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RESUMEN 

 

Clostridioides difficile (C. difficile) es un bacilo anaerobio, gram-positivo, productor 

de toxinas y formador de esporas, que coloniza el intestino humano en condiciones de 

disbiosis de la microbiota intestinal. La infección por C. difficile (CDI) es la causa más 

frecuente de diarrea intrahospitalaria y provoca desde cuadros leves hasta sepsis e 

incluso la muerte. Su virulencia se debe a su capacidad de esporular, producir toxinas y 

formar biofilm. El tratamiento estándar para la CDI en Argentina se basa en la 

administración de Vancomicina o Metronidazol. 

El Aloe Vera (AV), conocido por sus propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias 

y regenerativas, se utiliza como terapia alternativa frente a la disbiosis intestinal. Este 

trabajo tuvo como principal objetivo, evaluar el efecto del AV sobre el crecimiento de C. 

difficile y su potencial en combinación con los antibióticos Vancomicina y Metronidazol. 

Los ensayos mostraron que el AV inhibe significativamente el crecimiento de C. difficile y 

potencia la acción de ambos antibióticos (p<0,01). 

Por otra parte, se evaluó el efecto del AV sobre la integridad del epitelio intestinal. 

Para ello, se utilizaron las células Caco-2 diferenciadas a enterocito y se trataron con C. 

difficile y/o su secretoma en presencia/ausencia del extracto acuoso de AV. El AV protegió 

el epitelio intestinal del daño inducido por C. difficile y/o su secretoma (p<0,01), 

incrementando la expresión de Claudina-1 (p<0,01), clave para la integridad de las 

uniones. 

Estos resultados posicionan al AV como una potencial terapia combinada que 

permitiría combatir la infección reduciendo las concentraciones de antibióticos 

administradas y favoreciendo la integridad del epitelio intestinal. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Clostridioides difficile: epidemiología y factores de riesgo 

Clostridioides difficile (C. difficile) es un bacilo anaerobio, gram-positivo, formador 

de esporas y productor de toxinas que coloniza el intestino y puede formar parte de la 

flora intestinal comensal de adultos asintomáticos ya que es ubicuo en el medio natural. 

La infección por Clostridioides difficile (CDI) es la causa más común de diarrea 

intrahospitalaria. En Europa, el número estimado de casos es de 124.000 al año y C. 

difficile fue el sexto microorganismo más frecuente responsable de infecciones asociadas 

a la atención sanitaria durante el estudio de prevalencia puntual europeo de 2016 a 2017 

(Abad & Safdar, 2021). 

En los países en vías de desarrollo, la epidemiología de la CDI se encuentra 

subestimada debido a las limitaciones en las políticas públicas, los recursos disponibles y 

los protocolos de vigilancia (Curcio et al., 2019). Sólo se dispone de escasos datos sobre 

la incidencia y la prevalencia de C. difficile como causa de diarrea en la Argentina. 

Puntualmente, en la Provincia de Buenos Aires, solo se cuenta con un estudio realizado 

en la ciudad de Junín, por nuestro grupo de trabajo (Barbero et al., 2024). Los resultados 

obtenidos demostraron a C. difficile como el agente causal de la diarrea en 1 de cada 5 

pacientes (21,29%) y un tercio de los casos adquiridos en la comunidad (Barbero et al., 

2024). 

Aunque C. difficile se considera un patógeno nosocomial que se manifiesta en 

pacientes expuestos al tratamiento con antibióticos, se estima que cuatro de cada diez 

pacientes diagnosticados con CDI, adquieren la infección de individuos no hospitalizados, 

muchos de los cuales no han sido tratados con antibióticos. Contraer C. difficile también 
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puede ocurrir a través del contacto con animales infectados (Dicks, 2023). Estudios 

realizados en todo el mundo han notificado la presencia de la bacteria en animales y 

alimentos. Los animales son una fuente importante de CDI humana, ya sea por 

contaminación ambiental o contaminación de los alimentos, incluida la contaminación de 

la carne en el momento del sacrificio o, en el caso de las verduras y otras frutas, por el 

uso de fertilizantes orgánicos o agua contaminada (Rodriguez et al., 2016). Las esporas 

de C. difficile se transmiten por vía fecal-oral, y el patógeno está ampliamente presente en 

el medio ambiente. Los reservorios potenciales para C. difficile incluyen portadores 

asintomáticos, pacientes infectados, el medio ambiente contaminado y el tracto intestinal 

de los animales (caninos, felinos, porcinos, aviares) (Czepiel et al., 2019). Así, C. difficile 

debe considerarse un patógeno zoonótico (Rodriguez et al., 2016).  

La CDI asociada a la atención sanitaria tiene tasas más altas de recurrencia y 

muerte, lo que puede deberse a la cepa norteamericana de tipo 1 (NAP1) que es la más 

común en esos casos (Kelly et al., 2021). Al considerar los factores de riesgo para la CDI, 

la genética, la microbiota residente, la edad, la inmunidad y las comorbilidades juegan un 

papel en la modulación del riesgo en el hospedador (Di Bella et al., 2024). El principal 

factor de riesgo es el tratamiento antibiótico que provoca un desbalance en la microbiota 

intestinal y propicia la colonización en condiciones de disbiosis. A su vez, la edad 

avanzada (69 años o más), la hospitalización previa y los episodios previos de CDI 

también se presentan como factores determinantes que predisponen al desarrollo de la 

infección (Hernández Del Pino et al., 2021). 

Factores de virulencia de C. difficile 

La patogenicidad de C. difficile depende del efecto sinérgico de múltiples factores 

de virulencia, entre los que se encuentran las esporas, las toxinas y la capacidad de 

formar biofilm (Ouyang et al., 2024). Debido a que C. difficile es un patógeno anaeróbico 
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obligado, las células vegetativas no pueden sobrevivir fuera del hospedador en el 

ambiente aeróbico. Por su parte, las esporas son los cuerpos latentes de C. difficile y 

toleran el oxígeno y los desinfectantes a base de etanol para sobrevivir en el medio 

ambiente durante meses (Zhu et al., 2018). Además, en respuesta al estrés farmacológico 

y al ataque del sistema inmune del hospedador, C. difficile forma esporas y biofilm, lo que 

le permite colonizar y persistir en el intestino (Ouyang et al., 2024). 

Otro factor de virulencia fundamental es la producción de toxinas: la toxina A 

(TcdA), la toxina B (TcdB) y la toxina binaria llamada C. difficile transferasa (CDT). La 

mayoría de las cepas de C. difficile producen principalmente, TcdA y TcdB, generadas por 

los genes tcdA y tcdB, dentro de los loci de patogenicidad (PaLoc) (Figura 1a) (Anwar et 

al., 2022). Aproximadamente el 20% de las cepas de C. difficile producen la toxina CDT 

codificada por los genes cdtA y cdtB, ubicados dentro de una región de 6.2 kb designada 

como el locus CDT (Figura 1b). En cepas epidémicas del ribotipo 027, CdtR regula 

positivamente la producción de CDT y de TcdA y TcdB. Esta regulación ocurre a nivel 

transcripcional, posiblemente a través de la regulación indirecta de TcdR, un regulador 

positivo de la expresión del gen PaLoc (Cruz-López et al., 2022). Por esta razón, se cree 

que CDT aumenta la toxicidad de TcdA y TcdB y está relacionada con una enfermedad 

más grave y mayores tasas de esporulación (Cruz-López et al., 2022; Di Bella et al., 

2016).  

Ha sido demostrado que la producción de TcdA y TcdB ocurre en respuesta a varias 

condiciones ambientales, como la disponibilidad de nutrientes específicos, temperatura, 

densidad celular y presencia de antibióticos (Majumdar & Govind, 2022). También, se ha 

propuesto que las toxinas funcionan sinérgicamente para causar la enfermedad: una vez 

que TcdA ha atravesado el epitelio intestinal, las células inmunes en la lámina propia 

quedan expuestas a TcdB, lo que desencadena la inflamación y el daño intestinal (Ng et 

al., 2010). 
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TcdA y TcdB, son glucosiltransferasas que se dirigen a las GTPasas de la célula 

huésped, incluidas Rho, Rac y Cdc42 (Figura 2a). Las toxinas de C. difficile ingresan a 

las células epiteliales uniéndose a uno o más receptores presentes en la superficie 

celular. La unión al receptor es seguida por la endocitosis, que inicia rápidamente 

múltiples eventos de señalización. Para TcdA y TcdB, la endocitosis de toxinas conduce a 

la inactivación de Rho GTPasas, lo que resulta en el desmontaje de las fibras de actina y 

el colapso del citoesqueleto que conlleva al redondeo de las células, la disminución del 

volumen celular y la pérdida de contactos célula-célula. La endocitosis de CDT evita la 

elongación del filamento de actina, lo que nuevamente resulta en el colapso del 

citoesqueleto. Por lo tanto, todas las toxinas de C. difficile dan como resultado el 

redondeo celular (Figura 2b) (Engevik et al., 2020). Este proceso conduce a la muerte 

celular, altera la función de barrera intestinal y desencadena una respuesta inflamatoria en 

el intestino (Alam & Madan, 2024). Los síntomas se exacerban aún más por la respuesta 

inmune del huésped, que implica una respuesta inflamatoria intestinal aguda e infiltración 

de neutrófilos, dañando aún más los epitelios (Buddle & Fagan, 2023), causando así una 

serie de síntomas clínicos como diarrea, colitis pseudomembranosa, megacolon tóxico e 

incluso la muerte (Anwar et al., 2022).  

Figura 1. Estructura génica de las 

toxinas de C. difficile. a. Locus PaLoc: 

los genes que codifican para TcdA y 

TcdB, tcdA y tcdB, están en celeste y, los 

genes reguladores representados en 

azul. b. Locus binario CdtLoc: los genes 

que codifican CDT, cdtA y cdtB, en 

celeste y el gen regulador en azul. cdtR 

también induce la producción de TcdA y 

TcdB. Figura tomada y modificada de 

Alam & Madan, 2024. 
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Figura 2. Efectos de las toxinas de C. difficile sobre las células epiteliales del intestino. a. Efectos de 

TcdA y TcdB en células intestinales durante la infección. La exposición de las células epiteliales intestinales 

a TcdA conduce a la infiltración de neutrófilos, producción de quemoquinas, producción de intermediarios 

reactivos de oxígeno, alteración de las uniones estrechas y apoptosis. La actividad de TcdB conduce a la 

alteración de las uniones estrechas y apoptosis. Una combinación de una o más de estas actividades 

conduce a la acumulación de líquido en el hospedador y a respuestas inflamatorias. Figura tomada y 

modificada de Voth & Ballard, 2005. b. Desmontaje de las fibras de actina y el colapso del citoesqueleto por 

acción de las toxinas de C. difficile. Como resultado se produce el redondeo de las células, la disminución 

del volumen celular y la pérdida de contactos célula-célula. Figura tomada y modificada de Engevik et al., 

2020. 

 

Además de la capacidad de esporular y producir toxinas, otro factor de virulencia 

de C. difficile asociado con la recurrencia de la CDI, es la formación de biofilm. Un biofilm 
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es una comunidad de bacterias organizadas que incluye una o varias especies que crecen 

adheridas o no adheridas a una superficie biótica o abiótica (Rubio-Mendoza et al., 2023). 

Muchas cepas de C. difficile clínicamente importantes forman biofilm, que proporciona un 

reservorio potencial para la persistencia de las esporas. La capacidad de este patógeno 

para formar endosporas permite a las bacterias evadir los efectos antimicrobianos del 

tratamiento y causar un alto nivel de recurrencia, ya que las esporas permanecen en el 

intestino por tiempos prolongados luego de completado el régimen de tratamiento (James 

et al., 2018). El primer paso en la formación de biofilm implica la adherencia de bacterias 

planctónicas a superficies anatómicas, como las células epiteliales del hospedador, 

seguida de su propagación en comunidades celulares complejas. Se identifican cuatro 

etapas en la formación del biofilm: (1) adhesión bacteriana reversible; (2) unión semi-

irreversible; (3) maduración del biofilm; y (4) dispersión bacteriana inducida (Beitelshees 

et al., 2018). En la Figura 3, se describe el modelo propuesto para la formación del biofilm 

durante la CDI (Frostid et al., 2021). El ADN extracelular (ADNe) es el componente 

principal de la matriz en un biofilm maduro, mientras que los polisacáridos y las proteínas 

se encuentran en menor medida. Sin embargo, las proteínas juegan un papel importante 

durante las primeras etapas de la formación del biofilm. El papel del ADNe en la formación 

es ayudar a que las células de C. difficile se adhieran entre sí en grandes agregados o 

estructuras (Tremblay & Dupuy, 2022). 
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Figura 3. Modelo de biofilm de C. difficile durante la infección. C. difficile se adhiere inicialmente a las 

capas mucosas del intestino cuando los antibióticos de amplio espectro alteran la microbiota intestinal 

nativa. Se forman comunidades que podrían existir como especies individuales o en estrecha asociación 

con la microbiota intestinal, sirviendo de nicho para la producción de esporas y toxinas (TcdA, TcdB y CDT), 

y proporcionando protección frente a los antibióticos orales utilizados para el tratamiento (por ejemplo, 

Vancomicina, Metronidazol). Las interacciones bacterianas directas de C. difficile y la acción de las toxinas 

desencadenan la muerte celular y la alteración de la barrera epitelial, lo que permite a las bacterias penetrar 

hasta la membrana basal y formar comunidades en el tejido subyacente protegiéndose del oxígeno y de la 

respuesta inmunitaria. Las comunidades bacterianas en la mucosa intestinal pueden permitir la persistencia 

bacteriana y, en condiciones propicias, las bacterias pueden dispersarse, lo que conduce a la resiembra y la 

recurrencia de la infección. Figura tomada y modificada de Frostid et al., 2021. 

 

En la actualidad, se cree que la persistencia y la recurrencia están mediadas por la 

esporulación, la formación de biofilm o una combinación de ambas. Por un lado, las 

esporas tienen la capacidad de entrar en las células epiteliales. Por otro lado, C. difficile 

se incorpora al biofilm de múltiples especies presentes en la microbiota intestinal y, se han 

detectado estructuras similares al biofilm en el epitelio o la capa mucosa de los animales 

infectados (Tremblay & Dupuy, 2022). Por su parte, las toxinas de C. difficile, poseen un 

potente efecto inflamatorio, activan el inflamasoma y la caspasa-1, e inducen la liberación 

de IL-1β y de TNF-α (Kayagaki et al., 2011; Ng et al., 2010). La respuesta inflamatoria 

excesiva es el mecanismo principal por el cual, el cuadro clínico de la CDI puede 

evolucionar de leve/moderado a severo (Hernández Del Pino et al., 2021). 
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Tratamiento de la CDI 

La CDI ha sido señalada como una amenaza urgente por su resistencia a los 

antimicrobianos (Furuya-Kanamori et al., 2015; Postma et al., 2015). La Vancomicina y el 

Metronidazol son los tratamientos de primera línea (Rubio-Mendoza et al., 2023). El 

Metronidazol se utiliza para la CDI leve a moderada en la primera instancia de infección, 

mientras que la Vancomicina se suministra para la enfermedad grave que puede 

desarrollar complicaciones. La creciente amenaza de la resistencia a los antimicrobianos, 

junto con la disminución del número de tratamientos disponibles, ha impulsado el interés 

tanto en los nuevos antimicrobianos como en las terapias alternativas para el tratamiento 

de la CDI (Buddle & Fagan, 2023; Di Bella et al., 2024).  

El Metronidazol es un profármaco que afecta directamente al ADN de la bacteria 

anaerobia. En condiciones anaeróbicas, los radicales nitrosos que actúan sobre el ADN, 

se forman a partir de Metronidazol por la enzima bacteriana piruvato-ferridoxin-

oxidoreductasa, y forman complejos con pares de bases del ADN, lo que conduce a su 

ruptura y consecutivamente, a la muerte celular (Tecsolpar S.A.). Por su parte, la 

Vancomicina es un antibiótico glucopéptido tricíclico que inhibe la síntesis de la pared 

celular en bacterias sensibles mediante una unión de gran afinidad con el extremo D-

alanil-D-alanina de las unidades precursoras de la pared celular. Además, afecta la 

permeabilidad de la membrana celular bacteriana y la síntesis de ARN (Richet). 

En lo que respecta a la resistencia a los antimicrobianos, una de las principales 

características de C. difficile es que la mayoría de los compuestos antimicrobianos tienen 

una actividad limitada o nula contra las células latentes, como las esporas. Esta 

resistencia intrínseca conferida por las esporas garantiza que C. difficile pueda persistir en 

presencia de antibióticos. Además, C. difficile presenta varios mecanismos de resistencia 

adquirida (Di Bella et al. 2024). La principal complicación de la CDI, la recurrencia, 

también se atribuye a la exacerbación de la disbiosis intestinal debido al tratamiento con 
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antibióticos. Por lo tanto, la resistencia a los antibióticos permite la colonización, la 

persistencia y la recurrencia, lo que afecta a todos los aspectos de la infección (Buddle & 

Fagan, 2023). 

C. difficile y el epitelio intestinal  

La microbiota intestinal comienza a formarse desde el nacimiento y es fundamental 

para dar forma al sistema inmunológico y el mantenimiento de la salud. Las relaciones 

tridireccionales entre el microbioma intestinal, el epitelio intestinal y el sistema inmune de 

las mucosas, contribuyen a la patogénesis de los trastornos relacionados con el intestino. 

Una microbiota saludable generalmente proporciona resistencia a la patogenicidad de C. 

difficile. Sin embargo, una microbiota disbiótica desencadena la proliferación y la patología 

de la enfermedad posterior (Chandra et al., 2021). 

Las bacterias comensales más abundantes se encuentran en el colon, 

representando aproximadamente el 70% de todas las bacterias en el cuerpo humano. La 

mayoría son Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia. 

Existen grandes diferencias en la flora individual, que están estrechamente relacionadas 

con los hábitos dietéticos y de vida (Chen et al., 2021). 

La mucosa intestinal está compuesta por varios elementos que ayudan a su función 

como barrera de defensa física e inmunológica. Entre ellos se encuentran principalmente 

la capa externa de moco con la microbiota intestinal comensal, los péptidos 

antimicrobianos y la inmunoglobulina A secretoria (IgAs), la capa central de células 

individuales con células epiteliales especializadas y la lámina propia interna donde residen 

las células de la inmunidad innata y adaptativa como las células T, las células B, los 

macrófagos y las células dendríticas. La capa de moco es la primera línea de defensa 

física que encuentran las moléculas externas cuando llegan al lumen intestinal, y que 

evita que las bacterias entren en contacto directo con las células epiteliales (Figura 4) 
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(Vancamelbeke & Vermeire, 2017). 

Las células caliciformes desempeñan un papel vital, ya que secretan moléculas que 

cumplen funciones protectoras en el intestino, como las mucinas que son los 

componentes básicos de la capa de moco (Van der Sluis et al., 2006). 

 

 

Figura 4. Esquematización de la mucosa intestinal. La barrera intestinal es una estructura 

semipermeable que permite la absorción de nutrientes esenciales y la detección inmunitaria, al tiempo que 

es restrictiva frente a moléculas y bacterias patógenas. La capa de moco recubre el epitelio intestinal. Los 

péptidos antimicrobianos y la IgAs se secretan en la capa mucosa como proteínas inmunodetectoras y 

reguladoras. Las células epiteliales intestinales forman una monocapa continua y están estrechamente 

unidas entre sí. Las uniones estrechas están situadas en el lado apical de las células y regulan el transporte 

de pequeñas moléculas e iones. Las uniones adherentes y los desmosomas proporcionan uniones celulares 

estrictas y contribuyen al mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal. La lámina propia contiene 

células de la respuesta inmune innata y adaptativa que participan en los mecanismos de defensa 

inmunológica de la barrera intestinal. Figura tomada y modificada de Vancamelbeke & Vermeire, 2017. 

 

El sistema de barrera intestinal depende de las interacciones entre varios 

componentes, incluida la capa mucosa adhesiva, la IgAs, los péptidos antibacterianos y 

las uniones estrechas intercelulares. Dentro de estos componentes, las uniones 
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transmembrana constituyen el principal determinante de la barrera física intestinal y se 

forman mediante el ensamblaje de múltiples proteínas ubicadas cerca de la porción apical 

de la membrana lateral de las células epiteliales (Suzuki, 2020). 

Como se mencionó con anterioridad, la patogenicidad de C. difficile depende del 

efecto sinérgico de múltiples factores de virulencia (Ouyang et al., 2024). Tanto las toxinas 

TcdA y TcdB, como la toxina CDT presente en algunas cepas hipervirulentas, dañan el 

epitelio intestinal, iniciando una cascada de eventos que conducen a inflamación, 

secreción de líquido y mayor daño tisular dentro del colon. A nivel molecular, las toxinas 

se unen a los receptores de la superficie celular, se internalizan y luego inactivan las 

proteínas GTPasa, alterando la organización del citoesqueleto y afectando varios 

procesos celulares dependientes de Rho. Además de actuar sobre el citoesqueleto de 

actina, la CDT también afecta al sistema de microtúbulos, lo que lleva a un aumento de la 

adhesión bacteriana, la colonización y la inflamación. En conjunto, las acciones de las 

toxinas sobre el epitelio, provocan la pérdida de la integridad de la barrera epitelial con 

inducción de muerte celular (Alam & Madan, 2024).  

Aloe Vera 

Aloe Vera (AV) es el nombre común para un conjunto de especies suculentas del 

género Aloe pertenecientes a la familia Asphodelaceae (Liliaceae), que tienen forma 

arbustiva y un color verde guisante. Los aloes son plantas perennes que, según la 

evidencia, se originaron en la mitad sur de la Península Arábiga y se extendieron por el 

norte de África, Sudán y países vecinos. Crecen de forma silvestre en regiones tropicales 

y subtropicales, prefiriendo suelos franco arenosos bien drenados con una cantidad 

adecuada de luz solar y materia orgánica. Desde hace mucho tiempo, se cultivan para 

usos agrícolas, cosméticos y medicinales (Kaur & Bains, 2024; Pressman et al., 2019). 

La hoja de Aloe consta de tres capas: la capa interna, transparente y gelatinosa, 
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está compuesta principalmente de agua (99-99,5%) y, el material sólido restante (0,5-

1,0%) contiene compuestos potencialmente activos como polisacáridos, vitaminas, 

aminoácidos, lípidos y esteroles. La capa intermedia, que tiene savia amarilla amarga o 

látex de aloe, contiene antraquinonas o antraceno (10% a 40%) y sus glucósidos. La capa 

gruesa externa, llamada cáscara, sintetiza carbohidratos (alrededor del 25%) y proteínas 

(Figura 5). Sin embargo, la composición química del AV puede variar según la especie, el 

clima, las condiciones de crecimiento y los factores geográficos (Rahman et al., 2017). 

El género Aloe, comprende más de 300 especies, entre ellas Aloe barbadensis 

Miller es la más caracterizada y a la cual se le han atribuido la mayoría de las propiedades 

medicinales (Ahluwalia et al., 2020; Fehrmann-Cartes et al., 2019; Haque et al., 2019; Jain 

et al., 2016; Langmead et al., 2004; Qiu et al., 2000). Dicha especie, presenta una 

inflorescencia de color amarillo, se cultiva preferentemente en tierra y genera ejemplares 

que pueden alcanzar hasta entre 1 y 1,5 metros de alto. En la Argentina, principalmente 

en la Provincia de Buenos Aires, la especie más distribuida es Aloe saponaria, que se 

diferencia por una inflorescencia de color rojo-anaranjado y crece preferentemente en 

maceta, aportando mayor facilidad para el cultivo doméstico. Esta, aunque menos 

caracterizada, también posee propiedades medicinales adjudicadas (Eun et al., 2008; 

Silva et al., 2014) y, por su disponibilidad y fácil acceso, es frecuentemente utilizada como 

terapia medicinal en la región. La mayoría de especies de AV como, Aloe barbadensis 

Miller o Aloe vulgaris Lam. no toleran temperaturas inferiores a 0 °C. Sin embargo, Aloe 

saponaria parece ser una excepción, ya que puede prosperar en atmósferas con una 

temperatura mínima de hasta −7 °C, lo que explica su amplia distribución en Argentina 

(Sampedro et al., 2004). Al igual que otras especies de Aloe, Aloe saponaria se utiliza 

para tratar quemaduras en el sur de Brasil, y se ha demostrado que exhibe efectos 

antinociceptivos y antiinflamatorios en un modelo de quemadura por escaldadura en ratas 

(Silva et al., 2014). Además, el análisis por HPLC de Aloe saponaria mostró varios picos 
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cromatográficos, lo que indica una amplia diversidad de compuestos químicos. Estos 

compuestos incluyen algunas sustancias fenólicas, que generalmente presentan efectos 

antioxidantes (Silva et al., 2013). 

 

 

Figura 5. Representación de las plantas de AV. a. Esquematización de un corte transversal de una hoja 

de Aloe: la capa externa o cáscara, es donde se sintetizan los carbohidratos y proteínas; la capa intermedia 
contiene los haces vasculares por donde circula el xilema y floema y contiene la savia amarilla o látex del 
AV; en la capa interna, se encuentra el gel traslúcido que está compuesto principalmente por agua y 
material sólido que contiene los compuestos activos. Figura tomada y modificada de Rahman et al., 2017. b. 

Aloe barbadensis Miller presenta un tallo muy corto y hojas dispuestas en roseta con una ligera inclinación 
hacia arriba y con forma lanceolada que se afina hacia el extremo. Pueden medir entre 40 y 50 cm de largo 
y entre 6 y 8 cm de ancho en la base. Son de color verde y presentan márgenes con pequeños dientes de 2 
a 3 mm de longitud. La inflorescencia es racimosa y es de color amarillo (Stella Maris Carpano et al., 2009). 
c. Aloe saponaria presenta un tallo muy corto y hojas dispuestas en roseta que pueden ser extendidas o 
algo curvadas, alcanzando hasta 35 cm de longitud y entre 8 y 12 cm de ancho en la base y con márgenes 
que presenten dientes de entre 3 y 5 mm de longitud. La parte superior de la hoja, varía de un verde pálido 
a un verde oscuro y tiene numerosas manchas oblongas claras organizadas en hileras transversales, que 
pueden ser onduladas o interrumpidas. La parte inferior, es generalmente más clara y no presenta manchas. 
Las inflorescencias son de un color anaranjado pálido (Stella Maris Carpano et al., 2009).  
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El Aloe ha sido considerado un sanador natural desde que fue descubierto hace 

miles de años. Ha sido reportado que los componentes bioactivos de Aloe barbadensis 

Miller tienen propiedades antifúngicas  (Jasso De Rodríguez et al., 2005; Saniasiaya et al., 

2017), antivirales (Athiban et al., 2012), antibacterianas (Banu et al., 2012; Ferro et al., 

2003), antiinflamatorias (Langmead et al., 2004), antioxidantes (Boudreau & Beland, 2006; 

Hu et al., 2003; Ray et al., 2013), cicatrizantes (Davis et al., 1994), anticancerígenas (El-

Shemy et al., 2010), inmunomoduladoras (Pugh et al., 2001) y antidiabéticas (Arora et al., 

2019).  

Aloe barbadensis Miller contiene más de 75 compuestos diferentes, incluidas 

vitaminas (vitamina A, C, E y B12), enzimas (amilasa, catalasa y peroxidasa), minerales 

(zinc, cobre, selenio y calcio), azúcares (monosacáridos como manosa-6-fosfato y 

polisacáridos como glucomananos), antraquinonas (aloína y emodina), ácidos grasos 

(lupeol y campesterol), hormonas (auxinas y giberelinas) y otros (ácido salicílico, lignina y 

saponinas) (Figura 6) (Sánchez et al., 2020). Si bien varios de los efectos beneficiosos se 

han atribuido a las acciones de los polisacáridos que se encuentran en la hoja de AV, se 

considera que las actividades biológicas se deben a la acción combinada de varios 

compuestos presentes en la planta en lugar de a los efectos individuales (Baruah et al., 

2016). 

Actividad antimicrobiana  

En cuanto a la actividad antimicrobiana, se ha observado que el extracto acuoso de 

Aloe barbadensis Miller reduce el crecimiento y la formación de biofilm de Enterococcus 

faecalis (Ghasemi et al., 2020).  Además, en ensayos de microdilución esta bacteria 

también ha sido inhibida por el gel de Aloe barbadensis Miller en concentraciones del 50% 

y 100%, junto con otros patógenos orales, incluidos Actinobacillus 
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actinomycetemcomitans, Clostridium bacilli y Streptococcus mutans (Jain et al., 2016). Por 

otra parte, concentraciones de hasta 1 mg/ml de extractos acuosos de Aloe barbadensis 

Miller podrían inhibir el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis, agente causal de una 

de las enfermedades infecciosas más letales en todo el mundo (Arjomandzadegan et al., 

2016).  

En tanto a los extractos etanólicos del gel de Aloe barbadensis Miller, se demostró 

efecto antibacteriano contra cepas estándar de Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae (Haque et al., 2019). También se ha 

demostrado el efecto de Aloe arborescens Miller sobre Escherichia coli, Bacillus cereus, 

Bacillus licheniformis, Staphylococcus epidermidis y Saccharomices boulardii concluyendo 

que tanto el extracto acuoso del gel como los extractos alcohólicos poseían los mayores 

efectos antimicrobianos, y que los microorganismos gram-positivos eran más susceptibles 

que los gram-negativos (Singab et al., 2015). Estos antecedentes demuestran el efecto 

antibacteriano del extracto del AV sobre un amplio conjunto de patógenos, sin embargo, 

su capacidad antimicrobiana sobre C. difficile aún no ha sido determinada.  

 

 

Figura 6. Efectos farmacológicos de los principales componentes de Aloe barbadensis Miller. Entre 

los principales compuestos activos, en los últimos años se ha centrado la investigación en la aloe-emodina, 

la aloína, la aloesina, la emodina y el acemanano. La aloe-emodina ha resultado ser un agente prometedor 
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como compuesto antimicrobiano, antidiabético, citotóxico, cardioprotector y protector óseo (en estudios in 

vitro), así como antiinflamatorio y protector de la piel (en estudios in vivo). La aloína ha demostrado ser 

eficaz en procesos inflamatorios y enfermedades óseas (estudios in vitro) y en cáncer y enfermedades 

cardiovasculares (estudios in vivo). Figura tomada y modificada de Sánchez et al., 2020.   

Actividad protectora intestinal 

La integridad de la barrera intestinal se mantiene gracias a las proteínas de unión 

estrecha, como la ZO-1 y las Claudinas y Ocludinas, que desempeñan un papel 

importante en la función de barrera de las células epiteliales debido a que sellan el 

espacio entre las células epiteliales, impidiendo así la difusión paracelular de 

microorganismos y otros antígenos a través del epitelio. En consecuencia, la disminución 

de la expresión de las proteínas de unión estrecha puede conducir a un aumento de la 

permeabilidad intestinal a los ligandos microbianos y metabolitos nocivos, lo que resulta 

en reacciones inflamatorias sistémicas y la alteración de las barreras intestinales que 

causan infección, diarrea, fiebre y sepsis. Se ha demostrado que, nanovesículas 

derivadas de Aloe barbadensis Miller, Aloe arborescens Miller y Aloe saponaria, son 

capaces de aliviar los síntomas en un modelo de colitis inducida por DSS al 5%. Este 

efecto, se atribuyó a la supresión de TNF-α, y al aumento de la expresión de proteínas de 

unión estrecha y de unión adherente para disminuir la permeabilidad epitelial intestinal 

(Choi et al., 2023). Por otra parte, se observó que el gel de Aloe barbadensis Miller podría 

atenuar la lesión del intestino delgado inducida por indometacina al mejorar la expresión 

de mucina y el grosor de la capa de moco del intestino y, en última instancia, reducir la 

exposición de la pared del colon a bacterias y otras sustancias peligrosas (Shi et al., 

2021). 

Administración como tratamiento en patologías intestinales 

Actualmente, Aloe barbadensis Miller se administra como un tratamiento alternativo 

ante la disbiosis intestinal, la inflamación y en la enfermedad inflamatoria intestinal, 
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pudiendo adquirirse como un producto de venta libre. Su utilización se basa en sus 

efectos inmuno-moduladores y su actividad prebiótica sobre la microbiota intestinal 

benéfica (Ahluwalia et al., 2020; Ried et al., 2020). Recientemente se ha demostrado que, 

luego de la administración de Aloe barbadensis Miller, el contenido de ácidos grasos de 

cadena corta, derivados de la fermentación fecal de polisacáridos vegetales, aumenta 

significativamente. Además, la abundancia de microbiota benéfica también se vio 

incrementada, como lo demostró la presencia de Prevotella, Catenibacterium, 

Lachnospiraceae y Coprococcus y la reducción simultánea de microbiota dañina, 

incluyendo Escherichia, Shigella y Veillonella (Maiuolo et al., 2022). 

En el contexto de búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas para la CDI, 

planteamos que, por sus efectos activos, el AV podría ser un excelente candidato para 

mejorar el control de la infección, promover el balance de la microbiota y reducir la 

inflamación aguda sobre el epitelio intestinal. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

Hipótesis 

El extracto acuoso de Aloe saponaria, afecta el crecimiento y la virulencia de C. 

difficile, y podría ser utilizado como una terapia adyuvante de manera combinada con los 

antibióticos actualmente empleados para el tratamiento de la infección. 

Objetivo General 

Evaluar el efecto del AV sobre el crecimiento de C. difficile, su potencial como 

terapia combinada con los antibióticos actualmente utilizados (Vancomicina y 

Metronidazol) y su capacidad como protector del epitelio intestinal. 

Objetivos Específicos 

 Determinar la capacidad inhibitoria del extracto de AV sobre el crecimiento de C. 

difficile. 

 Evaluar el efecto del extracto de AV en combinación con Vancomicina o 

Metronidazol sobre el crecimiento de C. difficile. 

 Establecer si el extracto de AV afecta la formación de biofilm por C. difficile. 

 Evaluar in vitro el efecto del AV sobre la integridad del epitelio intestinal en 

presencia de C. difficile.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Extractos de AV  

En el presente trabajo final de grado, se utilizó principalmente la especie de AV, 

Aloe saponaria. Sin embargo, también se realizó un experimento con Aloe barbadensis 

Miller con la finalidad de comparar los resultados con esta especie, que es la más 

caracterizada y a la que se adjudican la mayoría de las propiedades medicinales.  

Las plantas fueron cultivadas en invernadero, y mantenidas con riego por goteo en 

el campo experimental “Las Magnolias” de la UNNOBA. Cabe destacar que las hojas 

frescas de AV utilizadas para realizar los extractos, provenían de plantas que poseen un 

tiempo de cultivo no menor a dos años.  

Una vez en el laboratorio, las hojas del AV fueron lavadas primeramente con 

abundante agua, y luego rociadas con alcohol 70%. Luego de cortada la base y la punta 

de la hoja, la misma es dejada en reposo por 40 minutos en posición vertical en un vaso 

de precipitado, con la finalidad de escurrir la aloína presente en la hoja. La aloína no 

puede ser metabolizada por las plantas y algunas bacterias pero, las bacterias en el tracto 

gastrointestinal humano, metabolizan la aloína en aloe-emodina, lo que resulta en la 

pérdida del equilibrio normal en las poblaciones de la microflora colonial y en un estado 

proinflamatorio subclínico (Jangra et al., 2022). 

El gel traslúcido del interior de la hoja, es tomado raspando con un bisturí y se 

coloca en un recipiente limpio y seco. Dependiendo del volumen obtenido de gel, se 

adiciona el mismo volumen de agua destilada con el objetivo de llegar a una proporción 

1:1 (Farahnejad et al., 2011). La solución se agita suavemente con la finalidad de 

homogeneizar la misma. Luego se centrifuga a 14000g durante 15 minutos, y el pellet 
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obtenido que contiene el material que no se solubilizó, se descarta. Los sobrenadantes se 

esterilizan utilizando un filtro de 0.7μm y luego, un segundo filtro de 0.45μm. 

Posteriormente, los extractos obtenidos se almacenan a -20°C. 

Cultivo de C. difficile  

Para todos los experimentos, se utilizó la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile, provista 

por el Servicio de Bacteriología Sanitaria del Instituto Carlos Malbrán-ANLIS. La cepa 

NAP1/BI/027 de C. difficile es la más prevalente, caracterizada por su hipervirulencia, su 

resistencia a múltiples antibióticos y su asociación al desarrollo de enfermedad severa; 

provoca brotes a escala mundial, y es responsable de la mayor morbilidad y mortalidad 

asociada a la infección (Elliott et al., 2017). También se caracteriza por una mayor 

producción de TcdA y TcdB, así como de la toxina binaria CDT (Kelesidis & Pothoulakis, 

2024).  

Las esporas de C. difficile, se sembraron en placas de CHROMagarTM C. difficile y 

se dejaron crecer durante 48 horas a 37°C, en oscuridad y anaerobiosis. La atmósfera 

anaeróbica se consiguió mediante la utilización de bolsas de anaerobiosis (Mitsubishi), 

donde se colocaron las placas junto con un parche generador de atmósfera anaeróbica 

(AnaeroPouch, Mitsubishi). Luego de 48 horas, se sembraron las bacterias en caldos de 

cultivo de BHI líquido a 37°C durante 48 horas y en agitación. Para generar la atmósfera 

anaeróbica, los tubos se colocaron en jarras con cierre hermético, en las cuales se 

introdujo un parche generador de anaerobiosis (AnaeroPack, Mitsubishi). Luego, se 

realizó un repique que se dejó crecer durante 24 horas para obtener un cultivo en fase de 

crecimiento exponencial. Este flujo de trabajo, fue el que se utilizó para realizar todos los 

experimentos y, a partir de aquí, tomar bacterias en crecimiento exponencial para sembrar 

los ensayos. 
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Figura 7. Flujo de trabajo para el cultivo de C. difficile. Se sembraron las esporas en placa de 

CHROMagar
TM

 C. difficile  y se incubaron por 48 horas a 37°C en anaerobiosis. Luego, se picó una colonia 

y se pasó a BHI líquido, y se cultivó en agitación durante 48 horas. Se realizó un repique que se dejó crecer 

durante 24 horas para obtener a las bacterias en fase de crecimiento exponencial. 

 

Efecto anti-bacteriano del AV sobre C. difficile  

El efecto anti-bacteriano del AV sobre la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile se evaluó 

mediante ensayos de microdilución en medio líquido. La bacteria fue cultivada como se 

mencionó previamente y luego, sembrada en placa de 96 wells fondo redondo (Tissue-

culture) con medio BHI, en ausencia o presencia del extracto de AV en concentraciones 

finales del 1%, 5%, 10% y 20%. El inóculo utilizado de la bacteria fue de 5μl por well 

proveniente del cultivo en fase exponencial con Densidad Óptica (DO) igual a 1, lo que 

corresponde a 100.000.000 bacterias por mililitro y resulta en el sembrado final de 

500.000 bacterias por well, aproximadamente. Las distintas concentraciones de AV 

ensayadas, se lograron calculando el volumen necesario de la solución madre de AV al 

50% para obtener el porcentaje requerido en el well, teniendo en cuenta un volumen final 

de 200μl y los 5μl del inóculo de la bacteria. Estas concentraciones de bacteria y AV 

fueron utilizadas en todos los ensayos de microdilución en placa de 96 wells. 

La placa fue incubada durante 48 horas a 37°C en anaerobiosis con agitación. 

Transcurrido ese tiempo, se evaluó la carga bacteriana por medio de la observación de la 

turbidez del medio y medición de densidad óptica (DO) a 595nm. Se llevaron adelante 
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cinco experimentos independientes por triplicado. 

Viabilidad bacteriana por citometría de flujo 

La citometría de flujo con tubos Trucount (BD TrucountTM Tubes) es una técnica 

ampliamente utilizada para evaluar la viabilidad de una muestra bacteriana. Los tubos de 

Trucount contienen un número conocido de microesferas fluorescentes por lote (BD 

Biosciences). El número total de bacterias por microlitro se calcula con la siguiente 

fórmula: (Número de bacterias vivas / Número de microesferas adquiridas) x (Número de 

microesferas por lote / Volumen evaluado) x Factor de dilución = Bacterias/microlitro. El 

número de bacterias vivas se determina como se describe a continuación.  

Se llevó a cabo el crecimiento bacteriano hasta obtener el cultivo líquido en 

crecimiento exponencial. A continuación, se sembró en placas de 96 wells fondo redondo 

(Tissue-culture) con medio BHI y en presencia o ausencia del extracto de AV. Las 

concentraciones finales de AV utilizadas fueron del 1%, 5%, 10% y 20%. La placa fue 

incubada durante 48 horas a 37°C en anaerobiosis con agitación. Se tomó 150µl de cada 

well en tubos eppendorf y se añadió 850µl de solución fisiológica estéril. Se centrifugó y 

se descartó el sobrenadante. El pellet fue resuspendido en 100µl de solución fisiológica 

estéril, se agregaron 900µl de buffer de tinción (PBS, PluronicTM F-68, EDTA, Azida 

sódica) y se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se tomaron 500µl y se 

pasaron a un tubo Trucount. Se añadió 5µl de ioduro de propidio (IP) y 5µl de naranja de 

tiazol (TO) (BD™ Cell Viability Kit) durante 5 minutos, para evaluar la viabilidad. Las 

muestras fueron adquiridas en un citómetro de flujo FACSCanto II (BD). 

El TO es un colorante permeable a las células que tiñe tanto las células vivas como 

las muertas. Por su parte, el IP es impermeable a las células sanas con membranas 

intactas, pero ingresa a las células con membranas comprometidas como las células 

muertas (BD Biosciences). En combinación, estos colorantes permiten la detección rápida 
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de bacterias vivas y muertas. El número de bacterias vivas corresponde a la cantidad de 

eventos TO positivos/IP negativos. 

Ensayo de XTT 

La detección de células metabólicamente activas se puede realizar mediante 

métodos colorimétricos simples, como el ensayo de sal de tetrazolio donde se utiliza XTT 

(2,3-bis [2-metiloxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolio-5-carboxanilida). El fundamento del 

ensayo es que solo las células activas reducirán el XTT a compuestos de formazán. La 

cantidad de productos de formazán es directamente proporcional al número de células 

activas y se puede cuantificar espectrofotométricamente. La sal de tetrazolio se reduce a 

un tinte naranja soluble. Este método es utilizado para evaluar la viabilidad bacteriana en 

diferentes condiciones, como probar agentes antimicobacterianos, efectos citotóxicos y 

crecimiento microbiano (Magaña-Montiel et al., 2024). 

Se llevó a cabo el crecimiento de C. difficile como se describió con anterioridad y, 

una vez conseguido el crecimiento en fase exponencial, se sembraron las bacterias en 

placas de 96 wells fondo redondo (Tissue-culture) en BHI líquido y en ausencia o 

presencia de AV. Las concentraciones de AV utilizadas para el tratamiento fueron 1%, 5%, 

10% y 20%. Se descongeló el reactivo XTT y la solución de activación, se llevó a 37°C y 

se agitaron hasta obtener una solución clara. Se preparó una mezcla XTT en una 

proporción 1:50 (reactivo XTT: solución de activación). Se añadió 50µl de la mezcla de 

XTT a cada well y se incubó durante 3 horas. La absorbancia se midió a 590 nm. Se 

realizaron tres ensayos independientes por triplicado. 

Concentración Bactericida Mínima 

Para realizar este ensayo, la bacteria se creció como se describió con anterioridad 
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hasta obtener un cultivo líquido en fase exponencial de crecimiento. Luego, se sembró por 

triplicado en placas de 96 wells fondo redondo (Tissue-culture) en medio BHI y en 

presencia o ausencia del extracto de AV. Las concentraciones finales de AV utilizadas 

fueron del 1%, 5%, 10% y 20%. Las placas fueron incubadas durante 48 horas a 37°C en 

anaerobiosis con agitación. Una vez cumplido el tiempo de inoculación, se utilizaron 

placas de BHI agar sin taurocolato, en las que se sembraron diluciones seriadas (de 0 a -

5) del cultivo líquido de la bacteria frente al tratamiento con AV. Se dejó crecer durante 24 

horas a 37°C y en anaerobiosis. Luego, se realizó el recuento de colonias crecidas en 

cada placa, y se calculó la cantidad de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro 

(UFC/ml). El punto final de Concentración Bactericida Mínima (CBM) del AV, se estableció 

cuando se erradicó el 99,9% del inóculo inicial de la población bacteriana con la 

concentración más baja del agente antimicrobiano (Mahale & Sharma, 2024). Se 

realizaron tres experimentos independientes. 

Efecto combinado del AV y de Vancomicina/Metronidazol sobre C. 

difficile  

Se utilizaron las drogas Vancomicina y Metronidazol por ser los antibióticos 

actualmente disponibles y administrados para el tratamiento de la infección por C. difficile 

en la Argentina. Primeramente, se estableció la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) de 

cada antibiótico frente a C. difficile. Para ello, se creció la bacteria como se describió con 

anterioridad y, una vez conseguido el cultivo en fase exponencial, se sembró en placas de 

96 wells fondo redondo (Tissue-culture) enfrentándola a diferentes concentraciones de los 

antibióticos durante 48 horas, en anaerobiosis y agitación. La CIM del Metronidazol se 

estableció en 2µg/ml y la de la Vancomicina en 4µg/ml. 

Se realizaron ensayos de microdilución en medio líquido para evaluar el efecto del 

extracto acuoso de Aloe saponaria en combinación con concentraciones menores a la 
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CIM establecida para cada antibiótico. Las concentraciones que se utilizaron de 

Metronidazol fueron desde 0,125 a 1µg/ml y para Vancomicina, las concentraciones 

fueron de 0,25 a 2µg/ml, mientras que las concentraciones utilizadas de AV fueron del 1%, 

5%, 10% y 20%. Los ensayos se realizaron nuevamente por triplicado en placas de 96 

wells fondo redondo (Tissue-culture), y se incubaron durante 48 horas, en anaerobiosis y 

con agitación. Luego, se midió la DO a 595nm y se graficaron los valores obtenidos. 

Efecto del AV sobre la formación de biofilm de C. difficile  

Se cultivó la bacteria como se mencionó con anterioridad hasta obtener el cultivo 

líquido en fase de crecimiento exponencial. Se sembró la bacteria en placas de 24 y/o 96 

wells fondo plano (Tissue-culture) en medio BHI suplementado con D-Dextrosa y en 

presencia/ausencia de concentraciones crecientes de AV (1%, 5%, 10%, 20%) a 37°C en 

anaerobiosis, durante seis días de cultivo estático. Luego, se descartó cuidadosamente el 

medio de cultivo y se realizaron dos lavados con PBS 1X. Se realizó la tinción con Cristal 

Violeta al 0,2% para la observación del biofilm formado. Luego, se disolvió el colorante 

con etanol y acetona en una proporción 1:1 y se midió la DO a 595nm. Se llevaron 

adelante tres experimentos independientes por triplicado. 

Obtención del secretoma de C. difficile 

Se sembraron las esporas en CHROMagarTM C. difficile y se cultivaron durante 48 

horas. Se tomaron colonias aisladas y se inocularon en 10ml de BHI líquido durante 5 

días, a 37°C, en anaerobiosis y agitación. Luego, se centrifugó a 6000rpm por 5 minutos a 

4°C. Se tomó el sobrenadante que contiene el secretoma de C. difficile y se descartó el 

pellet. El sobrenadante se filtró con filtro de jeringa de 0.22µm, manteniendo el mismo en 

hielo. Las alícuotas estériles fueron almacenadas a -80°C. 
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Crecimiento de la línea celular Caco-2 

La línea celular epitelial humana Caco-2 se ha utilizado ampliamente como modelo 

de la barrera epitelial intestinal, derivada originalmente de un carcinoma de colon. Los 

primeros estudios revelaron que las células Caco-2 diferenciadas expresaban varias 

propiedades morfológicas y funcionales características de los enterocitos del intestino 

delgado. Hacia la confluencia comienzan a polarizarse adquiriendo un borde en cepillo 

apical característico con microvellosidades. Se forman uniones estrechas entre células 

adyacentes y expresan actividades enzimáticas típicas de los enterocitos, es decir, 

lactasa, aminopeptidasa N, sacarasa-isomaltasa y dipeptidilpeptidasa IV (Lea, 2015). 

Con la finalidad de evaluar in vitro el efecto del AV sobre la integridad del epitelio 

intestinal, se cultivó la línea celular Caco-2 en DMEM suplementado con 15% de Suero 

Fetal Bobino (SFB) y 1% de Penicilina-Estreptomicina a 37°C con 5% de CO2. Luego de 

15 días, se diferenciaron formando una monocapa estable con enterocitos con 

microvellosidades (Panse & Gerk, 2022). Dicha monocapa fue tratada con C. difficile, el 

secretoma de C. difficile o ambos en presencia o ausencia de AV al 5% o 10% por 24 

horas. El tratamiento se realizó a razón de 1 bacteria : 1 célula y el secretoma se utilizó en 

una concentración final de 450ng/µl. 

Tinción con Hematoxilina y Eosina de las Caco-2 

En placas de 24 wells se colocaron vidrios para microscopía de 12mm (Cover 

Glass),  sobre ellos se llevó a cabo el crecimiento y el tratamiento de la línea celular Caco-

2 como se describió previamente. Luego, se fijaron las células con PBS-Formol 4% a 4°C 

durante 24 horas. Se lavó con PBS 1X por 5 minutos y se incubó con Hematoxilina por el 

mismo tiempo. A continuación, se lavó con agua de canilla y luego con agua destilada 

durante 5 minutos. Se repitió el lavado y luego se añadió Eosina durante 2 minutos. Se 
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procedió a incubar con Etanol 96% por 5 minutos y luego con Xileno durante 10 minutos. 

Luego de una segunda incubación en Xileno, se realizó el montaje utilizando DPX (DPX 

Mountant for histology, Sigma-Aldrich) para la posterior observación con el microscopio de 

campo claro Leica DM750. Las imágenes obtenidas, fueron analizadas con el programa 

QuPath versión 0.4.4.  

Viabilidad de la línea celular Caco-2 por citometría de flujo 

Se cultivó la línea celular en las condiciones mencionadas previamente y luego, se 

realizaron los distintos tratamientos con C. difficile, el secretoma de C. difficile o ambos, 

en ausencia o presencia de AV. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se tomaron 

los sobrenadantes y las células por digestión con tripsina a 37°C. Luego, se levantaron las 

células con PBS 1X y se pasaron a tubos de citometría. Se centrifugó y se descartó el 

sobrenadante, para resuspender el pellet en la solución de tinción con Fixable Viability 

Dye eFluorTM 780 (eBioscienceTM). Se incubó durante 20 minutos en oscuridad y en la 

heladera y se centrifugó nuevamente. Se realizó un lavado con 1ml de FACS (PBS, SBF 

2%) y se centrifugó nuevamente. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet 

en PFA al 1%. Los tubos fueron adquiridos en un citómetro de flujo FACSCanto II (BD). 

Los resultados obtenidos por triplicado, fueron analizados utilizando el programa FlowJo 

10v. 

Expresión de Claudina-1 evaluada por microscopía de fluorescencia 

La expresión de Claudina-1 se determinó por microscopía de fluorescencia (anti-

Claudin 1 Monoclonal Antibody, 2H10D10, Invitrogen) en la monocapa diferenciada y 

confluente de la línea celular Caco-2.  

Las células se fijaron en PFA 4% durante 20 minutos y luego se lavó con solución 



 

 

28 

fisiológica. Se añadió buffer de permeabilización (PBS, SBF 10% y Saponina 10%) y se 

incubó en oscuridad durante 30 minutos. Luego se lavó con buffer de permeabilización 

frío y se incubó en presencia del anticuerpo anti-Claudina-1 por 24 horas a 4°C. Se lavó 

nuevamente con buffer de permeabilización frío y se añadió el anticuerpo secundario 

conjugado a Alexa Fluor 647 (Alexa Fluor® 647 anti-mouse IgG1 Antibody, Biologend). Se 

realizaron dos lavados adicionales con buffer de permeabilización y se agregó DAPI como 

contra-tinción durante 5 minutos. Se realizaron tres lavados con PBS y se dejó secar para 

realizar el montaje utilizando Aqua-Poly/Mount (Polysciences).  

Los vidrios se visualizaron en microscopio de fluorescencia trinocular Axio 

Imager.A2 (Carl Zeiss, Alemania). Luego, las imágenes fueron analizadas con el software 

ImageJ. 

Análisis estadísticos 

La significancia de los ensayos se determinó mediante la prueba t de Student y 

ANOVA utilizando el software GraphPad Prism. Para comparar los datos entre tres o más 

grupos se utilizó el post test de Dunnett´s. Los valores de p<0.05 se consideraron 

significativos. 
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RESULTADOS 
 

El AV inhibe el crecimiento de C. difficile 

En primer lugar, para evaluar el efecto anti-microbiano de AV, la cepa NAP1/BI/027 

de C. difficile fue tratada con el extracto acuoso de Aloe saponaria por 48 horas. Los 

resultados demostraron una disminución significativa del crecimiento de la bacteria en 

todas las concentraciones evaluadas (1%, 5%, 10% y 20%) (Figura 8a). Al llevar a cabo 

la misma metodología experimental pero utilizando el extracto acuoso de Aloe 

barbadensis Miller, se observó una disminución significativa del crecimiento cuando se 

trató con 5%, 10% y 20% del extracto (Figura 8b).  

Para confirmar estos resultados, se evaluó además la viabilidad de C. difficile por 

citometría de flujo. Esta técnica permite no sólo evaluar el porcentaje de células viables, 

sino también realizar un recuento de las mismas, al utilizar en el mismo tubo de la 

marcación un estándar de microesferas. En concordancia con los resultados obtenidos 

por espectrofotometría, observamos una diminución en el número de bacterias vivas 

frente al tratamiento con 10% y 20% del extracto de Aloe saponaria (Figura 8c). 

Asimismo, se observó una disminución significativa de bacterias metabólicamente activas 

frente al 10% y 20% de Aloe saponaria en comparación con el control, determinado por el 

ensayo de sal de tetrazolio utilizando el reactivo XTT (Figura 8d). 

Finalmente se evaluó el impacto de AV como agente bacteriostático o bactericida. 

Convencionalmente, se considera que la CBM es la menor concentración que permite una 

reducción del microorganismo de al menos un 99,9 % respecto a la población inicial. Para 

esto, luego de enfrentar las bacterias a Aloe saponaria por 48 horas se evaluó el 

crecimiento en placa en ausencia de AV. Si bien se observó una disminución del 
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crecimiento de la bacteria a medida que se aumentaba el porcentaje de AV suministrado 

en las 48 horas previas al cultivo (Figura 8e), no se observa un efecto biocida de AV a las 

concentraciones utilizadas. 

 

 

Figura 8. El extracto de AV afecta el crecimiento de C. difficile. La cepa NAP1/BI/027 de C. difficile fue 

cultivada en medio BHI en placas de 96 wells en ausencia o presencia del extracto de AV en 

concentraciones finales de 1%, 5%, 10% y 20%. Luego de 48 horas de cultivo en anaerobiosis se determinó 

el crecimiento utilizando diferentes metodologías. a-b. Ensayos de microdilución en placa. a. Extracto de 

Aloe saponaria. b. Aloe barbadensis Miller. Luego de 48 horas de cultivo en anaerobiosis se determinó la 

DO a 595nm. Cada punto representa la Media  SEM de un experimento independiente realizado por 

triplicado. c. Recuento por citometría de flujo. El número de bacterias viables por mililitro fue determinada 

utilizando tubos Trucount y un Kit de Viabilidad. Las células TO positivas/IP negativas fueron seleccionadas 

y relativizadas al número de microesferas. Las barras representan el recuento de un experimento 

representativo. d. Viabilidad y metabolismo celular evaluados mediante ensayo de XTT. Los puntos 

representan la Media  SEM de la absorbancia a 590nm de triplicados de un experimento representativo de 

los tres realizados. e. Recuento de UFC relativas al control de C. difficile en medio sólido luego del cultivo 

en presencia/ausencia de AV. Los datos se analizaron estadísticamente realizando ANNOVA y test de 

Dunnett´s <*(p<0.05) **(p<0.01). CT: Control 
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Aloe saponaria potencia el efecto de la Vancomicina y del 

Metronidazol frente a C. difficile 

En Argentina, la Vancomicina y el Metronidazol son los antibióticos utilizados como 

primera línea frente a la CDI. Para determinar el efecto de Aloe saponaria en combinación 

con los antibióticos, primeramente se estableció la CIM de cada uno de ellos frente a la 

cepa NAP1/BI/027 de C. difficile. Por ensayos de microdilución en placa se obtuvieron 

valores de CIM de 4µg/ml para Vancomicina y de 2µg/ml para el Metronidazol. Por un 

lado, cuando combinamos 0,5µg/ml y 1µg/ml de Vancomicina con el extracto de AV, se 

observó una disminución significativa del crecimiento de C. difficile en los porcentajes del 

5%, 10% y 20% de AV, e incluso el 1% fue significativo cuando se combinó con el 

0,5µg/ml de Vancomicina (Figura 9a). Por otro lado, cuando se ensayaron los distintos 

porcentajes de Aloe saponaria con Metronidazol, resultó que todas las concentraciones de 

AV disminuyeron significativamente el crecimiento de C. difficile cuando se combinaban 

con 0,25µg/ml y 0,125µg/ml del antibiótico. Cabe destacar, que se observó un gran 

aumento de la acción antimicrobiana del Metronidazol cuando se utilizó 1µg/ml en 

combinación con el 20% de Aloe saponaria (Figura 9b). 

Así, en conjunto estos resultados demuestras que AV potencia el efecto 

antimicrobiano de la Vancomicina y del Metronidazol. 
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Figura 9. Aloe saponaria potencia el efecto de la Vancomicina y del Metronidazol frente a C. difficile. 

La cepa NAP1/BI/027 de C. difficile fue cultivada en medio BHI en placas de 96 wells en ausencia (CT) o 

presencia de diferentes concentraciones de Vancomicina (a) o Metronidazol (b) y en presencia del extracto 

de AV (concentraciones finales de 1%, 5%, 10% y 20%). Luego de 48 horas de cultivo en anaerobiosis se 

determinó la DO a 595nm. Los puntos representan la Media  SEM de un experimento representativo 

realizado por triplicado. Los datos se analizaron estadísticamente utilizando el test de Dunnett´s *(p<0.05) 

**(p<0.01). CT: Control. 

Efecto de Aloe saponaria frente a la formación de biofilm de C. 

difficile  

En los últimos años, la capacidad de formar biofilm de C. difficile se ha considerado 

importante para la persistencia de la bacteria en el intestino y, en consecuencia, en la 

recurrencia de la infección (Frostid et al., 2021). C. difficile es capaz de formar biofilm con 

aproximadamente el 20% de los integrantes de la microbiota, actuando como reservorio 

de esporas y protegiéndose de la actividad de los antibióticos (Rubio-Mendoza et al., 

2023). A su vez, algunos miembros de la microbiota pueden proporcionar nutrientes o 

ayudar a la adhesión, promoviendo la formación del biofilm de C. difficile (Tremblay & 

Dupuy, 2022). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se evaluó el efecto de Aloe 

saponaria frente a la capacidad de C. difficile de desarrollar este factor de virulencia. Para 

esto, se realizó el ensayo con Cristal Violeta. Los resultados obtenidos no mostraron 

diferencias en la formación de biofilm frente a las distintas concentraciones de AV. Sin 

embargo, se observó una tendencia a disminuir la formación del biofilm cuando se 
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suministra AV al 1% (Figura 10). Serán necesarios realizar más ensayos para reforzar 

este estudio. 

 

Figura 10. Efecto del AV sobre la formación de biofilm de C. difficile. La cepa NAP1/BI/027 de C. 
difficile fue cultivada en medio BHI suplementado con D-Dextrosa en placas de 24 y/o 96 wells fondo plano, 
en ausencia o presencia del extracto de AV en concentraciones finales de 1%, 5%, 10% y 20%, durante seis 
días de cultivo estático en anaerobiosis. El biofilm formado se tiñó con Cristal Violeta 0.2% (imagen 
izquierda tomada de un experimento representativo). Posteriormente, se disolvió el colorante y se midió la 

DO a 595nm (imagen derecha, los puntos del gráfico representan la Media  SEM de un experimento 
representativo realizado por triplicado). Los resultados se analizaron estadísticamente mediante test de 
Dunnett´s.  

Aloe saponaria protege in vitro la integridad del epitelio intestinal 

Con el objetivo de determinar el impacto del extracto de AV sobre el epitelio 

intestinal se utilizó la línea celular Caco-2. Luego de su diferenciación, la monocapa de 

células fue tratada por 24 horas con C. difficile, su secretoma o ambos en presencia o 

ausencia del extracto de AV. Luego de la tinción con Hematoxilina y Eosina y su 

visualización al microscopio se observó que, en ausencia de AV, tanto la bacteria como su 

secretoma inducen una gran disrupción de la monocapa caracterizada por grandes 

espacios libres de células (Figura 11a). Como puede observarse en los paneles inferiores 

el tratamiento con AV al 5% y al 10% revierte parcialmente el daño inducido por la 

bacteria y/o su secretoma. Lo cual se observa como una mayor conservación de la 

monocapa de células.  

Para poder realizar un análisis cuantitativo de los resultados, se analizaron las 

imágenes con el programa QuPath distinguiendo el área que presentaba células 
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(monocapa) de las áreas libres de células. Los resultados obtenidos demuestran que 

frente al tratamiento con la bacteria, el 10% de AV redujo significativamente el área libre 

de células. Mientras que, cuando se trató tanto con la bacteria como con su secretoma, el 

área libre de célula disminuyó significativamente con concentraciones de 5% y 10%, lo 

que indicaría un efecto protector del AV (Figura 11b).  

 A su vez, en las imágenes, se observó un incremento en la mucosidad cuando el 

AV se encontraba presente en el tratamiento. Por esta razón, se cuantificó con QuPath y 

se observó un aumento significativo de la zona de mucosidad en presencia del 5% o 10% 

de AV ante el tratamiento con C. difficile (Figura 11c). Estos resultados indicarían un 

posible impacto del AV sobre la expresión y/o producción de mucinas por las células 

intestinales, lo cual será parte de estudios futuros. 

Ante el incremento en la conservación de la estructura de la monocapa observada 

por el tratamiento con Aloe saponaria, se evaluó si este efecto protector era debido a un 

incremento en la viabilidad de las Caco-2 ante el tratamiento con C. difficile, su secretoma 

o ambos. Para esto, luego del tratamiento, las células fueron incubadas con tripsina para 

obtener una suspensión de células. Luego, se utilizó un colorante de viabilidad celular 

(Fixable Viability Dye eFluor
TM

 780) y se analizó por citometría de flujo. Los resultados 

obtenidos demostraron que el efecto protector de esta especie de AV no es mediado por 

un aumento de la viabilidad celular frente a la bacteria (Figura 12). 
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Figura 11. Efecto protector de Aloe saponaria sobre la monocapa de las Caco-2 ante el tratamiento 

con C. difficile. Las células Caco-2 diferenciadas fueron tratadas por 24 horas con C. difficile, el secretoma 

o ambas en presencia/ausencia de 5% y 10% de AV. a. Tinción con Hematoxilina y Eosina de la monocapa 

de células Caco-2 obtenidas luego de los diferentes tratamientos. Visualización en microscopio óptico (40X). 

De cada condición se fotografiaron y analizaron 5 campos representativos e independientes. Todas las 

imágenes fueron tomadas bajo los mismos parámetros y en simultáneo por lo que la barra de escala se 

aplica a todas las micrografías. b.  Cuantificación relativa del área libre de células realizada con el programa 

QuPath. c. Cuantificación relativa del área de mucosidad observada frente a los distintos tratamientos 

realizada con el programa QuPath. Se graficó un experimento representativo de tres realizados por 

triplicado. Los datos se analizaron estadísticamente realizando ANNOVA y test de Dunnett´s *(p<0.05) 

**(p<0.01) ***( p<0.001).  
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Figura 12. Aloe saponaria no afecta la viabilidad celular en las Caco-2 enfrentadas a C. difficile. Las 

células Caco-2 fueron diferenciadas y tratadas con C. difficile, su secretoma o ambos en presencia/ausencia 

de 5% y 10% de AV durante 24 horas. Posteriormente, fueron teñidas con el colorante Fixable Viability Dye 

eFluorTM 780 (eBioscienceTM), que se incorpora a las células muertas, y adquiridas en el citómetro de flujo 

FACSCanto II (BD). Se muestra el análisis de histogramas generado con el programa FlowJo 10v. 

Aloe saponaria preserva las uniones estrechas entre células 
adyacentes 

Las uniones estrechas entre las células tienen gran protagonismo al momento de 

evaluar la integridad del epitelio intestinal. Las uniones estrechas formadas por Claudinas 

y Ocludinas son cruciales para la integridad de la barrera intestinal. Se ha observado que 

TcdA, TcdB y CDT modulan las proteínas del citoesqueleto, incluyendo Claudinas y Actina 

F44 (Engevik et al., 2020). Por lo que se evaluó la expresión de Claudina-1 por 

microscopía de fluorescencia frente ante el tratamiento con la bacteria y/o su secretoma, 

en presencia o ausencia de AV en este contexto. Se observó ante las concentraciones del 
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5% y 10% de Aloe saponaria, un aumento significativo de la expresión de Claudina-1 en la 

monocapa diferenciada de las Caco-2. En conjunto, los resultados sugieren que este 

efecto podría ser el responsable de la mayor integridad de la monocapa observada en 

presencia del extracto de AV. 

 

 

Figura 13. Aloe saponaria incrementa la expresión de Claudina-1 en las células tratadas con C. 

difficile. a. Las células Caco-2 fueron diferenciadas y luego tratadas con la cepa NAP1 de C. difficile, su 

secretoma o ambos, en presencia/ausencia de AV al 5% o 10% por 24 horas. La expresión de Claudina-1 

fue determinada por microscopia de fluorescencia (40X). Se muestra una imagen representativa de 5 

campos fotografiados por condición. Todas las imágenes fueron tomadas bajo los mismos parámetros y en 

simultáneo por lo que la barra de escala se aplica equivalentemente. b. Cuantificación relativa de la 

expresión de Claudina-1 por campo realizada con ImageJ. Significancia estadística según test de Dunnett´s 

*(p<0.05) **(p<0.01).  
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DISCUSIÓN 
 

Desde la antigüedad, las plantas del género Aloe se utilizan para el tratamiento de 

diversas afecciones en la salud humana. Hay una gran cantidad de estudios que 

demuestran los compuestos activos de Aloe barbadensis Miller y que le atribuyen sus 

propiedades antifúngicas, antivirales, antibacterianas y cicatrizantes, entre otras (Sánchez 

et al., 2020). La aloe-emodina, uno de sus compuestos activos presentes en el gel, tiene 

actividad antibacteriana contra varias cepas gram-positivas clínicamente representativas, 

incluidas algunas cepas bacterianas resistentes a fármacos, como Staphylococcus 

epidermidis resistente a la meticilina (Li et al., 2021). En cuanto a su capacidad 

antibacteriana, se ha demostrado que, el gel de Aloe barbadensis Miller en 

concentraciones del 50% y 100% inhibe el crecimiento de Enterococcus faecalis, 

Actinobacillus actinomycetemcomitans, Clostridium bacilli y Streptococcus mutans (Jain et 

al., 2016). Nuestros resultados permiten sumar a C. difficile a esta y otras listas de 

bacterias sobre las que el AV posee un efecto anti-microbiano. Incluso, concentraciones 

del 1% para Aloe saponaria y del 5% de Aloe barbadensis Miller mostraron una reducción 

significativa del crecimiento de la cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 de C. difficile.   

Sin embargo, cuando se intentó determinar el efecto biocida para el extracto 

acuoso de Aloe saponaria, se vio una tendencia a disminuir la cantidad de células 

vegetativas que tenían la capacidad de formar una colonia luego del cultivo con AV, pero 

no se observó una reducción del 99,9% respecto del inóculo inicial. Lo cual indicaría que, 

a los porcentajes utilizados, el extracto de AV no ejerce una acción bactericida. Por su 

parte, el ensayo de XTT demostró que, luego del tratamiento con AV, disminuyeron las 

bacterias metabólicamente activas. Sumado a estos resultados, cuando se evaluó la 

viabilidad bacteriana por citometría de flujo, se encontró una reducción en el número total 

de células evaluadas pero no se observó una variación en la marcación con IP. Por lo que, 
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el tratamiento con AV no indujo la muerte de C. difficile, pero sí disminuyó su crecimiento. 

Los resultados obtenidos, indican que el extracto acuoso de Aloe saponaria presentaría 

una función bacteriostática, inhibiendo el crecimiento de C. difficile. Este tipo de efecto de 

Aloe barbadensis Miller ha sido también demostrado frente a otros tipos de patógenos, 

como Listeria monocytogenes (Ramírez Mérida et al., 2012) 

La CDI ha sido señalada como una amenaza urgente por su resistencia a los 

antimicrobianos (Furuya-Kanamori et al., 2015; Postma et al., 2015). La principal 

complicación de la CDI, la recurrencia, se atribuye a la resistencia a los antibióticos ya 

que permite la persistencia y re-colonización (Buddle & Fagan, 2023). La Vancomicina y el 

Metronidazol son los antibióticos de primera línea suministrados ante la CDI, siendo 

también, los causantes de la disrupción de la microbiota y pudiendo generar nichos para 

nuevas colonizaciones por C. difficile. Nuestros resultados demuestran que el extracto 

acuoso de Aloe saponaria potencia el efecto de ambos antibióticos cuando se suministran 

en combinación contra la bacteria, lo que abre las puertas para pensar en una nueva 

estrategia terapéutica ante la CDI, permitiendo reducir las concentraciones administradas 

de antibióticos a los pacientes con menor disrupción de la microbiota intestinal.  

Actualmente, pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, utilizan el gel de AV 

por vía oral como complemento o incluso como alternativa a la terapia convencional. Se 

ha demostrado, in vitro, que el gel de Aloe barbadensis Miller tiene propiedades 

antioxidantes y efectos inhibidores sobre la producción de prostaglandina E2 e y sobre la 

IL-8 (Langmead et al., 2004). Por otro lado, un estudio evaluó in vivo los efectos de los 

polisacáridos de Aloe barbadensis Miller sobre la salud general, la bioquímica sérica y la 

producción de ácidos grasos de cadena corta intestinales en ratones. Los resultados 

demostraron que los ratones con suplementación durante 14 días tuvieron una buena 

salud comparable a los del grupo control (Maiuolo et al., 2022). Además, un estudio 

aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo ofreció evidencias de que la ingesta 
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oral de 100ml dos veces al día de gel de Aloe barbadensis Miller durante cuatro semanas 

induce de manera segura, la mejoría y la respuesta clínica, así como mejores puntajes 

histológicos de la colitis ulcerosa, una enfermedad directamente asociada con 

compromiso de la barrera intestinal comprometida, en pacientes ambulatorios (Le Phan et 

al., 2021). Estos antecedentes, demuestran la seguridad y los posibles beneficios del 

consumo del extracto de AV. En general, el estado actual de la aplicación de AV es un 

tema controvertido. Si bien los beneficios indican que podría tener un alto potencial para 

ser utilizado como un excelente agente terapéutico para numerosas enfermedades, se 

han sugerido en algunos casos problemas de seguridad para su implementación. Es 

necesario realizar una evaluación más exhaustiva de la seguridad, de manera que permita 

ofrecer una visión más profunda acerca de la toxicidad del AV y facilitar su aplicación 

(Tong et al., 2021). 

Las bacterias emplean una gran cantidad de mecanismos para sobrevivir al 

tratamiento con antibióticos, siendo uno de ellos la formación de biofilm. Según el 

antibiótico administrado y las condiciones de crecimiento del biofilm es que varían los 

mecanismos de resistencia y tolerancia que pueden desarrollar (Hall & Mah, 2017). Ha 

sido demostrado que concentraciones de Metronidazol y de Vancomicina 100 veces por 

encima del valor de la CIM no son capaces de reducir el número de esporas viables en el 

biofilm formado por C. difficile (Frostid et al., 2021). Por otro lado, el extracto de Aloe 

barbadensis Miller es capaz de reducir la formación de biofilm de Enterococcus faecalis 

(Ghasemi et al., 2020). En nuestro trabajo cuando evaluamos la influencia del extracto 

acuoso de Aloe saponaria frente a la formación de biofilm de la cepa NAP1/BI/027 de C. 

difficile, se observó una tendencia a la reducción de la formación de biofilm sólo a bajas 

concentraciones de AV. Por lo que, se deberían desarrollar más ensayos para dilucidar el 

rol del AV sobre la formación de biofilm de C. difficile. Si bien el ensayo de Cristal Violeta 

es ampliamente utilizado debido a su simplicidad, bajo costo y reproducibilidad, presenta 
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ciertas limitaciones. Por un lado, ciertos compuestos derivados del gel del AV como los 

polifenoles, polisacáridos y las proteínas podrían interferir con el ensayo. Más aún, el 

ensayo permite determinar la cantidad total de biofilm formado, pero no proporciona 

información acerca de la estructura o funcionalidad del mismo. Por último, es importante 

tener en cuenta que el Cristal Violeta tiñe tanto bacterias vivas como muertas, así como la 

matriz extracelular del biofilm, por lo que deberían realizarse ensayos complementarios.  

El efecto protector del AV sobre el epitelio intestinal se encuentra ampliamente 

documentado y estudiado. Nanovesículas derivadas de Aloe barbadensis Miller, Aloe 

arborescens Miller y Aloe saponaria aumentaron la expresión de proteínas de unión 

estrecha y de unión adherente disminuyendo así la permeabilidad epitelial intestinal (Choi 

et al., 2023). Por otro lado, ha sido observado que el gel de Aloe barbadensis Miller 

mejora la expresión de mucinas, promueve la secreción y el grosor de la capa de moco 

del intestino y, en última instancia, reduce la exposición de la pared del colon a bacterias y 

otras sustancias peligrosas (Shi et al., 2021). Al utilizar una línea celular como las Caco-2, 

se pudo observar in vitro, el efecto que tiene el extracto acuoso de Aloe saponaria sobre 

la monocapa diferenciada de este linaje que desarrolla características similares a los 

enterocitos. Este modelo nos permitió evaluar el impacto del tratamiento con C. difficile, su 

secretoma o ambos sobre el epitelio intestinal y el rol del AV como agente protector.  

Por un lado, los resultados obtenidos apoyan la hipótesis del AV como un agente 

protector del epitelio ante la CDI ya que al administrarlo, se observó una disminución del 

área libre de células, lo que nos indica una mayor conservación de la integridad de la 

monocapa. Como se mencionó con anterioridad, las tres toxinas TcdA, TcdB y CDT 

provocan en las células intestinales, la alteración de las uniones estrechas entre células y, 

a su vez, inducen su apoptosis. También, conlleva al desmontaje de las fibras de actina y 

al colapso del citoesqueleto de estas células, lo que resulta en una forma redondeada y 

disminución del volumen celular (Engevik et al., 2020; Voth & Ballard, 2005). Todas esas 
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características producidas por las toxinas, se pueden visualizar en nuestros resultados, 

tanto en la Figura 11 como en la Figura 13, donde al comparar los tratamientos con los 

controles, se presentan zonas libres de células, pérdida del contacto célula-célula y, un 

cambio en la forma de las células sobrevivientes. Esto se explica ya que el secretoma de 

la cepa NAP1, incluye a las tres toxinas y otras moléculas que pueda producir la bacteria.  

Además, observamos que la zona de mucosidad se incrementa cuando se añade el 

extracto de Aloe saponaria. Cabe destacar que la mucosidad intestinal, cumple una 

función protectora permitiendo que las células epiteliales no estén en constante contacto 

con antígenos que puedan encontrarse en el lumen intestinal o con las bacterias 

constituyentes de la microbiota y desencadenar una respuesta inflamatoria por la 

activación de las células inmunitarias presente en la lámina propia. Este resultado, sienta 

las bases para proponer al AV como influyente sobre la capa de moco presente en el 

intestino y, constituye el punto de partida para continuar con la investigación del AV como 

inductor de la secreción de mucinas en el epitelio intestinal. 

Cuando observamos el efecto protector del AV sobre la monocapa, evaluamos si el 

extracto tenía un efecto directo en la viabilidad de las Caco-2 ante el tratamiento con C. 

difficile, esperando encontrar una menor proporción de células muertas. Sin embargo, por 

citometría de flujo, no se observaron diferencias significativas en la viabilidad celular ante 

el cultivo con AV comparando lo obtenido con la presencia o ausencia de AV. Por esta 

razón, puede decirse que la menor proporción de espacios libres de células encontrados 

es independiente de la viabilidad celular. 

Las uniones estrechas intestinales son estructuras complejas que contienen varias 

proteínas de membrana intercelular (como Claudinas y Ocludinas) unidas a las proteínas 

de andamiaje ZO-1, y a través de ellas, a la actina y miosina del citoesqueleto de las 

células epiteliales intestinales. Juntas, forman una barrera que dicta la absorción 

paracelular de electrolitos y macromoléculas, contribuyendo así a salvaguardar nuestro 
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cuerpo contra un lumen intestinal cargado de bacterias (Le Phan et al., 2021). Al evaluar 

la expresión de Claudina-1 observamos que el extracto de Aloe saponaria incrementa su 

expresión conservando la integridad de las uniones estrechas existentes en la monocapa 

diferenciada de Caco-2 ante el tratamiento con la bacteria y/o su secretoma. Estos 

resultados indicarían que AV protege al epitelio intestinal del efecto producido por las 

toxinas de C. difficile a través de un mecanismo que involucra una expresión sostenida de 

la Claudina-1, y que entre otros mecanismos posibles, podría contribuir a mantener la 

integridad del mismo.  

En conjunto estos resultados demuestran un amplio espectro de actividades 

biológicas del extracto de AV frente a C. difficile y su secretoma, que van desde efectos 

bacteriostáticos y co-adyuvantes a propiedades protectoras del epitelio intestinal.  
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CONCLUSIÓN 
 

Nuestros resultados demuestran que el extracto acuoso de AV inhibe el crecimiento 

de la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile y potencia la acción antimicrobiana de los 

antibióticos suministrados como primera línea ante la CDI. Además, demostramos que el 

extracto de Aloe saponaria tiene un papel clave en la conservación de la integridad del 

epitelio intestinal potenciando la mucosidad presente en el mismo y conservando las 

uniones estrechas establecidas entre células vecinas, que mantienen a su vez, la 

capacidad del epitelio de ser permeable a nutrientes, pero impermeable a patógenos. 

Estos resultados en conjunto, ponen en evidencia la potencialidad del extracto de AV 

como una terapia alternativa para el tratamiento de la CDI y otras infecciones intestinales. 
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ANEXO 

Medio BHI: 

Preparación para 1 litro: 

 BHI = 37 gramos 

 Extracto de levadura = 5 gramos 

 Cisteína al 10% = 10 mililitros 

 Taurocolato al 10% = 10 mililitros 

 

1. Se pesan los compuestos en polvo, el BHI y el extracto de levadura, y se lleva a 

volumen utilizando agua estéril de sachet. 

2. Se autoclava a 121 °C durante 20 minutos. 

3. Se preparan las soluciones de cisteína y taurocolato al 10% y se esterilizan con 

filtro de 0,22μm. El taurocolato es sensible a la luz, por lo que se debe manipular 

con la luz apagada. 

4. Una vez que el medio autoclavado se enfría, se añaden los volúmenes de 

taurocolato y cisteína. 

5. El medio se almacena a temperatura ambiente o en heladera, cubierto de la luz. 

Medio DMEM completo: 

Del volumen que se quiera preparar, se debe hacer siguiendo las siguientes proporciones: 

 1% de Penicilina-Estreptomicina 

 15% de suero fetal bovino 

 84% medio DMEM incompleto  
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