

actinobacterias y bacterias del género Bacillus también destacan en la producción de 

inhibidores de AChE. Por ejemplo, Streptomyces sp. AH-14 fue pionero en la producción 

de fisostigmina (Murao & Hayashi, 1986), mientras que otras cepas, como Streptomyces 

lavendulae, generaron cyclophostin, un inhibidor con un IC50 de 7.6 µM (Kurokawa et 

al., 1993). En el ámbito marino, se identificaron metabolitos como el 

geranylphenazinediol de una cepa de Streptomyces, con un IC50 de 2.62 µM (Ohlendorf 

et al., 2012). En cuanto a Bacillus subtilis, estudios recientes han demostrado que la cepa 

M18SP4P, aislada de esponjas marinas, inhibió un 54% de la actividad de la AChE, 

identificándose dos componentes activos en sus metabolitos (Pandey et al., 2014). Ese 

mismo año, Wang y colaboradores demostraron que otra cepa de Bacillus subtilis era 

capaz de inhibir la actividad de la AChE, aunque el compuesto responsable no pudo ser 

identificado. Estos avances subrayan la importancia de los microorganismos como 

fuentes prometedoras de nuevos AChEI, ofreciendo un potencial terapéutico 

significativo frente a enfermedades neurodegenerativas y otros trastornos (Zaki et al., 

2020). 

En particular, las bacterias lácticas (BL) han demostrado ser una herramienta versátil en 

la producción de metabolitos bioactivos, como vitaminas del complejo B, ácidos grasos 

de cadena corta, péptidos antimicrobianos (bacteriocinas) y neurotransmisores como el 

ácido γ-aminobutírico (GABA) (Bonacina et al., 2014; Cataldo, Villena, et al., 2020; Torres 

et al., 2016). Estos metabolitos no solo ejercen efectos beneficiosos en el organismo, 

sino que también podrían desempeñar un papel clave en la modulación de la 
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comunicación intestino-cerebro, lo que sugiere un posible impacto positivo en 

enfermedades neurológicas. 

Los estudios recientes destacan el potencial de las BL como fuentes de postbióticos, 

definidos como preparaciones de microorganismos no viables y/o sus componentes 

que, en cantidades adecuadas, benefician la salud (Salminen et al., 2021). Además de 

sus propiedades inmunomoduladoras y antioxidantes, estos metabolitos podrían 

contribuir al manejo de la EA al reducir la inflamación y el estrés oxidativo, así como 

paliar la depleción de acetilcolina al inhibir la actividad de la AChE, una hipótesis que 

hasta ahora ha sido poco explorada (Akbari et al., 2016). 

En este trabajo se busca evaluar la capacidad de BL benéficas, aisladas de alimentos 

fermentados autóctonos, para producir metabolitos con actividad inhibitoria sobre la 

AChE, mediante el análisis in vitro de sus medios condicionados. Este enfoque no solo 

amplía el conocimiento sobre las propiedades funcionales de estas bacterias, sino que 

también podría proporcionar nuevas perspectivas en el desarrollo de terapias 

adyuvantes innovadoras para la EA. 
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Materiales y métodos 

1. Microorganismos 

Se utilizaron siete cepas de BL, pertenecientes a la Colección de Cultivos CRL (CERELA- 

CONICET-FML-FECIC), las cuales fueron seleccionadas debido a sus propiedades 

beneficiosas previamente descriptas. Las BL utilizadas son: Limosilactobacillus reuteri 

CRL 1098, Lactobacillus coryniformis CRL 1001, Lacticaseibacillus rhamnosus CRL 2156, 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581, Levilactobacillus brevis CRL 2013, 

Enterococcus mundtii CRL 35 y Enterococcus faecium CRL 1879. 

Las bacterias del género Lactobacillus fueron mantenidas en medio MRS durante 16 

horas a 37ºC sin agitación, mientras que aquellas pertenecientes al género Enterococcus 

se activaron rutinariamente en caldo LAPTg bajo las mismas condiciones de tiempo y 

temperatura. 

2. Medios de cultivo 

2.1 Medio protector LEL-glicerol 

El medio LEL utilizado para la preservación de las BL consiste en leche descremada en 

polvo (10 g), extracto de levadura (0,5 g), glucosa (1 g) y agua destilada en c.s.p. 100 mL. 

Este medio se esterilizó a 115 °C (0,6-0,7 atm de presión) durante 20 min. Luego, se 

agregó glicerol, esterilizado previamente (121 °C, 20 min), con una concentración final 

del 10% (v/v). 

2.2 Medio caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS) 

Peptona de carne 10 g/L; extracto de carne 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, glucosa 

20 g/L, K2HPO4 2 g/L, acetato de sodio 5 g/L, citrato triamónico 2 g/L, MgSO4.7H2O 0,2 

g/L, MnSO4.H2O 0,05 g/L y Tween 80 1 g/L; pH 6,4. Se esterilizó a 121°C durante 20 min. 

Para el crecimiento de L. brevis CRL 2013 se preparó un medio MRS modificado 

conteniendo glucosa y fructosa como fuente de carbono; ambos azúcares al 1 % (p/v) 

(MRS-GF). 

2.3 Medio caldo LAPTg 

Peptona de carne 15 g/L; tripteína 10g/L; extracto de levadura 10 g/L; glucosa 10 g/L y 

Tween 80 1g/L; pH 6,5. El medio se esterilizó a 121°C durante 20 min. 
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2.4 Medio químicamente definido (CDM) 

Se preparó un medio químicamente definido (CDM de sus siglas en inglés) de acuerdo a 

lo descripto por Hebert et al., 2001. Inicialmente, se utilizó un medio CDM completo 

como se detalla en la Tabla 1 para evaluar el comportamiento de las cepas de BL en este 

medio químicamente definido. El medio se preparó a partir de soluciones individuales 

concentradas de cada componente, previamente esterilizadas (121 °C, 20 min). 

Tabla 1- Composición del medio químicamente definido (CDM) 
 

Componente 
Concentración 
solución stock 

(g/L) 

Concentración 
final (g/L) 

 
Componente 

Concentración 
solución stock 

(g/L) 

Concentración 
final (g/L) 

Glucosa 200 20 Aminoácidos   

Acetato de sodio 250 5 L-alanina 10 0,10 

Citrato de amonio 100 1 L-arginina 10 0,10 

KH2PO4/K2HPO4 300 6 L-asparagina 20 0,20 

MgSO4.7H2O 40 0,2 L-ácido aspártico 20 0,20 

MnSO4.4H2O 5 0,025 L-cisteína 20 0,20 

Tween 80 50 1 L-glutamina 20 0,20 

Mezcla de 
vitaminas RPMI 

1640 

  L-ácido glutámico 20 0,20 

Glicina 10 0,10 

L-histidina 10 0,10 

D- Biotina  0,02 L-isoleucina 10 0,10 

Cloruro de colina  0,3 L-leucina 10 0,10 

Ácido fólico  0,1 L-lisina 10 0,10 

Mioinositol  3,5 L-metionina 10 0,10 

Niacinamida  0,1 L-fenilalanina 10 0,10 

p-aminobenzoato  0,1 L-prolina 10 0,10 

Ca-pantotenato  0,025 L-serina 10 0,10 

Piridoxina HCl  0,1 L-treonina 10 0,10 

Riboflavina  0,02 L-triptófano 2,5 0,10 

Tiamina HCl  0,1 L-tirosina 10 0,10 

Vitamina B12  0,0005 L-valina 10 0,10 

KCl  0,2 Bases nitrogenadas   

NaCl  8 Guanina 2 0,01 

Na2HPO4  1,15 Adenina 2 0,01 

KH2PO4  0,2 Uracilo 2 0,01 

   Xantina 2 0,01 

 

Luego, para llevar a cabo los ensayos de inhibición de AChE, se utilizó un medio CDM sin 

cisteína con la finalidad de evitar reacciones cruzadas resultantes de la unión del grupo 

tiol de la cisteína presente con el medio, con el cromóforo DTNB utilizado en el método 

de Ellman que se describirá más adelante. 
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3. Condiciones de crecimiento y preparación de los medios 

condicionados 

Cada cepa de BL fue cultivada en medio CDM y luego de 24 h de incubación se registró 

el pH final y la densidad óptica a 600 nm (DO600nm). Los cultivos fueron centrifugados, se 

ajustó el pH de los sobrenadantes a un pH de 7 utilizando NaOH 1 M y se filtraron a 

través de un filtro de 0,22 μm. Estos medios condicionados conteniendo los postbióticos 

y crecidos en medio CDM se denominaron medios condicionados bacterianos (C-MCB). 

4. Determinación de la actividad anti acetilcolinesterasa (AChE) de 

los medios condicionados bacterianos 

4.1 Obtención de la enzima acetilcolinesterasa 

Se utilizó AChE de eritrocitos humanos (AChE-E) y de cerebro de ratón (AChE-C), 

obteniendo estas isoformas según se describe en Salazar et al. (2017) con algunas 

modificaciones. 

Brevemente, AChE-E se obtuvo de sangre humana de voluntarios sanos mediante 

venopunción utilizando Na2EDTA como anticoagulante. La sangre se centrifugó (3.500 x 

g, 20 min), se descartó el plasma y los glóbulos blancos, y los eritrocitos se lavaron tres 

veces con 10 volúmenes de NaCl al 0,9 %. Posteriormente, los eritrocitos fueron 

hemolizados con 30 volúmenes de buffer de hemólisis (5 mM de buffer de fosfato pH 

7,4 conteniendo 1 mM de Na2EDTA). Las muestras fueron sometidas a ciclos repetidos 

de centrifugación (13.000 x g, 20 min) para obtener membranas libres de hemoglobina. 

Todos los pasos se realizaron a 4 ºC. Finalmente, el pellet con las membranas libres de 

hemoglobina se resuspendieron en buffer de hemólisis. 

La acetilcolinesterasa de cerebro (AChE-C) fue obtenida de ratones C57BL/6 adultos 

pertenecientes al bioterio de CERELA. Los ratones fueron sacrificados por dislocación 

cervical bajo anestesia con ketamina (100 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg). El cerebro 

completo se removió cuidadosamente y se colocó en una placa de Petri estéril con PBS 

frío. Se diseccionó el cerebelo y se realizó un corte del plano sagital medio del cerebro. 

Cada hemisferio fue colocado en un tubo de 2 mL conteniendo 3 perlas de vidrio (5 mm) 

previamente pesadas. Luego de colocar el cerebro, el tubo se pesó inmediatamente para 

calcular el peso del tejido por diferencia. Se añadió buffer de homogenización al 10 % 

(p/v) y se realizaron 4 ciclos de agitación vigorosa para disgregar el tejido. La mezcla fue 
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centrifugada a 10.000 x g, 10 min a 4 °C y el sobrenadante se colocó en un nuevo tubo. 

El homogenizado resultante se mantuvo a 4 °C hasta su uso posterior. 

El contenido total de proteínas de las muestras conteniendo la AChE-E y la AChE-C se 

determinó por el método de Bradford utilizando albúmina sérica para construir la curva 

estándar. 

4.2 Inhibición de AChE 

Como control de inhibición de AChE se utilizó donepecilo (Donepes, Laboratorio 

Richmond) a diferentes concentraciones y se determinó la actividad de AChE por el 

método de Ellman. La inhibición de la enzima se graficó en función de las diferentes 

concentraciones de donepecilo, se obtuvo una curva sigmoidal y los datos se ajustaron 

utilizando un modelo logístico de cuatro parámetros, empleando el algoritmo de 

Marquardt-Levenberg (SigmaPlot 12.0) para el análisis e interpretación. 

El efecto de los medios condicionados bacterianos (C-MCB) sobre la actividad de AChE 

se determinó mediante el método de Ellman, utilizando acetiltiocolina (ATC) como 

sustrato (Ellman et al., 1961). En resumen, AChE-E y AChE-C se diluyeron en PBS 

conteniendo 0,33 mM de ácido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB). Luego, se añadió 

20 μL de cada C-MCB y se incubó durante 10 minutos a 37 °C. Las reacciones se iniciaron 

al agregar ATC a una concentración final de 0,5 mM y se midió la absorbancia del 2-nitro- 

5-tiobenzoato (TNB) generado a 412 nm a 37 °C en un lector de microplacas Infinite 200 

PRO (Tecan Trading AG, Suiza). Como control se reemplazaron los MCB por el medio 

CDM sin inocular. La cinética fue seguida a 37°C durante 5 minutos con intervalos de 30 

segundos. 

Los resultados se expresaron como actividad específica de la enzima considerando el 

tiempo de reacción (5 min) y el coeficiente de extinción molar del producto formado 

(TNB) a 37 °C (13,8 × 103 M−1 cm−1), lo que proporcionó valores de actividad expresados 

en nanomoles de TNB producidos/minuto. Finalmente, el valor se normalizó en función 

del contenido proteico, expresándose los resultados como nanomoles por minuto por 

miligramo de proteína (actividad específica). 

Luego, se evaluaron cantidades crecientes del medio condicionado inhibidor. Para ello, 

se añadieron distintos volúmenes del C-MCB de la cepa CRL 581 a una mezcla de 

reacción que contenía AChE-E y 0,33 mM de DTNB y las muestras se pre-incubaron 
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durante 10 minutos a 37°C. Posteriormente, se añadió ATC a la mezcla, y la formación 

de TNB se monitoreó a 412 nm durante 5 minutos a 37 °C. Los resultados se expresaron 

como porcentaje de inhibición enzimática, considerando las reacciones control sin 

inhibidor como referencia de 0 % de inhibición. 

4.3 Evaluación de la actividad proteolítica del medio condicionado de L. 

delbrueckii subsp. lactis CRL 581 

Se determinó la actividad proteolítica del C-MCB de la cepa L. delbrueckii subsp. lactis 

CRL 581 siguiendo el protocolo de Espeche Turbay et al., 2012. Brevemente, se preparó 

una mezcla de reacción conteniendo 50 mM de tampón fosfato de sodio (pH 7,0), 1,5 M 

de cloruro de sodio, 2 mM del sustrato cromogénico N-succinil-AlaAla-Pro-Phe-pNa (S- 

Ala, Sigma-Aldrich), y 15 µL del C-MCB de CRL 581. La mezcla de reacción fue incubada 

a 40 °C durante 10 min y se detuvo la reacción mediante la adición de ácido acético al 

25 %. La actividad enzimática fue medida siguiendo a 410 nm la liberación de p- 

nitroanilina (pNA) a partir del sustrato cromogénico S-Ala, utilizando un lector de placas 

VERSAmax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

4.4 Evaluación de fracciones del medio condicionado de CRL 581 en la 

inhibición de AChE 

El C-MCB de la cepa CRL 581 fue fraccionado en dos partes utilizando una membrana 

Amicon Ultra-2 de 3 kDa (Merck). Posteriormente, ambas fracciones resultantes fueron 

evaluadas para su capacidad de inhibir la actividad de AChE utilizando el protocolo 

descripto en el punto 4.2. 

5. Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos y gráficos se realizaron utilizando GraphPad Prism versión 8.0 

(GraphPad Software, Inc., CA, EE. UU.). Se determinaron diferencias significativas 

mediante la aplicación de ANOVA unidireccional seguido por la prueba de Tukey. Los 

valores de p < 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. A menos que se 

indique lo contrario, todos los valores fueron las medias de tres ensayos independientes 

± desviación estándar (DE). 
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Resultados y discusión 

Crecimiento de las bacterias lácticas en medio CDM sin cisteína 

Teniendo en cuenta la enorme diversidad de compuestos bioactivos producidos por las 

bacterias lácticas, en primer lugar, se utilizaron los medios condicionados conteniendo 

los metabolitos producidos por las bacterias seleccionadas. 

Las bacterias lácticas (BL) son microorganismos con altos requerimientos nutricionales, 

lo que hace necesario su cultivo en medios complejos como MRS y LAPTg, que contienen 

fuentes de carbono y energía, además de aminoácidos, nucleótidos y vitaminas. Estos 

medios incluyen compuestos como peptona, extracto de carne y levadura, los cuales 

pueden interferir en la evaluación de los metabolitos producidos por las BL. Para evitar 

este problema, en los estudios bioquímicos y fisiológicos se utilizó un medio de cultivo 

químicamente definido (CDM). 

Las BL fueron incubadas por un período de 24 h en el medio CDM completo, y el pH y la 

densidad óptica a 600 nm (DO600nm) se registraron durante ese periodo cada 2 horas 

como medidas de crecimiento bacteriano (Figura 4). 
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Luego, con la finalidad de desarrollar un medio condicionado bacteriano apropiado para 

poder evaluar el efecto de los metabolitos sobre la actividad de la enzima AChE, se utilizó 

un CDM modificado (Hebert et al., 2001) optimizado para el crecimiento de las BL 

seleccionadas y de manera que además no interfiera en la determinación de la actividad 

acetilcolinesterasa. Para ello, se utilizó un medio CDM libre de cisteína y se incubaron 

las BL durante 24h a 37°C. Se determinó pH y densidad óptica (DO600nm) finales para 

evaluar y comparar el crecimiento bacteriano en este medio modificado con el CDM 

completo. 

Los resultados muestran que todas las cepas lácticas evaluadas crecieron en el medio 

CDM libre de cisteína (Tabla 2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Crecimiento celular en términos de 

DO600nm (círculos azules) y cambios de pH del 

medio de cultivo (triángulos naranjas) en función 

del tiempo para las BL seleccionadas en medio 

CDM completo. 
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Tabla 2. Crecimiento de BL en CDM libre de cisteína. DOi: densidad óptica a 600 nm tiempo inicial, DOf: 

densidad óptica a 600 nm a las 24 horas; pHi: pH del medio de cultivo inicial; pHf: pH del medio de cultivo 

a las 24 horas. 

BACTERIA LÁCTICA DOi DOf pHi pHf 

Enterococcus faecium CRL 1879 0,19 ± 0,11 1,30 ± 0,13 6,5 ± 0,15 4,75 ± 0,20 

Enterococcus mundtii CRL 35 0,22 ± 0,09 0,95 ± 0,17 6,5 ± 0,15 4,69 ± 0,12 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581 0,24 ± 0,11 0,7 ± 0,09 6,5 ± 0,15 4,93 ± 0,23 

Levilactobacillus brevis CRL 2013 0,23 ± 0,08 0,73 ± 0,11 6,5 ± 0,15 5,60 ± 0,31 

Limosilactobacillus reuteri CRL 1098 0,21 ± 0,10 0,61 ± 0,10 6,5 ± 0,15 5,45 ± 0,18 

Loigolactobacillus coryniformis CRL 1001 0,20 ± 0,09 0,72 ± 0,17 6,5 ± 0,15 5,19 ± 0,42 

Lacticaseibacillus rhamnosus CRL 2156 0,22 ± 0,08 0,83 ± 0,13 6,5 ± 0,15 4,86 ± 0,35 

Análisis del efecto inhibidor de los medios condicionados bacterianos 

sobre actividad de AChE 

La disminución de los niveles de acetilcolina en pacientes con Alzheimer, producto del 

daño que existe en la neurotransmisión colinérgica, representa uno de los puntos claves 

y principales del tratamiento para esta patología. Los inhibidores de la colinesterasa 

juegan un papel crucial en mejorar la función colinérgica central al bloquear las enzimas 

responsables de descomponer ACh. Donepecilo, galantamina y rivastigmina, así como la 

huperzina A, son los únicos inhibidores de AChE aprobados para el tratamiento del 

Alzheimer, lo que destaca la importancia del sistema colinérgico como un objetivo 

terapéutico vital en esta patología. A pesar de esto, existen informes limitados sobre 

metabolitos bacterianos que inhiben AChE, y las BL no han sido estudiadas en este 

contexto. 

En base a estos antecedentes se evaluó el efecto de los postbióticos obtenidos de cada 

cepa de BL sobre la actividad específica de la enzima acetilcolinesterasa. 

Previamente, para validar el ensayo se utilizó donepecilo como control positivo de la 

inhibición de AChE a diferentes concentraciones. Este compuesto, un inhibidor 

reversible y específico de la acetilcolinesterasa, es ampliamente utilizado en el 

tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. La inhibición de la enzima se representó 

gráficamente (Figura 5) en función del logaritmo de las concentraciones crecientes de 

donepecilo, obteniéndose una curva sigmoidea, que refleja una inhibición dependiente 

de la concentración. A bajas concentraciones del inhibidor, la enzima mantiene su 
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actividad, pero a medida que aumenta la concentración de donepecilo, la actividad 

enzimática disminuye de manera progresiva hasta alcanzar una meseta, donde se 

observa el máximo nivel de inhibición. 
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Figura 5. Curva dosis-respuesta de la inhibición de donepecilo sobre la actividad acetilcolinesterasa de 

eritrocitos humanos (AChE-E). La inhibición de AChE (%) se representa gráficamente frente a la 

concentración logarítmica de donepecilo (0 nM a 30.000 nM). Los datos fueron ajustados mediante un 

modelo logístico de cuatro parámetros. 

Posteriormente, se prepararon los medios condicionados bacterianos (C-MCB) de cada 

una de las cepas seleccionadas de acuerdo a lo descripto en materiales y métodos. 

Para determinar la actividad inhibitoria de los C-MCB sobre la enzima AChE se utilizaron 

membranas de eritrocitos solubilizadas (AChE-E) y los homogenatos de cerebro (AChE- 

C) obtenidos como se describió en la sección 4.1. Las variantes de AChE de relevancia 

fisiopatológica están asociadas a membranas celulares, es por ello que los inhibidores 

se testearon empleando estas dos fuentes de la enzima. Inicialmente, se utilizó como 

modelo de estudio la isoforma humana AChE-E debido a que el protocolo para la 

obtención de membranas de eritrocitos es sencillo y de fácil acceso. Además, esta 

isoforma, presenta una alta actividad específica, lo que la convierte en un modelo 

funcionalmente robusto para los estudios iniciales (Salazar et al., 2017). Posteriormente, 

se incluyó la isoforma proveniente del cerebro de ratones, AChE-C, con el objetivo de 

evaluar la eficacia de posibles inhibidores en un modelo que refleje de manera más 

precisa el entorno biológico afectado en patologías neurodegenerativas. Aunque el 

protocolo para la obtención de homogenatos cerebrales es relativamente simple, su uso 

está regulado y restringido por los comités de bioética y cuidado de animales, lo que 

limita su implementación en algunos contextos experimentales. 
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En la Figura 6 se muestran las diferencias obtenidas en la actividad específica basal entre 

ambas isoformas. Mientras que AChE-E presentó una actividad específica de 85 

nmol/min/mg de proteína, AChE-C mostró una actividad considerablemente menor, de 

solo 35 nmol/min/mg de proteína. Esta diferencia podría explicarse por factores 

inherentes a la naturaleza de las isoformas y su grado de pureza en las muestras 

analizadas. La isoforma AChE-E, presente en eritrocitos, se encuentra mayormente en 

forma de dímero y está esencialmente asociada a las membranas plasmáticas, lo que 

permite obtener una preparación más pura y, en consecuencia, una mayor actividad 

específica. En contraste, AChE-C, la isoforma cerebral, se presenta como tetrámero y se 

obtiene de un homogenato total del tejido nervioso, lo que implica la presencia de una 

mayor cantidad de proteínas contaminantes que pueden reducir su actividad específica. 

Por lo tanto, la diferencia observada en la actividad podría deberse a la pureza relativa 

de cada muestra (Lotti, 1995). 

Luego, se determinó la actividad específica de AChE en presencia de cada uno de los C- 

MCB. Como se muestra en la Figura 6A, la actividad específica de AChE-E disminuyó a 66 

nmol/min/mg de proteína en presencia del MCB de la cepa CRL 581, mientras que los 

demás medios condicionados bacterianos evaluados no afectaron la actividad de la 

enzima. En los homogenatos cerebrales, la actividad específica de AChE-C también 

mostró una disminución significativa en presencia del MCB de la cepa CRL 581 (Figura 

6B). 
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Figura 6. Actividad específica de acetilcolinesterasa de eritrocitos (A) y de cerebro de ratón (B) en 

presencia de los medios condicionados bacterianos (C-MCB). Los resultados representan datos de tres 

experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas en comparación con el 

grupo control (*p < 0,05 y ***p < 0,001). 

El análisis del efecto de los C-MCB de las diferentes cepas sobre la actividad de AChE 

demostró que solo el medio correspondiente a la cepa CRL 581 fue capaz de inhibir a la 

enzima in vitro. Como puede observarse en la figura 7, el porcentaje de inhibición 

ejercida por el MCB 581 sobre la AChE-E (22%) fue mayor que la inhibición producida 

sobre AChE-C (13%). 
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Figura 7. Actividad inhibitoria del medio condicionado de la cepa CRL 581 sobre la actividad de enzima 

acetilcolinesterasa (AChE). El % de inhibición sobre AChE se evaluó empleando AChE-E asociada a 

membrana de eritrocitos y AChE-C de cerebro de ratón. Los resultados se expresan como media ± 

desviación estándar de tres experimentos independientes. 
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La curva de inhibición realizada con diferentes concentraciones de donepecilo permitió 

establecer un rango de referencia para comparar la eficacia de los MCB evaluados. Los 

resultados muestran que el MCB de la cepa CRL 581 produce una inhibición sobre AChE- 

E equivalente a 12 nM de donepecilo, mientras que sobre AChE-C equivale a 8 nM del 

inhibidor comercial (Figura 8). Según bibliografía, el donepecilo tiene un IC50 de 6,7 nM 

para la inhibición de AChE (Ogura, H. et al., 2000). Aunque la inhibición generada por el 

MCB 581 sería menos eficaz que el inhibidor estándar, esta actividad es significativa y 

destaca la capacidad del MCB para ejercer una acción moduladora notable sobre la 

enzima. Dicha eficiencia podría ser mejorada si se identifica el metabolito responsable 

de la inhibición. 
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Figura 8. Equivalentes de donepecilo estimados a partir de la actividad de AChE en presencia del medio 

condicionado bacteriano (MCB) de la cepa CRL 581. La comparación se realizó con una curva de inhibición 

utilizando distintas concentraciones de donepecilo. Los resultados se expresan como media ± desviación 

estándar de tres experimentos independientes. 

Luego, al evaluar cantidades crecientes del medio condicionado de CRL 581 se pudo 

observar que la capacidad inhibitoria sobre AChE-E fue aumentando hasta llegar a un 

punto de saturación cercano al 36% de inhibición (Figura 9). El punto de saturación, 

identificado alrededor de los 60 µL de medio condicionado, indica que, a partir de esta 

cantidad, la adición de más MCB no incrementa significativamente la inhibición. Este 

fenómeno puede deberse a que todos los sitios activos de la enzima están ocupados por 

los compuestos inhibidores presentes en el medio condicionado, o a la presencia de un 

equilibrio entre las tasas de inhibición y las limitaciones en la disponibilidad de los 

inhibidores activos. 
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Figura 9. Curva de inhibición de AChE-E en presencia de cantidades crecientes de MCB 581. A partir de 

60 µL de MCB agregado a la mezcla de reacción se observa una saturación de la inhibición producida sobre 

AChE-E. Todos los valores son medias ± desviaciones estándar de al menos 3 experimentos 

independientes. 

Estos resultados permiten inferir que el medio condicionado de CRL 581 contiene 

moléculas bioactivas con potencial como inhibidores de AChE, lo que abre posibilidades 

para su caracterización y aplicación en estudios futuros sobre la regulación de esta 

enzima en contextos terapéuticos. 

Influencia de la actividad proteolítica sobre la inhibición de AChE 

En estudios previos realizados por Hebert et al. (2008), se describió que la cepa L. 

delbrueckii subsp. lactis CRL 581 posee una proteinasa asociada a la envoltura celular 

(CEP) responsable de la hidrólisis inicial de las proteínas como la caseína a oligopéptidos 

cuando el microorganismo crece en medios de cultivos como leche, rico en proteínas 

con escasa concentración de aminoácidos libres. Si bien esta enzima CEP se encuentra 

asociada a la célula, bajo ciertas condiciones puede ser liberada al medio extracelular 

(Villegas et al., 2015). Con el objetivo de determinar si el efecto inhibitorio observado 

en el ensayo anterior podría estar relacionado con la presencia de proteasas que 

degraden la AChE, se evaluó la actividad proteinasa en el medio condicionado de CRL 

581. 

Los resultados obtenidos mostraron que no hay actividad proteolítica en los C-MCB 

evaluados de la cepa CRL 581. Esto sugiere que, en estas condiciones experimentales, 
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no hay enzimas proteolíticas presentes o activas en el medio extracelular que estén 

degradando la AChE. Este resultado puede ser relevante para entender el efecto 

inhibitorio observado, ya que descarta que la inhibición sea causada por la acción de 

proteasas en el medio. 

Evaluación de la actividad inhibitoria de AChE en fracciones del C-MCB 

de CRL 581 según tamaño molecular 

En la búsqueda del metabolito responsable de la inhibición observada sobre AChE se 

procedió a separar el C-MCB obtenido de la cepa CRL 581 en dos fracciones utilizando 

una membrana de corte de 3 kDa de acuerdo a lo descripto en materiales y métodos. 

Luego de la separación, se examinó cada fracción en su capacidad para inhibir a la 

enzima. Como se muestra en la Figura 10, la actividad inhibidora sobre la enzima se 

detecta en la fracción del medio condicionado con un peso molecular inferior a 3 kDa. 

 

 
Figura 10. Actividad específica de AChE-E y AChE-C en presencia de C-MCB fraccionado de CRL 581 (<3 y 

>3 kDa). Los resultados representan datos de tres experimentos independientes. Los asteriscos indican 

diferencias significativas en comparación con el grupo control (**p < 0,01 y ***p < 0,001). 

Este resultado demuestra que los compuestos responsables de la inhibición son 

moléculas pequeñas, como péptidos cortos, aminoácidos o metabolitos secundarios. 

Estas moléculas pequeñas serían interesantes debido a su posible capacidad para 

atravesar membranas biológicas y su acción multifuncional (Mondal et al. 2018). La 

actividad inhibidora de AChE detectada en la fracción <3 kDa del MCB-581 confirma que 

el efecto no se atribuye a la proteasa asociada a la envoltura celular, cuya masa 

molecular es de aproximadamente 188 kDa (Villegas et al., 2015). Además, este 
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resultado concuerda con trabajos que han demostrado una mayor bioactividad en 

compuestos de menor tamaño molecular. Estudios realizados con hidrolizados proteicos 

fraccionados por peso molecular (1–3 kDa) evidencian que estas fracciones presentan 

una actividad inhibitoria de AChE mejorada entre un 40% y un 50% en comparación con 

los hidrolizados no fraccionados (Asen & Aluko, 2022). Según estos autores, este efecto 

se debería a que los péptidos más pequeños poseen mayor accesibilidad al sitio activo 

de la enzima, lo que incrementa su eficacia inhibitoria. Por otro lado, las características 

del compuesto presente en el medio condicionado de CRL 581 son compatibles con la 

naturaleza de los inhibidores de AChE disponibles comercialmente, como donepecilo, 

galantamina y rivastigmina, los cuales también presentan pesos moleculares inferiores 

a 3 kDa, generalmente entre 200 y 400 Da, y son capaces de atravesar la barrera 

hematoencefálica (Banks, 2012). 

Los resultados obtenidos durante este capítulo de la tesis demuestran que el medio 

condicionado proveniente de L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581 es capaz de inhibir la 

actividad de las dos isoformas de AChE utilizadas. C-MCB 581 fue más efectivo sobre la 

actividad de AChE-E que sobre AChE-C, produciendo una inhibición del 22% y del 14%, 

respectivamente. Aunque estos resultados fueron obtenidos in vitro, la inhibición parcial 

observada podría ser beneficiosa, ya que permitiría mantener un equilibrio entre 

preservar niveles adecuados de acetilcolina en el SNC y minimizar efectos secundarios 

adversos. De hecho, estudios recientes sugieren que concentraciones que inhiban más 

del 35% de la actividad enzimática pueden aumentar el riesgo de toxicidad asociado a 

los inhibidores actualmente disponibles (Moss, 2020). 

Al realizar una equivalencia entre la inhibición producida por el medio condicionado y el 

inhibidor comercial donepecilo, se observó que MCB 581 ejerce una inhibición 

equivalente a 12 nM de donepecilo. Estos hallazgos sugieren que los postbióticos 

producidos por CRL 581 podrían servir como un complemento prometedor al 

tratamiento tradicional de la EA. 
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Conclusiones parciales 

• A partir del análisis in vitro de las siete cepas lácticas, se observó que únicamente el 

medio condicionado (MCB) de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581 logró 

inhibir de manera significativa la actividad de la enzima acetilcolinesterasa, tanto en 

extractos eritrocitarios (AChE-E) como cerebrales (AChE-C). 

• El MCB 581 mostró una inhibición significativamente más marcada sobre la 

acetilcolinesterasa eritrocitaria (22%) en comparación con la cerebral (14%). Esta 

acción diferencial se traduce en una eficacia comparable a la alcanzada por 

concentraciones de 12 nM y 8 nM de donepecilo, respectivamente, lo que subraya 

el notable potencial funcional del MCB 581 como agente con efecto 

anticolinesterásico. 

• El efecto inhibitorio sobre la AChE se vinculó de manera específica con la fracción 

del MCB 581 que contiene compuestos de peso molecular inferior a 3 kDa. Este 

resultado indica que los metabolitos de bajo peso molecular son los principales 

responsables de la actividad anticolinesterásica observada, lo que refuerza su valor 

funcional y potencial terapéutico. 

• Estos resultados posicionan al MCB de CRL 581 como una prometedora fuente de 

compuestos con potencial actividad anticolinesterásica, abriendo nuevas 

perspectivas para su aplicación en el abordaje de trastornos neurodegenerativos. 
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Capítulo 2. Evaluación del efecto protector de los postbióticos 

frente a la toxicidad de oligómeros beta amiloides en modelos 

celulares del sistema nervioso 

Introducción 

Según la teoría amiloide, la enfermedad de Alzheimer (EA) resulta de un desbalance 

entre la formación de péptidos amiloides (Aβ) y la eliminación de éstos (Mohamed et 

al., 2012; Selkoe & Hardy, 2016). La acumulación de Aβ 40 y Aβ 42 ha sido considerada 

durante mucho tiempo como un evento central e inicial en la patogénesis de la EA. La 

proteína precursora del péptido amiloide (APP) es normalmente procesada mediante la 

vía “no amiloidogénica”, esto se produce cuando APP es escindida por la enzima α- 

secretasa generando péptidos que no se agregan en oligómeros y que luego son 

metabolizados correctamente por las neuronas. En cambio, cuando sobre la proteína 

APP actúa el complejo β-secretasa (BACE1), los péptidos que se generan son 

hidrosolubles y tienden a agregarse en oligómeros que luego precipitan formando las 

placas amiloides insolubles (Paroni et al., 2019). Debido a esta capacidad de agregación, 

se piensa que los oligómeros de Aβ tienen la mayor toxicidad para las neuronas. Estos 

oligómeros inducen una compleja cascada neurodegenerativa, la cual resulta en un 

deterioro cognitivo progresivo y demencia (Figura 11). Otros signos distintivos de esta 

patología son la hiperfosforilación de Tau y la formación de ovillos neurofibrilares. Sin 

embargo, se cree que estos eventos son defectos tardíos de la cascada 

neurodegenerativa inducida por los oligómeros beta amiloides (Bloom, 2014; P.-P. Liu 

et al., 2019). 

Evidencia reciente sugiere que las alteraciones patológicas vasculares y la ruptura de la 

barrera hematoencefálica pueden ser fundamentales en el proceso neurodegenerativo, 

con la neuroinflamación asociada como un actor clave en el inicio y desarrollo de la 

enfermedad. De hecho, la vasculatura cerebral de pacientes con Alzheimer producen 

mayores cantidades de citoquinas, lo que sin duda contribuye al daño neuronal. La 

neuroinflamación se caracteriza por estrés oxidativo y la activación de la microglía que 

libera compuestos neurotóxicos y citoquinas proinflamatorias, lo que perpetúa el estado 
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inflamatorio y luego eventualmente conduce al daño neuronal (Heneka et al., 2015; 

Leng & Edison, 2021b). 

 

Figura 11. Esquema de las vías de procesamiento del precursor de la proteína amiloide. APP es una 

proteína transmembrana que puede ser procesada por enzimas secretasas a través de dos vías 

principales: la no amiloidogénica (izquierda) y la amiloidogénica (derecha). En la vía no amiloidogénica 

(normal), APP es escindida por la α-secretasa en el centro del dominio β-amiloide (Aβ), impidiendo así la 

formación de amiloide. En cambio, en la vía amiloidogénica, APP es procesada por las enzimas β-secretasa 

y γ-secretasa, liberando péptidos neurotóxicos Aβ1-42, los cuales pueden agregarse en oligómeros y 

eventualmente formar placas amiloides insolubles. Estas acumulaciones son capaces de desencadenar 

una respuesta inflamatoria local y, con el tiempo, el estrés oxidativo y los cambios bioquímicos resultantes 

conducen al daño neuronal progresivo asociado a la enfermedad de Alzheimer. 

 

Además de los inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) y la memantina, el 

tratamiento médico actual para pacientes con Alzheimer incluye antidepresivos, 

ansiolíticos, neurolépticos y fármacos antiinflamatorios (Breijyeh & Karaman, 2020). 

Existe evidencia científica sobre la búsqueda de tratamientos más simples o adyuvantes 

que puedan aliviar la carga de los esquemas actuales (X. Li et al., 2023). Una alternativa 

prometedora lo constituyen el uso de las bacterias lácticas con características 

probióticas. Como se describió anteriormente el término probiótico hace referencia a 

microorganismos vivos, mientras que los postbióticos consisten en preparaciones de 

microorganismos no viables, incluidos sus metabolitos y componentes celulares. Se han 
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observado efectos positivos del consumo de probióticos y sus metabolitos en la mejora 

de ciertos marcadores inflamatorios y de estrés oxidativo en pacientes con Alzheimer 

(Akbari et al., 2016; C.-S. Kim et al., 2021). Entre los metabolitos postbióticos producidos 

por BL, algunos de los más conocidos incluyen vitaminas del complejo B, ácidos grasos 

de cadena corta (acetato, propionato y butirato), péptidos antimicrobianos como 

bacteriocinas y neurotransmisores como el ácido γ-aminobutírico (GABA). Por lo tanto, 

los metabolitos postbióticos poseen diversas funciones reguladoras de la salud humana, 

incluida la absorción de nutrientes, la desintoxicación, la regulación del sistema 

inmunológico y la comunicación microbiota-intestino-cerebro. La administración de 

postbióticos podría contribuir al descenso de la síntesis de citoquinas proinflamatorias, 

reduciendo así la inflamación y el estrés oxidativo lo que redunda positivamente en 

ralentizar la progresión de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. En 

base a estudios previos, que incluyen la inhibición de AChE por L. delbrueckii subsp. lactis 

CRL 581, la capacidad antimicrobiana de E. mundtii CRL 35 y la síntesis de GABA por L. 

brevis CRL 2013, se decidió continuar el trabajo con estas tres cepas de bacterias lácticas. 

En este capítulo, con la finalidad de evaluar el efecto benéfico de los postbióticos 

producidos por BL seleccionadas, se utilizaron los medios condicionados bacterianos 

sobre una línea celular de neuroblastoma (N2a) y microglía de ratón (BV2) estimuladas 

con oligómeros Aβ1-42. El uso de estas líneas celulares y el tratamiento con oAβ1-42 

permite simular las condiciones neuroinflamatorias y neurodegenerativas observadas 

en la enfermedad de Alzheimer, proporcionando así un modelo experimental relevante 

para evaluar el potencial terapéutico de los postbióticos producidos por las BL. 
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Materiales y métodos 

1. Microorganismos 

Para llevar a cabo esta etapa experimental, las cepas lácticas utilizadas fueron 

Enterococcus mundtii CRL 35, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581, 

Levilactobacillus brevis CRL 2013. 

2. Medios de cultivo 

2.1 Medio protector LEL-glicerol 

El medio LEL usado para la preservación de las BL se describió en la sección 2.1 de 

materiales y métodos del Capítulo 1. 

2.2 Medio caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS) 

L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581 y Lv. brevis CRL 2013 fueron activadas en medio MRS 

como se describió en la sección 2.2 de materiales y métodos del Capítulo 1. 

2.3 Medio caldo LAPTg 

E. mundtii CRL 35 fue mantenida rutinariamente en caldo LAPTg como se describió en la 

sección 2.3 de materiales y métodos del Capítulo 1. 

3. Condiciones de crecimiento y preparación de los postbióticos 

Luego de las activaciones mediante transferencias sucesivas en caldo MRS o LAPTg 

según corresponda a 37°C durante 16 h, los pellets bacterianos se colectaron por 

centrifugación y luego de 2 lavados con solución salina 0,9%, fueron inoculados en 

medio DMEM y RPMI 1640 (Gibco, ThermoFisher) libre de suero y sin antibióticos. Luego 

de 24 horas de incubación, todos los cultivos fueron centrifugados, los sobrenadantes 

se ajustaron a un pH de 7 utilizando NaOH 1 M y se filtraron a través de un filtro de 0,22 

μm para obtener los medios condicionados bacterianos (MCB) del DMEM (D-MCB) y del 

RPMI (R-MCB) de cada cepa bacteriana. Se registraron el pH final y la absorbancia a 600 

nm en ambos medios de cultivo. 

4. Modelos in vitro 

Se utilizaron dos líneas celulares, una procedente de un neuroblastoma (N2a) y otra de 

microglía de ratón (BV2). Las células N2a se mantuvieron de manera rutinaria en un 

medio DMEM suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 
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penicilina G (100 U/mL, Biological Industries), estreptomicina (0,1 μg/mL, Biological 

Industries) y anfotericina B (25 μg/mL, Biological Industries). Mientras que la línea BV2 

se mantuvo en medio RPMI 1640 suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino, 2 

mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio, penicilina G (100 U/mL, Biological 

Industries), estreptomicina (0,1 μg/mL, Biological Industries) y anfotericina B (25 μg/mL, 

Biological Industries). Ambas líneas celulares se incubaron a 37 °C en una incubadora de 

aire humidificada conteniendo 5% CO2- 95% de aire (condiciones estándar). 

4.1 Oligomerización del péptido beta-amiloide Aβ1-42 

Para preparar los oligómeros Aβ1-42 (oAβ) se siguió el protocolo de Saavedra et al. (2007) 

con algunas modificaciones. El péptido Aβ1-42 (rPeptide, Cat# A-1163-2) se disolvió en 

hexafluoroisopropanol (Sigma-Aldrich) para preparar una solución stock de 

concentración 1 mM, la cual se distribuyó en tubos de microcentrífuga estériles. Se 

realizó el secado del hexafluoroisopropanol utilizando un concentrador de vacío rápido 

(Biotron Inc., Corea) durante 5 minutos a 30 ºC y los péptidos obtenidos se almacenaron 

a -80ºC. 

Para formar los oligómeros, se disolvió el péptido seco en DMSO (Sigma-Aldrich) para 

obtener una solución stock de 5 mM. Se utilizó medio Leibovitz L15-CO2 (Gibco, 

ThermoFisher) para llevar el péptido a una concentración final de 100 μM. Esta solución 

se incubó a 4 ºC durante 24 h para formar los oligómeros antes de llevar a cabo los 

experimentos. 

4.2 Ensayo de citotoxicidad 

Se realizaron dos pruebas de citotoxicidad mediante el ensayo de bromuro de 3- (4, 5- 

dimetiltiazol-2-il) -2,5- difeniltetrazolio (MTT). Este método tiene como principio que las 

células vivas y metabólicamente activas reducen el MTT en formazán, un producto de 

color púrpura, y esta coloración formada puede ser medida mediante 

espectrofotómetro. 

En una primera instancia y de acuerdo a lo descripto en bibliografía se utilizaron 

diferentes dosis y tiempos de exposición de las células a los oligómeros beta amiloides 

(Dahlgren et al., 2002; Fu & Jia, 2021). Brevemente, las células N2a y BV2 se sembraron 

en 5 x 104 células por pocillo con sus correspondientes medios de crecimiento en placas 

de 96 pocillos y se cultivaron a 37 °C en un ambiente humidificado. A las 24 h y una vez 
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alcanzado el 85% de confluencia, se retiró el medio y las células se incubaron en 

presencia de oAβ (1-42) a distintas concentraciones; durante 8, 16 y 24 h. 

Por otro lado, se determinó la influencia de los medios condicionados bacterianos sobre 

la proliferación de células N2a y BV2. Para ello las líneas celulares fueron sembradas en 

5 x 104 células por pocillo e incubadas a 37°C en ambiente humidificado. Al llegar al 85% 

de confluencia se descartó el medio y las células fueron cultivadas con los diferentes 

MCB en presencia y ausencia de oAβ1-42 durante 8 h para realizar el ensayo de MTT. 

Luego de los tratamientos, en todos los casos, el medio se descartó, se agregó 50 µL de 

solución de MTT (0,5 mg/mL) en cada pocillo y se incubó a 37°C durante 2 h. Se eliminó 

el MTT de las placas y se añadieron 100 µL de isopropanol por pocillo para disolver los 

cristales de formazán. Se realizó la lectura de absorbancia de la placa utilizando una 

longitud de onda de 570 nm y una longitud de onda de referencia de 630 nm en un lector 

de microplacas Infinite 200 PRO (Tecan Trading AG, Switzerland). La absorbancia 

específica se obtuvo restando la lectura a 630 nm de la lectura a 570 nm y se calculó la 

viabilidad celular como el porcentaje de absorbancia de la muestra respecto al control 

sin tratar (100 % viabilidad). 

4.3 Evaluación de la actividad antioxidante y la respuesta anti-inflamatoria 

de los medios condicionados en células BV2 

Las células BV2 se sembraron en placas de 6 pocillos (8 x 105 células/mL) y se incubaron 

durante 24 horas para su adherencia. Posteriormente, el medio fue reemplazado por los 

R-MCB de cada cepa bacteriana y se añadieron 5 μM de oAβ1-42 a cada pocillo. Tras 8 

horas de incubación, se colectaron las células en Trizol para analizar la expresión génica 

mediante RT-qPCR y los sobrenadantes para determinar la actividad antioxidante total. 

Como control, se utilizaron pocillos con medio de cultivo completo RPMI. 

4.3.1 Capacidad Antioxidante Total 

La capacidad antioxidante presente en los sobrenadantes libres de células de la línea 

celular BV2 tratada con los medios condicionados se estudió mediante dos métodos: el 

ensayo de decoloración con 2,2′-azino-bis (3-etil benzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS) y el 

ensayo de capacidad antioxidante reductora cúprica (CUPRAC). 

Para el ensayo de ABTS se preparó una mezcla de 7 mM de ABTS y 2,45 mM de persulfato 

de amonio como agente oxidante, y la solución se mantuvo en la oscuridad a 



 Materiales y métodos: Capítulo 2 

56 

 

 

 
temperatura ambiente durante 16 h para producir el catión radical ABTS (ABTS•+) que 

tiene una absorbancia máxima a 734 nm. Los compuestos antioxidantes reducen el 

ABTS•+, lo que lleva a la decoloración de la solución, cuya magnitud depende de la 

concentración del antioxidante. Las muestras se mezclaron con ABTS•+ con una 

absorbancia inicial de 0,7 a 734 nm (DO734nm), y la absorbancia final se leyó después de 

la incubación de 10 minutos en oscuridad. 

El ensayo de CUPRAC se basa en la reducción del reactivo CUPRAC en presencia de 

compuestos antioxidantes. Este reactivo consiste en una mezcla de 10 mM de CuSO4, 

7,5 mM de neocuproína y un tampón de acetato de amonio de 1 M a pH 7. La presencia 

de un agente reductor induce la formación del complejo cobre (I)-neocuproína, que 

tiene un pico de absorbancia distintivo a 450 nm. El reactivo CUPRAC se incubó durante 

1 h a temperatura ambiente con los sobrenadantes libres de células, y la formación del 

complejo cobre(I)-neocuproína se estimó midiendo la absorbancia a 450 nm. Como 

patrón de referencia se utilizó ácido ascórbico (AA) ya que es un compuesto antioxidante 

conocido. Se realizó una curva de calibración con concentraciones crecientes de este 

compuesto, lo que permitió cuantificar la capacidad antioxidante de las muestras 

ensayadas en términos de equivalentes de ácido ascórbico. Además, tanto para el 

ensayo de ABTS como el de CUPRAC, se utilizó como control las células BV2 tratadas con 

ácido ascórbico 125 μM. 

4.3.2 Expresión de genes marcadores de inflamación mediante RT-qPCR 

Las células adherentes BV2 tratadas con 5 μM de oAβ1−42 en presencia o ausencia de 

cada R-MCB fueron incubadas durante 8 h y luego colectadas para realizar la extracción 

de ARN. 

El ARN total se aisló utilizando RNAzol RT siguiendo las instrucciones del fabricante 

(Molecular Research Center, Inc.). En resumen, las células se lisaron utilizando 1 mL de 

RNAzol RT y se agregó 400 μL de agua libre de ARNasa a cada tubo. La suspensión se 

centrifugó durante 15 min a 12.000 x g. Los sobrenadantes conteniendo el ARN se 

transfirieron a nuevos tubos y se precipitó agregando 1 mL de isopropanol y se incubó 

durante 3 h a -20 °C. Se centrifugaron las muestras para descartar los sobrenadantes y 

los pellets se lavaron dos veces con etanol al 70%. Finalmente, los pellets de ARN se 

disolvieron en 20 μL de agua libre de ARNasa y se trataron con PerfeCTa DNAse I (Quanta 
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Biosciences, Genbiotech, Buenos Aires, Argentina) según el protocolo del fabricante. La 

pureza y cantidad total de ARN se analizaron mediante un espectrofotómetro Nabi 

UV/vis Nano (MicroDigital Co., Ltd., Corea). 

La síntesis de ADNc se llevó a cabo utilizando el qScript cDNA SuperMix (Quanta Bio, 

Genbiotech, Argentina) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizó un sistema 

de detección de PCR en tiempo real iQ5 (Bio-Rad) con un Supermix SYBR Green iQ5 (Bio- 

Rad) para realizar la RT-qPCR. Los oligonucleótidos utilizados se enumeran en la Tabla 3. 

Los resultados se expresaron como cambios relativos en los valores de Ct con respecto 

al grupo de células no tratadas utilizando el método 2−ΔΔCt. La eficiencia de amplificación 

se validó y normalizó frente a la del gen de la β-actina. Se realizó un análisis de la curva 

de fusión inmediatamente al final de cada experimento con una tasa de transición de 

temperatura lineal de 0,1 °C/s desde 55 hasta 95 °C para determinar la especificidad de 

la amplificación. 

Tabla 3. Cebadores empleados para RT-qPCR en células BV2. 
 

Nombre 
Secuencia de cebadores 

Referencias 
Cebador sentido (5ˈ→3ˈ) Cebador anti-sentido (3ˈ→5ˈ) 

β-actina 5'-CGTGAAAAGATGACCCAGATCA-3' 5'-ACAGCCTGGATGGCTACGTA-3' 
(Cataldo, Villena, 

et al., 2020) 

TNF-α 5'-GTGGTCAGGTTGCCTCTGTCTC-3' 5'-TGGCTCTGTGAGGAAGGCTGTG-3' 
(H. Zhang et al., 

2020) 

IL-1β 5'-TTTCCTCCTTGCCTCTGATGGG-3' 5'-CCACACGTTGACAGCTAGGTTC-3' 
(H. Zhang et al., 

2020) 

IL-6 5'-CTTGGGACTGATGCTGGTGACA-3' 5'-GCCTCCGACTTGTGAAGTGGTA-3' 
(H. Zhang et al., 

2020) 

SOD-1 5'-TGCGTGCTGAAGGGCGAC-3' 5'-GTCCTGACAACAACCTGGTTC-3' (Cui et al., 2019) 

SOD-2 5'-GGAGCAAGGTCGCTTACAGA-3' 5'-GTGCTCCCACACGTCAATC-3' (Cui et al., 2019) 

iNOS 5'-GGACGAGACGGATAGGCAGAGA-3' 5'-TCTTCAAGCACCTCCAGGAACG-3' 
(H. Zhang et al., 

2020) 

 

5. Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos y gráficos se realizaron utilizando GraphPad Prism versión 8.0 

(GraphPad Software, Inc., CA, EE. UU.). Se determinaron diferencias significativas 

mediante la aplicación de ANOVA unidireccional seguido por la prueba de Tukey. Los 

valores de p < 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. A menos que se 

indique lo contrario, todos los valores fueron las medias de tres ensayos independientes 

± desviación estándar (DE). 
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Resultados y discusión 

Efecto de los medios condicionados de las BL sobre la viabilidad de las 

células N2a y BV2 frente a la toxicidad de los oAβ1−42 

En primer lugar, se llevaron a cabo experimentos de dosis-respuesta en las líneas 

celulares N2a y BV2 utilizando oligómeros Aβ1-42 con el objetivo de corroborar la 

respuesta de estos modelos celulares, según lo reportado en la bibliografía (Dahlgren et 

al., 2002; Fu & Jia, 2021). Esto permitió establecer la concentración de oAβ1-42 que se 

empleará en los ensayos posteriores. Para ello, ambas líneas celulares fueron incubadas 

con distintas concentraciones de los oligómeros y se determinó la viabilidad celular 

mediante el método de MTT a diferentes tiempos. 

Los resultados se muestran en la Figura 12, donde la viabilidad de las células N2a fue del 

70% en presencia de 10 μM de oAβ1−42 luego de 8 h de incubación; del 50% a las 16 h y 

del 40% a las 24 h de incubación. Cuando la concentración de oligómeros se duplicó la 

viabilidad cayó rápidamente al 50% durante las primeras 8 h de incubación alcanzando 

valores menores al 30% luego de 24 h de incubación. En la línea celular de microglía BV2, 

el tratamiento con 5 μM de oAβ1−42 disminuyó la viabilidad a valores de 64% a las 8 h, y 

en las horas posteriores de incubación la misma se mantuvo en valores cercanos al 50% 

de viabilidad. En cambio, los tratamientos con mayores concentraciones de oAβ1−42, 10 

μM y 20 μM, provocaron a las 24 h un marcado descenso de la viabilidad celular de BV2 

con valores cercanos al 20 y 5%, respectivamente. En base a estos resultados, se 

comprobó la susceptibilidad de las líneas celulares empleadas al tratamiento con los 

oligómeros beta amiloides y se decidió utilizar como modelo de estudio una 

estimulación de 8 h con oAβ1−42 a concentraciones finales de 10 μM para la línea N2a y 

de 5 μM para las células BV2. 
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Figura 12. Efecto de diferentes concentraciones de oAβ1−42 sobre la viabilidad celular. (A) Células N2a 

incubadas con 10 y 20 μM de oAβ1−42 a diferentes tiempos. (B) Células BV2 incubadas con 5, 10 y 20 μM 

de oAβ1−42 a diferentes tiempos. Los valores de viabilidad celular correspondientes se expresan como 

porcentaje de células control (sin adición de oAβ1−42) y representan la media ± DE de tres experimentos 

independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas en comparación con el grupo control para 

cada tiempo de exposición a oAβ1−42 (***p < 0,001). 

Una vez establecida la concentración de oAβ1−42 a utilizar y el tiempo de exposición, se 

evaluó el efecto de los medios condicionados bacterianos sobre la viabilidad celular en 

células N2a y BV2. Las células fueron tratadas durante 8 h con los distintos MCB en 

presencia y ausencia de oligómeros beta-amiloides, y la viabilidad celular fue 

determinada mediante el ensayo de MTT. Como se muestra en la Figura 13, ninguno de 

los medios condicionados bacterianos generó citotoxicidad en las células evaluadas. 

Además, tal como se observó en el ensayo preliminar, el tratamiento con oAβ1-42 redujo 

significativamente la viabilidad celular. Sin embargo, ninguno de los MCB mostró 
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capacidad para proteger las células frente a la citoxicidad inducida por los oligómeros 

beta-amiloides, y no se detectaron variaciones en la viabilidad celular. 
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Figura 13. Efecto de los medios condicionados bacterianos en la viabilidad celular. Viabilidad celular de 

las células N2a (A) y BV2 (B) tratadas con los MCB y oAβ se evaluó mediante el ensayo MTT. Los valores 

de supervivencia correspondientes se expresan como porcentaje de células de control (medio 

convencional, DMEM para N2a y RPMI1640 para BV2. ns, no significativo (p > 0,05). 
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Efecto de los MCB sobre el estrés oxidativo generado por oAβ1−42 en células 

de la microglía 

Para estudiar el efecto de los medios condicionados de las BL sobre el estrés oxidativo 

generada por los oligómeros beta amiloides se utilizó la línea celular de microglía de 

ratón (BV2). Esta línea ha sido ampliamente caracterizada y utilizada como sustituto de 

cultivos celulares primarios en numerosos estudios que examinan las funciones 

microgliales, la neuroinflamación y las enfermedades neurodegenerativas en ratones 

(Bocchini et al., 1992; Henn, 2009). 

La población de la microglía es la que ejerce la principal acción antioxidante (Orfali et 

al., 2024). Para ello se evaluó el efecto antioxidante de los medios condicionados 

bacterianos (R-MCB) en células BV2 desafiadas con oAβ1−42 según lo detallado en la 

sección 4.3 de materiales y métodos. 

Para el ensayo realizado por el método de ABTS se midió el porcentaje de actividad 

antioxidante de cada sobrenadante de cultivo de células BV2 tratadas con los diferentes 

R-MCB en presencia de los oAβ. Los resultados muestran que la estimulación con oAβ1−42 

provocó una reducción en la actividad antioxidante medida en los sobrenadantes de las 

células BV2, la cual fue eficientemente contrarrestada al agregar el compuesto 

antioxidante de referencia, ácido ascórbico (AA) (Figura 14A). Cuando se evaluaron los 

R-BCM de las cepas seleccionadas en presencia de los oAβ1−42, todos los sobrenadantes 

fueron capaces de reducir los cationes ABTS•+ (Figura 14A). Este resultado sugiere que 

las tres cepas de BL analizadas en este estudio secretan metabolitos antioxidantes que 

pueden reducir significativamente el estrés oxidativo desencadenado por oAβ1−42 en la 

línea celular BV2. 

En el ensayo de CUPRAC, también se evidenció la reacción oxidativa desencadenada por 

oAβ1−42. En este ensayo, el AA (125 μM) fue capaz de reducir los iones cúpricos en el 

sobrenadante de las células tratadas con oAβ1−42 (Figura 14B). Sorpresivamente, solo las 

muestras de R-BCM de CRL 35 y CRL 2013 redujeron eficientemente los iones cúpricos, 

resaltando su capacidad para mitigar los marcadores de estrés oxidativo producidos por 

los oligómeros beta-amiloides in vitro (Figura 14B). Este hallazgo demuestra que cepas 

específicas de BL, especialmente E. mundtii CRL 35 y L. brevis CRL 2013, poseen la 
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capacidad de atenuar la respuesta oxidativa inducida por oAβ1−42 en microglía, lo que 

podría prevenir efectos neurotóxicos en las neuronas adyacentes. 
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Figura 14. Actividad antioxidante de los MCB en células BV2 frente a la toxicidad de los oAβ. La actividad 

antioxidante se midió utilizando (A) el ensayo de decoloración del ácido 2,2′-azino-bis (ácido 3- 

etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS) y (B) la capacidad antioxidante reductora de cúprica (CUPRAC). Se 

utilizó 125 μM ácido ascórbico (AA) como control positivo. La actividad antioxidante de CUPRAC se 

expresó como equivalentes de AA. Los asteriscos indican diferencias significativas en comparación con el 

grupo tratado con oAβ1−42 (*p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,001). 
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Efecto antiinflamatorio de los medios condicionados bacterianos en células 

de microglía BV2 

El proceso inflamatorio iniciado por la activación de la microglía es otro componente 

esencial de la EA. Los agregados de Aβ1-42 exhiben una neurotoxicidad significativa al 

dañar las neuronas. Además, estos agregados de Aβ estimulan la microglía, que elimina 

el Aβ, pero esta acción conduce a la liberación de mediadores inflamatorios, resultando 

en efectos neurotóxicos indirectos (Maezawa et al., 2011). Por ello, examinamos la 

expresión de citoquinas inflamatorias en células BV2 expuestas a oAβ1−42, tanto en 

presencia como en ausencia de los medios condicionados bacterianos. 

Las células microgliales desafiadas con oAβ1−42 mostraron un aumento en la expresión 

de las citoquinas TNF-α, IL-1β e IL-6 (Figura 15). Por el contrario, el tratamiento con los 

R-MCB de las tres cepas seleccionadas redujeron significativamente los niveles de 

expresión de IL-1β (Figura 15A). Esta es una de las citoquinas que se detecta en las 

etapas iniciales de la EA y posee un efecto negativo bien documentado en los pacientes, 

ya que induce fuertemente la producción de péptidos Aβ (Di Bona et al., 2008; Xie et al., 

2015). A su vez, el péptido Aβ aumenta el procesamiento de IL-1β en la microglía, lo que 

lleva a la sobreexpresión de esta citoquina en la EA (Taneo et al., 2015). Adicionalmente, 

los R-MCB de las cepas CRL 581 y CRL 2013 redujeron significativamente los niveles de 

expresión de IL-6 (Figura 15B). Aunque se cree que esta citoquina tiene un papel dual en 

las neuronas, es decir, puede aumentar la supervivencia neuronal o promover la 

degeneración neuronal, en la EA parece prevalecer este último efecto. No obstante, IL- 

6 podría favorecer la gliosis microglial, mejorando la fagocitosis de oAβ y la eliminación 

de placas amiloides (Chakrabarty et al., 2010). Otro marcador importante es el TNF-α, 

que juega un papel central en la fisiopatología de la EA, siendo una de las primeras 

citoquinas que desencadena y mantiene el estadio inflamatorio (Zelová & Hošek, 2013). 

Notablemente, la expresión de TNF-α se redujo significativamente en las células BV2 

tratadas con R-MCB de L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581 y L. brevis CRL 2013, 

destacando la efectividad de los postbióticos de ambas cepas (Figura 15C). Combinando 

estos hallazgos, podemos postular que los medios condicionados de las BL ensayadas 

pueden exhibir efectos duales: propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. 
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Figura 15. Efecto de los MCB sobre la expresión de genes marcadores de inflamación en células BV2 desafiadas con oAβ1-42. Expresión relativa de IL-1β (A), IL-6 (B) y TNF-α 

(C). Los asteriscos indican diferencias significativas en comparación con el grupo tratado con oAβ1−42 (*p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,001). 

 

A menudo, la activación de la microglía en la enfermedad de Alzheimer (EA) produce cantidades excesivas de la enzima óxido nítrico sintasa 

inducible (iNOS), lo que conduce a un aumento en la producción de óxido nítrico, estrés oxidativo y neuroinflamación (Andronie-Cioara et al., 

2023). La superóxido dismutasa 1 y 2 (SOD-1 y SOD-2, respectivamente) son enzimas antioxidantes que desempeñan un papel vital en la 

protección de las células contra el estrés oxidativo. Comprender el efecto de los R-MCB en estos marcadores en el contexto de la EA es esencial 

para desarrollar terapias dirigidas para aliviar la progresión de la enfermedad y los síntomas asociados. Nuestros hallazgos revelaron que E. 

mundtii CRL 35 provocó un aumento significativo en la expresión de iNOS (Figura 16A), una enzima cuya sobreexpresión se ha relacionado con la 

generación de peroxinitrito, contribuyendo así a un ciclo progresivo de neuroinflamación. En contraste, ninguno de los R-MCB analizados mostró 

efectos sobre la expresión de SOD-1 y SOD-2 (Figura 16B y 16C). El efecto observado de la cepa CRL 35 sobre la expresión de iNOS subraya la 
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importancia de examinar cada postbiótico de manera individual, ya que pueden generar respuestas biológicas distintas en cada contexto, 

reforzando la necesidad de evaluar tanto probióticos como postbióticos en función de sus efectos específicos. 

 

Figura 16. Efecto de los postbióticos sobre la expresión de iNOS (A), SOD-1 (B) y SOD-2 (C) en células BV-2 estimuladas por oAβ1-42 5 μM durante 8 h. Los asteriscos indican 

diferencias significativas en comparación con el grupo tratado con oAβ1−42 (*p < 0,05, ns = no significativo) 

 

Los resultados obtenidos en este capítulo destacan la capacidad de las BL seleccionadas para influir en el ambiente celular frente al desafío con 

oligómeros beta-amiloides (oAβ1−42). A pesar de no haber observado un efecto sobre la viabilidad celular, los medios condicionados bacterianos 

(R-MCB) demostraron poseer actividades antioxidantes y antiinflamatorias significativas en las células de microglía BV2. Estos hallazgos sugieren 

que las BL ensayadas podrían ofrecer un enfoque terapéutico dual, combinando efectos antioxidantes y antiinflamatorios. 
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Conclusiones parciales 

 
• En células BV2, los sobrenadantes obtenidos tras el tratamiento con los 

postbióticos de las tres cepas lácticas evaluadas lograron reducir los radicales 

ABTS•+, lo que evidencia la presencia de metabolitos con marcada actividad 

antioxidante. Este efecto fue confirmado mediante el ensayo CUPRAC, donde 

únicamente E. mundtii CRL 35 y L. brevis CRL 2013 mostraron una reducción 

eficiente de iones cúpricos. Estos resultados no solo validan la capacidad 

antioxidante de los metabolitos liberados, sino que revelan diferencias 

funcionales en los mecanismos antioxidantes entre las cepas, subrayando el 

valor de su caracterización específica para futuras aplicaciones terapéuticas. 

• Todos los postbióticos evaluados redujeron significativamente la expresión de IL- 

1β en células BV2 desafiadas con oAβ1-42, evidenciando un efecto 

antiinflamatorio común sobre este marcador temprano. Específicamente, los R- 

MCB de L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581 y L. brevis CRL 2013 también 

disminuyeron IL-6 y TNF-α, reforzando su potencial terapéutico en 

neuroinflamación. En contraste, E. mundtii CRL 35 aumentó significativamente 

la expresión de iNOS, sugiriendo una mayor producción de óxido nítrico. 

• Los MCB evaluados no mostraron efectos citotóxicos per se sobre las líneas 

celulares N2a ni BV2 bajo las condiciones experimentales, lo que confirma su 

seguridad basal en modelos neuronales y microgliales. Sin embargo, tras la 

estimulación aguda con oAβ1-42, ninguno de los MCB logró contrarrestar la 

pérdida de viabilidad celular, lo que indica que sus efectos beneficiosos no se 

traducen en una protección directa frente a la citotoxicidad inducida. Este 

resultado sugiere que la acción de estos postbióticos podría operar a través de 

mecanismos protectores indirectos. 
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Capítulo 3. Estudio in vivo del efecto de las BL seleccionadas en 

un modelo murino. 

Introducción 

Con la finalidad de evaluar el efecto in vivo de las cepas lácticas L. delbrueckii subsp. 

lactis CRL 581 y L. brevis CRL 2013 se decidió utilizar un modelo de deterioro cognitivo 

inducido por escopolamina. Los modelos animales tratados con escopolamina se utilizan 

ampliamente en estudios neurocognitivos ya que la administración de esta droga induce 

algunas características moleculares y conductuales similares a la enfermedad de 

Alzheimer y otros trastornos neurodegenerativos (K. S. Tang, 2019). 

La escopolamina es un antagonista de los receptores muscarínicos que bloquea la 

neurotransmisión colinérgica, provocando deterioro cognitivo en los roedores. Produce 

una disminución en la actividad de la enzima colinacetiltransferasa (ChAT) y un aumento 

de la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE), lo que lleva a una disminución en los 

niveles de acetilcolina (ACh). Por otro lado, esta droga genera un aumento en la 

acumulación de especies reactivas de oxígeno que inducen estrés oxidativo y esto 

conlleva a alteraciones en la cognición y en la memoria de los roedores (Figura 17) 

(Cheon et al., 2021; Rahimzadegan et al., 2018). 

 

 
Figura 17. Modo de acción de la escopolamina. La escopolamina actúa como un antagonista de los 

receptores muscarínicos, bloqueando la neurotransmisión colinérgica. Esta inhibición se asocia con una 
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disminución en la actividad de la colina acetiltransferasa (ChAT) y un incremento en la actividad de la 

acetilcolinesterasa (AChE). Además, induce un aumento en la generación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), desencadenando estrés oxidativo que contribuye a alteraciones cognitivas y déficits en la memoria. 

En este modelo se evaluaron los cambios neurobioquímicos, proteómicos y 

conductuales del efecto de la administración de las BL seleccionadas sobre los cambios 

producidos por la escopolamina en un modelo de ratón. Para este estudio, se utilizó la 

bacteria completa en lugar de los medios condicionados (MCB) debido a que la 

interacción de la bacteria con las células del huésped es más compleja y podría activar 

mecanismos adicionales a través del contacto directo o la internalización. Este enfoque 

permite una evaluación más representativa de su impacto fisiológico, dado que, en un 

entorno natural, el huésped responde tanto a los metabolitos secretados como a la 

bacteria en sí, lo que podría generar efectos sinérgicos. Además, el uso de la bacteria 

completa evita la posible degradación o pérdida de actividad de ciertos metabolitos 

fuera del sistema bacteriano, lo que podría influir en los efectos observados con el MCB. 



 Materiales y métodos: Capítulo 3 

70 

 

 

Materiales y métodos 

1. Animales de experimentación 

Se utilizaron ratones C57BL/6 machos y hembras, de 6 semanas de edad pertenecientes 

a la colonia cerrada de CERELA. Los animales fueron alojados en jaulas de policarbonato 

con temperatura ambiente controlada (22 ± 2 ° C de temperatura, 55 ± 2% de humedad) 

y alimentados ad libitum con dieta balanceada convencional. El bienestar animal estuvo 

a cargo de investigadores y personal capacitado en cuidado y manejo de animales de 

CERELA, siguiendo estrictamente las recomendaciones de la Comisión Institucional para 

el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL). La salud y el comportamiento de 

los animales fueron monitoreados diariamente siguiendo el protocolo CRL-CICUAL-GN- 

2024/1A. Los ensayos para cada parámetro estudiado se realizaron en cinco ratones por 

grupo. 

1.1 Protocolo de alimentación 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581 y Levilactobacillus brevis CRL 2013, se 

administraron durante 28 días consecutivos a las dosis de 108 y 109 células/ratón/día, 

respectivamente, en el agua de bebida (LDR 1%, 4 mL por ratón por día) de acuerdo a 

modelos previamente puestos a punto en CERELA (Cataldo, Villena, et al., 2020; Elean 

et al., 2020). 

2. Modelo de deterioro cognitivo agudo inducido por 

escopolamina 

Se conformaron 5 grupos experimentales, tanto para machos como para hembras, que 

se dividieron de acuerdo al protocolo de alimentación y al tratamiento recibido. Estos 

grupos son: 

• Grupo 1: Control bioterio (Alimentación: LDR 1 %; tratamiento vía 

intraperitoneal (IP): solución salina 0,9 %) 

• Grupo 2: Escopolamina (Alimentación: LDR 1 %; tratamiento vía IP: 

escopolamina 1 mg/kg por 7 días consecutivos) 

• Grupo 3: Donepecilo (Alimentación: LDR 1 %; tratamiento vía IP: escopolamina 

1 mg/kg por 7 días consecutivos; tratamiento vía oral: donepecilo 2,5 mg/kg) 



 Materiales y métodos: Capítulo 3 

71 

 

 

 

• Grupo 4: CRL 2013 (Alimentación: LDR 1% + 109 UFC de CRL 2013; tratamiento 

vía IP: escopolamina 1 mg/kg por 7 días consecutivos) 

• Grupo 5: CRL 581 (Alimentación: LDR 1% + 108 UFC de CRL 581; tratamiento vía 

IP: escopolamina 1 mg/kg por 7 días consecutivos) 

El día 21 de iniciada la administración de los probióticos, los ratones recibieron 

escopolamina (1 mg/kg) por vía intraperitoneal durante 7 días consecutivos. A su vez, 

los ratones del grupo 3, iniciaron el tratamiento con donepecilo, una droga comercial 

inhibidora de la acetilcolinesterasa, en dosis de 2,5 mg/kg por vía oral. 

Un resumen del protocolo del modelo experimental se muestra en la Figura 18. En todos 

los grupos, se registró el peso corporal de los animales y la ingesta de alimento una vez 

por semana. 

 

Figura 18. Representación esquemática del protocolo de trabajo en el modelo murino. 

3. Ensayo conductual 

3.1 Prueba de Reconocimiento de Objetos en Campo Abierto 

El primer día de la inyección de escopolamina, se evaluaron los parámetros 

conductuales utilizando la Prueba de Reconocimiento de Objetos en Campo Abierto. 

Esta prueba se realizó utilizando el método descripto por Ennaceur & Delacour, 1988. 

La misma se llevó a cabo en una caja cuadrada con dimensiones de 40 cm x 40 cm x 32 

cm y constó de tres etapas. 

1- Fase de Habituación: en una primera instancia, los ratones fueron colocados en 

el campo abierto vacío y se les permitió explorar el área durante 5 minutos para su 

habituación al espacio. 
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2- Fase de Entrenamiento: 24 horas después de la habituación, los ratones se 

colocaron en la caja con dos objetos idénticos (objeto familiar: O1) posicionados en dos 

esquinas adyacentes, a 10 cm de las paredes, y tuvieron libertad de explorar el campo y 

los objetos durante 5 minutos. Inmediatamente después de esta etapa, los animales 

recibieron la inyección IP según el grupo experimental al que pertenecían. 

3- Fase de Prueba: esta última etapa se llevó a cabo 2 horas después de la fase de 

entrenamiento y uno de los objetos dentro del campo fue reemplazado por otro con 

una textura y tamaño similares, pero de diferente color y forma (objeto nuevo: O2). 

Los objetos y la caja se limpiaron con una solución de etanol al 70% entre cada ratón 

para eliminar olores y residuos. Las exploraciones durante la sesión de entrenamiento y 

prueba fueron registradas en video utilizando una cámara Xiaomi Dual Pixel PDAF. 

En la figura 19 se muestra una representación gráfica de las etapas del ensayo. 
 

Figura 19. Representación esquemática de las distintas fases del test conductual. 

 

3.2 Análisis de videos con el software STUART (Ing. en Sistemas – UTN) 

Para evaluar el comportamiento de los animales en la Prueba de Reconocimiento de 

Objetos en Campo Abierto, se empleó STUART, un software desarrollado especialmente 

por estudiantes de Ingeniería en Sistemas de la Universidad Tecnológica Nacional de 

Tucumán. Este programa permitió un rastreo preciso de la nariz de los ratones, definida 

como el punto clave de interés para evaluar la exploración animal. 

El sistema de procesamiento de videos STUART combina dos modelos de redes 

neuronales diseñados para tareas específicas y complementarias, permitiendo un 

análisis preciso del comportamiento animal. El modelo de redes neuronales fue 

entrenado utilizando un dataset de fotogramas extraídos de diferentes videos. 
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El primer modelo, se encarga de detectar los objetos de interés en la escena 

experimental y la base de la caja donde se desarrolla el movimiento del ratón y sus 

interacciones con los objetos. Una vez identificados los objetos, entra en acción el 

segundo modelo, que detecta puntos anatómicos claves en el cuerpo de los ratones. En 

este caso, teniendo conocimiento que los roedores exploran principalmente mediante 

el olfato, este modelo de seguimiento se basó en la detección del punto de la nariz de 

los animales. Una vez entrenado el modelo, STUART procesó cada video obtenido 

durante el ensayo conductual. El software permitió establecer un área de interés de 2 

cm a la redonda de cada objeto para evaluar la exploración de los mismos y una zona 

central de 20 x 20 cm para evaluar el nivel de ansiedad de los animales (Figura 20). 

 

Figura 20. Fotografía del campo, el área central y las zonas de interés alrededor de los objetos. 
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Los parámetros analizados incluyeron la distancia total recorrida, el tiempo de 

permanencia en el cuadrante central, y el tiempo dedicado por cada animal a explorar 

ambos objetos. Además, el rastreo generó un mapa visual de las trayectorias recorridas 

por los animales dentro del campo, proporcionando un análisis cualitativo de su 

desplazamiento. El flujo de adquisición y procesamiento de datos mediante STUART se 

muestran en la Figura 21. 

Figura 21. Flujo de adquisición y procesamiento de datos mediante el software STUART. 
 
 

3.3 Exploración de objetos en campo abierto 

El tiempo de exploración de los objetos se calculó analizando el tiempo que los ratones 

dedicaron a explorar cada objeto durante la fase de prueba del ensayo conductual. Se 

definió como exploración cuando el ratón se acercaba a menos de 2 cm del objeto y/o 

lo tocaba con la nariz. 

El software STUART permitió delimitar una zona de interés de 2 cm alrededor de cada 

objeto y, mediante un vector, detectar el momento en que la nariz del animal apuntaba 

hacia el objeto. Así, el tiempo de exploración se registró únicamente cuando el animal 

se encontraba a menos de 2 cm del objeto y con la nariz dirigida hacia este (Figura 22). 
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Además, el software excluyó las situaciones en las que el ratón se posicionaba sobre el 

objeto, dado que esta acción no se considera exploración activa (Figura 23). 

 

Figura 22. A) El ratón se encuentra a 2 cm del objeto de interés con su nariz apuntando hacia él. B) El ratón 

se encuentra dentro del área de interés de 2 cm, pero no se contabiliza el tiempo ya que su nariz no está 

en dirección al objeto. 

 

Figura 23. El ratón se encuentra posicionado sobre el objeto, por lo tanto, el software STUART no 

contabiliza el tiempo ya que no se considera un comportamiento exploratorio. 

El índice de reconocimiento porcentual (IR %) se calculó dividiendo el tiempo que el 

animal explora el objeto nuevo (O2) sobre la sumatoria del tiempo de exploración de 

ambos objetos (O1 + O2). Finalmente se multiplicó por 100 para expresar el valor en 

porcentaje. 

 



 Materiales y métodos: Capítulo 3 

76 

 

 

4. Parámetros bioquímicos en suero 

24 horas después de la última inyección de escopolamina, se anestesió a los animales 

con una mezcla de ketamina (100 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg). Se colectó sangre 

mediante punción cardiaca, la cual se centrifugó a 10.000 x g durante 5 min, y el suero 

se utilizó para determinar parámetros bioquímicos mediante el uso de kits comerciales 

específicos. Las determinaciones incluyeron la medición de glucosa, colesterol y 

triglicéridos, utilizando kits provistos por Wiener Lab. Estas evaluaciones se realizaron 

con el objetivo de obtener una comprensión integral del estado general de salud de los 

animales utilizados como sujetos de estudio. 

5. Evaluación de translocación bacteriana 

Se realizó la disección de hígado y bazo en condiciones de esterilidad y se los colocaron 

en tubos falcon con 5 mL de SF estéril 0,1% (p/v). El peso de los tejidos se calculó por 

diferencia de peso en los tubos previamente pesados y se disgregaron mediante un 

homogenizador. Se realizaron diluciones seriadas de los homogenatos y se sembraron 

100 μL de cada dilución y del homogenato puro en medio MacConkey y MRS agar, para 

realizar el recuento de enterobacterias y lactobacilos respectivamente, luego de la 

incubación a 37ºC (24-48 h). 

6. Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos y gráficos se realizaron utilizando GraphPad Prism versión 8.0 

(GraphPad Software, Inc., CA, EE. UU.). Se determinaron diferencias significativas 

mediante la aplicación de ANOVA unidireccional seguido por la prueba de Tukey. Los 

valores de p < 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. A menos que se 

indique lo contrario, todos los valores fueron las medias de 5 ratones por grupo ± 

desviación estándar (DE). 

7. Preparación y Análisis de homogenatos cerebrales 

7.1 Disección de cerebro 

El cerebro completo fue cuidadosamente extraído y colocado en una placa de Petri 

estéril que contenía PBS frío. Se diseccionó el cerebelo y se realizó un corte midsagital 

del cerebro. La mitad del cerebro se colocó en un tubo de 2 mL que contenía 3 grandes 

perlas de vidrio de 5 mm para obtener los homogenatos. La otra mitad del cerebro se 
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utilizó para realizar la disección y extracción de ARN total de hipocampo y córtex (3 

ratones por grupo, ver sección 7.2 y 7.5 respectivamente). 

7.2 Preparación de homogenatos de cerebro 

Se añadió buffer de homogenización al 10 % (p/v) a los tubos que contenían los cerebros 

junto con las 3 perlas de vidrio y se realizaron 4 ciclos de vortex para disgregar el tejido. 

La mezcla se centrifugó a 10.000 x g, 10 min a 4°C y el sobrenadante se colocó en un 

nuevo tubo. Los homogenatos obtenidos se utilizaron para determinar diferentes 

parámetros neurobioquímicos (AChE, GSH, CAT y MDA) y para los análisis proteómicos, 

se separó una alícuota del homogenato cerebral (200 µL) y se añadió PMSF hasta una 

concentración final de 1 mM para minimizar la degradación por proteasas. 

7.3 Determinación de concentración de proteínas 

La concentración de proteínas totales de los homogenatos se determinó utilizando el 

reactivo de Bradford comercial (Bio-Rad Laboratories Inc.) siguiendo las instrucciones 

del fabricante y utilizando albúmina sérica bovina como estándar (0,05-0,50 mg/mL). Se 

agregó 10 µL de muestra a 200 µL de la solución de Bradford. La mezcla se incubó a 

temperatura ambiente durante 10 min y se determinó la concentración de proteínas 

espectrofotométricamente usando un lector de microplacas Infinite 200 PRO (Tecan 

Trading AG, Suiza) midiendo la absorbancia a 595 nm. Los resultados se expresaron en 

mg/mL. 

7.4 Ensayos neurobioquímicos 

7.4.1 Actividad de enzima acetilcolinesterasa (AChE) 

La actividad de AChE se determinó mediante el método de Ellman descripto en el 

capítulo 1, donde el homogenato cerebral se incubó con DTNB en un tampón fosfato 

durante 10 minutos. Inmediatamente después de la adición del sustrato ATC a la mezcla, 

la absorbancia se leyó a 412 nm durante 5 minutos. La actividad de AChE se expresó en 

nmol/min/mg de proteína (actividad específica). 

7.4.2 Actividad catalasa (CAT) 

La actividad de la enzima catalasa (CAT) se determinó midiendo el peróxido de 

hidrógeno residual tras la incubación con muestras de homogenato de cerebro. Para 

ello, se preparó al momento de la determinación una solución de H₂O₂ 11,1 mM, 
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diluyendo la solución stock de peróxido de hidrógeno en buffer fosfato de sodio (NaPi) 

50 mM, pH 7. Se sembraron 20 µL de la muestra o de buffer NaPi (como blanco de 

reacción) en una microplaca UV. Se agregaron 180 µL de la solución de H₂O₂ 11,1 mM 

para iniciar la reacción. Inmediatamente, la microplaca se colocó en el lector, 

registrando el cambio en la absorbancia a 240 nm durante 5 minutos. La actividad 

catalasa se expresó como la constante de velocidad (k) de una reacción de primer orden, 

ajustada en función de la cantidad de proteína presente (unidades enzimáticas/mg de 

proteína). 

7.4.3 Determinación del contenido de peroxidación lipídica 

El ensayo de peroxidación lipídica se llevó a cabo mediante la cuantificación del 

malondialdehído (MDA) en homogenatos cerebrales, utilizando la técnica de reacción 

con ácido tiobarbitúrico (TBA). 

Para el procedimiento, se añadieron 300 µL de homogenato de cerebro 1X en un tubo 

Eppendorf de 1,5 mL, al que se le agregaron 300 µL de ácido tricloroacético (TCA) al 10 

% para precipitar las proteínas. Como control, se utilizó un blanco de reacción con 300 

µL de buffer de homogeneización en lugar del homogenato cerebral. Las muestras se 

incubaron a 4 °C durante 30 minutos, seguidas de centrifugación a 10.000 x g durante 

10 minutos a la misma temperatura. Se recuperaron los sobrenadantes y, en un nuevo 

tubo, se mezclaron 500 µL del sobrenadante con 250 µL de una solución acuosa de TBA 

al 0,367 % (preparada con calor). Las muestras se incubaron a 80 °C durante 40 minutos 

en un termobloque, se dejaron enfriar, y posteriormente se sembraron 200 µL de las 

muestras y del blanco de reacción en una microplaca para su lectura a 530 nm. 

Para el cálculo de la concentración de MDA, se aplicó la Ley de Lambert-Beer utilizando 

el coeficiente de absortividad molar del MDA (ε = 1,56 x 10⁵ M/cm), donde la 

absorbancia (Abs530nm) es proporcional a la concentración (C) y a la longitud de la 

trayectoria óptica (l) de 0,5 cm. Los resultados obtenidos se transformaron en 

nanomoles de MDA, ajustando por el factor de dilución (1,49) correspondiente al 

agregado de TBA, y se normalizaron en función de la cantidad de proteínas totales, 

expresando los resultados en nmol de MDA por mg de proteína. 
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7.4.4 Estimación del contenido de glutatión reducido (GSH) 

El contenido de glutatión reducido (GSH) en el cerebro se determinó mediante el 

método de Ellman, utilizando una curva estándar de GSH para calcular su concentración 

en el homogenato cerebral, expresado en mM/mg de proteína. 

Se colocaron 300 µL de homogenato de cerebro en un tubo Eppendorf de 1,5 mL, al que 

se le añadieron 300 µL de ácido tricloroacético (TCA) al 10 % para precipitar las 

proteínas. Se incluyó un blanco de reacción con 300 µL de buffer de homogeneización 

en lugar de homogenato. Las muestras se incubaron a 4 °C durante 30 minutos, seguidas 

de centrifugación a 10.000 x g durante 10 minutos a la misma temperatura. Se 

recuperaron los sobrenadantes para el análisis. 

Paralelamente, se prepararon soluciones estándar de GSH (0,01; 0,05; 0,1; 0,5 y 1 mM) 

para construir una curva de calibración. La mezcla de reacción, preparada al resguardo 

de la luz, contenía 125 µL de buffer NaPi 0,1 M (pH 8,4), 17 µL de DTNB 3 mM y 38 µL de 

agua ultrapura. A continuación, se sembraron 180 µL de esta mezcla de reacción en una 

microplaca, junto con 20 µL de cada muestra o estándar de GSH por duplicado o 

triplicado. Tras incubar la microplaca a temperatura ambiente durante 10 minutos, se 

midió la absorbancia a 412 nm. Finalmente, la concentración de GSH se calculó a partir 

de la recta de calibración, expresando los resultados en mM de GSH por mg de proteína. 

7.5 Análisis de expresión de citoquinas en córtex e hipocampo por RT-qPCR 

La expresión de citoquinas en tejidos de córtex e hipocampo se evaluó como se describió 

anteriormente con algunas modificaciones. Los tejidos se mezclaron con perlas de vidrio 

de 1 mm (Sigma-Aldrich Co.; St. Louis, MO, Estados Unidos) en RNAzol RT (RN190) en 

una proporción 1 mL de solución cada 100 mg de tejido. Luego, los tejidos fueron 

fragmentados mediante un disruptor celular Mini-BeadBeater-8 (Biospec Products Inc.; 

Bartlesville, OK, Estados Unidos), a máxima velocidad durante 2 ciclos de 30 segundos 

cada uno, intercalando intervalos de enfriamiento en hielo de 1 minuto entre cada ciclo. 

Luego se agregaron 400 μL de agua libre de ARNasa por cada 1 mL de RNAzol a cada 

tubo y se centrifugó durante 15 min a 12.000 x g para eliminar los restos celulares y las 

perlas de vidrio. Los sobrenadantes conteniendo el ARN se transfirieron a nuevos tubos 

y el proceso de aislamiento siguió como se detalló anteriormente. La pureza y cantidad 

total de ARN se analizaron mediante un espectrofotómetro Nabi UV/vis Nano 



 Materiales y métodos: Capítulo 3 

80 

 

 

 
(MicroDigital Co., Ltd., Corea). El ADNc se sintetizó a partir del ARN total utilizando el kit 

qScript cDNA SuperMix (Quanta Bio, Genbiotech, Argentina) siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Para realizar la PCR cuantitativa en tiempo real se utilizó Supermix SYBR 

Green iQ5 (Bio-Rad) y el sistema iQ5 (Bio-Rad). Los oligonucleótidos utilizados se 

enumeran en la Tabla 4. Se calcularon los cambios relativos luego de la normalización 

con β-actina y la expresión se obtuvo respecto a los animales control sin tratar 

establecidos en 1. 

Tabla 4. Cebadores empleados para RT-qPCR en córtex e hipocampo de ratones C57BL/6. 
 

Nombre 
Secuencia de cebadores 

Referencias 
Cebador sentido (5ˈ→3ˈ) Cebador anti-sentido (3ˈ→5ˈ) 

β-actina 5'-CGTGAAAAGATGACCCAGATCA-3' 5'-ACAGCCTGGATGGCTACGTA-3' 
(Cataldo, Villena, 

et al., 2020) 

TNF-α 5'-GTGGTCAGGTTGCCTCTGTCTC-3' 5'-TGGCTCTGTGAGGAAGGCTGTG-3' 
(H. Zhang et al., 

2020) 

IL-1β 5'-TTTCCTCCTTGCCTCTGATGGG-3' 5'-CCACACGTTGACAGCTAGGTTC-3' 
(H. Zhang et al., 

2020) 

IL-6 5'-CTTGGGACTGATGCTGGTGACA-3' 5'-GCCTCCGACTTGTGAAGTGGTA-3' 
(H. Zhang et al., 

2020) 

SOD-1 5'-TGCGTGCTGAAGGGCGAC-3' 5'-GTCCTGACAACAACCTGGTTC-3' (Cui et al., 2019) 

SOD-2 5'-GGAGCAAGGTCGCTTACAGA-3' 5'-GTGCTCCCACACGTCAATC-3' (Cui et al., 2019) 

iNOS 5'-GGACGAGACGGATAGGCAGAGA-3' 5'-TCTTCAAGCACCTCCAGGAACG-3' 
(H. Zhang et al., 

2020) 

 

7.6 Análisis proteómico del homogenato de cerebro 

7.6.1 Preparación, separación y espectrometría de masa de los péptidos 

Después de concentrar las muestras de proteínas mediante SDS-PAGE, las mismas 

fueron reducidas con 20 mM de ditiotreitol (DTT) durante 45 minutos a 56 °C y alquiladas 

con 50 mM de iodoacetamida durante 45 minutos en la oscuridad. Se utilizó tripsina 

para la digestión durante toda la noche y los péptidos fueron extraídos con acetonitrilo. 

Las muestras se liofilizaron mediante Speed Vac y se resuspendieron con 30 µL de ácido 

trifluoroacético al 0,1%. La desalación se realizó usando columnas zip Tip C18 (Merck). 

Posteriormente, se analizó mediante nanoHPLC acoplada a un espectrómetro de masas 

con tecnología Orbitrap, que permite separar los péptidos obtenidos por la digestión 

con tripsina de la muestra y su identificación posterior. La ionización de las muestras se 

lleva a cabo mediante electrospray. Se utilizó un cromatógrafo de la marca 

ThermoScientific, modelo EASY-nLC 1000, adecuado para separar complejos proteicos 
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con un alto grado de resolución utilizando una columna de fase reversa. La columna 

utilizada fue una EASY-Spray Accucore (P/N ES902) (ver figura 22). 

7.6.2 Identificación y cuantificación de proteínas 

Los espectros obtenidos fueron analizados con el programa Proteome Discoverer, 

utilizando la base de datos correspondiente al proteoma de Mus musculus (Mouse) 

UP000000589. Proteome Discoverer versión 2.2 (Thermo Scientific), es un motor de 

búsqueda en el cual el usuario debe seleccionar la base de datos y ciertas características 

que se vinculan con la forma en que fue tratada la muestra. En base a esta información 

y a los datos crudos obtenidos del espectrómetro de masa, el programa desarrolla un 

informe donde indica que proteínas fueron identificadas y los péptidos que utilizó para 

esta identificación. El programa asigna un nivel de confianza a estos péptidos 

(High/Medium/Low) y el usuario decide con cuál nivel de confianza trabajar, siendo 

siempre preferible utilizar solo los péptidos de nivel High. 

Criterios de búsqueda 

Base de datos: Mus musculus (Mouse) UP000000589 

Enzima: tripsina 

Miscleavage: 2 

Tolerancia de masa para precursor: 10 ppm 

Tolerancia de masa para fragmento: 0,05 Da 

Modificaciones Dinámicas: Oxidación (M) 

Modificaciones estáticas: Carbamidometilación (C) 

Nivel de confianza de los péptidos: High 

Mínima cantidad de péptidos diferentes identificado por proteína: 2 

Los resultados se obtienen en dos etapas. En la primera etapa se realiza la búsqueda 

individual de cada muestra y, en la segunda etapa, se realiza un Multiconsensus en el 

cual se agrupan todas las búsquedas para generar la planilla MC/LFQ donde quedan 

consolidados los datos en una única tabla. En la segunda etapa la cantidad de proteínas 

aumenta debido a la utilización de la función Feature Mapper. Esta función compara los 

espectros obtenidos en todas las corridas y esto genera cambios en las proteínas que se 

muestran en la tabla MC/LFQ con respecto a lo que había en las individuales, resultando 
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en un aumento en la cantidad de proteínas identificadas. Esto se debe a diversas 

acciones que realiza el software: 

- Si en la búsqueda individual se detecta 1 sólo péptido de alta confianza de una proteína, 

esta no aparece como hit en la lista porque no cumple con el criterio impuesto de dos 

péptidos por proteína. Sin embargo, si en al menos otra muestra, esa proteína cumple 

con los criterios de búsqueda, al realizar el Multiconsensus esa proteína también 

aparecerá como hit en la muestra donde antes no lo estaba y tendrá el valor 

correspondiente a la muestra individual en la columna PSMs. 

- Si en una muestra un pico parental de un posible péptido no es identificado porque la 

evidencia MS/MS no es suficiente para que tenga alta confianza, pero en otra muestra 

ese péptido sí es identificado con alta confianza y asignado a su proteína, entonces el 

programa asume que ese parental sin identidad corresponde al péptido identificado en 

otra muestra y le asigna una abundancia, en base al área de ese parental. La abundancia 

de este péptido luego es asignada a la proteína correspondiente, por lo tanto, si esta 

proteína antes no estaba identificada en esas muestras de forma individual, en el 

Multiconsensus si lo estará. La diferencia con el punto anterior es que en este caso la 

columna PSMs no tendrá valores ya que el péptido en esa muestra no está identificado 

con alta confianza. El Feature Mapper, además de basarse en los m/z, también realiza 

un alineamiento según los tiempos de retención utilizando una ventana de 10 min. 

7.6.3 Procesamiento de datos y análisis estadístico 

El software Perseus (Tyanova & Cox, 2018) se utilizó para el análisis bioinformático. Dado 

que cada tratamiento se realizó por triplicado, las proteínas identificadas en al menos 

dos de las tres repeticiones y con al menos 2 recuentos de MS/MS se incluyeron para 

análisis posteriores. El análisis de expresión diferencial se realizó utilizando intensidades 

LFQ (Label-free quantitation). Después de la transformación Log2 de las intensidades y 

el filtrado de los datos, se usó una prueba t de Student de dos muestras para determinar 

proteínas diferencialmente abundantes usando un filtro FDR (false discovery rate) 

basado en permutación al 5%. Se utilizaron gráficos de dispersión para determinar la 

correlación entre las réplicas. Los valores de Log2FC (diferencia de la prueba t de Student 

entre las intensidades de Log2 de las muestras) y los valores de -Log p se usaron para 

generar gráficas de volcanes. El flujo de trabajo experimental se muestra en la Figura 24. 
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Figura 24. Flujo de trabajo experimental de espectrometría de masas de cuantificación libre de 

etiquetados (LFQ-MS) utilizado para muestras de homogenato de cerebro de ratones C57BL/6. 
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Resultados y discusión 

Efecto de los probióticos y la escopolamina sobre los procesos de 

memoria en la prueba de reconocimiento de objetos en campo abierto 

La Prueba de Reconocimiento en Campo Abierto es un método empleado para evaluar 

la memoria y el comportamiento exploratorio en roedores (Carter & Shieh, 2015). Este 

ensayo se fundamenta en tres aspectos claves: 

1. Actividad general: los ratones tienen una tendencia natural a explorar su entorno. 

Durante la prueba, se mide la actividad locomotora y el desplazamiento de los animales 

dentro del campo. 

2. Ansiedad: se valora a través del tiempo que los animales permanecen en el área 

central del campo (zona abierta) en comparación con las áreas periféricas (zona 

considerada más segura). Los animales con niveles más bajos de ansiedad tienden a 

explorar el centro, mientras que aquellos con mayor ansiedad se mantienen en los 

bordes, donde perciben mayor protección. 

3. Memoria de reconocimiento: se basa en la tendencia natural de los roedores a 

explorar elementos novedosos, lo que permite inferir la retención de información sobre 

experiencias previas. Este punto se mide al introducir un nuevo objeto en el campo y los 

ratones que recuerden al objeto original mostrarán mayor interés en el nuevo, 

dedicando más tiempo a su exploración. 

Para este ensayo los animales se colocaron, de forma individual, en el campo y se les 

permitió explorar durante 5 minutos para familiarizarse con el entorno (Fase de 

Habituación). Al día siguiente, se inició el ensayo en sí mismo el cual consta de dos 

etapas. La primera es la Fase de Entrenamiento, donde los animales permanecieron en 

la caja, junto con dos objetos (objeto familiar: O1) exactamente idénticos, durante 5 

minutos y se registró su actividad exploratoria mediante filmación. Inmediatamente 

después de la Fase de Entrenamiento, los animales recibieron una inyección de 

escopolamina o solución salina según el grupo experimental. Luego de 2 h, se realizó la 

Fase de Prueba, colocando a los animales en la misma caja, pero en esta instancia se 

reemplazó uno de los objetos por otro del mismo material, pero de diferente forma y 

color (objeto nuevo: O2). 
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Para el seguimiento de los animales, se empleó el software STUART desarrollado 

específicamente para el análisis, el cual permitió entrenar una red neuronal diseñada 

para rastrear la posición y el desplazamiento de los roedores de manera precisa. En una 

primera instancia, se cargaron los videos en el programa y se extrajeron distintos 

fotogramas. Posteriormente, teniendo en cuenta que los roedores exploran 

principalmente mediante el olfato, se etiquetó la nariz de los ratones como zona de 

interés ya que es fundamental para evaluar los patrones de exploración y 

desplazamiento (Antunes & Biala, 2012). De esta forma, luego de entrenar la red, el 

software detectó y siguió automáticamente este punto de interés a lo largo de cada uno 

de los videos, brindando datos precisos sobre la posición y el movimiento de los 

animales a través del campo. 

En la Figura 25 se muestra la trayectoria detectada por STUART de un animal 

representativo de cada grupo experimental. Durante la Fase de Entrenamiento, el 

patrón de desplazamiento de los animales para cada grupo fue similar. En cambio, en la 

Fase de Prueba, se observa que la trayectoria de los animales del grupo escopolamina 

tuvieron un desplazamiento casi exclusivo en la zona de la periferia junto a los bordes 

del campo (zona segura). En este análisis cualitativo, el patrón de desplazamiento es 

diferente en los grupos tratados con donepecilo y ambas cepas probióticas donde se 

puede observar mayor desplazamiento a través de todo el campo en comparación con 

el grupo que sólo recibe escopolamina. 
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Figura 25. Esquema de las trayectorias registradas durante la Fase de Entrenamiento y de Prueba para todos los grupos. Las imágenes corresponden a un ratón representativo 

para cada grupo experimental, en azul ratones machos y en rojo hembras. 
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Para el análisis cuantitativo, los datos obtenidos mediante el software STUART permitieron determinar que no hay diferencias significativas en 

la distancia total recorrida por los animales en ninguno de los grupos, tanto en la Fase de Entrenamiento como en la Fase de Prueba (Figura 26). 

 

Figura 26. Distancia total recorrida en las fases de entrenamiento y prueba por ratones machos (azul) y hembras (rojo) en todo el campo. Cada grupo de datos (n = 5) 

representa la media ± DE. Ctrl, control; SCO, escopolamina; DPZ, donepecilo; 2013, Lv. brevis CRL 2013; 581, L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581. 

Para evaluar el comportamiento de los animales en este modelo, se delimitó una zona de 20 x 20 cm y se midió el tiempo de permanencia de los 

ratones en el área central. En la Figura 27, se puede observar que no hay diferencias significativas en el tiempo de permanencia de los ratones 

del grupo control en el área central entre ambas fases del ensayo. En cambio, el tratamiento con escopolamina produjo una disminución 
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significativa en el tiempo de permanencia de los animales en el centro del campo. Dicho comportamiento no fue afectado de manera significativa 

por el tratamiento con donepecilo ni con ambas cepas de BL. 

 

Figura 27. Tiempo en el área central del campo en las fases de entrenamiento y prueba por ratones machos (azul) y hembras (rojo). Los asteriscos indican diferencias 

significativas entre la Fase de Entrenamiento y Fase de Prueba (**p < 0,01; ***p < 0,005); los símbolos numeral indican diferencias significativas de cada grupo respecto al 

control bioterio (# p < 0,01). Ctrl, control; SCO, escopolamina; DPZ, donepecilo; 2013, Lv. brevis CRL 2013; 581, L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581. (n = 5) 

Por otro lado, la Figura 28 muestra los resultados obtenidos al evaluar el tiempo de permanencia en el área central exclusivamente en la Fase de 

Prueba de todos los grupos experimentales. Si bien el tratamiento con donepecilo y con las BL no aumentaron significativamente el tiempo de 

permanencia en el centro del campo, si se observa una tendencia general a permanecer más tiempo en la zona central en comparación con los 
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animales que solo recibieron escopolamina. Notablemente, esta diferencia se vuelve significativa en el grupo de las hembras tratadas con la cepa 

CRL 2013, las cuales mostraron un tiempo de permanencia en el área central comparable al grupo control durante la Fase de Prueba. Este hallazgo 

sugiere un efecto diferencial y potencialmente protector de dicha cepa en hembras, lo que podría estar vinculado a mecanismos neurobiológicos 

modulados por el sexo. 

 

 
Figura 28. Tiempo en el área central del campo durante la fase de prueba por ratones machos (azul) y hembras (rojo). Los asteriscos indican diferencias significativas 

respecto al control (*p < 0,05; **p < 0,01). Ctrl, control; SCO, escopolamina; DPZ, donepecilo; 2013, Lv. brevis CRL 2013; 581, L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581. (n = 5) 

Finalmente, se evaluó la memoria de reconocimiento durante la Fase de Prueba considerando que los ratones tienen tendencia a explorar más 

tiempo un objeto nuevo (O2) que uno familiar (O1). La exploración del objeto nuevo refleja el nivel de aprendizaje y memoria de reconocimiento 

de los animales experimentales. En base al tiempo de exploración de cada objeto obtenido durante la Fase de Prueba, se calculó el índice de 
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reconocimiento porcentual utilizando la fórmula descripta en materiales y métodos. Un índice de reconocimiento mayor al 50% indica una 

preferencia por explorar el objeto nuevo en lugar del familiar, lo que se utiliza como un indicador de la memoria de los ratones. El índice de 

reconocimiento mostró diferencias significativas entre los grupos experimentales. La Figura 29 muestra como la administración de escopolamina 

redujo notablemente la capacidad de reconocimiento de objetos en comparación con el grupo control, tanto en machos como en hembras. Por 

otro lado, el tratamiento con ambos probióticos y el donepecilo mejoró significativamente la memoria de reconocimiento respecto al grupo 

tratado con escopolamina, obteniéndose resultados comparables a los del grupo control. 

 

Figura 29. Índice de reconocimiento porcentual durante la fase de prueba como medida de la memoria de reconocimiento de ratones machos (azul) y hembras (rojo). Los 

asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (*p < 0,05). Ctrl, control; SCO, escopolamina; DPZ, donepecilo; 2013, Lv. brevis CRL 2013; 581, L. delbrueckii 

subsp. lactis CRL 581. (n = 5) 
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Efecto de la administración de las BL y el tratamiento con 

escopolamina sobre el peso corporal e ingesta alimentaria de los 

ratones 

Durante toda la experimentación, con el objetivo de evaluar el estado general de salud 

de los animales, se registraron el peso corporal y el consumo de alimento. Los resultados 

indicaron que no se observaron diferencias significativas en el peso corporal entre los 

distintos grupos, y el aumento gradual registrado coincide con lo esperado para ratones 

de esta especie (Figura 30A). De manera similar, el consumo de alimento no presentó 

variaciones  significativas  entre  los  grupos  experimentales  (Figura  30B). 
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Figura 30. Peso corporal (AyB) e ingesta de comida (CyD) de ratones machos y hembras. Los valores de 

peso corporal de cada grupo (n = 5) están representados por la media ± DE. 

Parámetros bioquímicos en suero y translocación bacteriana 

Con el objetivo de obtener una comprensión detallada e integral del estado general de 

salud de los animales se analizaron los parámetros bioquímicos en suero. Los resultados 
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Control  SCO DPZ 2013 581 Control  SCO DPZ 2013 581 

muestran que no hubo diferencias significativas en todos los grupos experimentales 

evaluados, tanto para ratones machos como hembras (Figura 31). 

 

Figura 31. Niveles en suero de glucosa (A), colesterol (B) y triglicéridos (C) en ratones machos (azul) y 

hembras (rojo) para todos los grupos experimentales. (Control: control bioterio; SCO: escopolamina; DPZ: 

escopolamina + tratamiento con donepecilo; 2013: escopolamina + CRL 2013; 581: escopolamina + CRL 

581). Cada grupo de datos (n = 5) representa la media ± DE. 

 

Por otro lado, se realizó la prueba translocación bacteriana para determinar la seguridad 

de las cepas probióticas evaluadas. Para ello, se sembraron diluciones seriadas de 

homogenatos de hígado y bazo en MRS y MacConkey para evaluar la inocuidad del 

suministro diario de las cepas. Tras 48 h de incubación a 37 °C, no se observó 

crecimiento en ninguno de los medios, lo que indica que la administración de CRL 2013 

y CRL 581, en las dosis y tiempos evaluados, no altera la permeabilidad intestinal ni 

representa riesgo de translocación bacteriana. 
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Efecto de las cepas lácticas seleccionadas sobre la actividad 

acetilcolinesterasa y el estrés oxidativo inducido por escopolamina 

Uno de los principales tratamientos que reciben los pacientes con EA son los inhibidores 

de AChE con la finalidad de evitar la degradación de acetilcolina y mantener niveles 

adecuados de la misma para la sinapsis colinérgica. En la actualidad, existen diversas 

investigaciones enfocadas en encontrar terapias más naturales que puedan inhibir a la 

AChE y disminuir el daño oxidativo. 

En este estudio, evaluamos el potencial antioxidante e inhibidor de la enzima 

acetilcolinesterasa de las BL seleccionadas sobre la neurotoxicidad inducida por 

escopolamina. 

La actividad de AChE en los tejidos cerebrales de todos los grupos se muestran en la 

Figura 32A. La administración de escopolamina produjo un aumento de los niveles de 

AchE en el cerebro. Estos resultados son concordantes con los reportados previamente 

por diversos autores (Choi et al., 2015; Foyet et al., 2019; S.-P. Li et al., 2018). En 

contraste con el grupo tratado únicamente con escopolamina, se observó una 

disminución significativa de la actividad de AChE en los grupos que recibieron 

donepecilo o cualquiera de las cepas probióticas. Particularmente, el tratamiento con la 

cepa CRL 581 demostró una mayor eficacia en la reducción de la actividad de AChE. Estos 

resultados sugieren un potencial terapéutico significativo de los probióticos, 

especialmente de CRL 581, en la mitigación de los efectos inducidos por la 

escopolamina, sobre todo de la actividad de AChE, en el tejido cerebral. 

Por otro lado, los cambios en los estados redox en el cerebro también están relacionados 

con el deterioro cognitivo inducido por escopolamina. Para evaluar estas alteraciones, 

se determinaron las actividades de enzimas antioxidantes y marcadores de estrés 

oxidativo. 

En este estudio, los ratones tratados con escopolamina mostraron una disminución 

significativa en la actividad de enzimas antioxidantes como catalasa y un aumento en los 

niveles de MDA en el cerebro. La administración de la cepa CRL 2013 mostró un aumento 

significativo en la actividad de la enzima catalasa en los cerebros de los ratones (Figura 

32B). En cuanto a los niveles de MDA, un indicador de peroxidación lipídica, se 

observaron resultados divergentes según el sexo. En hembras, solo los animales que 
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recibieron la cepa CRL 581 mostraron una disminución en los niveles de MDA. En 

cambio, en ratones machos, ambas cepas probióticas demostraron la capacidad de 

reducir los niveles de MDA, lo que indica un efecto beneficioso en la protección contra 

el estrés oxidativo (Figura 32C). Es relevante señalar que no se encontraron diferencias 

significativas en la actividad de GSH entre los grupos, lo que sugiere que los tratamientos 

con probióticos no afectaron los niveles de este antioxidante en particular (Figura 32D). 

Estos hallazgos resaltan la complejidad de los mecanismos antioxidantes y subrayan la 

importancia de investigaciones adicionales para comprender completamente el papel 

de los probióticos en la modulación de los estados redox en el cerebro de ratones 

tratados con escopolamina. 
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Figura 32. Estimación de la actividad de acetilcolinesterasa (A), actividad de la catalasa (B), niveles de MDA 

(C) y contenido de GSH (D) en el cerebro de ratones. (Control: control bioterio; SCO: grupo escopolamina; 

DPZ: escopolamina + tratamiento con donepecilo; 2013: escopolamina + probiótico CRL 2013; 581: 

escopolamina + probiótico CRL 581). Cada conjunto de datos (n = 5) representa la media ± DE. El análisis 

estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía seguido de la prueba de comparaciones múltiples de 

Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al grupo escopolamina (*p < 0,05; **p < 

0,01; ***p < 0,005; ****p < 0,001). 

Expresión de genes marcadores de inflamación mediante RT-qPCR en 

córtex e hipocampo 

Se evaluó el efecto de la escopolamina y de los tratamientos administrados sobre la 

expresión de marcadores inflamatorios en el cerebro de los ratones. Las muestras de 

córtex e hipocampo se obtuvieron 24 horas después de la última administración de 

escopolamina, determinándose la expresión de IL-1β, IL-6 y TNF-α (Figuras 33 y 34). No 

se detectaron diferencias significativas en ninguno de los tejidos analizados, en ambos 

sexos. Aunque se ha reportado que la escopolamina induce un aumento en la expresión 

de estos mediadores, dicho efecto podría ser de corta duración (Akbarian et al., 2022; 

Amoah et al., 2023). Dado que la metodología utilizada cuantifica variaciones en la 

expresión génica, es posible que el pico inducido por la escopolamina se haya producido 

pocas horas después de la administración y disminuido posteriormente, de modo que el 

muestreo realizado a las 24 horas no reflejara dicho incremento. Estos resultados 

coinciden con lo informado por T. Zhang et al., 2022, quienes, tras la administración 

crónica de escopolamina durante 7 semanas, observaron que el aumento en la 

expresión relativa de TNF e IL-1β en hipocampo, medido 24 horas después de la última 

dosis, fue de baja magnitud. 
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Figura 33. Efecto de la escopolamina y los tratamientos sobre la expresión de genes marcadores de inflamación en cerebro de ratones C57BL/6 machos. Expresión relativa 

de IL-1β, IL-6 y TNF-α en córtex e hipocampo. Cada grupo de datos (n = 3) representa la media ± DE. 
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Figura 34. Efecto de la escopolamina y los tratamientos sobre la expresión de genes marcadores de inflamación en cerebro de ratones C57BL/6 hembras. Expresión relativa 

de IL-1β, IL-6 y TNF-α en córtex e hipocampo. Cada grupo de datos (n = 3) representa la media ± DE. 
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Análisis proteómico del homogenato cerebral 

Se realizó un análisis proteómico cuantitativo utilizando tres réplicas biológicas de 

homogenatos cerebrales provenientes de ratones de todos los grupos experimentales. 

El diagrama del flujo de trabajo basado en proteómica cuantitativa sin marcaje se 

muestra en la Figura 24 página 83. 

Los valores de intensidad-LFQ fueron cargados en Perseus y transformados a escala 

logarítmica. Posteriormente, se filtraron para conservar únicamente aquellas proteínas 

con valores válidos en al menos 2 de las 3 réplicas biológicas por grupo. Los valores 

faltantes fueron imputados y se reemplazaron con valores correspondientes a la 

distribución normal. Los histogramas correspondientes a las proteínas identificadas y 

cuantificadas evidenciaron una distribución normal, y la imputación de los datos 

preservó su carácter unimodal (Figura 35). 
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Figura 35- Histograma de distribución de los valores logaritmo (log2(x)) de intensidad-LFQ representando la distribución unimodal y normal de los datos para ratones machos 

(A) y hembras (B). 
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Análisis de proteínas expresadas diferencialmente 

Los cambios globales de expresión de proteínas en el cerebro de los ratones se 

analizaron mediante un enfoque proteómico. Como proteoma de referencia se utilizó 

https://www.uniprot.org/proteomes/UP000000589. Este proteoma comprende 54727 

proteínas putativas de las cuales en nuestras muestras se identificaron 17459 en machos 

y 18571 en hembras. Esto comprendió una cobertura del proteoma del 32% y 34% para 

machos y hembras respectivamente, lo cual se encuentra en un rango típico de enfoques 

proteómicos cuantitativos libre de etiquetados (Boeddrich et al., 2023; H. Wang et al., 

2006). 

Para el análisis, se consideraron las proteínas detectadas en por lo menos 2 réplicas 

biológicas por grupo experimental, con la finalidad de incrementar la precisión de la 

evaluación estadística. Esto resultó en un subconjunto de 1799 y 2056 proteínas para 

machos y hembras respectivamente, cuyos niveles de expresión se compararon entre 

los diferentes grupos experimentales. 

A continuación, con el propósito de facilitar una comprensión más clara y precisa de los 

patrones de expresión observados, los resultados de machos y hembras serán 

presentados por separado y al final se realizará una interpretación integradora de los 

mismos. 

PROTEÓMICA DE RATONES MACHOS 

Para caracterizar la expresión diferencial en los perfiles de proteínas entre todos los 

grupos experimentales, luego de aplicar la transformación logarítmica a las intensidades 

normalizadas de las proteínas y realizar el filtrado detallado anteriormente, se llevó a 

cabo una prueba de "T de Student múltiple". Esta se realizó utilizando un filtro FDR (tasa 

de descubrimiento falso) con un nivel de permutación del 5 %. Los resultados obtenidos 

se representaron mediante un gráfico de clúster jerárquico (Figura 36). Este análisis 

demostró que los grupos experimentales se separan claramente, indicando que cada 

condición induce respuestas proteómicas diferentes. Además, el clustering confirmó 

consistencia interna entre réplicas, lo cual es un indicador de buena calidad del ensayo. 

Las muestras del grupo escopolamina y control presentan perfiles opuestos en 

numerosos genes y proteínas, evidenciando una clara diferenciación molecular entre 

https://www.uniprot.org/proteomes/UP000000589
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ambos. Los grupos CRL 581, CRL 2013 y donepecilo muestran un patrón similar entre sí, 

distinto del control y escopolamina, lo que podría reflejar un efecto regulador o 

compensatorio derivado del tratamiento. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 36. Mapa de calor de agrupamiento jerárquico con Z-score en ratones machos. Solo se muestran 

las proteínas diferencialmente expresadas (FDR por permutación ≤ 0,05) en cualquier comparación: 

Control, Escopolamina (SCO), Donepecilo (DPZ), CRL 2013 y CRL 581. Las proteínas con mayor expresión 

se representan en azul, mientras que las de menor expresión aparecen en rojo. 
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Efecto de la escopolamina sobre el cerebro de ratones C57BL/6 

Con el objetivo de evaluar los cambios inducidos por la escopolamina en el proteoma 

del cerebro de los ratones machos, se realizó una comparación entre las muestras del 

control bioterio vs el grupo que solo recibió escopolamina aplicando la prueba de “T de 

Student doble” utilizando un filtro FDR basado en un nivel de permutación del 5%. Los 

resultados se visualizan en un gráfico volcán (Figura 37) y en Tabla 5 de Anexo 1. 

 

Figura 37- Análisis de proteínas expresadas diferencialmente en ratones machos que recibieron 

tratamiento con escopolamina vs control bioterio. La gráfica de volcán muestra el valor estadístico p (eje 

y) frente a la diferencia de los valores logarítmicos de intensidades, (Diferencia T- Student, eje x). La línea 

horizontal punteada representa el umbral del valor p ajustado de 0,05; mientras que las líneas verticales 

punteadas representan los puntos de corte de diferencia de las intensidades en escala logarítmica. La 

expresión diferencial significativa se definió como p ≤ 0,05 y Log2 diferencia ≥ 1 para proteínas reguladas 

positivamente (azul) o p ≤ 0,05 y Log2 diferencia ≤ -1 para proteínas reguladas negativamente (rojo). 

Del total de 41 proteínas expresadas diferencialmente (DEPs) en los ratones tratados 

con escopolamina, se encontraron 31 proteínas reguladas positivamente y 10 

reprimidas en comparación al control bioterio. Entre las proteínas reguladas 

positivamente en el grupo escopolamina podemos destacar a Lrp-1 (A0A0R4J0I9), 
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17β-HSD10 (Q99N15), Plec (Q9QXS1) y NEDD8 (P29595); mientras que entre las 

reguladas negativamente destacamos a Rptor (A2ACM0), Rheb (Q921J2) y Ssbp3 

(Q9D032). 

LRP1 es una proteína de la superficie celular neuronal que puede regular la endocitosis 

de múltiples ligandos, participando en la transducción de señales. Se ha visto, que en la 

EA la interacción de esta proteína con APP produce un aumento en el tráfico endosomal 

de APP, lo que genera un aumento en la producción de Aβ. Por otro lado, la proteína 

mitocondrial 17β-HSD10 se encuentra sobreexpresada 2,5 veces en los ratones tratados 

con escopolamina. Además de su rol en el metabolismo mitocondrial de isoleucina y 

neuroesteroides (17β-estradiol, 5α-androstano-3α,17β-diol), su desregulación 

compromete la homeostasis esteroidea crítica para la función cognitiva (He et al., 2019). 

Dado que se han encontrado niveles elevados de esta enzima en cerebros de pacientes 

con enfermedad de Alzheimer y en modelos murinos de la misma, se la considera un 

factor clave en su patogénesis, posiblemente a través de alteraciones en la estructura y 

función mitocondrial, déficit sináptico y muerte neuronal (He et al., 2023; S.-Y. Yang et 

al., 2014). Además, se vió que la proteína PLEC se sobreexpresó 8 veces en el cerebro de 

ratones tratados con escopolamina y esto podría estar relacionado con mecanismos de 

respuesta al daño neuronal o procesos de neuroinflamación activados por el 

tratamiento con esta droga. Este hallazgo adquiere relevancia al considerar que el gen 

PLEC, que codifica la proteína plectina, ha sido identificado como uno de los genes 

diferencialmente sobreexpresados en cerebros post mortem de pacientes con 

Alzheimer, y su sobreexpresión ha demostrado modificar la neurodegeneración en 

modelos animales, sugiriendo un papel funcional en la patología de la enfermedad 

(Lagisetty et al., 2022). Además, análisis de asociación genética han identificado 

variantes en PLEC vinculadas tanto al Alzheimer como a enfermedades cardiovasculares, 

y se ha observado una sobreexpresión de este gen en astrocitos cerebrales y células 

cardíacas en condiciones patológicas (Koskeridis et al., 2024). La proteína NEDD8 que se 

encuentra regulada positivamente en los ratones escopolamina, juega un papel clave en 

la regulación de la degradación de proteínas en el cerebro (S. Zhang et al., 2024). En 

cerebros de pacientes con Alzheimer, se ha observado acumulación de NEDD8 en ovillos 

neurofibrilares y otras inclusiones neuronales, lo que sugiere que participa en la 
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formación y metabolismo de estos agregados patológicos a través del sistema 

ubiquitina-proteasoma (Mori et al., 2005). 

En nuestro modelo experimental, la administración de escopolamina indujo una 

disminución en la expresión de Rheb y Rptor en el cerebro de ratones. Esta doble 

regulación negativa es altamente relevante, ya que tanto Rheb como Rptor son 

componentes esenciales para la activación y funcionalidad del complejo mTORC1, un 

regulador clave de procesos celulares esenciales para la función neuronal. Rheb es una 

GTPasa que activa directamente a mTORC1 al promover su localización en la membrana 

lisosomal, mientras que Rptor (Proteína reguladora asociada a mTOR), por su parte, 

regula la señalización de mTOR, que es crucial para el metabolismo celular, la autofagia 

y la supervivencia neuronal (De La Monte & Tong, 2024; Lehrer & Rheinstein, 2024). La 

reducción simultánea de Rheb y Rptor sugiere una reducción en la actividad de mTORC1, 

lo que afectaría la síntesis de proteínas necesarias para la plasticidad sináptica, un 

proceso crucial para la formación y consolidación de la memoria (De et al., 2021; Shahani 

et al., 2017). Por otro lado, niveles bajos de Rheb también podrían estar asociados con 

una disminución en los niveles de acetilcolina, un neurotransmisor esencial para la 

cognición, cuya alteración es característica en trastornos como el Alzheimer (Moon et 

al., 2020). En conjunto, estos efectos sugieren que la disminución de Rheb y Rptor 

inducida por escopolamina podría contribuir de forma significativa al deterioro cognitivo 

y conductual observado en este modelo. 

Por otro lado, en los ratones del grupo escopolamina se observó una regulación negativa 

de Ssbp3, proteína esencial para el desarrollo neuronal. Su disminución podría 

comprometer la formación sináptica, el volumen del neuropilo y la integridad 

mitocondrial, además de inducir estrés oxidativo y alterar la vía Wnt, contribuyendo así 

al deterioro sináptico y cognitivo observado (Salim et al., 2023). 

Efecto del tratamiento con donepecilo y las bacterias lácticas en el modelo 

de escopolamina 

Tras analizar los cambios en los niveles de expresión proteica en cerebros de ratones del 

modelo de escopolamina, se realizó el análisis estadístico aplicando la prueba “T de 
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Student doble” para comparar los perfiles proteómicos con los cerebros de los animales 

tratados con donepecilo, con L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581. 

El análisis estadístico de las proteínas diferencialmente expresadas (DEPs) reveló que 46 

proteínas encontraron sobreexpresadas, mientras que 20 presentaron una expresión 

reducida en los animales tratados con donepecilo (Figura 38 y Tabla 6 de Anexo 1). 

 

Figura 38. Análisis de DEPs en ratones machos del grupo donepecilo en comparación con escopolamina. 

La gráfica de volcán muestra el valor estadístico p (eje y) frente a la diferencia de los valores logarítmicos 

de intensidades (Diferencia T- Student, eje x). La expresión diferencial significativa se definió como p ≤ 

0,05 y Log2 diferencia ≥ 1 para proteínas reguladas positivamente (azul) o p ≤ 0,05 y Log2 diferencia ≤ -1 

para proteínas reguladas negativamente (rojo). 

Al analizar las DEPs en animales suplementados con CRL 2013, se encontraron 42 

proteínas reguladas positivamente y 13 reguladas en forma negativa (Figura 39A y Tabla 

7 de Anexo 1); mientras que en los suplementados con CRL 581 fueron 47 proteínas 

sobreexpresadas y 26 proteínas reprimidas (Figura 39B y Tabla 8 de Anexo 1). 
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Figura 39. Análisis de DEPs en ratones machos del grupo CRL 2013 (A) y CRL 581 (B) en comparación con escopolamina. La gráfica de volcán muestra el valor estadístico p 

(eje y) frente a la diferencia de los valores logarítmicos de intensidades (Diferencia T- Student, eje x). La expresión diferencial significativa se definió como p ≤ 0,05 y Log2 

diferencia ≥ 1 para proteínas reguladas positivamente (azul) o p ≤ 0,05 y Log2 diferencia ≤ -1 para proteínas reguladas negativamente (rojo). 
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Además, con el objetivo de facilitar la interpretación de las relaciones entre los 

conjuntos de proteínas reguladas en cada grupo experimental, se emplearon diagramas 

de Venn (Figura 40). Esta representación permitió identificar proteínas compartidas 

entre tratamientos, así como aquellas exclusivas de cada grupo, evidenciando patrones 

de solapamiento y especificidad en la regulación proteica. 

Figura 40. Representación mediante diagramas de Venn de las proteínas reguladas positivamente (A) y 

negativamente (B) en los cerebros de ratones macho tratados con donepecilo, L. brevis CRL 2013 y L. 

delbrueckii subsp. lactis CRL 581. Se muestran los patrones de solapamiento y exclusividad entre las 

condiciones experimentales. 

Al analizar las proteínas diferencialmente expresadas en el grupo donepecilo y en los 

grupos tratados con las bacterias lácticas (BL), se identificaron 15 proteínas compartidas 

entre los tres grupos, que se encontraron reguladas positivamente frente al grupo 

escopolamina. En este análisis se destacan proteínas asociadas al transporte intracelular 

y la sinapsis como Napg (D3Z4B2), Ehd1 (Q9WVK4) y varias septinas: Sept7 (E9Q1G8), 

Sept11 (A0A0J9YUL3), Sept2 (P42208) y Sept9 (Q80UG5), las cuales participan en 

procesos de fusión de vesículas, formación de sinapsis y mantenimiento de la 

arquitectura sináptica (Jakobsson et al., 2011; Tsang et al., 2011). Su regulación positiva 

sugiere una restauración de los mecanismos de comunicación neuronal alterados por la 

escopolamina. Asimismo, se observaron aumentos en las proteínas Ssbp3 (Q9D032) y 

Tnc (Q80YX1). Estas cumplen roles en la adhesión celular, remodelación de la matriz 

extracelular y regulación del citoesqueleto, procesos fundamentales para la integridad 

funcional del sistema nervioso central (Irintchev et al., 2005). En particular, la 

recuperación en los niveles de Ssbp3 observada en los grupos tratados podría reflejar 

un proceso de reversión de las alteraciones estructurales inducidas por escopolamina, 

considerando que esta proteína se encontraba disminuida en dicho grupo y ha sido 
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previamente asociada con mecanismos de regeneración axonal y plasticidad sináptica 

(Salim et al., 2023). Por otro lado, la regulación positiva de Ckmt1 (P30275), Hexb 

(P20060) y Cmas (A0A0R4J0B4) sugiere una recuperación del metabolismo energético y 

de la función lisosomal, necesarios para mantener el equilibrio proteico y la eliminación 

de residuos intracelulares en neuronas (Z. Wang et al., 2025; Whyte et al., 2022). 

Finalmente, la sobreexpresión de Cmtr1 (A0A3Q4EHZ1), enzima relacionada con el 

procesamiento y maduración del ARN mensajero, indica una posible activación de 

mecanismos de regulación postranscripcional, lo que podría favorecer la síntesis de 

proteínas necesarias para la respuesta adaptativa al daño neuronal inducido por 

escopolamina (Y.-L. Lee et al., 2020). 

De forma adicional, se identificaron 5 proteínas reguladas positivamente de manera 

específica en los grupos tratados con los probióticos CRL 2013 y CRL 581. Entre ellas se 

destaca Wasf1 (Q8R5H6), también conocida como Wave1, una proteína que regula la 

dinámica del citoesqueleto de actina en las sinapsis. Su deficiencia puede alterar la 

morfología sináptica, incluyendo cambios en el tamaño y la forma de las espinas 

dendríticas, lo que se asocia con trastornos del neurodesarrollo y discapacidad 

intelectual (H.-G. Kim et al., 2025; Tsuchiya et al., 2006). El aumento de Wasf1 en los 

grupos probióticos sugiere una restitución estructural sináptica, fortaleciendo la 

formación y estabilidad de espinas dendríticas. También se destaca Sept5 

(A0A338P769), otra proteína de la familia de las septinas, implicada en la organización 

del citoesqueleto y el tráfico vesicular en el cerebro. Su sobreexpresión ha sido asociada 

con mejoras en la interacción social, desarrollo axonal y función presináptica en modelos 

animales (Harper et al., 2012; Suzuki et al., 2009). 

En cuanto a las proteínas reguladas negativamente, se observó una disminución de 

Nedd8 (P29595) en ambos grupos tratados con CRL 2013 y CRL 581, en contraste con el 

aumento detectado en el grupo escopolamina. Este patrón sugiere que ambas cepas 

bacterianas podrían modular el entorno proteico intracelular reduciendo la acumulación 

de proteínas disfuncionales, aliviando la carga sobre el sistema ubiquitina-proteasoma 

y promoviendo un estado funcional neuronal más equilibrado. 
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En el grupo tratado con CRL 2013 también se evidenció un aumento en la expresión de 

la proteína Rheb, una GTPasa esencial para la activación de mTORC1. Este cambio indica 

una posible reversión de la disrupción inducida por escopolamina, restaurando la 

señalización mTORC1, con implicancias sobre la plasticidad sináptica, la síntesis proteica 

y la función cognitiva. 

Asimismo, se observó una regulación negativa de Lrp1 tanto en el grupo donepecilo 

como en CRL 581, en contraste con el grupo escopolamina. Esto sugiere que ambos 

tratamientos podrían actuar como agentes moduladores del entorno proteico y del 

efecto neurodegenerativo inducido por escopolamina. 

Finalmente, uno de los resultados más notables fue la represión de casi 34 veces del 

receptor de rianodina tipo 2, RyR2 (E9Q401), observada exclusivamente en los ratones 

tratados con CRL 581. Este receptor es un canal de liberación de calcio intracelular que 

juega un papel crucial en la función cerebral y está involucrado en procesos como el 

aprendizaje, la memoria y la plasticidad sináptica. La regulación negativa de los 

receptores de rianodina (RyR), especialmente el subtipo RyR2, se ha estudiado como 

una estrategia potencialmente beneficiosa en la enfermedad de Alzheimer (Del Prete et 

al., 2014). La reducción de la actividad basal de RyR2, ya sea mediante mutaciones 

genéticas o fármacos inhibidores, promueve la activación de la autofagia neuronal y 

facilita la eliminación de β-amiloide, mejorando la plasticidad sináptica y la memoria en 

modelos murinos de la enfermedad (Oulès et al., 2012; H. Zhang et al., 2023). Además, 

la disminución de la expresión o función de RyR2 puede prevenir la hiperactividad 

neuronal y la muerte celular, incluso sin afectar directamente la acumulación de β- 

amiloide (Yao et al., 2020). 

El análisis proteómico realizado permitió identificar patrones diferenciales de expresión 

proteica en el cerebro de ratones tratados con escopolamina y en aquellos que 

recibieron terapias posteriores con donepecilo o las bacterias lácticas en estudio. En 

conjunto, estos hallazgos sugieren que tanto el donepecilo como los tratamientos con 

bacterias lácticas CRL 2013 y CRL 581 promueven respuestas moleculares convergentes 

y complementarias, que revierten parcialmente las alteraciones sinápticas, metabólicas 

y estructurales inducidas por la escopolamina. Además, evidencian el potencial de los 
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probióticos como potenciales agentes moduladores de funciones neuronales clave, 

incluyendo la plasticidad, el equilibrio del sistema GABAérgico, y las vías asociadas a la 

neuroprotección y al metabolismo proteico. 

Análisis de enriquecimiento categórico 

Finalmente, se identificaron las categorías funcionales enriquecidas en el conjunto de 

proteínas diferencialmente expresadas utilizando la plataforma STRING, junto con los 

respectivos valores de fuerza de enriquecimiento. Este parámetro cuantifica la magnitud 

del enriquecimiento funcional, expresando la relación entre la cantidad de proteínas de 

la red asociadas a un término Gene Ontology (GO) y la cantidad esperada en una red 

aleatoria del mismo tamaño. Los términos GO brindan una descripción estandarizada de 

la localización o proceso biológico en el que participa cada proteína. 

Los procesos biológicos hacen referencia a funciones específicas que el organismo 

realiza de manera programada a nivel genético. Generalmente se describen en base al 

resultado que generan; por ejemplo, la división celular es un proceso mediante el cual 

una célula madre origina dos células hijas. En el presente análisis se evidenció que los 

procesos biológicos enriquecidos con mayor fuerza en los proteomas de los ratones 

tratados con las cepas CRL 2013 y CRL 581 fueron proteínas vinculadas a procesos de 

división celular, incluyendo la citocinesis, ciclo celular y organización de organelas. De 

manera específica, en el grupo CRL 581 también se evidenció un enriquecimiento en 

términos relacionados con la organización y desarrollo de proyecciones celulares y 

neurales dependientes de la membrana plasmática (Figuras 41 y 42A). 

La categoría componente celular hace referencia a la localización subcelular o al entorno 

estructural específico en el que una proteína, complejo proteico o ARN funcional se 

encuentra o ejerce su función. Las proteínas reguladas positivamente en ambos grupos 

tratados con las BL se asociaron principalmente a estructuras relacionadas con el 

citoesqueleto: fibras del estrés, anillo y complejo de septinas, hendidura de 

segmentación y sitio de división celular (Figuras 41 y 42B). Estos resultados refuerzan la 

idea de que los tratamientos probióticos promueven mecanismos celulares relacionados 

con la reorganización estructural y la proliferación, posiblemente contribuyendo a la 

recuperación de la integridad neuronal tras el daño inducido por escopolamina. 
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Figura 41. Análisis de enriquecimiento categórico de las proteínas sobre expresadas en cerebro de ratones 

que recibieron CRL 2013 con respecto a las categorías funcionales correspondientes a procesos biológicos 

(A) y componente celular (B). 

 

Figura 42. Análisis de enriquecimiento categórico de las proteínas sobre expresadas en cerebro de ratones 

que recibieron CRL 581 con respecto a las categorías funcionales correspondientes a procesos biológicos 

(A) y componente celular (B). 

 

PROTEOMICA DE RATONES HEMBRAS 

Con el objetivo de realizar una comparación conjunta de los datos proteómicos de los 

cerebros de ratones hembras procesados por LFQ, se aplicó la prueba “T de Student 

múltiple” con un filtro de descubrimiento en falso (FDR) del 5%. En los resultados 

obtenidos no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los 5 

grupos experimentales, mediante comparaciones múltiples. Este resultado puede 

relacionarse a limitaciones técnicas durante el procesado de las réplicas de los grupos 

control bioterio y escopolamina (CEQUIBIEM). La baja calidad técnica de algunas 

muestras de estos grupos, evidenciada por un menor número de proteínas identificadas 

y una alta dispersión en los valores de cuantificación, podría actuar como un efecto 

amortiguador sobre las diferencias reales de expresión entre los grupos, 

comprometiendo significativamente la solidez de los análisis estadísticos. Asimismo, 

estas limitaciones impidieron la realización de un análisis de agrupamiento jerárquico 

robusto, debido a la falta de consistencia y comparabilidad en los datos generados. Sin 

embargo, se realizó un análisis estadístico diferencial con los datos obtenidos. 
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Efecto de la escopolamina sobre el cerebro de ratones C57BL/6 

Con el propósito de identificar las alteraciones proteicas inducidas por la administración 

de escopolamina en ratones hembras, se realizó un análisis comparativo entre el grupo 

control (bioterio) y el grupo experimental tratado con escopolamina. Para ello, se aplicó 

una prueba “T de Student doble”, incorporando un control estadístico mediante FDR 

con un nivel de permutación establecido en el 5%. Las proteínas diferencialmente 

expresadas entre ambas condiciones fueron representadas gráficamente mediante un 

diagrama de volcán (Figura 43) y en Tabla 9 de Anexo 2. 
 

Figura 43- Análisis de proteínas expresadas diferencialmente en ratones hembras que recibieron 

tratamiento con escopolamina vs control bioterio. La gráfica de volcán muestra el valor estadístico p (eje 

y) frente a la diferencia de los valores logarítmicos de intensidades, (Diferencia T- Student, eje x). La línea 

horizontal punteada representa el umbral del valor p ajustado de 0,05, mientras que las líneas verticales 

punteadas representan los puntos de corte de diferencia de las intensidades en escala logarítmica. La 

expresión diferencial significativa se definió como p ≤ 0,05 y Log2 diferencia ≥ 1 para proteínas reguladas 

positivamente (azul) o p ≤ 0,05 y Log2 diferencia ≤ -1 para proteínas reguladas negativamente (rojo). 
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No obstante, los resultados deben interpretarse en el contexto de las limitaciones 

técnicas previamente señaladas, ya que algunas réplicas biológicas de estos grupos 

presentaron una calidad analítica reducida. Esta circunstancia podría haber 

comprometido la sensibilidad del análisis estadístico y, en consecuencia, contribuir a la 

escasa cantidad de proteínas diferencialmente expresadas detectadas entre ambos 

grupos. En este caso, se identificaron 13 proteínas con cambios significativos en su 

expresión en los ratones tratados con escopolamina, de las cuales 3 se encontraron 

reguladas positivamente y 10 reprimidas en comparación con el grupo control bioterio. 

Entre las proteínas reguladas negativamente en el grupo escopolamina se destacan 

Actr1a (P61164), Map7d2 (A2AG50), Arf6 (P62331), Pak2 (Q8CIN4), Celf1 (A0A0R4J0T5) 

y Uros (P51163). 

La disminución de las proteínas Actr1a, Map7d2 y Arf6 en ratones tratados con 

escopolamina sugiere una alteración importante en la dinámica del citoesqueleto y el 

transporte intracelular neuronal. Actr1a, como parte del complejo dinactina, y Map7d2, 

estabilizador de microtúbulos en el axón, son esenciales para el tráfico axonal mediado 

por motores moleculares (Gulesserian et al., 2002; Holleran et al., 1996; K. Kikuchi et al., 

2022), mientras que Arf6 es una GTPasa que regula el tráfico de membranas y la 

organización sináptica (Eva et al., 2012; H. Kim et al., 2020). Su reducción podría afectar 

la arquitectura neuronal y la eficacia sináptica, contribuyendo a déficits estructurales y 

funcionales del sistema nervioso. 

Por otro lado, la disminución de Pak2 y Celf1 compromete tanto la plasticidad sináptica 

como la regulación de procesos relacionados con la memoria y el metabolismo cerebral. 

Pak2 participa en la morfología y densidad de espinas sinápticas, así como en la 

captación de glucosa neuronal, mientras que Celf1 regula el empalme alternativo de 

genes asociados a la patología amiloide, como Klc1 (M. Kikuchi et al., 2022, 2024; Kreis 

& Barnier, 2009; Y. Wang et al., 2018). La reducción de ambas proteínas podría 

contribuir con alteraciones cognitivas y procesos neurodegenerativos. Las proteínas 

Srsf5 y Prpf3, implicadas en el procesamiento y empalme del ARN mensajero, también 

se encuentran disminuidas en los ratones tratados con escopolamina, lo que indica una 

posible disfunción en la regulación postranscripcional de genes neuronales clave (Jeong, 

2017; Long et al., 2011; Slišković et al., 2022). 
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Finalmente, la reducción de Uros, enzima clave en la síntesis del grupo hemo, sugiere 

un compromiso del metabolismo oxidativo neuronal, ya que el hemo es esencial para la 

función de citocromos y la síntesis de vitamina B12 (Aizencang et al., 2000; Scott & 

Roessner, 2002). 

En conjunto, la disminución de estas proteínas refleja alteraciones integradas en el 

citoesqueleto, la plasticidad sináptica, el procesamiento de ARN y el metabolismo 

neuronal, lo que podría contribuir al deterioro cognitivo observado en este modelo 

experimental. 

Efecto del tratamiento con donepecilo y las bacterias lácticas en el modelo 

de escopolamina 

Se realizó el análisis estadístico aplicando la prueba “T de Student doble” para comparar 

los perfiles proteómicos de los animales del grupo escopolamina con los de los grupos 

tratados con donepecilo, L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581. 

El análisis estadístico de las proteínas diferencialmente expresadas reveló que se 

sobreexpresaron 30 proteínas y se reprimieron un total de 8 proteínas en los animales 

que recibieron el tratamiento con donepecilo (Figura 44 y Tabla 10 de Anexo 2). 
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Figura 44. Análisis de DEPs en ratones hembras del grupo donepecilo en comparación con 

escopolamina. La gráfica de volcán muestra el valor estadístico p (eje y) frente a la diferencia de los 

valores logarítmicos de intensidades (Diferencia T- Student, eje x). La expresión diferencial significativa se 

definió como p ≤ 0,05 y Log2 diferencia ≥ 1 para proteínas reguladas positivamente (azul) o p ≤ 0,05 y Log2 

diferencia ≤ -1 para proteínas reguladas negativamente (rojo). 

Al analizar las DEPs en animales suplementados con CRL 2013, se encontraron 38 

proteínas reguladas positivamente y 14 reguladas en forma negativa (Figura 45A y Tabla 

11 de Anexo 2); mientras que en los suplementados con CRL 581 fueron 56 proteínas 

sobreexpresadas y 7 proteínas reprimidas (Figura 45B y Tabla 12 de Anexo 2). 
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Figura 45. Análisis de DEPs en ratones hembras del grupo CRL 2013 (A) y CRL 581 (B) en comparación con escopolamina. La gráfica de volcán muestra el valor estadístico p 

(eje y) frente a la diferencia de los valores logarítmicos de intensidades (Diferencia T- Student, eje x). La expresión diferencial significativa se definió como p ≤ 0,05 y Log2 

diferencia ≥ 1 para proteínas reguladas positivamente (azul) o p ≤ 0,05 y Log2 diferencia ≤ -1 para proteínas reguladas negativamente (rojo) 
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Con el objetivo de facilitar la interpretación de las relaciones entre los conjuntos de 

proteínas reguladas en cada grupo experimental, se emplearon diagramas de Venn 

(Figura 46). Esta representación permitió identificar proteínas compartidas entre 

tratamientos, así como aquellas exclusivas de cada grupo, evidenciando patrones de 

solapamiento y especificidad en la regulación proteica. 

Figura 46. Representación mediante diagramas de Venn de las proteínas reguladas positivamente (A) y 

negativamente (B) en los cerebros de ratones hembras tratadas con donepecilo, L. brevis CRL 2013 y L. 

delbrueckii subsp. lactis CRL 581. Se muestran los patrones de solapamiento y exclusividad entre las 

condiciones experimentales. 

El análisis de las proteínas diferencialmente expresadas reveló un conjunto de moléculas 

compartidas por los tres tratamientos, muchas de las cuales cumplen funciones clave en 

la homeostasis neuronal, la plasticidad sináptica, la regulación génica postranscripcional 

y la respuesta al estrés celular. 

Dentro de las proteínas expresadas positivamente en los tres grupos tratados se destaca 

a Cyp46a1 (Q9WVK8), una enzima cerebral responsable de convertir colesterol en 24S- 

hidroxicolesterol, facilitando su eliminación. Esta vía es esencial para mantener el 

equilibrio de colesterol en el cerebro, lo cual resulta crítico para procesos como la 

sinaptogénesis, el crecimiento axonal y la estabilidad de membranas neuronales. Su 

disfunción se ha relacionado con enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer 

(Djelti et al., 2015). Recientemente se ha reportado que su sobreexpresión en modelos 

murinos mejora la memoria y la señalización estrogénica en hembras, con posibles 

efectos dependientes del sexo (Latorre-Leal et al., 2024). Además, estudios en modelos 

animales han demostrado que los efectos de la activación de Cyp46a1 no se limitan al 

mantenimiento del colesterol cerebral, sino que también involucran vías celulares 
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críticas como la transcripción génica, la endocitosis, la eliminación de proteínas mal 

plegadas, el transporte vesicular y la transmisión sináptica (Kacher et al., 2019). 

También se observó una regulación positiva común de proteínas relacionadas con el 

plegamiento y transporte proteico, Lrpap1 (P55302), una chaperona esencial para el 

tráfico del receptor Lrp1, el cual participa en la depuración de agregados patológicos en 

el cerebro y en la modulación de la neuroinflamación (K. M. Reid & Brown, 2023). En 

paralelo, se identificó una sobreexpresión conjunta de proteínas implicadas en el 

procesamiento y empalme de ARN mensajero (ARNm), como Celf1 (A0A0R4J0T5), Celf4 

(Q7TSY6), Prpf3 (Q922U1) y Bclaf1 (Q8K019), fundamentales para la especificidad 

transcripcional neuronal (M. Kikuchi et al., 2024; Long et al., 2011; Salamon et al., 2023; 

S.-J. Zhang et al., 2017). Particularmente, la recuperación de los niveles de Celf1 y Prpf3 

tras la disminución observada en el grupo escopolamina podría reflejar un efecto 

restaurador del tratamiento. 

Adicionalmente, en los tres grupos tratados, hubo un aumento en la expresión proteínas 

reguladoras del estrés celular y mitocondrial como Npm1 (Q61937), la cual promueve la 

supervivencia neuronal evitando la activación apoptótica (Zhao et al., 2025). También 

se vio una sobreexpresión del receptor de pentaxina neuronal Nptxr (E9PZM8) la cual se 

expresa principalmente en estructuras cerebrales involucradas en la memoria y el 

aprendizaje, como el hipocampo y la corteza, participando en la organización sináptica 

y la formación de redes neuronales funcionales (Dulewicz et al., 2023; Lim et al., 2020). 

Se identificaron 15 proteínas reguladas positivamente de manera específica en los 

grupos tratados con las bacterias lácticas CRL 2013 y CRL 581, muchas de ellas asociadas 

a funciones neuroprotectoras. Entre ellas, se destacan reguladores clave del 

procesamiento y empalme del ARNm, como Srsf5 (Q9D8S5), Rbm25 (B2RY56) y Snrpa1 

(P57784), fundamentales para la diversidad proteica y el funcionamiento adecuado del 

sistema nervioso (Carlson et al., 2017; Chen et al., 2022; Slišković et al., 2022). También 

se identificó Nt5dc3 (Q3UHB1), cuya expresión en neuronas se asoció con la regulación 

de comportamientos como la habituación, el sueño y el aprendizaje, lo que sugiere un 

papel relevante en la modulación de la actividad neuronal (Singgih et al., 2021). Por otro 

lado, se observó una expresión diferencial de proteínas implicadas en procesos de 
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señalización intracelular y maduración neuronal, como Camk2g (Q923T9) y Actr1a 

(P61164) (Rigter et al., 2023). Finalmente, se destaca Gcdh (A0A0A0MQ68), una enzima 

mitocondrial clave en el catabolismo de aminoácidos, cuya deficiencia se ha vinculado 

con la acumulación de metabolitos neurotóxicos y neurodegeneración (Seminotti et al., 

2022). 

La regulación positiva de todas estas proteínas sugiere la activación de mecanismos 

neuroprotectores comunes entre ambas cepas de BL, con potencial para restaurar 

funciones sinápticas, metabólicas y regulatorias alteradas por la escopolamina. 

Adicionalmente, se destaca la regulación negativa de la Synaptogirina-3, Syngr3 

(Q8R191), una proteína de las vesículas sinápticas que interactúa físicamente con la 

proteína Tau (McInnes et al., 2018). Diversos estudios en modelos murinos han 

demostrado que la reducción parcial de Syngr3 restaura la memoria y previene la 

degeneración sináptica inducida por Tau (Largo-Barrientos et al., 2021). 

En el grupo CRL 2013 se evidenció un aumento en la expresión de Sod2 (P09671), una 

enzima mitocondrial clave en la defensa antioxidante del cerebro. Sod2 cataliza la 

dismutación del anión superóxido a peróxido de hidrógeno, mitigando el estrés 

oxidativo y protegiendo a las neuronas frente a daño mitocondrial, neurodegeneración 

y deterioro cognitivo (Flynn & Melov, 2013). Estudios previos han demostrado que su 

sobreexpresión tiene efectos neuroprotectores en diversos modelos de daño 

neurológico (Massaad et al., 2009). En este contexto, la regulación positiva de Sod2 en 

respuesta al tratamiento con CRL 2013 sugiere la activación de mecanismos 

antioxidantes que podrían contribuir a contrarrestar el daño inducido por escopolamina. 

Por otro lado, el tratamiento con la cepa CRL 2013 indujo una regulación positiva de la 

proteína Uros (P51163), en contraste con lo observado en el grupo escopolamina, lo que 

sugiere una posible restauración del metabolismo oxidativo neuronal. 

En cuanto al grupo tratado con CRL 581 se identificaron diversas proteínas reguladas 

positivamente de forma exclusiva, destacándose algunas con funciones relevantes en la 

plasticidad sináptica y el procesamiento del ARN. Por ejemplo, se detectó un aumento 

en la expresión de la proteína U2af2 (P26369), un componente esencial del 

espliceosoma, cuya disfunción se asocia a trastornos del neurodesarrollo con déficits 
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cognitivos y alteraciones en la formación de neuritas (D. Li et al., 2024). Hnrnpab 

(Q20BD0) y Hnrnpc (Q9Z204), también se encontraron reguladas positivamente en 

ratones del grupo CRL 581. Estas proteínas participan en el procesamiento y transporte 

de ARNm, y su alteración se ha vinculado a patologías neurodegenerativas por defectos 

en la maduración del ARN y la acumulación de inclusiones patológicas en las neuronas 

(Geuens et al., 2016; Low et al., 2021). A nivel sináptico se destacó la sobreexpresión de 

Clstn1 (Q9EPL2), regulador del transporte axonal y la maduración de espinas dendríticas 

(De Ramon Francàs et al., 2017), y Syngap1 (F6SEU4), cuya deficiencia puede provocar 

disfunción sináptica y discapacidad intelectual (Berryer et al., 2016; R. Yang et al., 2023). 

La regulación positiva de estas proteínas sugiere efectos neuroprotectores del 

tratamiento con CRL 581, favoreciendo la integridad sináptica y la regulación génica 

postranscripcional. 

Análisis de enriquecimiento categórico 

Se realizó la identificación de las categorías funcionales enriquecidas en las proteínas 

expresadas diferencialmente utilizando la plataforma STRING. Para ello, al igual que en 

ratones machos, se utilizaron los valores de fuerza de enriquecimiento para realizar una 

descripción estandarizada de los procesos biológicos y componentes celulares en los que 

participa cada proteína expresada diferencialmente en los animales que recibieron los 

tratamientos con las bacterias lácticas. 

En el presente análisis se evidenció que los procesos biológicos enriquecidos con mayor 

fuerza en los proteomas de ratones hembras tratados con las cepas CRL 2013 y CRL 581 

corresponden, en su mayoría, a proteínas vinculadas al procesamiento y empalme de 

ARN, la expresión génica y el metabolismo de compuestos orgánicos. Específicamente, 

en el grupo CRL 581, también se evidenció un enriquecimiento de procesos relacionados 

con el ensamblaje y la biogénesis de complejos ribonucleoproteicos, así como con el 

metabolismo de compuestos cíclicos y aromáticos, y de compuestos nitrogenados 

(Figuras 47 y 48A). 

En cuanto a la categoría componente celular, las proteínas reguladas positivamente en 

ambos grupos se asociaron principalmente a estructuras nucleares funcionales 

involucradas en el procesamiento del ARN, como el speck nuclear y organelas 
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intracelulares. En el caso del grupo CRL 581, además, se evidenció un enriquecimiento 

de proteínas localizadas en el espliceosoma, citoplasma y la sinápsis (Figura 47 y 48B). 

 
 
 
 
 
 

 
Figura 47. Análisis de enriquecimiento categórico de las proteínas sobre expresadas en cerebro de ratones hembras 

que recibieron CRL 2013 con respecto a las categorías funcionales correspondientes a procesos biológicos (A) y 

componente celular (B). 

 

Figura 48. Análisis de enriquecimiento categórico de las proteínas sobre expresadas en cerebro de ratones hembras 

que recibieron CRL 581 con respecto a las categorías funcionales correspondientes a procesos biológicos (A) y 

componente celular (B). 

 

Estos hallazgos sugieren que ambos tratamientos probióticos inducen una activación 

coordinada de mecanismos celulares asociados a la maduración y regulación del ARN, 

reflejando una posible mejora en la capacidad de respuesta a nivel transcripcional ante 

el daño inducido por escopolamina en ratones hembras. 

Efecto diferencial del proteoma cerebral según el sexo frente al tratamiento 

con los probióticos en el modelo de deterioro cognitivo inducido por 

escopolamina 

Si bien ambos sexos mostraron alteraciones en la expresión proteica tras la inducción 

del deterioro cognitivo por escopolamina, las proteínas involucradas y los procesos 

biológicos asociados fueron sustancialmente distintos. 

En ratones machos, la escopolamina indujo un aumento en la expresión de proteínas 

relacionadas con el estrés mitocondrial, la disfunción sináptica y el desequilibrio en la 

proteostasis, como Hsd17b10, Nedd8  y Plec,  además  de  una disminución  en 
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componentes clave de la vía mTORC1, como Rheb y Rptor. En cambio, en hembras se 

observó una disminución de proteínas involucradas en la organización del citoesqueleto 

y el procesamiento de ARN, como Map7d2, Arf6 y Celf1, lo que sugiere un perfil de 

vulnerabilidad distinto, orientado hacia la alteración del transporte intracelular y la 

regulación génica. 

Los tratamientos con las bacterias lácticas (CRL 2013 y CRL 581) también promovieron 

perfiles de regulación proteica distintos entre machos y hembras. En los primeros, las 

proteínas reguladas positivamente estuvieron asociadas a rutas de tráfico vesicular, 

remodelación del citoesqueleto y restauración de la estructura neuronal. En hembras, 

los tratamientos promovieron una mayor expresión de proteínas vinculadas a funciones 

nucleares, empalme de ARN y control de la expresión génica. Cabe destacar que la 

sobreexpresión de la enzima colesterol-24 hidroxilasa (Cyp46a1) se detectó 

exclusivamente en hembras tratadas, lo cual adquiere especial relevancia considerando 

estudios recientes que demuestran efectos neuroprotectores sexo-dependientes de 

esta enzima. En modelos murinos, la sobreexpresión de Cyp46a1 en hembras 

envejecidas se asoció con una mejora en la memoria y una potenciación de la 

señalización estrogénica en el hipocampo, mientras que en machos produjo efectos 

adversos como ansiedad, deterioro cognitivo y un aumento de 5α-dihidrotestosterona 

en dicha región cerebral (Latorre-Leal et al., 2024). Estos hallazgos respaldan la 

posibilidad de que la activación de Cyp46a1 tenga consecuencias beneficiosas en el 

cerebro de ratones hembras. 

Desde un punto de vista funcional, los análisis de enriquecimiento reforzaron estas 

diferencias. En machos se destacaron procesos ligados a la división celular, organización 

estructural y vías de señalización intracelular, mientras que en hembras predominaron 

procesos asociados al procesamiento de ARN mensajero, ensamblaje de 

ribonucleoproteínas y regulación transcripcional. 

En conjunto, estos resultados subrayan la necesidad de considerar el dimorfismo sexual 

en el estudio de las respuestas cerebrales al deterioro cognitivo y a los potenciales 

tratamientos neuroprotectores. Comprender estas diferencias puede ser clave para 



Resultados y discusión: Capítulo 3 

124 

 

 

 
diseñar estrategias terapéuticas más eficaces y específicas para cada sexo en el contexto 

de enfermedades neurodegenerativas. 
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Conclusiones parciales 

 
• La administración de escopolamina y los tratamientos con bacterias lácticas (BL) 

desencadenaron respuestas claramente diferenciadas según el sexo, evidentes en 

múltiples niveles de análisis: conductual, bioquímico y molecular. Estas diferencias 

incluyeron variaciones en la actividad de la AChE, el equilibrio oxidativo y la 

expresión de proteínas en el sistema nervioso central, revelando una modulación 

sexo-dependiente de rutas biológicas específicas. Este hallazgo subraya la relevancia 

de incorporar la variable sexo en el estudio de intervenciones neurobiológicas, dado 

su impacto directo en la eficacia funcional de los tratamientos evaluados. 

• El tratamiento con escopolamina afectó negativamente el comportamiento 

exploratorio de los ratones, evidenciado por una marcada reducción en el tiempo de 

permanencia en el área central del campo abierto. Este patrón conductual sugiere 

un incremento en los niveles de ansiedad, sugiriendo a la escopolamina como un 

agente negativo del equilibrio emocional en este modelo experimental. 

• En ratones machos, el tratamiento con L. brevis CRL 2013 y con L. delbrueckii subsp. 

lactis CRL 581 produjo una tendencia general a permanecer más tiempo en área 

central en comparación con los animales que solo recibieron escopolamina. 

Notablemente, en hembras, CRL 581 fue capaz de revertir significativamente este 

parámetro asociado a la ansiedad evidenciando una modulación conductual sexo- 

dependiente. 

• La administración de escopolamina redujo significativamente la memoria de 

reconocimiento en ambos sexos, efecto que se revirtió por el tratamiento con 

donepecilo y ambos probióticos, alcanzando niveles comparables al grupo control. 

• La administración oral de las bacterias lácticas L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii 

subsp. lactis CRL 581 disminuyeron significativamente la actividad cerebral de AChE 

en ratones tratados con escopolamina, evidenciando un efecto inhibidor 

potencialmente beneficioso sobre la neurotransmisión colinérgica. Ambas cepas 

lácticas mitigaron el estrés oxidativo inducido por escopolamina mediante 

mecanismos diferenciados, los cuales parecen estar modulados por factores 

dependientes del sexo. 
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• En el proteoma cerebral, los tratamientos con bacterias lácticas evidenciaron 

respuestas adaptativas sexo-específicas. En machos, predominaron procesos 

vinculados al tráfico vesicular, remodelación del citoesqueleto y restauración 

neuronal, mientras que en hembras se destacó la modulación de funciones 

nucleares, regulación transcripcional y procesamiento de ARN. Estos hallazgos 

refuerzan la necesidad de incorporar la variable sexo en el diseño de estrategias 

terapéuticas basadas en probióticos. 
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Conclusiones 

• Se seleccionaron siete cepas autóctonas de bacterias lácticas potencialmente 

productoras de metabolitos neuroactivos, y se evaluó in vitro su potencial 

inhibitorio sobre la enzima acetilcolinesterasa (AChE). El análisis in vitro reveló 

que el medio condicionado de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581 

(MCB 581) exhibe una potente actividad anti-acetilcolinesterasa, inhibiendo 

significativamente tanto la isoforma eritrocitaria (AChE-E) como la cerebral 

(AChE-C). Esta acción fue comparable a la de 12 nM y 8 nM de donepecilo, 

respectivamente, y se atribuyó exclusivamente a su fracción de compuestos de 

bajo peso molecular (<3 kDa). Estos hallazgos consolidan su valor bioactivo y 

proyectan nuevas posibilidades terapéuticas en la modulación colinérgica. 

• Los medios condicionados de Enterococcus mundtii CRL 35 y Lactobacillus 

delcbrueckii subsp. lactis CRL 581 y Levilactobacillus brevis CRL 2013 

evidenciaron actividades funcionales relevantes, como la capacidad antioxidante 

y la modulación de mediadores inflamatorios en modelos celulares in vitro 

expuestos a oligómeros del péptido β-amiloide Aβ1-42. Estos resultados refuerzan 

su valor como fuente de postbióticos con propiedades neuroprotectoras, 

abriendo nuevas perspectivas para intervenciones basadas en la microbiota. 

• Los medios condicionados de E. mundtii CRL 35 y L. delbrueckii subsp. lactis CRL 

581 y L. brevis CRL 2013 no proporcionaron protección directa frente a la 

citotoxicidad causada por los oligómeros del péptido beta amiloide Aβ1-42. 

• La administración oral de L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581 

redujo la actividad cerebral de AChE en un modelo de deterioro cognitivo 

inducido por escopolamina, sugiriendo un efecto beneficioso sobre la 

neurotransmisión colinérgica. Además, ambas cepas mitigaron el estrés 

oxidativo mediante mecanismos diferenciados y dependientes del sexo, lo que 

refuerza su potencial como agentes moduladores de la función cerebral 

• Este trabajo de tesis permitió desarrollar un software de análisis conductual 

(STUART), en colaboración interdisciplinaria con estudiantes de Ingeniería en 

Sistemas de la UTN. La herramienta fue clave para garantizar precisión, 

reproducibilidad y trazabilidad en la medición de parámetros conductuales, al 
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tiempo que optimizó el procesamiento de datos y el uso de recursos. Su 

implementación fortaleció significativamente la calidad metodológica del 

estudio y aportó mayor solidez a la interpretación de los hallazgos 

experimentales, consolidando un avance técnico con alto impacto en 

investigación preclínica. 

• Los ensayos conductuales analizados con el software STUART evidenciaron que 

la administración oral de las cepas CRL 2013 y CRL 581 logró revertir parámetros 

conductuales vinculados a ansiedad y deterioro de la memoria en ratones 

tratados con escopolamina. Estos resultados reflejan efectos funcionales 

positivos sobre el comportamiento, consolidando el potencial neuroactivo de 

ambas cepas en modelos de disfunción cognitiva. 

• Por primera vez, se analizaron los cambios en el proteoma cerebral de ratones 

tras la administración combinada de bacterias lácticas y escopolamina, 

revelando una respuesta adaptativa claramente sexo-específica. En machos, se 

observaron alteraciones vinculadas al tráfico vesicular, la remodelación del 

citoesqueleto y la recuperación de la arquitectura neuronal, mientras que en 

hembras predominaron procesos nucleares y transcripcionales, junto con 

modificaciones en el procesamiento y empalme de ARN. Estos hallazgos no solo 

evidencian la profundidad funcional del tratamiento, sino que subrayan la 

importancia de incorporar el análisis proteómico y la variable sexo en estudios 

de neurointervención. 

Este trabajo de tesis integró herramientas innovadoras y modelos preclínicos para 

demostrar el potencial neuroactivo de cepas lácticas autóctonas: L. delbrueckii subsp. 

lactis CRL 581 y L. brevis CRL 2013. Estos probióticos inhibieron AChE con eficacia 

comparable al donepecilo, mostraron efectos antioxidantes e inmunomoduladores, y 

mejoraron parámetros conductuales en modelos de deterioro cognitivo. La respuesta 

sexo-específica observada en estudios in vivo y proteómicos refuerza la necesidad de 

enfoques personalizados. Además, el desarrollo del software STUART fortaleció la 

calidad metodológica, consolidando un avance técnico con alto impacto en investigación 

neurobiológica. 
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• Identificar las putativas moléculas responsables de la inhibición de AChE 

presentes en la fracción <3 kDa del MCB 581 mediante técnicas de 

espectrometría de masas (LC-MS/MS), ensayos de inhibición enzimática y 

modelado molecular para caracterizar la interacción específica de estas 

moléculas con la enzima acetilcolinesterasa. 

• Evaluar el efecto de los medios condicionados en co-cultivos de microglía y 

neuronas para determinar si la capacidad antioxidante y antiinflamatoria 

observada sobre BV2 ejerce un efecto neuroprotector sobre células N2a. 

• Analizar la actividad dual de la administración conjunta de L. brevis CRL 2013 y L. 

delbrueckii subsp. lactis CRL 581 en modelos murinos, evaluando posibles 

efectos sinérgicos sobre la función cognitiva y la modulación de la 

neurotransmisión colinérgica. 

• Optimizar la detección de marcadores inflamatorios en hipocampo y córtex en 

el modelo de deterioro cognitivo inducido por escopolamina. 

• Analizar el proteoma en tejidos cerebrales diferenciadas, como hipocampo y 

córtex, para identificar cambios asociados específicamente a estas regiones del 

cerebro. 

• Evaluar el efecto de la administración de L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii subsp. 

lactis CRL 581 en modelos murinos de la EA, como por ejemplo en ratones 

transgénicos PDAPP-J20. 
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ANEXO 1: Tabla DEPs proteómica ratones machos 

ANEXO 2: Tabla DEPs proteómica ratones hembras 

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1APQA7-_ckN_hmcTjEJZw501HJU0wRASN/edit?usp=drive_link&ouid=115710009288166336375&rtpof=true&sd=true%09
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1TRCp1CJn6UBs4mlTBgwNrSLN36RGZAFb/edit?usp=drive_link&ouid=115710009288166336375&rtpof=true&sd=true
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