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RESUMEN

El uso de plaguicidas se ha incrementado en el tiempo a la par del crecimiento de la poblacion
mundial y la demanda de alimentos. El malation es uno de los plaguicidas mas utilizados en México
y el mundo. Su uso indiscriminado lo ha situado como el principal plaguicida detectado en
productos alimenticios reflejdndose en diversos problemas de salud como el aumento del estrés
oxidativo, la resistencia a la insulina y la alteracion del metabolismo de lipidos, factores de riesgo
de diabetes y obesidad, dos de las enfermedades cuya prevalencia ha aumentado significativamente
en los ultimos afnos. El consumo de diversas especies de Lactobacillus con capacidad probidtica se
ha asociado a diferentes efectos benéficos sobre la salud de quien los consume, los cuales podrian
ayudar a contrarrestar la toxicidad ocasionada por el consumo de alimentos contaminados con
residuos de plaguicidas. Los objetivos principales del estudio fueron determinar los efectos de la
exposicion cronica a malation a dosis bajas sobre el peso y la glucosa de ratones, asi como evaluar
la resistencia de ocho especies de Lactobacillus a diferentes concentraciones de malation y
determinar el efecto protector de un suplemento probiodtico con especies del género Lactobacillus.
Se aislaron e identificaron por PCR ocho especies de Lactobacillus presentes en suplementos
alimenticios y se probo su resistencia a diferentes concentraciones del insecticida malation 1000®
mediante la técnica de Kirby-Bauer. Todas las especies de Lactobacillus evaluadas, a excepcion
de L. salivarius, fueron capaces de crecer en presencia de malation a dosis bajas (0.1 %, 1 %), sin
embargo, la resistencia a dosis medias (10 %, 20 %) varia entre especies, mientras que a dosis altas
(50 %, 83.6 %) no hubo crecimiento o el nimero de colonias era visiblemente menor con respecto
al grupo control. En la segunda fase del estudio se determino el peso y la glucosa sérica cada 10
dias de cuatro grupos de ratones (control, malatién (10 ppm), probidticos y malation (10 ppm) +
probidticos) durante 180 dias. La administracién de malation condujo a un incremento del peso y
los niveles de glucosa en ratones del grupo malation con respecto a los demds grupos.

Teniendo en cuenta los datos anteriores concluimos que la resistencia de Lactobacillus spp. a
diversas concentraciones de malation varia de acuerdo con la especie, asi mismo, el consumo de
alimentos contaminados con residuos de malation influye en el desarrollo de diabetes y obesidad y
que el consumo de probidticos disminuye los efectos generados por la presencia de residuos en los

alimentos.




ABSTRACT

The use of pesticides has increased over time along with the growth of the world population and
the demand for food. Malathion is one of the most widely used pesticides in México and the world.
Its indiscriminate use has placed it as the main pesticide detected in food products, causing health
problems such as increased oxidative stress, insulin resistance, and altered lipid metabolism; risk
factors for diabetes, and obesity, two diseases whose prevalence has increased significantly in
recent years. The consumption of various species of Lactobacillus with probiotic capacity has been
associated with different beneficial effects on health, which could help counteract the toxicity
caused by the consumption of food contaminated with pesticide residues. The main objectives of
the study were to determine the effects of chronic exposure to low-dose malathion on weight and
glucose in mice, as well as to evaluate the resistance of eight species of Lactobacillus to different
concentrations of malathion and to determine the protective effect of a supplement probiotic with
species of the genus Lactobacillus. Eight species of Lactobacillus present in food supplements
were isolated and identified by PCR and their resistance to different concentrations of the
insecticide malathion 1000® was tested using the Kirby-Bauer technique. All of the Lactobacillus
species tested, except for L. salivarius, were able to grow in the presence of malathion at low doses
(0.1%, 1%), however, resistance at medium doses (10%, 20%) varied between species, while at
high doses (50%, 83.6%) there was no growth or the number of colonies was visibly lower
compared to the control group. In the second phase of the study, weight and serum glucose levels
were determined every 10 days in four groups of mice (control, malathion (10 ppm), probiotics,
and malathion (10 ppm) + probiotics) for 180 days. The administration of malathion led to an
increase in weight and glucose levels in mice from the malathion group as compared to the other
groups. Considering the above data, we conclude that the resistance of Lactobacillus spp. at
different concentrations of malathion varies according to the species, likewise, the consumption of
food contaminated with malathion residues influences the development of diabetes and obesity,

and the consumption of probiotics reduces the effects generated by the presence of residues in food.




I. INTRODUCCION
En la actualidad la humanidad enfrenta varios desafios, entre ellos el cambio climatico, la

disminucion de la pobreza y la produccion e inocuidad de alimentos. La inocuidad alimentaria esta
amenazada por la presencia de sustancias que no deberian estar presentes en los alimentos como
microorganismos patdgenos, productos farmacéuticos, metales pesados y plaguicidas. El uso
excesivo e inadecuado de los plaguicidas los ha ubicado como uno de los principales contaminantes
del ambiente y los alimentos, originando un importante problema de inocuidad alimentaria y de
salud (Villarroel et al., 2014). Los plaguicidas son una de las sustancias mas toxicas y estables
presentes en el ambiente (Ahmed et al., 2018), se utilizan en todo el mundo y casi todos los
humanos estan potencialmente expuestos a estos agentes (Navarrete et al., 2018). El malation es
uno de los plaguicidas mas utilizados en Mexico y el mundo y de acuerdo con la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) es el principal plaguicida
detectado en los productos alimenticios, con una presencia del 23 % en alimentos con inspeccion
sanitaria.

A pesar de que la toxicidad aguda por malation es bien conocida, poco se sabe de la potencial
toxicidad cronica causada por la exposicion continua a residuos de este plaguicida en los alimentos.
Diversos estudios han vinculado la exposicion a residuos de plaguicidas con alteraciones en la
homeostasis de la glucosa (Lasram et al., 2008; Nili-Ahmadabadi et al., 2013; Ekremoglu et al.,
2020), el metabolismo de lipidos (Lasram et al., 2014; Lee et al., 2016; Ren et al., 2020), la
actividad endocrina (Sargis et al., 2019) y el equilibrio oxidante/antioxidante (Mostafalou et al.,
2017 y Arab et al., 2018), alteraciones que pueden conducir al desarrollo de problemas de salud
como la diabetes y obesidad, enfermedades que han aumentado drasticamente en las ultimas tres
décadas de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Se han evaluado distintos métodos para prevenir o disminuir los efectos toxicos a la salud por
plaguicidas organofosforados, como el uso de antioxidantes y el uso de microorganismos y sus
enzimas (Singh et al., 2016 y Sirajuddin et al., 2016). Muchos probioticos utilizados en la
actualidad provienen del género Lactobacillus, los cuales han demostrado diversos beneficios para
la salud del huésped, como la reduccion del estrés oxidante (Tian et al., 2017), disminuyen la
absorcion y toxicidad de organofosforados (Trinder et al., 2016), se han asociado a diferentes
efectos en el cambio de peso (Million et al., 2012; Drissi et al., 2014; Kang et al., 2017; Kim et al.,

2018) y al control o mejora de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (Palacios et al., 2017; Evivie
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et al., 2017; Khalili et al., 2019; Niibo et al., 2019; Venkataraman et al., 2019) han mencionado.
Los multiples beneficios observados en este género de bacterias nos llevan a pensar que podria ser
una herramienta potencialmente eficaz contra la toxicidad originada por el consumo de residuos de

plaguicidas presentes en los alimentos.

II. MARCO TEORICO

2.1 Plaguicidas
Entre los factores que limitan la produccion agricola y la calidad de las cosechas estan las plagas,
las cuales pueden atacar a los cultivos desde que las plantas inician su crecimiento, hasta la cosecha
y el almacenamiento. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO, 2018) define a los plaguicidas como “cualquier sustancia destinada a prevenir,
destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga”. Su aplicacion se considera un factor importante
que contribuye al aumento de la productividad agricola (Xiao et al., 2017). No obstante, la literatura
muestra que el 98% de los insecticidas y el 95% de los herbicidas aplicados, llegan a un destino
diferente al objetivo ocasionando varios efectos perjudiciales, tales como: desequilibrio ecologico,
toxicidad para organismos no objetivo, agotamiento de la capa de ozono, residuos de plaguicidas
en alimentos, forraje, suelo y agua, y el resurgimiento de plagas (Zahirnia et al., 2019). En funcion
de su cantidad y modo de exposicion pueden causar efectos tanto agudos como cronicos sobre la
salud, impactando sobre el ambiente y todos los organismos asociados con €l. En la actualidad, los
plaguicidas son una de las sustancias mas toxicas y estables presentes en el ambiente (Ahmed et
al., 2018) se utilizan en todo el mundo y casi todos los humanos estan potencialmente expuestos a
estos agentes a través de los alimentos (Navarrete et al., 2018). impactando sobre el ambiente y

todos los organismos asociados con €l.

2.1.1 Clasificacion
Los plaguicidas pueden clasificarse de diversas maneras. La clasificacion recomendada por la OMS

establece una diferencia de cada plaguicida basada en la toxicidad aguda (sumamente peligrosos,
muy peligrosos, moderadamente peligrosos y poco peligrosos). Sin embargo, otro tipo de
clasificaciones de uso frecuente son conforme al tipo de plaga que desean erradicar (insecticida,

herbicida, fungicida, etc.), a su estructura quimica (organoclorados, organofosforados, carbamatos,
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piretroides, etc.), su persistencia en el ambiente (poco persistentes, moderadamente persistentes y
altamente persistentes), su comportamiento en la planta (sistémicos y de contacto), por su

especificidad (selectivos y no selectivos).

2.1.2 Residuos en alimentos
La contaminaciéon quimica es un problema de seguridad alimentaria a nivel mundial, existen

muchas sustancias potencialmente toxicas en el ambiente que pueden contaminar los alimentos que
consumen las personas, siendo los plaguicidas de uso agricola uno de los principales. La creciente
demanda de alimentos a supuesto un incremento en el uso de plaguicidas para aumentar la calidad
y produccion de los cultivos. No obstante que los plaguicidas permiten controlar la proliferacion
de plagas y enfermedades en los cultivos, asi como reducir o evitar las pérdidas en la produccion
de alimentos (Alatorre et al., 2016), su uso conlleva el riesgo de exponer a los consumidores tanto
a los propios plaguicidas como a sus metabolitos y productos de degradacién a través de residuos,
representando un importante problema de inocuidad alimentaria (Thompson y Darwish, 2019).
Estos residuos se definen como cualquier sustancia presente en alimentos, productos agricolas o
piensos como consecuencia del uso de un plaguicida (FAO, 2018). Diversos estudios han sugerido
que, a mayor numero de aplicaciones del plaguicida, mayor concentracion residual (Fuentes-Matus
et al., 2010). Estos residuos pueden ser peligrosos una vez que entran en contacto con el sistema
animal, especialmente en humanos, donde pueden presentar un riesgo potencial de inducir
enfermedades cronicas (Xiao et al., 2017; Ahmed et al., 2018). La limitacion de los niveles
maximos de residuos trata de proteger a los consumidores de la presencia de plaguicidas en los
alimentos. El Codex Alimentarium describe las normas alimentarias internacionales y establece los
niveles maximos permitidos para contaminantes en los alimentos segln la evaluacion de riesgos y
la evidencia cientifica. E1 Comité del Codex sobre Residuos de Plaguicidas (CCPR) ha establecido
limites méximos de residuos (LMR) para mas de 5.000 plaguicidas. Este comité también considera
los informes de la Reunion FAO / OMS, que estima los limites méximos de residuos (LMR) y las
ingestas diarias aceptables (IDA) para las personas. El Malation es el principal plaguicida detectado
en los productos alimenticios, con una presencia del 23 % en alimentos con inspeccion sanitaria

(FDA, 2015).




2.1.3 Riesgos para la salud de los plaguicidas organofosforados
A pesar de las regulaciones en el desarrollo y uso de los plaguicidas con el fin reducir su impacto

en la salud, la preocupacion por el uso de estas sustancias quimicas se incrementa dia con dia.
Debido a su amplia disponibilidad y a su uso generalizado los plaguicidas han pasado a formar
parte de la vida cotidiana, impactando la salud de los seres humanos y diversos organismos. (Lu et
al., 2008). Los efectos adversos observados dependen de multiples factores, que incluyen si la
exposicion es aguda o cronica, la dosis, la ruta de exposicion y los detalles de la persona, como la
edad, estado de salud y ocupacion (Thompson et al., 2019). Algunas de las consecuencias mas
reconocidas de la exposicion a estas sustancias quimicas incluyen anormalidades del desarrollo
neonatal, disrupcidon endocrina, neurodegeneracion, neuroinflamacion y cancer, ademas, se han
informado déficits neuroconductuales y emocionales debido a alteraciones del sistema nervioso
central (SNC) (Roman et al., 2019). Un creciente cuerpo de evidencia sugiere que la exposicion a
plaguicidas organofosforados (PO) puede potenciar el riesgo de obesidad y diabetes tipo 2 (Xiao
et al.,, 2017) y desencadenar varias respuestas fisioldgicas que incluyen alteraciones en la
homeostasis de la glucosa, hiperglucemia y estrés oxidante. Ademas, la exposicion altera los
pardmetros bioquimicos de hepatotoxicidad, lo que indica la apariciéon de dafio hepatico. Los
cambios en la homeostasis de la glucosa y el dafio hepatico han sido ampliamente investigados e
indican la participacion de vias de toxicidad adicionales, de hecho, se han demostrado cambios en
la homeostasis de la glucosa tanto en animales, como en humanos sometidos a una exposicion
aguda o cronica. De esta manera, la glucogendlisis, la gluconeogénesis y el eje hipotdlamo-
hipofisis-adrenal (HPA) parecen verse afectados produciendo hiperglucemia. Con respecto al
estrés oxidante, los estudios demostraron que la exposicion a plaguicidas dio como resultado un
aumento de la peroxidacion lipidica y una disminucién de los niveles de glutation en el higado, los
rifiones, el corazdn, la sangre y las estructuras cerebrales. Ademas, las actividades de las enzimas
antioxidantes glutation peroxidasa (GPx), glutatién reductasa (GR), superoxido dismutasa (SOD)
y catalasa (CAT) también fueron alteradas en varios tejidos (Abreu et al., 2019). Estudios recientes
encontraron asociaciones entre la exposicion a plaguicidas durante el embarazo temprano y el bajo
peso al nacer; también se determind que estos nifios tenian una mayor propension al aumento en el
indice de masa corporal (IMC) hacia la edad escolar y adulta. También se observaron asociaciones
entre la exposicion persistente a plaguicidas y los biomarcadores potenciales de la enfermedad

metabdlica, el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) y la hormona estimulante de la
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tiroides (TSH) (Svingen et al., 2018). Se ha demostrado que los insecticidas OP tienen efectos
obesogénicos moderados; alteran la homeostasis de la glucosa y pueden aumentar la incidencia de
trastornos metabolicos como la obesidad y la diabetes a través de la resistencia a la insulina
(Mostafalou et al., 2012; Lasram et al., 2015; Xiao et al., 2017). Otros estudios sobre la exposicion
temprana a niveles bajos o subtoxicos da como resultado prediabetes, anomalias en el metabolismo
de los lipidos y promocion de obesidad en respuesta al aumento de grasas en la dieta (Thayer et al.,
2012).

Se ha demostrado que algunos plaguicidas actian como obesogenos (productos quimicos
inductores de obesidad) a dosis muy bajas. Los diferentes compuestos obesogénicos pueden tener
diferentes mecanismos de accion, algunos de los cuales podrian afectar el nimero y tamafio de las
células grasas o las hormonas que afectan el apetito, la saciedad, las preferencias alimenticias y el

metabolismo energético (Lee et al., 2016).

2.1.3.1 Toxicidad aguda
Los efectos adversos inmediatos de la sobreexposicion aguda a PO estan relacionados con su

capacidad para inhibir la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE), interfiriendo en la transmision
de los impulsos nerviosos y las uniones neuromusculares, por la acumulacion del neurotransmisor
acetilcolina, lo que finalmente conduce a una alteracion generalizada en las actividades fisiologicas
y conductuales de cualquier organismo (Kamaladevi et al., 2016). Debido a la sobreestimulacion
del sistema nervioso se produce disfuncién autonémica (aumento de la sudoracion, hipersalivacion,
miosis, diarrea, secrecion bronquial profunda, etc.), trastornos de las uniones neuromusculares
(debilidad, fasciculaciones, espasmos, etc.) y varios efectos sobre el SNC (mareos, insuficiencia
respiratoria, convulsiones y coma) (Xiao et al., 2017). Esos signos y sintomas, conocidos como

sindrome colinérgico, generalmente desaparecen en 24 - 48 h (Roman et al., 2019).

2.1.3.2 Toxicidad cronica
A lo largo de la Ultima década, se han incrementado los esfuerzos para descubrir mas sobre la

toxicidad de la exposicion prolongada a bajos niveles de plaguicidas, no solo ocupacionalmente,
sino también ambientalmente en la poblacion general a través de los residuos presentes en los
alimentos y el agua potable (Roman et al., 2019). Parece que los efectos toxicos de algunos OP no

se limitan a los inhibidores de la colinesterasa; ya que se han observado otras alteraciones, como




dafio a las membranas celulares, produccion de radicales libres y alteraciones en el sistema
antioxidante del cuerpo debido al aumento en acetilcolina (Jalili et al., 2019). Aunque los primeros
estudios toxicoldgicos indicaron que la exposicion a niveles elevados de plaguicidas es nociva para
la salud humana, recientemente se observo que la exposicion cronica a bajos niveles también puede
afectar los sistemas endocrino, inmune, nervioso y reproductor. En particular, la evidencia
epidemioldgica y experimental sustancial ha vinculado la exposicion a dosis bajas de plaguicidas
con disfunciones metabodlicas relacionadas con la obesidad, como la diabetes tipo 2 y el sindrome
metabolico (Lee et al., 2016). La activacion de los receptores colinérgicos es significativa en la
intoxicacion aguda, pero otros mecanismos, como, el estrés oxidante y la neuroinflamacioén son
importantes en exposiciones prolongadas a bajos niveles de OP (Mostafalou et al., 2012;
Abbasabad et al., 2018). La hiperglucemia ha sido ampliamente citada como uno de los efectos de
la exposicion e intoxicacion por plaguicidas OP en humanos y animales. Sin embargo, los
mecanismos definidos que dan como resultado esta hiperglucemia atin no se conoce (Mostafalou
et al., 2012). Un creciente cuerpo de evidencia sugiere que la exposicion a los plaguicidas puede
potenciar el riesgo de obesidad y diabetes tipo 2 (Xiao et al., 2017). Muchos estudios in vivo han
demostrado que la exposicion a OP provoca hiperglucemia y alteraciones en el metabolismo de la
glucosa. El aumento de la glucogendlisis y la gluconeogénesis se consideran dos mecanismos clave
asociados con la hiperglucemia inducida por OP. La exposicién subcronica al malation causa
disminucion en las proteinas hepaticas, en el contenido de lipidos hepaticos y en la tasa de
glucégeno muscular, tal efecto podria estar asociado con la gluconeogénesis hepatica y la

glucogendlisis (Czajka et al., 2019).

2.2 Malation
El malation es uno de los primeros insecticidas OP desarrollados en el mundo, ampliamente

utilizado en la agricultura para el control de una extensa gama de insectos en cosechas agricolas y
para la prevencion de insectos en granos almacenados (ATSDR, 2003; Singh et al., 2014; Alaviniaa
et al., 2019). En los ultimos afios, se ha observado un marcado aumento en el uso de OP que tienen
baja potencia, toxicidad y persistencia (Tuzcu et al., 2014). Es uno de los plaguicidas mas utilizados
en el mundo, principalmente por los paises en desarrollo, donde se ha empleado desde 1956 hasta

la fecha. México es uno de los principales consumidores a nivel mundial debido a su amplio




espectro, selectividad y toxicidad, su baja estabilidad quimica, su baja acumulacion en los tejidos
y su baja toxicidad para humanos. Estas caracteristicas lo posicionan en ventaja con respecto a los
plaguicidas organoclorados de elevada persistencia y gran bioacumulacién (Lasram et al., 2015;

CES, 2018).

2.2.1 Clasificacion y caracteristicas
En la tabla 1 se muestra la clasificacion del malation en funcion de algunas de sus caracteristicas

principales como son toxicidad aguda, vida media, estructura quimica, accidon especifica y uso
(Ramirez et al., 2001). El Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC, por sus
siglas en inglés), ha clasificado al malation como "probablemente cancerigeno" en los humanos

(IARC, 2016).

Tabla 1. Clasificacion del malation de acuerdo con sus caracteristicas

Caracteristica Clasificacion

Toxicidad cambiante

Toxicidad aguda Extremadamente toxico: abejas y organismos acuaticos
Moderadamente toxico: mamiferos y aves

Persistencia Ligeramente persistente (1 semana)

Estructura quimica Organofosforado

Accion especifica Insecticida

Uso Agricola, urbano, pecuario, industrial

Cereales y verduras: 3 mg/kg

Estandares ambientales Frutas:1 mg/kg

T
(alimentos) Limite maximo: 7 mg/kg (Codex Alimentarium)
Degradacion pH 7:4-6 dias; pH 8:1 dia; pH 6: 21 semanas
Ingesta diaria aceptable 0.02 mg/kg dia! (EPA, 2015)

Nota. Elaboracion propia, 2020.

2.2.2 Efectos ambientales
Muchos estudios toxicoldgicos realizados por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) han

clasificado al malation como un plaguicida altamente toxico (Kamaladevi et al., 2016). De acuerdo
con la EPA (2015) aproximadamente 15 millones de libras se usan en todo el mundo anualmente;
tal explotacion por parte de los humanos ha contaminado el ambiente. Es un plaguicida ligeramente

persistente, por lo que actiia a corto plazo sobre el ambiente cercano al lugar donde se aplica. Esto
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causa, por un lado, la contaminacion inmediata del ambiente abidtico (suelos, aguas superficiales
y aire) y por otro, la muerte de diversos organismos sensibles a los que no se deseaba afectar, como
las abejas y los organismos acuaticos, los cuales son extremadamente sensibles a este compuesto

(SEMARNAT, 2017b).

2.2.3 Efectos a la salud
El malatién es uno de los plaguicidas mas utilizados a nivel mundial y causa envenenamientos

agudos y cronicos (Tuzcu et al., 2014). Debido a su influencia en diversos 6rganos y tejidos, como
los 6rganos endocrinos, el higado, el pancreas, los musculos y el tejido adiposo, muchos productos
quimicos pueden interferir con los eventos de sefializacion molecular y celular ademas de alterar
los metabolismos de la glucosa y los lipidos (Xiao et al., 2017; Svingen et al., 2018). Estudios
experimentales in vivo e in vitro apoyan la idea de que los plaguicidas no persistentes (p. Ej.
malation) contribuyen potencialmente a cambios metabolicos y la obesidad (Lukowicz et al.,
2018). Este plaguicida ha dado lugar a importantes problemas clinicos por su toxicidad en todo el
mundo (Basarslan et al., 2014). Después de su ingesta, se absorbe de forma rapida distribuyéndose
principalmente al estdmago y los intestinos ademés del higado, rifidén, tracto urinario y pulmones
(Abreu et al., 2019). Al ser un agente altamente lipofilo, tiende a acumularse dentro de los tejidos

ricos en lipidos, como el cerebro, causando toxicidad.

El malation puede ejercer sus principales efectos toxicos a través de la fosforilacion del grupo (-
OH) de la serina en el sitio activo de AChE y provocar la inhibicion de la actividad enzimatica en
diferentes tejidos (Alaviniaa et al., 2019). El higado es uno de los principales 6rganos diana de la
toxicidad de éste OP, causa cambios degenerativos e interrumpe la arquitectura hepatica. Su
bioactivacion estd mediada principalmente por enzimas citocromo P450 en el higado, generando

el metabolito activo malaoxén (Abreu et al., 2019).

El estrés oxidante es otro mecanismo que afecta la toxicidad de los pesticidas OP, que conduce a
la produccion de radicales libres como las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la peroxidacion
de lipidos de las membranas celulares. Ademas, seguido por cambios en los mecanismos de defensa
antioxidante en el cuerpo. En condiciones normales, existe un equilibrio entre la produccion y la
eliminacion de radicales libres. El desequilibrio en este proceso conduce a estrés oxidativo y

multiples cambios patolégicos en macromoléculas celulares como los acidos nucleicos (ADN),
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lipidos, carbohidratos, proteinas y enzimas (Abbasabad et al., 2018; Jalili et al., 2019; Roman et
al., 2019). Se ha demostrado que la exposicion prolongada a niveles bajos de malation disminuye
la actividad de la acetilcolinesterasa y la colinesterasa en ratas Wistar (Zarejousheghani et al.,
2018). La exposicion a malation causa sintomas en todo el cuerpo, y su intensidad dependera de la
gravedad de la exposicion. Los sintomas incluyen sudoracion excesiva, constriccion de las pupilas,
lagrimeo, salivacion, calambres abdominales y musculares, diarrea, nduseas, vomitos y dificultad

para respirar (Basarslan et al., 2014; SEMARNAT, 2017a; INEEC, 2018).

De hecho, muchos autores sugirieron que la administracion cronica de malation conduce a la
resistencia a la insulina, que es consecuencia directa de la hiperglucemia (Tuzcu et al., 2014;
Lasram et al., 2015) y a la alteracion de enzimas que juegan un papel importante en la homeostasis
de la glucosa muscular (Czajka et al., 2019). En el torrente sanguineo, los plaguicidas OP son
absorbidos rapidamente por el higado, donde la mayoria de ellos se metabolizan a intermediarios
mas activos, por lo que el higado se encuentra en el primer paso de la exposicidon y es importante
debido a su funcion desintoxicante que estd mediada por la glucogénesis y la gluconeogénesis las
cuales han sido referidas como un objetivo de su toxicidad. Ademas, ahora se sabe que los
mecanismos potenciales para los efectos observados son la activacion de los receptores
muscarinicos, causando hiperinsulinemia y sobreproduccion de glucosa al aumentar la
glucogenolisis para contrarrestar el estrés oxidante inducido por malation, lo que puede ser un
factor de riesgo potencial para el desarrollo de la DM tipo 2 (Mostafalou et al., 2012; Tuzcu et al.,
2014). Otros estudios han relacionado el uso de malation con la degeneracion macular relacionada
con la edad (DMAE), la cual es una de las principales causas de ceguera en los paises desarrollados
(Montgomery et al., 2017).

Los estudios en animales han demostrado que éste insecticida puede conducir a un comportamiento
similar a la ansiedad y trastornos del estado de &nimo (Roman et al., 2019). Se investig6 el impacto
de la exposicion a éste otro OP, en el desarrollo del microbioma intestinal en ratones C57BL / 6
(Gao et al., 2018), se descubrid que alteraba la trayectoria de desarrollo del microbioma intestinal
y la deteccion del quérum, asi como los procesos fisioldgicos relacionados, como la motilidad y la
patogenicidad (Roman et al., 2019). Lasram et al. (2015) han informado alteraciones del
metabolismo de los lipidos en animales expuestos a malation, las cuales podrian ser signo de dafio
hepatico, ademas, demostraron que eleva las actividades de AST, ALT, ALP, LDH y BLR en

plasma, malondialdehido y catalasa en el higado, mientras que las actividades de GSH, superoxido
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dismutasa, glutation S-transferasa, glutation peroxidasa y butirilcolinesterasa se redujeron en los
animales expuestos. La produccion de radicales libres y el posterior estrés oxidante puede inducir
la produccion de especies de oxigeno activo, (hidroperoxidos, oxigeno singlete, peroxido de
hidrégeno y superdxido) que conducen a la destruccion de células, ADN, proteinas y lipidos
intracelulares y, en tltima instancia, a la muerte de las células hepaticas (Jalili et al., 2019)

Raafat et al. (2012) evaluaron el riesgo de resistencia a la insulina asociada con la exposicion
cronica al malation entre 98 agricultores. Encontraron un aumento estadisticamente significativo
en la circunferencia de la cintura, el IMC y los valores medios del nivel de glucosa en sangre en
ayunas, el nivel de insulina en ayunas y el modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la
insulina (conocido como HOMA-IR, por sus siglas en ingles) en los agricultores expuestos. Se
sugiere que la exposicion cronica a este insecticida puede inducir resistencia a la insulina entre los
agricultores no diabéticos expuestos (Czajka et al., 2019). La obesidad y la diabetes se han
convertido en enfermedades metabdlicas de proporcion pandémica. Curiosamente, se esta
estableciendo un posible vinculo entre los productos quimicos ambientales, incluidos los

pesticidas, con un aumento en el riesgo de desarrollar diabetes y obesidad (Czajka et al., 2019).

2.3 Sobrepeso y obesidad
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2021), define el sobrepeso y la obesidad como una

acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. El indice de masa
corporal (IMC) es el indicador mas simple de la relacion entre el peso y la talla que se utiliza
frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad en la poblacion adulta, puesto que es la
misma para ambos sexos (Tabla 2). Se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el

cuadrado de su talla en metros (kg/m?

Tabla 2. Clasificacion del peso corporal de acuerdo con el IMC

Clasificacion IMC (Kg/m?)
Peso Bajo <18.5
Peso Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25-29.9
Obesidad Tipo I o moderada 30-34.9
Obesidad Tipo II o severa 35-39.9
Obesidad Tipo III o moérbida > 40

Nota. Elaboracion propia con base en datos de la OMS, 2020.
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La obesidad es uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial, que se ha
calificado como la epidemia del siglo y a la que se destinan una gran cantidad de recursos
econdmicos y humanos para su manejo, control y prevencion (Bibiloni et al., 2009). En 2016, mas
de 1.900 millones de adultos en todo el mundo tenian sobrepeso y de estos, mas de 650 millones
eran obesos. La prevalencia mundial de la obesidad casi se triplico entre 1975y 2016 (OMS, 2018).
Se estima que el 80% de las enfermedades en el hombre son causados por problemas asociados con
el exceso de peso corporal (Barczynska et al., 2015). Numerosas enfermedades se han asociado a
la obesidad, entre las que destacan la diabetes mellitus tipo 2 (DM-2), la dislipidemia, la
hipertension, la enfermedad coronaria y cerebrovascular, la osteoartritis y ciertos tipos de cancer
(Sanz et al., 2010).

Segun el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) el aumento en las tasas
de obesidad y diabetes son las principales amenazas para la salud publica en los Estados Unidos y
el mundo, (CDC, 2011), donde la prevalencia de obesidad en humanos se ha duplicado desde 1980
(OMS, 2017). De forma similar, también se han informado aumentos en el peso corporal en
mascotas y animales de laboratorio en las ultimas décadas (Thayer et al., 2012). El exceso de
consumo de calorias y un estilo de vida sedentario son factores de riesgo bien conocidos para la
obesidad y la diabetes. Sin embargo, existe un interés creciente en la contribucion de los factores
de riesgo "no tradicionales" a estas condiciones, incluidos los quimicos ambientales y la microbiota
intestinal (Auerbach et al., 2016).

La obesidad se caracteriza por un estado inflamatorio crénico, que se puede medir mediante
alteraciones significativas en la expresion de marcadores de inflamacion, causados por una
respuesta secundaria a la funcién endocrina alterada de los adipocitos. Tipicamente, las citocinas
proinflamatorias y las citocinas tales como TNF-a e IL-6 estdn reguladas positivamente en
individuos obesos, mientras que los mediadores antiinflamatorios tales como adiponectina son
regulados negativamente. Las personas obesas también a menudo muestran un aumento de los
niveles de insulina y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) (Svingen et al., 2018). Bajo
el paradigma actual, la inflamacidn cronica de bajo grado del tejido adiposo es un mecanismo clave
de las enfermedades relacionadas con la obesidad; los adipocitos agrandados de individuos obesos
reclutan células proinflamatorias y liberan una variedad de citocinas, que predisponen a la

resistencia a la insulina a través de la acumulacion de grasa ectopica en el tejido no adiposo (Lee
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et al., 2016). La leptina es una hormona producida por los tejidos grasos y secretada
proporcionalmente a la masa adiposa y funciona como un regulador central de la homeostasis
energética. Muchas formas de obesidad se caracterizan por un mayor nivel de leptina circulante, al
mismo tiempo que muchas personas obesas son de hecho resistentes a la leptina. Esto sugiere que
la leptina es principalmente un marcador de nutricion y no una hormona de saciedad de buena fe
como se creia, evidenciada por el hecho de que la leptina es incapaz de reducir el peso en individuos
obesos y que los niveles de leptina disminuyen con la restriccion caldrica y la pérdida de peso

(Svingen et al., 2018).

2.4 Diabetes
La diabetes es una enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no produce insulina

suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce, siendo la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) la més comun. El efecto de la diabetes no controlada es la hiperglucemia
(aumento de la concentracion de glucosa en la sangre), que con el tiempo dafia gravemente muchos
organos y sistemas del cuerpo, trayendo como consecuencia disfunciones cardiovasculares,
neuroldgicas, renales, entre otras (OMS, 2020).

La etiologia de la DM2 esté estrechamente relacionada con la obesidad y la resistencia a la insulina.
De acuerdo con la OMS el nimero de personas con diabetes se ha triplicado en los tltimos treinta
afios, aumentando su prevalencia significativamente en los paises en desarrollo. Actualmente, la
DM?2 es el mayor problema al que se enfrenta el sistema nacional de salud en México; es la primer
causa de demanda de atencién médica y la enfermedad que consume el mayor porcentaje de gastos
en las instituciones publicas y de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) representa la segunda causa de muerte en nuestro pais con un aproximado de 150 mil
defunciones al afio (INEGI, 2021).

La NORMA Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010. para la prevencion, tratamiento y control
de la diabetes mellitus, establece los niveles de referencia de glucosa en sangre (Tabla 3), define
los procedimientos para la deteccion, diagnostico y tratamiento de la diabetes y sefiala acciones a

realizar por el sector publico, privado y social para su prevencion.
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Tabla 3. Niveles de glucosa en sangre

Ayunas (mg / dL) *Posprandial (mg / dL)
Bajo <70
Normal 70 - 100 <140
Prediabetes 100 - 125 140 -200
Diabetes > 125 > 200

Nota. * Dos horas después de comer
Elaboracion propia con base en la clasificacion de la NOM-015-SSA2 2010, 2020.

2.5 Microbiota Intestinal
El término microbiota hace referencia a la comunidad de microorganismos vivos residentes en un

nicho ecologico determinado (Ruiz et al., 2010). La microbiota intestinal es la comunidad de
microorganismos vivos residentes en el aparato digestivo que pertenecen principalmente a dos filos
dominantes, los Firmicutes y los Bacteroidetes, asi como Actinobacterias y Proteobacterias (Icaza,
2013). La relacion entre las células humanas y la microbiota es cercana a 1:1, supera ampliamente
el tamafio del genoma humano aproximadamente 150 veces y representa aproximadamente 1.5 kg
de nuestro peso corporal (Sankar et al., 2015; van Olden et al., 2015; Kang y Cai, 2018).
Desempefia un papel profundo en el procesamiento metabolico, la produccion de energia, el
desarrollo inmune y cognitivo y la homeostasis. Las comunidades de microorganismos en nuestro
intestino funcionan como un 6rgano con muchas acciones metabdlicas, inmunologicas y de tipo

endocrino que influyen en la salud humana (Kang et al., 2018).

Se ha observado que el microbioma intestinal, definido como la poblacién total de
microorganismos con sus genes y metabolitos que colonizan el tracto gastrointestinal, no solo
induce efectos localizados en el intestino, sino que también influye en muchos 6rganos distantes.
Por ejemplo, puede afectar la salud del cerebro humano a través de componentes bacterianos
estructurales, proteinas, enzimas, hormonas o estimulos causados directamente por €sta, a través
del eje microbioma-intestino-cerebro, que es una red de comunicacion bidireccional, la cual se

produce a través de tres vias diferentes: neural (principalmente a través del nervio vago), endocrina
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(cortisol) e inmune (citocinas). Ademas, los productos bacterianos activan el sistema nervioso
entérico y estimulan los nervios aferentes (Bei et al., 2017; Roman et al., 2019). Los organismos
que componen la microbiota son determinados por una serie de factores que incluyen el tipo de
parto (cesarea o vaginal), lactancia materna o alimentacion con biberon, las caracteristicas de la
dieta, el ambiente, la edad y los factores genéticos, que en conjunto influyen en el predominio de
unos microorganismos sobre otros (Icaza, 2013). La microbiota intestinal es un ecosistema muy
diverso, complejo y unico para cada persona (Lastours y Fantin, 2015), resultado de largas
variaciones interindividuales que dependen de la genética del hospedero y factores ambientales a
los que estan expuestos (Sanz et al., 2014). Es un factor ambiental involucrado en la obesidad y los
trastornos metabolicos, los animales y seres humanos obesos presentan alteraciones en la
composicion de la microbiota intestinal en comparacion con sus homodlogos delgados
especificamente, se demostrd que los sujetos humanos obesos tienen un nimero reducido de
Bacteroidetes y un nimero mayor de Firmicutes en comparacién con los de sus homologos

delgados (Kang et al., 2018).

2.5.1 Microbiota intestinal y contaminantes ambientales
La evidencia cientifica emergente vincula la disbiosis de la microbiota intestinal con la exposicion

a agentes ambientales como los OP (Roman et al., 2019). Existe un creciente reconocimiento de la
importancia de la microbiota intestinal para la salud humana, y se ha establecido la asociacion entre
un microbioma intestinal perturbado con enfermedades humanas (Bei et al., 2017). Dado el papel
clave de la microbiota intestinal en la homeostasis del huésped, esta microbiota puede verse
alterada o modificada temporalmente por factores como los antibioticos, la dieta y las toxinas como
los pesticidas (Roman et al., 2019). La exposicion a sustancias quimicas se ha relacionado con
diversos trastornos de la salud, como la obesidad, la diabetes tipo 2, el cancer y el desequilibrio de
los sistemas inmune y reproductor, mientras que la microbiota intestinal contribuye criticamente a
una variedad de funciones metabolicas e inmunes en el hospedero. La literatura indica que la
microbiota intestinal tiene gran capacidad de metabolizar agentes ambientales, por lo que puede
modular la toxicidad para el huésped. Por el contrario, se ha demostrado que los contaminantes
ambientales de diversas familias quimicas alteran la composicion y / o la actividad metabolica de

las bacterias intestinales, lo que puede ser un factor importante que contribuye a dar forma al tipo
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de microbiota intestinal de un individuo (Claus et al., 2016). Varios compuestos ambientales
también han demostrado inhibir el crecimiento bacteriano gastrointestinal o inducir disbiosis la
cual se ha relacionado con una serie de enfermedades intestinales y sistémicas. Dados los
importantes papeles que desempefian la microbiota intestinal y sus metabolitos en la regulacion de
las funciones fisiologicas normales, las perturbaciones funcionales de ésta inducidas por sustancias
toxicas ambientales pueden contribuir a su toxicidad o agravarla.

Los productos quimicos sintéticos utilizados actualmente para diversas aplicaciones industriales y
agricolas estan generando una contaminacion generalizada del ambiente y sus efectos sobre la salud
humana son una preocupacion mundial. La creciente evidencia indica que la exposicion a estos es
uno de los multiples factores que contribuyen al desarrollo de varios trastornos de salud. Sin
embargo, no estd claro coémo interactian la microbiota intestinal y los plaguicidas y si estas
interacciones son relevantes para la salud humana (Claus et al., 2016).

Se sabe desde hace décadas que los microorganismos intestinales estan involucrados en la
biotransformacion de los xenobidticos. En 1973 Scheline sugirié que el potencial de la microbiota
intestinal para metabolizar compuestos extrafios era al menos tan grande como el del higado
(Scheline, 1973). El tracto gastrointestinal es la ruta principal por la cual los xenobioticos ingresan
al cuerpo humano. La tasa y el alcance del metabolismo bacteriano es influenciado por las
cantidades de xenobioticos que llegan al intestino distal, donde la concentracién de bacterias es

maxima.

Los productos quimicos ambientales pueden absorberse poco después de la ingestion, y
posteriormente pueden pasar al intestino delgado distal y al ciego por peristaltismo.
Alternativamente, ellos o sus metabolitos pueden pasar a la sangre a través de la pared intestinal.
Las bacterias tienen amplias capacidades enzimaticas y pueden metabolizar quimicos ambientales
de varias familias quimicas, ya sea aumentando o disminuyendo su toxicidad para el huésped
mamifero, sin embargo, los productos quimicos ambientales también pueden afectar la
composicion y / o la funcion optima de la microbiota intestinal, con posibles efectos sobre la salud

del huésped (Claus et al., 2016).
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2.6 Probioticos
Los probioticos son definidos como microorganismos vivos que cuando se consumen en cantidades
apropiadas confieren efectos saludables al hospedador. Uno de los principales criterios que deben
cumplir las bacterias para ser consideradas probioticas, es ser resistentes a las condiciones del tracto
gastrointestinal (Moreno et al., 2011). Los probioticos de uso comun incluyen una gran variedad
de especies de Lactobacillus y Bifidobacterium. Dentro de los mas utilizados se encuentran las
bacterias del género Lactobacillus, 1as cuales confieren varios beneficios para la salud humana. Se
ha utilizado ampliamente en productos fermentados que mejoran el estado antioxidante total y
reducen el estrés oxidante en individuos sanos (Tian et al., 2017). Diversos estudios han asociado
distintas especies de Lactobacillus con cambios en el peso (Million et al., 2012; Drissi et al., 2014;
Kangetal., 2017; Kim et al., 2018). Autores como (Palacios et al., 2017; Smith et al., 2017; Khalili
etal., 2019 ; Niibo et al., 2019; Venkataraman et al., 2019) han mencionado el control o mejora
de pacientes con diabetes mellitus tipo 2, después del tratamiento con probioticos, los cuales
también se han utilizado para reducir la toxicidad de OP. Trinder et al. (2016) descubrieron que
Lactobacillus pueden unirse, pero no metabolizar plaguicidas OP y reducir la absorcion intestinal
in vitro. Curiosamente, el pretratamiento con L. rhamnosus redujo la mortalidad y los déficits de
crecimiento en Drosophila. Otras cepas de Lactobacillus como L. casei redujeron la citotoxicidad
in vitro (Roman et al., 2019) y aumentaron la sensibilidad a la insulina (Saha et al., 2021). Estas
propiedades pueden significar que el género Lactobacillus es una herramienta potencialmente

eficaz contra la toxicidad del malation.

2.6.1 Lactobacilos
Los Lactobacillus son un género de bacterias Gram positivas, facultativas, que pertenecen al filo

de los Firmicutes. Se han asociado a diferentes efectos sobre el cambio de peso, debido a que son
los principales degradadores de los carbohidratos complejos y la fibra dietética, por lo que
aumentan la eficiencia en la extraccion de energia de la dieta, y sus metabolitos son una importante
fuente de nutrientes para la microbiota intestinal (Sanz et al., 2014; Barczynska et al., 2015; Berry,
2016). Los lactobacilos sintetizan proteasas y amilasas que facilitan la digestion y absorcion de

nutrientes, por lo que se pueden catalogar como promotores del crecimiento.
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2.6.2 Funciones de los lactobacilos intestinales
Las poblaciones de lactobacilos en el intestino humano impactan funciones fisioldgicas del huésped

a través de su actividad metabolica (Krishnan et al., 2015). Son capaces de secretar o alterar la
produccion de moléculas que afectan el equilibrio energético (Rosenbaum et al., 2015), ayudan en
la digestion (degradacion de los azucares complejos como la pectina y celulosa), fermenta la fibra
dietética, carbohidratos complejos y prebidticos que son beneficiosos para la sintesis de acidos
grasos de cadena corta (SCFA) (4cido butirico, acido propidnico y acido acético) y acido lactico
(Barczynska, et al., 2015). También producen enzimas ausentes en los seres humanos para la
digestion, sintetizan vitaminas como la biotina y la vitamina K, sintetizan hormonas para dirigir el
almacenamiento de grasas en el hospedero, regulan funciones del epitelio y el sistema inmune y
previene la colonizacion por bacterias patdgenas (Sankar, et al, 2015). Ademas, sobreviven en todo
el tracto gastrointestinal, ya que son capaces de tolerar la presencia de bilis y pH bajo, asimismo
producen un agente antimicrobiano, lo que les permite reducir el nimero de bacterias en el intestino

(Berry, 2016).

M. JUSTIFICACION

La incidencia de obesidad y diabetes ha aumentado de tal manera que la OMS las ha catalogado
como la epidemia del siglo. Mas del 70% de la poblacion en Mexico tiene sobrepeso y una tercera
parte padece obesidad, la cual se ha asociado a la diabetes, que representa la segunda causa de
muerte en nuestro pais con mas de 150 mil defunciones al afo. Ademas de los factores ya
conocidos relacionados con el aumento de peso y el desarrollo de diabetes, como son una mala
alimentacion y el sedentarismo, existe un creciente interés para determinar la contribucion de
diversos factores de riesgo, entre ellos los plaguicidas, asociados a estas condiciones.

En las ultimas décadas ha ido en aumento la presencia de diversos plaguicidas en productos de
inspeccion sanitaria y de acuerdo con la FDA el malatioén es principal plaguicida detectado en
alimentos con inspeccidn sanitaria, lo cual puede traer consigo consecuencias negativas para la
salud de quien consume alimentos contaminados con residuos de estos plaguicidas. A pesar de
existir numerosos estudios sobre los efectos de distintos plaguicidas, incluido el malation, sobre la
salud humana, pocos han utilizado un modelo de exposicién cronica y dosis similares a una
exposicion real, a la que podria estar expuesta la poblacion general a través del consumo de
alimentos contaminados con residuos de plaguicidas, en este caso el malation. Por lo que es

necesario conocer los efectos que pueda ocasionar el consumo de alimentos contaminados con este
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plaguicida, en particular sobre enfermedades como la diabetes y la obesidad, consideradas un
desafio en el sistema de salud mexicano.

Los estudios sobre como mitigar los efectos del consumo de plaguicidas a dosis bajas son limitados,
por lo que también es importante evaluar futuros tratamientos ante los posibles efectos del consumo
de alimentos contaminados con residuos de plaguicidas. A lo largo de los afos se ha estudiado el
beneficio del consumo de distintos probioticos, muchos de ellos provenientes del género
Lactobacillus, los cuales han reportado diversas propiedades que confieren varios beneficios para
la salud del huésped; propiedades que nos han permitido considerar este género de bacterias como
una herramienta potencialmente eficaz contra la toxicidad originada por el consumo de residuos de
plaguicidas presentes en los alimentos. Por este motivo es necesario investigar, antes que nada, la
resistencia de diversas especies de Lactobacillus al plaguicida malation y en una segunda instancia
evaluar las especies de facil acceso a la poblacion que sean resistentes a este insecticida y observar
si pueden servir como agentes protectores ante los efectos nocivos del consumo de malation a dosis

bajas.

IV. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION
4.1 Preguntas de investigacion
a) (Cuadl es el efecto del consumo prolongado de malatién en dosis bajas?
b) (Coémo influye el consumo de Lactobacillus en el peso corporal?
c) (El consumo de Lactobacillus puede ayudar ante la ingesta cronica de malation en dosis

bajas?

V.  HIPOTESIS
En funcion de los objetivos que se describirdn mas adelante se puede formular las siguientes

hipotesis:

» “El consumo cronico de malation en dosis bajas, puede influir en el desarrollo de diabetes
y obesidad de quien consume alimentos contaminados con este insecticida”.
» “El género de bacterias Lactobacillus podria disminuir los efectos del consumo prolongado

de malation e influir en el peso corporal”
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VI.

6.1
1)

6.2
1)

2)
3)

4)
5)

OBJETIVOS
Objetivo general
Determinar el efecto del consumo prolongado de malation en dosis bajas, asi como evaluar
el efecto de Lactobacillus spp. sobre el peso corporal, los niveles de glucosa sérica y el

consumo prolongado de malation a través del estudio en un modelo murino.

Objetivos especificos

Aislar e identificar distintas especies de Lactobacillus presentes en suplementos
alimenticios.

Determinar que especies de Lactobacillus son resistentes a malation.

Evaluar el efecto de la ingesta prolongada de malation a dosis bajas y determinar si esta
influye en el peso corporal y los niveles de glucosa en sangre.

Observar el efecto del género Lactobacillus en cuanto al incremento o disminucién de peso.
Identificar si las especies del género Lactobacillus pueden presentar un efecto protector

ante el consumo crénico de alimentos contaminados con malatiéon en dosis bajas.

VII. METODOLOGIA

7.1 Generalidades
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de

Micoplasmas del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas del Instituto de Ciencias

de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP).

7.2 Muestra

7.2.1 Productos quimicos
Se utiliz6 el plaguicida de grado comercial: Malation 1000 (O,0-Dimetil fosforoditioato de dietil

mercaptosuccinato) de Agroquimica Tridente a una concentracion de 10 ppm, la cual se seleccion6

con base al riesgo que pueda asemejar una exposicion real para la poblacion general a través del

consumo de alimentos.
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Con el fin de conocer la resistencia de Lactobacillus spp. a malation se prepararon seis soluciones
a diferentes concentraciones de este insecticida (83.6 %, 50 %, 20 %, 10 %, 1 %, 0.1 %) utilizando
agua estéril como solvente. Las diluciones se elaboraron utilizando la formula C1 V1 = C2 V2,
donde C1 y C2 representan las concentraciones de las soluciones inicial y final respectivamente y
V1 y V2 representan sus volimenes. Las soluciones se catalogaron como dosis altas (83.6 % y 50
%), dosis medias (20 %y 10 %) y dosis bajas (1 % y 0.1 %) de acuerdo con la cantidad de principio

activo presente.

7.2.2 Animales
Resulta necesario el uso de modelos experimentales capaces de reproducir las respuestas de manera

semejante a lo que acontece en el ser humano. Se utilizaron 20 ratones macho de cuatro semanas
de edad de la cepa BALB/c, los cuales fueron tratados conforme las guias de manejo y cuidado de
animales de laboratorio del Comité Institucional para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP). Los criterios de inclusion
fueron seleccionar ratones macho de la misma cepa (BALB/c), de la misma edad y con un peso
similar. Se mantuvieron con un ciclo de luz-oscuridad de 12 h, una temperatura de 22 + 2°C. y
comida y agua a voluntad. Los ratones se sometieron a un periodo de adaptacion de una semana y
posteriormente se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos de cinco animales y se trataron
durante 180 dias. El grupo 1 sirvid de control (sin intervenciones), el grupo 2 se le administrd
malation (10 ppm), el grupo 3 se le administré un suplemento probidtico y el grupo 4 (M+ P) se le

administré malation (10 ppm) y el suplemento probidtico.

7.2.3 Lactobacillus
Las especies de Lactobacillus fueron aisladas de suplementos alimenticios (probiodticos)

comerciales y fueron comparadas con controles positivos proporcionadas por el Centro de
Deteccion Biomolecular (CDB) de la BUAP. Para la conservacion de los controles positivos y de

cada aislado se utilizé caldo MRS y glicerol al 25 % y fueron almacenadas a -80°C.

7.2.4 Suplemento probidtico
Con el fin de determinar si el tratamiento con un probiotico revertia los efectos generados por el

consumo de malatién en dosis bajas, tales como el incremento de peso y los niveles de glucosa en

sangre, se eligidé un probidtico comercial con la siguiente mezcla de microorganismos: L.
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acidophilus (5.0 * 108 UFC), L. casei (5.0 * 10® UFC), L. plantarum (0.88 * 108 UFC), L.
rhamnosus (2.2 * 108 UFC), B. infantis (1.38 * 10’ UFC) y S. thermophillus (3.33 * 10° UFC). El
probidtico se selecciond conforme a los principales Lactobacillus presentes los suplementos

probidticos de uso comun que fueran resistentes a malation.

7.3 Disefo experimental

7.3.1 Obtencion y procesamiento de la muestra
Las especies de Lactobacillus fueron aisladas a partir de distintos probidticos. Las muestras se

sembraron en caldo MRS durante 24 h para activar a los probioticos y posteriormente se sembraron
en agar MRS a 37°C durante 24-48 h, para su aislamiento. Las especies que presumiblemente
permitian considerarlas como Lactobacillus se seleccionaron en base a las caracteristicas
morfologicas de sus colonias, la observacion microscopica y la prueba de la catalasa (Reiner,

2010).

7.3.1.1 Prueba de catalasa

La presencia de la enzima catalasa fue verificada colocando una gota de peroxido de hidrogeno
(H203) al 3 % en contacto con una colonia de cada aislado bacteriano, la catalasa descompone el
H>O7en agua y oxigeno, generando el desprendimiento de burbujas (Reiner, 2010). La ausencia de
burbujas indico que las bacterias no presentaban actividad catalasa, caracteristica del género
Lactobacillus. Como control positivo se utilizé una cepa de S. aureus y como control negativo una

cepa de L. rhamnosus donadas por el Centro de Deteccion Biomolecular (CDB) de la BUAP.

7.3.1.2 Extraccion del ADN
Las muestras de ADN se extrajeron de los aislados que cumplian las caracteristicas de
Lactobacillus, utilizando el kit de extraccion Quick-DNA™ Universal Kit de Zymo Research,

siguiendo las instrucciones del fabricante:

1. Colocar una colonia de cada aislado de Lactobacillus en un tubo para microcentrifuga y

anadir 95 pL. de agua 95 pL de Buffer para tejido s6lido y 10 uL de Proteinasa K.
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2. Agitar en Vortex y después incubar a 55°C de 1-3 h hasta que el tejido solubilice. Se agita
nuevamente y se centrifuga a 12,000 rpm por 1 minuto. Transferir el sobrenadante a un
tubo limpio.

3. Anadir 400 pL del Buffer de uniéon gendmica al sobrenadante y mezclar.

4. Transferir la mezcla a una columna de extraccion Zymo-Spin y se coloca en un tubo
colector y centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto. Descartar el tubo colector.

5. Anfadir 400 pL del Buffer de pre-lavado a la columna en un nuevo tubo colector y
centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto. Vaciar el tubo colector.

6. Afadir 700 uL del Buffer de lavado a la columna y centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto.
Vaciar el tubo colector.

7. Afadir 200 pL del Buffer de lavado a la columna y centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto.
Descartar el tubo colector.

8. Para eluir el DNA, se transfiere la columna de extraccion a un tubo para microcentrifuga
limpio y se aflade 50 pL del Buffer de elucion, se incuba por 5 minutos a 60°C y después
se centrifuga a 12,000 rpm por 1 minuto. La solucidn recogida sera el DNA purificado.

9. Se almacena la muestra a -70°C, para su conservacion. y la posterior realizacion de la PCR.

7.2.5 Iniciadores PCR
Se utilizaron iniciadores especificos para cada especie de Lactobacillus descritos en trabajos

previos (Hyuk-Sang et al., 2004; Kwon et al., 2005; Vergara, 2018) y sintetizados por la empresa
T4 Oligo (Tabla 4).

Tabla 4. Iniciadores para Lactobacillus spp. utilizados en este estudio

Especies de Tamaiio del

Lactobacillus Iniciador Secuencia (57- 3") frail)lll)e)tnto
L. fermentum Lfer-3F  ACTAACTTGACTGATCTACGA 192
Lfer-3R TTCACTGCTCAAGTAATCATC
L. plantarum Lpla-3F  ATTCATAGTCTAGTTGGAGGT 248
Lpla-3R CCTGAACTGAGAGAATTTGA
L. reuteri Lreu-4F CAGACAATCTTTGATTGTTTAG 303

Lreu-4R  GCTTGTTGGTTTGGGCTCTTC
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L. acidophilus

L. rhamnosus

L. casei

L. brevis

L. salivarius

Laci-F
Laci-R

Lrha-F
Lrha-R

Lcas-F
Lcas-F

Lbre-F
Lbre-R

Lsal-F
Lfsal-R

AGCTGAACCAACAGATTCAC
ACTACCAGGGTATCTAATCC

CAGACTGAAAGTCTGACGG
GCGATGCGAATTTCTATTATT

CTCAAAGCCGTGACGGTC
ACGTGGTGCTAATAATCCTAGTG

GAAGCTAGTGGCGAACTGGT
CTCCCAGTTTCCGATGCAC

AGGTTCGAAAGCGTGGGTAG
TCCCCGAAGGGAAAGCCTAA

210

190

742

563

280

Nota. * Los iniciadores especificos para cada especie de Lactobacillus fueron sintetizados por la empresa

T4 Oligo.

Elaboracion propia con base en datos descritos en trabajos previos (Kwon et al., 2005; Vergara, 2018), 2020

7.3.1.3 Identificacion mediante PCR

La identificacion de las especies de Lactobacillus se realizd mediante la técnica de PCR punto final

en un termociclador TECHNE TC-412, utilizando el kit DreamTaq PCR Master Mix (2X) de

Thermo Scientific, siguiendo las instrucciones del fabricante:

I.  Por cada muestra de DNA, colocar en un tubo para PCR: 25 pL. de DreamTaq PCR Master
Mix (2X), 0.2 pL del Forward Primer, 0.2 pL. del Reward Primer, 4 uLL de DNA y 20.6 pL

de agua libre de nucleasas. (Volumen Total 50 pL).

II.  Agitar el tubo de PCR con la mezcla en Vortex.

III.  Realizar la PCR utilizando el ciclo térmico recomendado para cada microorganismo, segin

las condiciones descritas en otros estudios (Tabla 5).
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Tabla 5. Condiciones de PCR utilizadas en el estudio Lactobacillus

L. fermentum L. plantarum L. reuteri L. acidophilus
Tamaiio del fragmento 192 Pb 248 Pb 303 Pb 210 Pb
Desnaturalizacién inicial 95°C / S5min 95°C / 5min 95°C / 5min 95°C/ 5min
Numero de ciclos 35 35 35 35
Desnaturalizacién 95°C/20s 95°C/20s 95°C/20s 95°C/20s
Alineacion y extensién 60°C / 2min 60°C / 2min 60°C / 2min 68°C / 2min

Extension final

72°C / 10min

72°C / 10min

72°C / 10min

72°C / 10min

L. rhamnosus L. casei L. brevis L. salivarius
Tamaiio del fragmento 190 Pb 742 Pb 563 Pb 280 Pb
Desnaturalizacion inicial 95°C / S5min 95°C / 5min 95°C / 5min 95°C / 5min
Numero de ciclos 35 35 35 35
Desnaturalizacion 95°C /30s 95°C /30s 95°C /30s 95°C /30s
Alineacion 62°C / 45s 62°C / 45s 62°C / 45s 55°C/ 45s
Extension 72°C / 1min 72°C / 1min 72°C / 1min 72°C / 1min

Extension final

72°C / 10min

72°C / 10min

72°C/ 10min

72°C / 10min

Nota. Elaboracion propia con base en datos descritos en trabajos previos (Hyuk-Sang et al., 2004; Kwon et al., 2005; Vergara, 2018),

2020.




7.3.2 Resistencia de Lactobacillus spp. a malation
Para determinar la capacidad de resistencia o tolerancia al insecticida malation 1000®, de las

distintas especies de Lactobacillus aisladas e identificadas en la investigacion, se hicieron
bioensayos mediante la técnica de Kirby-Bauer (Hudzicki, 2009), impregnando discos estériles de
6 mm de didmetro con 5 pL del insecticida malatiéon a seis diferentes concentraciones de
ingrediente activo (83.6 %, 50 %, 20 %, 10 %, 1 %, 0.1 %). Se establecieron dos controles. El
primero, cada uno de los Lactobacillus sin plaguicida con el fin de monitorizar el crecimiento del
microorganismo durante el tiempo del ensayo. El segundo, se realizd con cada una de las seis
concentraciones del insecticida sin indculo para asegurar que no estuviesen previamente
contaminado por microorganismos.

Las suspensiones de Lactobacillus se prepararon en caldo MRS incubandose durante 24-48 h a
37°C. Las suspensiones se ajustaron al estandar 0.5 en la escala de McFarland equivalente a 1.5 x
10 UFC/mL, se sembraron en placas Petri con agar MRS y se procedi6 a colocar los discos a
diferentes concentraciones de malation. Las placas se incubaron a 37°C durante 24-48 h y se
procedid a medir el didmetro de los halos de inhibicion (Hudzicki, 2009). De acuerdo con el tamafio
en milimetros de los halos de inhibicion, se determind si las diversas especies de Lactobacillus
eran sensibles (S), intermedio o moderadamente sensibles (I) o resistentes (R) a las distintas

concentraciones de malation. Las pruebas se realizaron por duplicado.

7.3.3 Seleccion de las especies de Lactobacillus para el modelo animal
Se seleccionaron las especies de Lactobacillus que fueron mas frecuentemente aisladas en

suplementos probiodticos y que ademads fueran resistentes al malation en dosis bajas (acidophilus,
casei, plantarum y rhamnosus); dichas especies se eligieron para montar el experimento en un
modelo murino y observar su efecto a largo plazo en cuanto al incremento o disminucién de peso,

asi como evaluar si existe un efecto protector ante el consumo de malation en dosis bajas.

7.3.4 Grupos de estudio y tratamiento
El estudio se realiz6 con 20 ratones macho de seis semanas de edad de la cepa BALB/c, los cuales

se distribuyeron en cuatro grupos con cinco animales por grupo con el fin de observar el efecto en
los niveles de glucosa y el peso corporal de la administracion oral de malation y Lactobacillus

durante 180 dias.
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Los grupos se asignaron de manera aleatoria simple y se dividieron de la siguiente manera:

L Control (n=5): Sin Intervencion
II. Malation(n=5): Malation (10 ppm)
III. Probidticos (n=5): Suplemento probidtico

IV.  Probidticos + Malation (n=5): Suplemento probidtico + Malation (10 ppm)

El suplemento probiotico y el malation se adicionaron en el agua, la cual se sustituia cada 24 h. La
dosis de malation se selecciond en base a estudios previamente publicados que demostraron la
presencia de residuos de malation en alimentos y que pueda asemejarse a una exposicion real. Para
la poblacion general, la manera mas probable a través de la cual el malation puede entrar al cuerpo
es al ingerir alimentos o agua contaminados, debido a esto, en el presente trabajo de investigacion
se considero la via de administracion oral como la més conveniente, ya que esta utiliza la forma
natural de absorcidon que es el intestino, ademas la mayoria de los probidticos, en este caso
Lactobacillus spp., también son administrados por esta via.

También se evaluaron parametros fisiologicos (piloereccion, cambios en el brillo de los ojos,
cambios en la expresion facial, posicion de las orejas y del bigote, etc.) y el comportamiento animal

(intranquilidad, agresividad, pérdida del apetito, disminucion del consumo de agua).

7.3.5 Cuantificacion de glucosa y peso corporal
Las mediciones de los niveles de glucosa y el peso corporal se realizaron al inicio del experimento

y cada 10 dias durante un periodo de 180 dias, dejando a los animales en ayuno durante 8 h antes
de las mediciones. Los niveles de glucosa se midieron con la ayuda de un glucometro marca Gmate
WHEEL, la muestra de sangre se obtuvo por medio de punciéon de la cola de los ratones. La
medicidn del peso corporal (g) se realizo con una balanza digital de marca Rhino modelo BABOL-

100G.

7.3.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se tabularon y almacenaron en una base de datos utilizando Microsoft Excel.
Todos los andlisis se realizaron con el programa estadistico GraphPad Prism 9. Los datos se

analizaron utilizando el analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey para
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determinar si existian diferencias significativas (p <0,05) entre los diferentes grupos. Los

resultados se presentan como la media (n=5) = la desviacion estdndar (DE).

VIII. RESULTADOS

8.1 Resistencia de Lactobacillus spp. a malation
Se aislaron e identificaron ocho especies de Lactobacillus (L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L.
fermentum, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus y L. salivarius) provenientes de suplementos
probioticos. Las especies se seleccionaron de acuerdo con las caracteristicas fenotipicas del género
(Tabla 6) y la identificacion se realizd mediante la técnica de PCR de punto final. Los productos

de PCR se observaron usando electroforesis en gel de agarosa al 2 % (Figura. 1 A, B, C, D).

Tabla 6. Caracteristicas del género Lactobacillus

Prueba Resultado
Colonias Pequenas, circulares, convexas, suaves y blancas
Tincién de Gram Bacilos Gram positivos
Catalasa Negativa

Nota. Elaboracion propia, 2020.
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L. reuteri
303 pb

L. fermentum

192 pb L. rhamnosus

190 pb

L. brevis
563 pb

L. plantarum
280 pb L. acidophilus 248 pb
210pb

L. salivarius

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de productos de PCR de ocho especies del género
Lactobacillus aisladas de productos alimenticios (probidticos). A. Carril M: marcador de peso molecular
de 100 Pb, carril 1: muestra, carril 2: control positivo (L. fermentum), carril 3: control negativo, carril 8:
muestra, carril 9: control positivo (L. reuteri). B. Carril M: marcador de peso molecular de 100 Pb, carril
1: control negativo, carril 2: muestra, carril 3: control positivo (L. salivarius), carril 5: muestra, carril 6:
control positivo (L. brevis). C. Carril M: marcador de peso molecular de 100 Pb, carril 2: control
negativo, carril 6: muestra, carril 7: muestra, carril 8: control positivo (L. rhamnosus), carril 9: muestra,
carril 10: control positivo (L. casei). D. Carril M: marcador de peso molecular de 100 Pb, carril 1:
muestra, carril 2: control positivo (L. acidophilus), carril 3: control negativo, carril 5: muestra, carril 6:
control positivo (L. plantarum).

Nota. Elaboracion propia. Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas. CICM, BUAP, 2020.
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La tabla 7 muestra la resistencia a seis diferentes concentraciones (83.6 %, 50.0 %, 20.0 % 10.0 %
1.0 % y 0.1 %) de malatiéon 1000%, mediante la técnica de Kirby-Bauer, de las ocho especies de
Lactobacillus aisladas de suplementos probiodticos. Los resultados se expresan como: Sensible (S)
si el diametro del halo es mayor de 11 mm, intermedio (I) si el didmetro del halo es de 7-11 mm y

resistente (R) si el didmetro del halo es menor de 7 mm.

Tabla 7. Resistencia de Lactobacillus a distintas concentraciones de malatiéon 1000 ®
Lactobacillus Concentracion de malation 1000 ®

83.6%  50.0 % 20.0 % 10.0 % 1.0 % 0.1 %

L. reuteri I
L. plantarum S
L. brevis S
L. salivarius S
L. acidophilus S
L. fermentum S

S

S

L. casei

v o~ —~ —~ oy o -
w8 — = v — ==
- ® ™ - »n ®m ®®
A~ X R - B ® X
A~ XM R ™ R R X

L. rhamnosus

Nota. * Los resultados se obtuvieron por duplicado mediante el método de Kirby-Bauer y se expresan
como: Sensible (S), Intermedio o Moderadamente Sensible (I) y Resistente (R).
Elaboracion propia, 2020.

Todas las especies de Lactobacillus evaluadas, a excepcion de L. salivarius (Figura. 2D), fueron
capaces de crecer en presencia de malation a dosis bajas (0.1 %, 1 %), sin embargo, la resistencia
a dosis medias (10 %, 20 %) varia entre especies, mientras que a dosis altas (50 %, 83.6 %) no

hubo crecimiento o el nimero de colonias era visiblemente menor con respecto al grupo control.
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Figura 2. Resistencias representativas de A. L. reuteri, B. L. plantarum, C. L. brevis, D. L. salivarius E. L. acidophilus, F. L. fermentum,
G. L. casei, H. L. rhamnosus, a diversas concentraciones de malation (P (83.6 %), 50 %, 20 %, 10 %, 1 %, y 0.1 %) mediante la técnica
de Kirby-Bauer.

Elaboracion propia. Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas. CICM, BUAP. 2020.
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8.2 Efecto sobre el peso corporal
Se estudiaron 20 ratones macho de la cepa BALB/c de 6 semanas de edad, divididos en 4 grupos.
La Tabla 8 muestra la media y la desviacion estandar del peso corporal de los 4 grupos de ratones
cada 10 dias durante los 180 dias del experimento.

Tabla 8. Peso de ratones (g) a intervalos de 10 dias

Dia Control Malation Probioéticos Mala.t,i (’).n -

Probidticos
0 15.19 £ 0.80 1541 +1.50 15.36 £ 1.09 15.58 £0.97
10 20.79 £1.77 21.31+£2.21 21.28 £1.35 20.65+1.50
20 28.59+2.62 28.05 +2.60 29.20+3.17 28.90 +£2.18
30 33.01 £3.58 32.57 £4.37 32.17+£3.32 31.51 £4.58
40 33.61 £1.66 32.65 £ 5.64 30.89 £2.78 3427 £4.51
50 31.68£1.78 32.12+5.21 30.44 +£3.34 34.94 £ 5.65
60 33.69+3.16 35.22+5.05 33.06 £2.61 35.80 £5.34
70 3431 +2.89 37.79 £4.31 35.87 £291 37.06 £ 5.66
80 36.27 £1.91 38.49 £5.75 36.21 £4.11 38.54+5.09
90 38.74 +£2.54 39.37 £ 5.66 36.99 £2.91 38.37 £5.04
100 37.79 £1.51 39.78 £5.51 37.48 £3.86 38.75+4.16
110 38.37+1.97 41.60 +4.92 38.07 £2.65 39.83 £3.77
120 38.86 £ 1.87 42.64 +4.94 39.78 £2.55 39.90 £ 3.90
130 38.45+1.88 43.57+3.84 38.82 £1.78 39.57 £3.78
140 37.80+1.45 43.88 +2.81 38.77 £ 1.70 39.27 £3.56
150 37.54+1.44 43.68 +£2.45 3827 £ 1.44 39.52 +£3.97
160 37.34+1.17 43.72 +£2.60 38.51 £2.32 39.19 +£4.13
170 37.35+0.56 44.14+2.21 3835+ 1.25 39.06 £ 3.06
180 37.58 +0.57 44.00 + 1.67 3842 +1.31 39.13 £3.68

Nota. * Los resultados se expresan como la media + SD de cinco ratones por grupo.

Elaboracion propia, 2021.

En la figura 3 se muestra la evolucion del peso corporal promedio de los cuatro grupos de estudio
durante los 180 dias de la investigacion. Se puede observar que la ganancia de peso fue mayor en
los dos grupos a los cuales se les administro malation, siendo mas notoria en el grupo malation a
partir del dia 110 en comparacién con los demas grupos.
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Figura 3. Evolucion del peso corporal de los cuatro grupo de estudio durante 180 dias. Los datos se
expresan como la media de 5 animales por grupo.
Elaboracion propia, 2021.

En la figura 4 se muestra la comparacion de los valores promedios del peso (g) de ratones BALB/c,
después de la administracion de malation, probidticos y M + P, durante 180 dias. De acuerdo con
los resultados obtenidos se puede observar que la ganancia de peso del grupo malatién fue mayor
(36.84 = 8.2 g) con respecto a al grupo control (34.05 + 6.4 g), probidticos (34.10 £ 6.5 g) y M+ P
(35.25 £ 6.8 g). Asi mismo, al comparar los cambios de peso entre los diferentes grupos, se observéd
que el grupo de ratones a los que se les administro malatién presentaron diferencias significativas
en comparacion con los ratones del grupo control (p< 0.0001), los del grupo probioticos (p<
0.0001) y los del grupo M+ P (p= 0.0034). Los resultados sugieren que el consumo de malation en
dosis bajas si influye en el aumento de peso y que la administracion de probidticos a la par del
consumo de alimentos contaminados con malation ayuda a disminuir este incremento de peso. Sin
embargo, esta disminucidon de peso no es del todo efectiva ya que el el grupo M + P también tuvo
un aumento de peso significativo al compararlo con el grupo control (p =0.0387).
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Figura 4. Efecto del tratamiento con malation y probidticos en el peso de ratones durante 180 dias. Los
datos se expresan como la media = DE (n=5). Los valores fueron significativos a * p =0.0387, ** p =0.0034
y *** p <0.0001 en comparacion entre los distintos grupos.

Elaboracion propia, 2021.

8.3 Niveles de glucosa en sangre

En lo que respecta a los niveles de glucosa en sangre se midieron cada 10 dias durante los 180 dias
del experimento. Los resultados se pueden apreciar en la tabla 9 como la media + desviacion
estandar.

Tabla 9. Niveles de glucosa (mg/dL) a intervalos de 10 dias
Malation +

Dia Control Malation Probioticos . rie
Probioticos

0 95.6+6.84  96.40+7.40  9440+5.50  97.80 + 4.44
10 95.00 + 3.32 97.40 + 3.44 97.40 + 3.05 96.60 = 6.91
20 92.00+5.79 113.60+10.60 10320+ 626  107.40 +4.45
30 9540+12.05 118.20+19.37 109.40+9.53 116.40+ 14.29
40 111.60+7.20 120.00+1595 107.20+21.63 119.60+10.92
50 92.80+5.89 120.00+20.84 97.20+11.71 97.00 +2.92
60  97.00+14.35 109.20+10.35 96.00+11.55 101.00 + 5.83
70 105.40+17.74 101.40+2.88  96.60+9.40 106.20+ 11.10
80 105.60+13.90 122.40+7.13 100.80+ 12.87 116.60 + 12.26
90 107.40+11.63 120.60+6.19 104.60+ 1491  106.00 + 4.69
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100 10520+10.99 128.40+14.03 104.00£9.97  102.80+7.92
110 108.80+7.19 121.40+6.35 10820+ 11.50 106.80+ 13.39
120 108.20+5.54 128.00+13.78 106.80+9.78 107.60+ 11.76
130 103.00+4.85 130.00+9.57 105.40+8.08 106.00+ 11.25
140 103.60+7.30 136.80+7.05 107.40+7.54  105.40 + 8.44
150 102.80+4.76 140.80+7.63 107.60+7.30  108.80 £ 6.10
160 10420+4.32 139.40+8.56 106.00+5.70  104.60 + 7.54
170 101.00+4.47 142.60+9.56 107.20+6.98  108.20 + 7.43
180 10020+3.56 141.60+11.99 105.40+6.62 107.40+6.77

Nota. Los resultados se expresan como la media = SD de cinco ratones por grupo.
Elaboracion propia, 2021.

La figura 5 muestra los niveles de glucosa promedio de los grupos de estudio durante los 180 dias
de la investigacion. Se puede observar que el grupo al cual le fue administrado el malation se
mantuvo por encima de los niveles considerados normales (70-110 mg/dL) y en constante aumento
la mayor parte del experimento (Fig. 5).

Malation == Probioticos M+ P

—4— Control

150.0
140.0
130.0
120.0
110.0

. @,

100.0

Nivel de glucosa (mg/dL)

90.0

80.0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

Tiempo (dias)

Figura 5. Efecto de la administracion de malation y probidticos en los niveles de glucosa de ratones durante
180 dias. Los datos se expresan como la media de 5 animales por grupo.
Elaboracion propia, 2021.

La administracion cronica de malation durante 180 dias condujo a un incremento en los niveles
séricos de glucosa del grupo malation (122.5 + 14.5 mg/dL) con respecto a al grupo control (101.8
+ 5.7 mg/dL), probidticos (103.4 + 4.7 mg/dL) y M+ P (106.4 + 6.2 mg/dL). El analisis estadistico
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mostro diferencias significativas (p<0.0001) en los niveles de glucosa del grupo de ratones a los
que se les administro malatién con respecto a los ratones del grupo control, probidticos y M + P
(Figura 6).
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Figura 6. Efecto del tratamiento con malation y probioticos en el nivel de glucosa en sangre de ratones
durante 180 dias. Los datos se expresan como la media = DE (n=5). Los valores fueron significativos a * p
< 0.0001 en comparacion con el grupo malation.

Elaboracion propia, 2021.

8.4 Comportamiento y parametros fisiologicos
No se observaron cambios en el comportamiento (intranquilidad, agresividad, pérdida del apetito,

comportamiento, etc.) o los pardmetros fisiologicos (piloereccion, cambios en el brillo de los ojos,

cambios en la expresion facial, posicion de las orejas y del bigote, etc.) en ningtin grupo de estudio.
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IX. DISCUSION

La agricultura convencional hace uso de los plaguicidas para reducir las pérdidas debidas al ataque
de diversas plagas, aumentando el rendimiento de las cosechas, por lo que no es extrafia la presencia
de estos plaguicidas en diversos alimentos. Sin embargo, el uso extendido de estos productos ha
significado diversos problemas para la salud del ambiente, organismos no objetivo y los seres
humanos. Datos de la FAO (2021) muestran que el uso de plaguicidas en el mundo aumenté un 36
% en el periodo comprendido entre 2000 y 2019. El uso de estos productos se ha regulado de
acuerdo con las leyes y reglamentos ambientales de cada pais, evaluando si existen efectos
acumulativos por las exposiciones dietéticas a plaguicidas. Para proteger a los consumidores de los
efectos perjudiciales de los plaguicidas la comision del Codex Alimentarius, establecida por la
OMS y la FAO, fija limites maximos de residuos de plaguicidas para los alimentos méas comunes
y habituales, que garantizan que para la gran mayoria de los consumidores el riesgo a corto y a
largo plazo sea insignificante. Sin embargo, existen diversos estudios como los de Thompson y
Darwish (2019) que hacen referencia a que la contaminacion por sustancias provenientes del
ambiente es un problema mundial importante de inocuidad alimentaria y que incluso a dosis muy
bajas pueden representar una grave amenaza para la salud.

El consumo de probioticos ha manifestado brindar bienestar a traves de estrategias encaminadas al
establecimiento y control de la salud. En particular el genero Lactobacillus ha demostrado
disminuir la absorcion y toxicidad de plaguicidas organofosforados como el malation (Trinder et
al., 2016) e impactar en funciones fisiologicas del huésped a través de su actividad metabdlica,
mejorando su salud (Krishnan et al., 2015). La capacidad probiotica de las bacterias del género
Lactobacillus y sus multiples beneficios citados en la literatura, nos lleva a inferir que su ingesta
podria presentar un potencial efecto benéfico ante el consumo de alimentos contaminados con
residuos de plaguicidas organofosforados como el malation. Consideraciones de este tipo nos han
motivado a llevar a cabo el estudio que se detalla en este texto, e identificar las especies probidticas
de Lactobacillus que puedan ser resistentes a distintas concentraciones de malation, en particular
a dosis bajas, lo cual sugiere que pueden sobrevivir ante el consumo de alimentos con residuos de
este plaguicida, uno de los mas utilizados en la agricultura y el de mayor presencia en productos

de inspeccion sanitaria.
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Los resultados obtenidos muestran que la resistencia a malation entre especies de Lactobacillus es
diferente y varia conforme a la concentracion a la que son expuestas. La mayor concentracion
bacteriana se observo a las concentraciones de plaguicidas mas bajas, mientras que a las
concentraciones mas altas se observd un efecto inhibidor. Todas las especies de Lactobacillus
aisladas de suplementos probidticos exhibieron en mayor o menor medida resistencia al plaguicida
malation. De las especies evaluadas L. reuteri, L. plantarum y L. casei mostraron una mayor
resistencia a concentraciones elevadas de malation, mientras que L. rhamnosus, L. acidophilus, L.
brevis, y L. fermentum resistieron concentraciones menores, en tanto que, L. salivarium, vio
afectado su crecimiento ante las concentraciones mas bajas del insecticida. Es probable que las
diversas especies de Lactobacillus utilicen el malation como fuente de energia, lo que permite
presumir su posible degradacion.

Todas las especies de Lactobacillus toleraron los efectos nocivos del malation a la concentracion
mas baja empleada en el estudio, con ello podriamos pensar que quizé suceda lo mismo con las
especies en el intestino del hombre, lo cual nos conduciria a sugerir el uso de probidticos para
controlar o contrarrestar los posibles efectos toxicos y las comorbilidades que pueda ocasionar el
consumo cronico de plaguicidas presentes en los alimentos, ya que la exposicion a plaguicidas a
través de sus residuos no es evitable al cien por ciento, para muestra los controles efectuados por
la FDA (2017), descritos en el resumen de residuos de plaguicidas presentes en alimentos,
demuestran que cerca del 48 % de los productos analizados contienen uno o mas residuos y el 4 %
supera los limites permisibles, bien por exceso de residuos o bien por haberse detectado la presencia

de un plaguicida no autorizado para ese producto alimentario.

La tolerancia al malation presentada por las especies de Lactobacillus puede estar dada por diversos
mecanismos. Diversos autores concuerdan que algunos microrganismos pueden utilizar a los
plaguicidas organofosforados como fuente de carbono y fosforo (Subramanian et al., 1994 y Zhang
et al., 2016) y que las enzimas aisladas de estos microorganismos como la carboxilesterasa y la
fosfatasa, presentes en Lactobacillus, pueden reducir las concentraciones de estos plaguicidas y
por lo tanto su efectos toxicos (Zhou et al., 2015; Trinder et al., 2016). Nuestros resultados
concuerdan con investigaciones previas, en las que se han utilizado bacterias acido lacticas, entre
ellas L. casei y L. plantarum, para disminuir las concentraciones de diversos plaguicidas
organofosforados en leche descremada (Zhao et al., 2012; Zhou et al., 2015; Zhang et al., 2016),

ademas, Singh et al. (2013) y Sirajuddin et al. (2019) demostraron la eficiencia de la enzima

39



carboxilesterasa en la degradacion de malation por microorganismos que lo utilizan como fuente
de energia, por lo que, es probable que la resistencia de Lactobacillus spp. a distintas
concentraciones de malatién dependa de la cantidad de fosfatasa y carboxilesterasa producida por

cada especie.

Las concentraciones de malation empleadas en este estudio se definieron como altas o bajas
conforme a la cantidad de principio activo presente en cada solucion, asi mismo, la concentracion
mas baja empleada en el estudio (0.1%) supera el limite maximo de residuos (LMR) permitido en
los alimentos y en algunos casos es mayor a concentraciones utilizadas en estudios previos, sin
embargo, no consideramos realizar pruebas de resistencia a concentraciones mas bajas que esta,
dado que las ocho especies de lactobacilos evaluadas fueron resistentes a esta concentracion.

La evaluacion de la resistencia de Lactobacillus spp. a las diferentes concentraciones de malation
1000® permitié seleccionar las especies con posible actividad protectora ante el consumo de
residuos de plaguicidas, sin embargo, se requieren estudios in vivo para validar sus efectos
benéficos.

Hoy en dia existe un interes creciente por tratar de disminuir los efectos toxicos a la salud
motivados por el consumo de alimentos contaminados con plaguicidas. La eficacia limitada y los
efectos adversos de diveros medicamentos, han detonado el interes de generar nuevos tratamientos
para prevenir o disminuir los problemas a la salud con el uso de bioterapias como el consumo de
microorganismos probioticos (Arumugam et al., 2015; Trinder et al., 2016; Tian et al., 2017) y
otros antioxidantes naturales (Kotb et al., 2016; Ghorbani-Taherdehi et al., 2020; Gupta et al.,
2020). Nuestro estudio puede dar pie para caracterizar el potencial de diversas especies de
Lactobacillus spp. que sean resistentes al malation y probablemente a otros plaguicidas
organofosforados, a través del estudio en un modelo in vivo, que nos ayude a conocer la utilidad
que este género de bacterias probioticas pueda tener ante los efectos del consumo de alimentos
contaminados con plaguicidas.

Asi mismo sugerimos determinar la resistencia de diversas especies de microorganismos
probioticos a plaguicidas organofosforados, con el fin de contribuir a contrarrestar los efectos a la
salud y las comorbilidades asociadas al consumo de alimentos contaminados con residuos de
plaguicidas. Ademas, el estudio de diversos microorganismos con elevada resistencia a

determinados quimicos ambientales puede ser de sumo interés en procesos de biorremediacion.
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La obesidad y la diabetes son dos de las principales amenazas para la salud publica en México y el
mundo. Se estima que el 90 % de los casos de DM2 son atribuibles al sobrepeso y la obesidad. En
Meéxico, el 70 % de la poblacion padece sobrepeso y una tercera parte sufre de obesidad. Ademas
de los determinantes “tradicionales” relacionados con el aumento de peso y el desarrollo de
diabetes, como son una mala alimentacion y el sedentarismo, existe un creciente interés para
determinar su complejidad y la contribucion de diversos factores de riesgo asociados a estas

condiciones.

La exposicion a plaguicidas representa una grave amenaza para la salud de multiples organismos.
Actualmente los estudios sobre la exposicion cronica a bajas concentraciones de estos xenobidticos
son de creciente interés. Diversos estudios han demostrado que estas sustancias pueden ser
perjudiciales para la salud de multiples formas. Autores como Fabricio et al., 2016 y Czajka et al.,
2019 han sugerido que la exposicion a plaguicidas organofosforados (PO) puede influir en el
aumento de la incidencia de obesidad y diabetes. Las personas pueden estar expuestas a los
plaguicidas a través de varias rutas, siendo la alimentacién la principal via de exposicion para las
personas que no trabajan en la agricultura. Investigaciones como las realizadas por Pérez et al.,
(2009), Fuentes-Matus et al., (2010) y Jaramillo-Colorado et al., (2010) han determinado la
presencia de residuos de malation y otros plaguicidas organofosforados en frutas y verduras,
incluso se ha detectado la presencia de plaguicidas no reportados por agricultores, probablemente
por su uso en cultivos cercanos.

Pocos estudios han evaluado el efecto del consumo créonico de plaguicidas, a dosis a las que una
persona puede estar expuesta a través del consumo de alimentos. La mayoria de los estudios
publicados han evaluado los efectos de los plaguicidas a dosis que superan en gran medida el limite
maximo de residuos (LMR) y a tiempos de exposicion agudos o subcronicos. En nuestro estudio
intentamos utilizar un protocolo de exposicion dietaria a malatién a una dosis real a la que pueden

estar expuesta las personas a través de la ingesta de alimentos.

La mayoria de las investigaciones realizadas sobre los efectos de los plaguicidas en la salud, se
enfocan al estudio de un conjunto relativamente reducido de estos, en particular al efecto de los
plaguicidas con una mayor persistencia en el ambiente, descuidando aquellos que son los mas

utilizados hoy en dia en la agricultura, como los plaguicidas organofosforados.
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Los plaguicidas se han catalogado como sustancias quimicas que alteran el sistema endocrino
(EDC), interfiriendo con la accion hormonal y aumentando el riesgo de diabetes, obesidad y otros
trastornos metabolicos (Mnif et al., 2011; Abo El-Atta et al., 2020). Diversos estudios han
vinculado la exposicion a PO al desarrollo de diversos problemas de salud como la alteracion del
metabolismo energético, afectando la absorcidn en el intestino y el almacenamiento de energia en
el musculo, tejido adiposo e higado (He et al., 2020). El higado, uno de los 6rganos mas importante
en la homeostasis de la glucosa y la produccién de enzimas relacionadas a esta, es uno de los
principales objetivos de toxicidad del malation (Rezg et al., 2007; Kalender et al., 2009). En
estudios animales se han relacionado las alteraciones en la homeostasis de la glucosa con varios
plaguicidas, incluido el malation (Ramirez-Vargas et al., 2018; Ekremoglu et al., 2020). Distintos
autores observaron que la exposicion a malation puede causar hiperglucemia, que se explica por la
estimulacion de la glucogendlisis en varios organos y de la gluconeogénesis en el higado
(Pournourmohammadi et al., 2005; Rezg et al., 2007; Vosough-Ghanbari et al., 2007), por la
alteracion de la actividad de diversas enzimas que juegan un papel importante en la homeostasis
de la glucosa, como la enzima glucogeno fosforilasa (Abdollahi et al., 2004; Pournourmohammadi
et al., 2007; Lasram et al., 2008) y por inducir resistencia a la insulina (Mostafalou et al., 2011;
Lasram et al., 2014).

Otros investigadores como Raafat et al. (2012) y Rani et al. (2020) observaron un aumento en la
circunferencia de la cintura y resistencia a la insulina en agricultores no diabéticos expuestos a
malatidn y otros plagucidas. La exposicion subcronica al malation ha demostrado que la resistencia
a la insulina esté relacionada con el dafo oxidativo e inflamacion, inducidos por la generacion de
radicales libres y la peroxidacion lipidica, la cual ha sido identificada como un mecanismo
importante de toxicidad del malation, de acuerdo con Pournourmohammadi et al. (2005). La
exposicion ha organofosforados tanto in vivo como in vitro, se ha vinculado a la inflamacion
cronica y al estrés oxidativo (Nili-Ahmadabadi et al., 2013; Lasram et al., 2014) los cuales estan
relacionados con la obesidad y la diabetes tipo 2 a través de diversos mecanismos. Mostafalou et
al. (2011), Lasram et al. (2014) y (Xiao et al., 2017) observaron que la inflamacion y estrés
oxidativo causado por plaguicidas dana érganos como el pancreas, los musculos y el higado,

alterando el metabolismo de lipidos, carbohidratos, proteinas y ADN.

Los plaguicidas pueden afectar la homeostasis del peso corporal a través de multiples vias. Se han

observado alteraciones del metabolismo de lipidos en animales expuestos al malation (Lasram et
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al., 2008; Rezg et al., 2010). Se ha demostrado que algunos pesticidas actian como obesogenos al
promover la adipogénesis y a menudo actian a dosis por debajo del nivel de efectos adversos no
observados (Lee et al., 2016). Galvez-Ontiveros et al. (2020) resumieron varios estudios en los
cuales se demuestra que la exposicion a OP induce disbiosis de la microbiota intestinal, inflamacion
y alteracion del metabolismo de lipidos, ademas Ganesan et al. (2017) demostraron que la disbiosis

intestinal provocada por la exposicion a PO indujo intolerancia a la glucosa y problemas de peso.

Todas las perturbaciones, anteriormente citadas, inducidas por el uso o exposicioén a plaguicidas
pueden provocar cambios en el peso corporal y los niveles de glucosa, por lo cual nos dimos a la
tarea de observar si el consumo de plaguicidas a una dosis similar a la que una persona podria estar
expuesta a través del consumo de alimentos puede conducir al desarrollo de diabetes y/o sobrepeso.
En la presente investigacion se empled una dosis dentro del LMR, por lo que puede representar
una exposicion real en personas por el consumo de alimentos contaminados. En el estudio realizado
durante 180 dias pudimos observar, un incremento en el peso y los niveles de glucosa de ratones
tratados con malation con respecto a los del grupo control, por lo que es probable que la exposicion
prolongada a residuos de malation, presente en los alimentos, pueda predisponer al desarrollo de
diabetes y obesidad. En un estudio similar Lukowicz et al. (2018) observaron un incremento de
peso corporal e hiperglucemia después de la exposicion dietética a un cocktail de plaguicidas en
dosis no toxicas, lo cual concuerda con nuestros resultados. Por su parte Svingen et al. (2017)
observaron interferencias en la sefializacion celular y molecular, que contribuyeron al desarrollo
de problemas metabdlicos en nifios expuestos a plaguicidas a temprana edad.

No obstante, investigadores como Xiao et al. (2017) y Czajka et al. (2019) han concluido que, a
pesar de las diversas alteraciones observadas por la exposicion a plaguicidas, existen
inconsistencias sobre si la exposicion a estos aumenta el riesgo de desarrollar obesidad y diabetes,
estas inconsistencias pueden deberse a la toxicidad tnica de cada plaguicida, a las dosis empleadas
y al tiempo de exposicion.

También se investigo el efecto de la administracion de probidticos sobre los niveles de glucosa y
el peso de ratones. Diversos estudios han vinculado el consumo de especies probidticas, en
particular especies del genero Lactobacillus, con multiples beneficios. Se ha reportado que su
administracion contribuye a la reduccion del estrés oxidativo (Tian et al., 2017), disminuyen la
absorcion y toxicidad de PO (Trinder et al., 2016; Claus et al., 2017; Feng et al., 2018), se han

asociado al aumento o disminucion de peso (Drissi et al., 2014; Kang et al., 2017; Kim et al.,
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2018) y el control o mejora de pacientes con diabetes (Evivie et al., 2017; Palacios et al., 2017;
Khalili et al., 2019; Niibo et al., 2019; Venkataraman et al., 2019). Estas propiedades nos llevaron
a pensar que el consumo de probioticos pueda servir como una herramienta protectora ante los
efectos nocivos de de diversas sustancias quimicas y en este caso el malation.

Varios investigadores concuerdan que el consumo de probiéticos a un nivel de 10*-10° UFC/g por
dia es una cifra comunmente citada para el consumo adecuado de probidticos (Jurado-Gamez et
al., 2020). La duracién de la suplementacion con probidticos también juega un papel importante,
se ha documentado que el uso de probidticos puede aumentar su efecto cuando la administracion
es mayor a ocho semanas (Estrada-Riega et al., 2019), siendo 12 semanas la duracion ideal para
observar efectos positivos (Crovesy et al., 2017). Ademas, se ha observado un efecto positivo con
el consumo de multiples especies de probidticos como lo demostraron Bagarolli et al. (2017) al
combinar especies de Lactobacillus y Bifidobacterium.

Los estudios sobre el uso de probioticos como coadyudantes para el tratamiento de los efectos
ocasionados por el consumo de alimentos contaminados con residuos de plaguicidas son limitados.
Arumugam et al. (2013) determinaron que L. casei protege contra el estrés oxidativo inducido por
malation, asi mismo Zhao et al. (2012), Zhang et al. (2014) y Zhou et al. (2015) observaron que
diversas bacterias acido lacticas (BAL), entre ellas Lactobacillus spp., tienen la capacidad de
degradar PO y demostaron que cuanto mayor sea la produccion de enzima fosfatasa por parte de
estas bacterias, la degradacion de los plaguicidas sera mayor.

En nuestro estudio no observamos cambios significativos en el peso corporal o los niveles de
glucosa en ratones del grupo control con respecto a los que les fueron administrados probioticos,
no obstante si pudimos observar una reduccion importante de estos niveles cuando comparamos
el grupo M+P con respecto al grupo malation, lo que nos indica que los probioticos administrados,
en particular los del genero Lactobacillus podrian servir como un agente protector prometedor
contra la toxicidad inducida por la exposicion a malation y los problemas de salud asociados.
Nuestro estudio utilizdé un probidtico compuesto por L. acidophilus, L. casei, L. plantarum L.
rhamnosus, B. infantis y S. thermophillus. La mayoria de estas especies de probidtico ya han sido
investigadas y su consumo se ha asociado con cambios en el peso corporal. Existen diversos datos
concernientes al peso corporal después de la administracion de probioticos. Estudios previos han
demostrado que el uso de probioticos influye de manera positiva en la ganancia de peso de ratones,

como ejemplo Barron et al. (2019) y Jurado-Gamez et al. (2020) observaron un incremento de peso
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después de la administracion de L. casei, Agerholm et al. (2000) informaron aumento de peso con
el uso de L. rhamnosus y L. acidophilus, ademas, Million et al. (2012) asociaron el consumo de L.
reuteri con el desarrollo de obesidad. Drissi et al. (2014) clasificaron a L. reuteri, L. acidophilus,
L. fermentum, L. sakei y L. ingluviei como especies de Lactobacillus asociadas al incremento de
peso.

En contraste otros estudios han informado que los probioticos pueden tener efectos positivos en la
pérdida de peso. Estudios con L. gasseri (Kadooka et al., 2013; Drissi et al., 2014), L. rhamnosus
(Sanchez et al., 2014), L. acidophilus + B. infantis (Chang et al., 2011), L. plantarum (Drissi et al.,
2014; Kim et al., 2018), demostraron promover la disminucién de peso.

Otros estudios que han intentado asociar cambios en el peso corporal con el consumo de
Lactobacillus spp. no han observado cambios en el peso de quienes fueron administrados o no
fueron estadisticamente significativos (Jung et al., 2013). Nuestra investigacion concuerda con
estos estudios ya que no se observaron cambios en el peso del grupo administrado con probidticos
con respecto al grupo control.

Drissi et al. (2014) atribuyen los cambios de peso por el consumo de Lactobacillus a variaciones
en el genoma de este género de bacterias. Los Lactobacillus asociados a la proteccion del peso
codifican bacteriocinas y genes implicados en el transporte de carbohidratos y el metabolismo de
fructosa, manosa, almidon y sacarosa, mientras que los Lactobacillus asociados al incremento de
peso albergan enzimas implicadas en el metabolismo de lipidos. Es probable que la pérdida o
ganancia de peso pueda explicarse por las caracteristicas particulares de cada probiotico, su
interaccion con otros compuestos y su capacidad para modular la microbiota intestinal de cada
individuo.

La suplementacion con probidticos en combinacion con la modificacion del estilo de vida tiende a
tratar y prevenir los trastornos metabdlicos, lo que requiere mas investigacion. Estudios sobre el
uso de probioticos ante el consumo de residuos de plaguicidas son escasos, sin embargo, nuestro
estudio concuerda con investigaciones cuyo objetivo es reducir los niveles de hiperglucemia con
el uso de probidticos y demostrar su potencial antidiabético. Para ejemplo los trabajos publicados
por Saha et al., (2021) quienes observaron que la suplementacion con L. casei y L. rhamnosus
mejora la tolerancia a la glucosa; Panahi et al., (2016) observaron que el consumo de yogurt
adicionado con diversas especies de Lactobacillus o Bifidobacterium reduce el peso y el riesgo de

desarrollar DM2; Toejing et al., (2016) y Gulnaz et al., (2021) demostraron que la suplementacion
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con Lactobacillus spp. mejora la hiperglucemia al modificar favorablemente la microbiota

intestinal.

X. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren que no todas las especies de Lactobacillus resisten al malation,
esta resistencia varia de acuerdo con la especie y la concentracion de plaguicida a la que son
expuestas. Todas las especies Lactobacillus resistieron el malation a una concentracion del 0.1 %
y siete especies crecieron a la concentracion del 1 % (L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L.
fermentum, L. plantarum, L. reuteri 'y L. rhamnosus).

Por lo que los probidticos del género Lactobacillus pueden presentar un potencial efecto benéfico
ante el consumo de alimentos contaminados con residuos de malation y otros plaguicidas
organofosforados.

El consumo del probidtico con cuatro especies del género Lactobacillus no influyo en el incremento
o disminucion de peso de los ratones.

El consumo cronico de alimentos contaminados con residuos de malation aumenta los niveles de
glucosa y el peso, por lo que puede influir en el desarrollo de diabetes y/u obesidad.

El consumo de probioticos puede ayudar a disminuir los efectos generados por la presencia de
residuos de malation en los alimentos, lo que se observo en el peso corporal y los niveles de glucosa
de ratones.

Estos hallazgos pueden contribuir a catalogar a los probidticos del género Lactobacillus como una
herramienta para el tratamiento de la diabetes y/u obesidad ocasionada por el consumo cronico de
plaguicidas presentes en los alimentos, ya que reducen los niveles de glucosa y favorecen la pérdida

de peso.
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