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RESUMEN

Las cinamil esterasas (CE) son enzimas responsables de la liberacion de
acidos hidroxicinamicos a partir de sus formas esterificadas presentes en la pared
celular de cereales, frutas y verduras. Entre éstos acidos, se encuentra el acido
ferdlico (AF), el cual es un compuesto fendlico con demostrada actividad
antioxidante, hipoglucemiante e hipolipemiante, que puede ser empleado en
diferentes enfermedades metabdlicas. El Sindrome Metabdlico (SM) es un conjunto
de alteraciones metabdlicas caracterizado principalmente por la presencia de
obesidad abdominal, aumento de las concentraciones de triglicéridos, disminucion
de las concentraciones de HDL-colesterol, hipertension arterial e hiperglucemia. El
SM incrementa el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular y diabetes tipo 2,
de manera que se ha convertido en un problema de salud publica importante en
todo el mundo. El objetivo de este trabajo de tesis doctoral fue evaluar el empleo de
bacterias lacticas (BL) con actividad CE en un modelo murino de SM. Se estudiaron
40 cepas de BL de las cuales se seleccionaron Lactobacillus fermentum CRL1446 (Lf
CRL1446) y Lactobacillus johnsonii CRL1231 (Lj CRL1231) por su capacidad de liberar
AF a partir de sustratos sintéticos y de salvado trigo, presentando alta actividad
feruloil esterasa (FE). Estas bacterias resistieron las condiciones del tracto
gastrointestinal manteniendo tanto la viabilidad como su actividad FE, por lo cual
fueron elegidas para realizar los estudios /n vivo. Para ello se utilizaron ratones
Albinos Suizos machos de 6 semanas de edad, los cuales fueron divididos en 4
grupos y alimentados diariamente durante un periodo de 14 semanas con una dieta
convencional (grupo control) y una dieta rica en grasa suplementada con de salvado
de trigo (3 grupos SM). Los ratones recibieron mediante gavage: agua (grupo
control y grupo SM), Lf CRL1446 (grupo SM+Lf) y Ij CRL1231 (grupo SM+L)). La
dosis de administracién fue de 10° UFC/dfa/ratdon. En los 4 grupos de estudio se
determinaron: ganancia de peso corporal (GPC), indice de adiposidad (IAd),

eficiencia alimentaria (EA), actividad FE intestinal y parametros metabdlicos (niveles
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plasmaticos de glucosa, insulina, leptina, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-
colesterol y triglicéridos). Ademas se realizo la prueba de tolerancia oral a la glucosa
(PTOG) y se determind en contenidos de intestino grueso la produccion de acidos
organicos y de metabolitos derivados del AF. Los resultados mostraron que la GPC,
el IAd, la EA, los niveles plasmaticos de colesterol total, LDL-colesterol, triglicéridos,
glucosa, insulina y leptina, como asi también el area bajo la curva en la PTOG,
tuvieron un aumento significativo en el grupo SM con respecto al grupo control. En
los grupos SM que recibieron las cepas probidticas se observd para todas las
determinaciones anteriores una reduccion con respecto al grupo SM. La actividad FE
intestinal, los niveles plasmaticos de HDL-colesterol, asi como la produccion de
acidos organicos y los metabolitos del AF en el colon, mostraron un aumento en los
ratones SM+Lf y SM+lj, respecto al grupo SM. De acuerdo a los resultados
obtenidos, la administracion oral de las cepas Lf CRL1446 y Lj CRL1231 aumenta la
actividad FE intestinal, mejorando los marcadores bioquimicos del SM, por lo cual
podria emplearse como una estrategia nutricional en la prevencion de esta

patologia.

Palabras claves: Sindrome Metabdlico, Bacterias Lacticas, Feruloil Esterasas.
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ABSTRACT

Cinnamoyl esterases (CE) are enzymes responsible for the release of
hydroxycinnamic acids from their esterified forms present in the cell wall of cereals,
fruits and vegetables. Among these acids, ferulic acid (FA) is found, which is a
phenolic compound with proven antioxidant, hypoglycemic and lipid-lowering
activity, which can be used in different metabolic diseases. The Metabolic Syndrome
(MS) is a group of metabolic disorders characterized mainly by the presence of
abdominal obesity, increased triglyceride concentrations, decreased HDL-cholesterol
levels, high blood pressure and hyperglycemia. The MS increases the risk of
developing cardiovascular disease and type 2 diabetes, so that it has become a
major public health problem throughout the world. The objective of this doctoral
thesis was to evaluate the use of lactic acid bacteria (LAB) with CE activity in a murine
model of MS. We studied 40 strains of LAB from which Lactobacillus fermentum
CRL1446 (Lf CRL1446) and Lactobacillus johnsoni CRL1231 (Ij CRL1231) were
selected for their ability to release FA from synthetic substrates and from wheat bran,
presenting high activity feruloyl esterase (FE). These bacteria withstood the
conditions of the gastrointestinal tract maintaining both the viability and their FE
activity, for which they were chosen to carry out the studies /n vivo. To this end, male
Swiss albino mice of 6 weeks of age were used, which were divided into 4 groups
and fed daily for a period of 14 weeks with a conventional diet (control group) and a
diet rich in fat supplemented with wheat bran (3 SM groups). The mice received by
gavage: water (control group and SM group), Lf CRL1446 (group SM+Lf) and Lj
CRL1231 (group SM+Lj). The administration dose was 10° CFU/day/mouse. In the 4
study groups were determined: body weight gain (BWG), adiposity index (Al), food
efficiency (FEF), intestinal FE activity and metabolic parameters (plasma levels of
glucose, insulin, leptin, total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol and
triglycerides). In addition, the oral glucose tolerance test (PTGO) was performed and

the production of organic acids and metabolites derived from AF was determined in
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large intestine contents. The results showed that BWG, Al, FEF, the plasma levels of
total cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides, glucose, insulin and leptin, as well as
the area under the curve in the PTGO, had a significant increase in the SM group
with respect to the control group. In the SM groups that received the probiotic
strains, a reduction was observed for all the previous determinations with respect to
the SM group. Intestinal FE activity, plasma levels of HDL-cholesterol, as well as the
production of organic acids and FA metabolites in the colon, showed an increase in
the SM+Lf and SM+Lj mice, with respect to the SM group. According to the results
obtained, the oral administration of the strains Lf CRL1446 and Lj CRL1231 increases
the intestinal FE activity, improving the biochemical markers of the MS, so it could be

used as a nutritional strategy in the prevention of this pathology.

Key words: Metabolic Syndrome, Lactic Acid Bacteria, Feruloy! Esterases.
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1- SINDROME METABOLICO

1.1- Antecedentes

El sindrome metabdlico (SM) constituye uno de los principales problemas de
salud publica del siglo XXI. Se trata de una entidad clinica compleja y heterogénea,
cuya expresion esta influida por factores genéticos, ambientales, sociales, culturales y
econémicos, entre otros. Como su nombre lo indica, el SM es un conjunto de
desordenes metabdlicos que se encuentra asociado a un incremento en el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares (ECV) y diabetes mellitus tipo 2 (DT2), las
cuales son dos de las principales causas de muerte en el mundo (Zimmet y col.,
2005).

Mucho se ha discutido acerca de la existencia real de este cuadro, que asocia
a la hipertension arterial, la hiperglucemia y la dislipidemia aterogénica con la
obesidad central. Para algunos autores, se trata simplemente de una asociacion
casual de distintos factores de riesgo, sin la correspondiente potenciacion del riesgo
cardiovascular. Otros, en cambio, consideran a este sindrome como la expresion
concomitante y simultanea de las distintas anomalias metabdlicas, con un elevado
perfil de riesgo.

El SM no representa un concepto nuevo, ya que desde hace muchos afios
existen publicaciones que mencionan la coexistencia de dos o mas factores de
riesgo. Su primera descripcion tuvo lugar hace casi un siglo por parte de Kylin, un
médico sueco que definid la asociacion entre hipertension, hiperglucemia y gota
(Kylin, 1923). Marafion, el fundador de la endocrinologia moderna en Espafia, sefiald
en esa misma época de manera explicita que: «la hipertension arterial es un estado
prediabético [...] este concepto también se aplica a la obesidad [..] y debe haber
alguna forma de predisposicion de caracter general para la asociacion de la diabetes

del adulto con la hipertension arterial, la obesidad y quiza también con la gota [...]
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de manera que la dieta es esencial para la prevencion y el tratamiento de todas
estas alteraciones» (Maranon, 1927). En 1947, Vague publico un articulo en el que se
llamaba la atencion sobre el hecho de que el fenotipo de obesidad con acumulacion
excesiva de tejido adiposo en la parte superior del cuerpo (obesidad de tipo
androide o masculino) se asociaba con las alteraciones metabdlicas que se
observaban en la DT2 y las ECV (Vague, 1947). Veinte afios después, Avogaro y col.
(1967) documentaron la aparicion simultanea de obesidad, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia e hipertension. Finalmente fue en 1988 que el mundo cientifico
centrd su interés en la importancia clinica del SM, luego de que Gerald Reaven
describiera la presencia de un conjunto de alteraciones metabdlicas cuyo rasgo
fisiopatologico central era la resistencia a la insulina (Reaven, 1988). Reaven
denomind a este cuadro «sindrome X» pero, de manera sorprendente, no implico la
obesidad en él; sin embargo, la obesidad se ha incluido en el concepto de SM en
todas las definiciones posteriores.

En las Ultimas décadas, la ganancia de masa corporal se ha convertido en un
tema de gran preocupacion en el mundo. Los inadecuados estilos de vida, en
especial el sedentarismo y la alimentacion rica en grasas e hidratos de carbono, han
ocasionado el aumento de peso en la poblacion, con incremento notable del
acumulo central o visceral de grasa. En vista de la epidemia actual de ECV, DT2 y
obesidad, y considerando la estrecha relacion de estas enfermedades con los
factores de riesgo que integran el SM, resulta facil entender la importancia que tiene
el estudio de esta entidad clinica.

El incremento de la prevalencia del SM es un fendmeno global. Segun datos
de la American Heart Association, el SM afecta aproximadamente al 25% de la
poblacion de adultos en el mundo; el 98% de los que lo sufren vive en paises
industrializados y el 87% de ellos tiene obesidad (https://www.heart.org). Estudios
realizados por el National Heart, Lung and Blood Institute del departamento Health
& Human Services de los Estados Unidos comprobaron que el riesgo de padecerlo

aumenta con la edad (un 24% corresponde a individuos de 20 afios, un 35% a
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mayores de 50 afios y mas del 40% en adultos mayores de 60 afios). Por otra parte,
se sabe que la prevalencia de este sindrome depende también de la raza y del
género; en este sentido los paises latinoamericanos poco a poco estan alcanzando
niveles alarmantes de SM y el escenario en Argentina no es la excepcion. Un estudio
realizado por el Instituto de Investigacion en Ciencias de la Salud - CONICET, indico
que el 27,5% de los argentinos con una edad promedio de 45 afios padece SM,
siendo la prevalencia mas elevada en varones que en mujeres (29,4% vs 27,4%,
respectivamente). Este estudio reveld que, en orden de frecuencia, los componentes
mas comunes del SM son la dislipidemia (38,3%), la presion arterial elevada (33,4%),
la obesidad (32,1%) y la diabetes (7,5%) (Diaz y col. 2018).

En términos generales, puede afirmarse que en Latinoamérica una de cada
tres o cuatro personas mayores de 20 afos, cumple los criterios para el diagndstico
de SM. La prevalencia aumenta con la edad, es un poco mas frecuente en mujeres
y se ha incrementado en las Ultimas décadas (Cardenas Quintana y col., 2009). Tal
comportamiento epidémico puede ser explicado por la participacion de diversos
factores como son la reduccion de las horas de suefio, los cambios en el estilo de
vida incluyendo el proceso de urbanizacion, el envejecimiento de la poblacion y la
malnutricion materno-infantil (Aschner, 2002). En Argentina, la poblacion total segun
el dltimo censo realizado en 2010 es de 40.091.359 habitantes. Con estos datos,
existirfan en nuestro pais unos 13.300.000 de afectados por el SM. Segun este censo,
el total de habitantes mayores de 60 afios es de 5.813.247 (el 14,5% de la
poblacion). Puede estimarse que para el 2050 uno de cada tres argentinos tendra
mas de 60 afos, y por lo tanto aumentara mas aun la incidencia del SM. Organismos
como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ya han alertado sobre las posibles
consecuencias de este hecho, de manera que urge a los gobiernos tomar medidas
que reduzcan el impacto socio-sanitario de esta situacion. Estos datos remarcan la
enorme importancia que en el sector socio-econdmico y productivo tienen el

diagndstico y prevencion adecuados del SM y sus comorbilidades.
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1.2- Definicién del SM

La primera definicion oficial de SM fue realizada por el Grupo de Trabgjo de
la OMS en 1999. Desde entonces se han propuesto diversas definiciones
alternativas. Las mas aceptadas han sido las elaboradas por el Furopean Group for
the Study of Insulin Resistance (EGIR) y por el Aqult Treatment Panel Il (ATP-III) del
National Cholesterol Eaucation Program (NCEP) (Tabla 1).

Un aspecto central en la definicion de SM propuesta por la OMS era la
descripcion biologica y fisiologica de la resistencia a la insulina. Sin embargo,
posteriormente se identificaron varias limitaciones a la definicion propuesta por la
OMS, la mas importante de las cuales se referfa a la necesidad de la técnica del
«pinzamiento» euglucémico para determinar la sensibilidad frente a la insulina. Esta
complicada técnica hizo que fuera practicamente imposible el uso de esta definicion,
tanto en la practica clinica como en los estudios epidemiolgicos.

Considerando que la definicion de la OMS podria ser demasiado compleja
para su aplicacion en multiples contextos, dado que se basaba principalmente en la
resistencia frente a la insulina, el EGIR desarrollé una version modificada de esta
definicion para que se pudiera utilizar con mayor facilidad. Esta nueva version se
basaba en las concentraciones de insulina en ayunas en lugar de la técnica del
pinzamiento euglucémico hiperinsulinémico para determinar la resistencia a la
insulina (Tabla 1). La definicion del EGIR todavia mantenia la resistencia frente a la
insulina como un componente esencial, dado que se consideraba que dicha
resistencia constituia el principal determinante etioldgico del SM. No obstante, estos
investigadores limitaron el uso de la definicion del SM a los casos en que se pudiera
cuantificar, de manera sencilla y fiable, la resistencia frente a la insulina. Por tanto, los
pacientes con diabetes fueron excluidos de esta definicion, dado que la disfuncion
de las células 3 del pancreas que caracteriza a la DT2 hace que las estimaciones de
la sensibilidad a la insulina carezcan de fiabilidad. La definicion del EGIR también

introdujo el perimetro de la cintura como medida de la adiposidad.
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Dos afios después, el NCEP introdujo la definicion ATP-III (Tabla 1). Propuesta
para su aplicacion en la practica clinica, esta definicion no incluia una cuantificacion
especifica de la sensibilidad a la insulina y adoptd un abordaje menos
«glucocéntrico», considerando por igual todos los componentes del SM. El
paréametro de cuantificacion de la obesidad seguia siendo el perimetro de la cintura,
aunque con valores umbrales superiores a los utilizados en la definicion del EGIR. La
definicion ATP-III alcanzd una gran popularidad debido a su sencillez. Sus
componentes se pueden determinar facilmente y de manera sistematica en la mayor
parte de los contextos clinicos y de investigacion.

Tornando la situacion un poco mas compleja, la American Association of
Clinical Endocrinologists (ARACE) efectud una modificacion de la definicion ATP-IIL
Esta nueva definicion estaba basada en la consideracion de que la resistencia frente
a la insulina constitufa el problema basico. La AACE recogid cuatro factores como
«alteraciones identificativas» del SM: elevacion de la concentracion de triglicéridos,
disminucion de la concentracion de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
(HDL-col), incremento de la presion arterial (PA) y aumento de las concentraciones
de glucosa, tanto en ayunas como después de la administracion de glucosa.
Diversos factores como la obesidad, el diagndstico de hipertension, la diabetes
gestacional, las ECV, los antecedentes familiares de diabetes, el origen racial
extraeuropeo, la edad superior a 40 afios y el estilo de vida sedentario fueron
considerados elementos que incrementan la probabilidad de padecer el sindrome,
mas que factores de riesgo identificativos basicos. La AACE excluyd la obesidad
como componente del SM debido a que considerd que la obesidad central era un
factor que contribuye a la aparicion de resistencia a la insulina, mas que una
consecuencia de ésta. Al excluir la obesidad como un componente basico del SM, la
definicion de la AACE generd numerosas criticas, dada la gran cantidad de datos
gue sugieren que la obesidad es un factor de riesgo importante para la DT2 y las

ECV (Eckel y col., 2005; Alberti y col.,, 2005).
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Tabla 1: Definiciones del SM propuestas por la OMS, el EGIR y el ATP-II

OMS, 1999

-Diabetes o alteracion de la
tolerancia a la glucosa o
resistencia a la insulina®; mas
dos de los  factores
siguientes:

-Obesidad: IMC>30 o CCC
>0,9 en varones o >0,85 en
mujeres.

-Dislipidemia:  triglicéridos
>1,7 mmol/L o HDL-col <0,9
en varones y <1 en mujeres.

-Hipertension: presion
arterial >140/90 mmHg.

-Microalbuminuria: excrecion
de albdmina =20 pg/min.

EGIR, 1999

-Resistencia a la insulina o
hiperinsulinemia
(Unicamente personas no
diabéticas); mas dos o mas
de los factores siguientes:

-Obesidad central: PC >94
cm en los varones o >80 cm
en las mujeres.

-Dislipidemia: triglicéridos >2
mmol/L o HDL-col <1

-Hipertension: presion
arterial > 140/90 mmHg.

-Glucemia en ayunas 26,1
mmol/L.

ATP-II, 2001

Tres o méas de los factores
siguientes:

-Obesidad central PC >102
cm en los varones o >88 cm
en las mujeres

-Hipertrigliceridemia:
triglicéridos >1,7 mmol/L

-Disminucién de HDL-col <1
mmol/L en los varones o
<1,3 mmol/L en las mujeres.

-Hipertension: presion
arterial >130/85 mmHg.

-Glucemia en ayunas 26,1
mmol/L.

IMC: indice de masa corporal; CCC: cociente entre el perimetro de la cintura y el perimetro de la cadera;

PC: perimetro de la cintura.

“Definida como el cuartil superior de la concentracion de insulina en ayunas en personas no diabéticas.

Fuente.: Zimmet y col, 2005.

Estas distintas definiciones no solo han presentado diferencias en los

componentes propuestos, sino también en los valores umbrales utilizados para

definir cada uno de los componentes, todo lo cual ha generado una confusion

considerable. La International Diabetes Federation (IDF) considerd que habia

necesidad urgente de la creacion de una herramienta diagnéstica sencilla y

universalmente aceptada, cuya aplicacion en la practica clinica fuera suficientemente

facil y que no dependiera de paréametros que solo se pueden aplicar en los

contextos de investigacion. Por ello, solicitd a su Grupo de Trabajo Epidemioldgico la

creacion de un equipo de expertos de las distintas regiones del mundo para
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establecer una nueva definicion universal del SM, en la que la obesidad central
representa un requisito necesario (Tabla 2).

Se denomina sindrome metabolico (SM) al conjunto de alteraciones
metabolicas constituido por la obesidad de distribucion central, la disminucion de las
concentraciones del colesterol unido a las lipoproteinas de alta densidad (HDL-col),
la elevacion de las concentraciones de triglicéridos, el aumento de la presion arterial

(PA) y la hiperglucemia” (Zimmet y col., 2005).

Tabla 2: Definicién del SM propuesta por la International Diabetes Federation (IDF)

fndice de masa corporal (IMC) > 30 o aumento en

Obesidad central ] . , _
perimetro de cintura (segun grupo étnico)

Mas dos cualquiera de los factores siguientes:

Aumento de los triglicéridos > 1,7 mmol/l (150 mg/dL)

< 1,03 mmol/I (40 mg/dL) en los varones

DT eia e < 1,29 mmol/I (50 mg/dL) en las mujeres

Sistolica: > 130 mmHg, o bien
Diastolica: > 85 mmHg

Aumento de la presién arterial

Incremento de la glucemia* Glucemia en ayunas = 5,6 mmol/L (100 mg/dL)

* Sila glucemia en ayunas es >5,6 mmol/L o >100 mg/dL, se recomienda la realizacion de una
prueba de tolerancia oral a la glucosa, aunque no es necesaria para definir la presencia del sindrome.
Fuente: Zimmet y col, 2005.

Uno de los sustentos de la existencia del SM como entidad clinica es una
patogenia comun para la mayoria de los casos. Actualmente, la vision fisiopatoldgica
del SM incluye dos conceptos claves:

e (Considerar a la obesidad como el eje central patogénico del SM y a la
resistencia a la insulina (RI) como una consecuencia de ésta.
e Reconocer al adipocito como una célula inflamatoria y directamente

contribuyente a la géenesis del SM.
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El SM se presenta como un estado de inflamaciéon crénica de bajo grado
inducido por hiperplasia e hipertrofia del tejido adiposo, lo que causa RI y, en
consecuencia hiperglucemia, dislipidemia aterogénica, presion sanguinea elevada,
estado hipercoagulable y disfuncion endotelial. Los eventos mas sobresalientes del

SM se ilustran en la Figura 1.

Hipenemién Hiperglucemia
(Resistencia a

la insulina)

Acumulacion
de grasa
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y densas

Figura 1: Componentes del Sindrome Metabdlico
fuente: Federacion Mexicana de Diabetes (htto.//fmdiabetes.org/sindrome-metabolico)

De modo breve, la fisiopatologia del SM puede explicarse de acuerdo a lo
detallado en la Figura 2. Los adipocitos generan acidos grasos libres (AGL), lo cual
aumenta la sintesis de las lipoproteinas, gluconeogénesis y dislipidemia. Ademas,
este hecho provoca RI y perjudica la funcion de las células ( del pancreas,
desencadenando hiperglucemia y DT2. Por otra parte, la liberacion alterada de las
adipoquinas activa el Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA), provocando
hipertension. También existe estrés oxidativo en el tejido endotelial, y un estado

proinflamatorio e hipercoagulabilidad, aumentando el riesgo de ECV (Kaur, 2014).
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Figura 2: Representacién esquemética de la fisiopatologia del SM
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AGL: Acidos grasos libres; AT2: Angiotensina 2; PAI-1: Inhibidor del activador de plasmindgeno 1; PCR: Proteina C reactiva
SRAA: Sistema renina-angiotensina-aldosterona; y SNS: Sistema Nervioso Simpético. Fuente: Kaur, 2014.

1.2.1- Obesidad central

La obesidad central es un factor de alto riesgo cardiovascular y se ha
sugerido que precede al desarrollo de los otros componentes del SM (Thaman vy
col., 2013). Inicialmente, un estado crénico de equilibrio energético positivo, causa la
formacion de nuevos adipocitos e hipertrofia (Monteiro vy col., 2009). Luego de la
expansion del tejido adiposo, puede reducirse el flujo sanguineo en los adipocitos
originandose hipoxia, lo que ha sido propuesto como una etiologia que conlleva a
necrosis e infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo. Esto conduce a un
aumento de AGL y de metabolitos bioldgicamente activos conocidos como
adipoquinas, que incluyen factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), interleuquina 6

(IL-6), leptina, inhibidor del activador de plasmindgeno 1 (PAI-1), y proteina C
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reactiva (PCR), las cuales tienen la capacidad de modular reacciones inflamatorias,
trombdticas y vasoactivas (Lau y col., 2005).

En los pacientes con SM el tejido adiposo es de predominio central, asociado
a mayor cantidad de grasa visceral comparado con la distribucion periférica de ésta
(Johnson y col.,, 2006). Los adipocitos de la grasa visceral son metabdlicamente mas
activos, liberando mayor cantidad de AGL y citoquinas inflamatorias que drenan
directamente al higado a través de la circulacion portal (Guo y col., 1999; Appel vy
col., 2005). El higado graso no alcohdlico (HGNA) es una consecuencia frecuente de
estas desregulaciones metabdlicas, y afecta la sensibilidad a la insulina (Monteiro vy

col., 2009).

1.2.2- Resistencia a la insulina (RI)

El principal contribuyente al desarrollo de RI es el exceso de AGL circulantes,
que derivan tanto de las reservas de trigliceridos (TG) del tejido adiposo sometido a
la lipasa hormono sensible, como de la lipdlisis de lipoproteinas ricas en TG por
accion de la lipasa lipoproteica en los tejidos. Cabe destacar que la inhibicion de la
lipdlisis en el tejido adiposo constituye la via mas sensible de accion de la insulina.
De este modo, al surgir RI, el incremento de la lipdlisis genera mas AGL y ello a su
vez disminuye el efecto antilipolitico de la insulina. Por otro lado, los AGL suponen
un exceso de sustrato para los tejidos sensibles a la insulina y provocan alteraciones
del sistema de sefales que regulan el metabolismo de la glucosa. Los AGL
disminuyen la captacion de glucosa mediada por insulina y se acumulan en la forma
de TG en musculos de fibra estriada y miocardio, en tanto que en el higado
aumenta la produccion de glucosa y la acumulacion de TG (Esposito y col., 2007,

Aschner, 2010).

1.2.3- Dislipidemia
La dislipidemia en el SM se caracteriza por un espectro de anomalias lipidicas

que incluye el aumento en los niveles de TG y de lipoproteinas aterogénicas de baja
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densidad (LDL) y de muy baja densidad (VLDL), como asi también la disminucion en
los niveles de HDL-col antiaterodgeno (Kaur, 2014).

Inicialmente, la lipdlisis en el tejido adiposo se ve aumentada por la alteracion
de la sefalizacion de insulina, dando como resultado un aumento de los niveles de
AGL. En el higado, los AGL son la fuente para la sintesis de TG, y también estabilizan
la produccién de apo B, la apolipoproteina que compone las particulas de VLDL,
resultando en una mayor produccion de las mismas. A continuacion, en presencia
de RI, continla incrementandose la produccién de VLDL. Estas Ultimas se
metabolizan a lipoproteinas remanentes y LDL mas pequefas y densas, las cuales

pueden promover la formacion de ateroma (Gimeno y col., 2015).

1.2.4- Hipertension

La hipertension se ha asociado con anomalias metabdlicas: obesidad,
intolerancia a la glucosa y dislipidemia (Ferranini y col., 1991). Algunos estudios han
puesto de manifiesto que la hiperglucemia y la hiperinsulinemia son capaces de
activar el SRAA mediante angiotensindgeno y angiotensina 2 (AT2), contribuyendo
al desarrollo de la hipertension en individuos con RI (Malhotra y col,, 2001). Ademas,
tanto la RI como la hiperinsulinemia estimulan el Sistema Nervioso Simpatico (SNS)
y, en consecuencia, los rifiones aumentan la reabsorcion de sodio, el corazon
aumenta el gasto cardiaco y las arterias responden con vasoconstriccion e

hipertension (Morse y col., 2005; Kaur, 2014).

1.2.5- Estado proinflamatorio y protrombético

El estado proinflamatorio se sobreafiade y contribuye a la RL. La mayor
secrecion de 1L-6 y TNF-o generados por adipocitos y macréfagos derivados de
monocitos intensifican la R, asi como la lipdlisis de los depdsitos de TG en el tejido
adiposo, que se transforman en AGL circulantes. La IL-6 y otras citoquinas
proinflamatorias también intensifican la produccion de glucosa por el higado, la

produccion de LDL y la RI en los musculos. En adicion, las citoquinas y los AGL
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aumentan la produccion de fibrinbgeno por el higado y de PAI-1 por adipocitos,
todo lo cual origina un estado protrombdtico. Los niveles mayores de citoquinas
circulantes también estimulan la produccion de PCR por el higado. La menor
produccion de adiponectina, un producto del tejido adiposo de accion
antiinflamatoria y sensibilizante a la insulina, también es parte del SM (Pattison y col.,

2009; Moschen y col., 2010; Lumeng y col., 2011).

1.3- Microbiota intestinal y SM

Los factores genéticos y ambientales (estilo de vida) estan bien caracterizados
en el desarrollo de la obesidad y las alteraciones metabdlicas relacionadas, pero
ambos no llegarian a explicar la alta prevalencia de esta patologia. En este aspecto,
la microbiota intestinal (MI) ha sido propuesta como un nuevo factor que contribuye
en el desarrollo de aumento de peso, RI, alteraciones del metabolismo de glucosa y
otros riesgos cardiometabdlicos entre los individuos. La MI es esencial en la
obtenciéon de energia «extra» procedente de la dieta, en la produccion de vitaminas
y otros componentes nutricionales esenciales. Regula muchos aspectos de la
inmunidad innata y adquirida, y protege al hospedador de la invasion de patdgenos
e inflamacion cronica. Algunos investigadores relacionan los desequilibrios en la MI
con la susceptibilidad a infecciones, desérdenes inmunoldgicos, obesidad y RI
(Diamant y col., 2011).

Existe una relacion reciproca entre el hospedador y su ML Las modificaciones
en la alimentacion provocan cambios en el nimero de bacterias, en la proporcion
de ciertos filotipos y en la transcripcion de sus genes, jugando un papel importante
en el desarrollo de factores asociados al SM.

Algunos  autores han seflalado  un aumento en la relacion
Firmicutes/Bacteroidetes en la Ml como biomarcador de la predisposicion a la
obesidad y DT2. Sin embargo, otros estudios no revelan diferencias significativas de
esta relacion entre obesos y normopesos tanto en modelos animales como en

humanos (Roberfroid y col,, 2010). A nivel de género y/o especie varios estudios han
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encontrado diferencias significativas comparando sujetos sanos con obesos vy
diabéticos. En mujeres embarazadas las investigaciones de Collado y col. (2008) y
Santa Cruz y col. (2010) relacionan el sobrepeso con un aumento en la poblacion de
patdgenos oportunistas como S. aureus (Firmicutes) y E. coli (y-Proteobacteria). Fei 'y
col. (2013) informan un aumento de la abundancia de £nterobacterias y
Enterobacter en sujetos con obesidad morbida; Caniy col. (2007) muestran ademas,
que se produce una reduccion en las poblaciones de Bifidobacteriurm; y Zhang y col.
(2010) un enriquecimiento de las poblaciones sulfato-reductoras como Desulfovibrio.
También se ha informado en obesos una mayor concentracion de Prevotella
(Bacteroidetes) y descenso en el género Bacteroides (Bacteroidetes) (Angelakis y col.,
2012).

Las modificaciones de los habitos alimentarios podrian explicar hasta el 57%
de la variacion en la composicion de la ML Esto indica que la dieta juega un papel
importante en el cambio de poblaciones de la MI, pudiendo transformar el fenotipo

saludable en una entidad inductora de SM o viceversa (Brown y col., 2012).

1.4- Probidticos y SM

Datos experimentales apuntan al uso de probiodticos como elementos
esenciales en la prevencion y tratamiento de patologias relacionadas con la
obesidad y el SM, mejorando el equilibrio de la MI, disminuyendo la sensacion de
hambre vy la adiposidad central, y mejorando el perfil lipidico y la integridad de la
mucosa intestinal con descenso del grado inflamatorio (Diamant y col., 2011).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) y la OMS han definido a los probidticos como “microorganismos vivos que
cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un beneficio en la salud
del hospedador’. Esta definicion es ampliamente aceptada y adoptada por la
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) (Hill y col,
2014). Como microorganismos probidticos se utilizan sobre todo (aunque no

exclusivamente) bacterias lacticas, principalmente de los géneros Lactobacillus y
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Bifidobacterium (Consulta de Expertos FAO, 2006). El estudio de los probiéticos
puede parecer complejo por el hecho de que la eficacia de los mismos es especifica
de cepa. Ademas los resultados obtenidos para una misma cepa y/o especie
dependen en muchos casos de la dosis y el tiempo de administracion (Marik, 2012).
Entre los beneficios de su consumo se incluyen la inmunomodulacion, actividad
antagonista frente a patégenos gastrointestinales, efectos en el metabolismo lipidico
y de la lactosa, y propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas (Cho vy col,
2009).

Los probidticos representan una estrategia nutricional prometedora para el
tratamiento de diversas enfermedades metabdlicas, entre ellas la obesidad, DT2 y
ECV, caracterizadas por un desequilibrio (disbiosis) en la composicion bacteriana de
la MI en comparacion con el patréon considerado normal. El impacto que ejerce el
consumo de probidticos sobre diferentes parametros relacionados con la obesidad
ha sido estudiado administrando distintas cepas de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium a ratones. Numerosos estudios han demostrado reduccién de peso
corporal en ratones alimentados con dietas ricas en grasa a los que, ademas de la
dieta, se les suplementaba una o varias cepas probidticas. En general, estos ensayos
mostraron también un menor peso del tejido graso de diversas localizaciones
abdominales. Sin embargo, estos estudios han puesto de manifiesto diferencias
entre especies y cepas en cuanto a su efecto anti-obesidad, asi como en cuanto a
los posibles mecanismos implicados en los hallazgos descriptos. Estos mecanismos
incluyen la modulacion de la absorcion y excrecion de grasa, la reduccion de la
endotoxemia y la inflamacion, y la modulacion de numerosos genes implicados en la

lipogénesis hepatica y/o la lipdlisis del tejido adiposo (Prados-Bo y col., 2015).

2- BACTERIAS LACTICAS
Las bacterias lacticas (BL) son, tanto desde un punto de vista filogenético
como fenotipico y ecoldgico, un grupo heterogéneo de microorganismos que

tienen en comun la capacidad de generar acido lactico como principal producto de
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la fermentacion de carbohidratos. Las BL se han venido utilizando inadvertidamente
durante miles de afios para la produccion de alimentos tales como queso y yogur.
Sin embargo, fue recién en 1857 cuando Louis Pasteur demostrd que la produccion
de acido lactico en las fermentaciones se debia a la accién de microorganismos.
Afos mas tarde, en 1873, Joseph Lister aislé de leche un microorganismo al que
denomin® Bacterium Jactis, marcando asi el inicio del estudio microbioldgico de las
BL (Stiles y col., 1997).

Las BL se encuentran en muy diferentes habitats, todos ellos ricos en
nutrientes. Se hallan presentes en alimentos de origen animal y vegetal, entre los
que cabe destacar la leche, la carne y los cereales, y juegan un papel primordial en
la obtencion de sus derivados fermentados, razén por la cual son el grupo
bacteriano con mayor importancia industrial (Caplice y col., 1999). También se
encuentran con frecuencia en el ambiente, principalmente en el suelo y las aguas
residuales (Holzapfel y col., 2001). Ademas, forman parte de la microbiota asociada
a las mucosas en el hombre y otras especies animales (Kostic y col., 2013).

En general, son microorganismos Gram-positivos y anaerobios facultativos,
que no forman esporas y son tolerantes al acido. Un rasgo clave de las BL es su
incapacidad de sintetizar porfirinas y, por lo tanto, grupos hemo, por lo que carecen
de citocromos. Al no existir un sistema de cadena de transporte de electrones, la
generacion de la energia tiene lugar mediante fermentacion, es decir, fosforilaciones
a nivel de sustrato (Khalid, 2011). Las BL carecen de una verdadera catalasa, aunque
algunos lactobacilos descomponen el perdxido mediante una pseudocatalasa que
no contiene un grupo hemo (Beyer y col, 1985). La mayoria de las BL son
anaerobias pero, a diferencia de muchos microorganismos anaerobios, pueden
crecer en presencia de oxigeno como anaerobios aerotolerantes gracias a la
posesion de peroxidasas y superoxido dismutasas (Saminen y col, 2004; Khalid,
2011; Doyle y col., 2013).

El grupo de las BL es conocido por sus complejos requerimientos nutritivos

probablemente como consecuencia de su adaptacion a ambientes ricos en
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nutrientes. Debido a su escasa capacidad biosintética dependen de un aporte
exdgeno y variable, en funcion de la especie, de carbohidratos fermentables,
proteinas, vitaminas, sales, acidos grasos o ésteres de acidos grasos y/o nucledtidos,
que precisamente pueden encontrar en nichos ecoldgicos ricos en nutrientes, como
es el caso de la leche o el tracto gastrointestinal (Khalid, 2011; Douillar y col.,, 2014).

Una importante cualidad de las BL, que ha ganado gran protagonismo en los
ultimos afios, es su «potencial probidtico». Es importante remarcar que no todas las
BL exhiben propiedades probidticas. En efecto, frecuentemente se han observado
importantes variaciones entre especies y cepas. Ademas, puede ocurrir que cepas
con caracteristicas requeridas para producir efectos beneficiosos sobre la salud, sean
inviables desde el punto de vista tecnoldgico.

Diversos estudios demuestran la incidencia positiva de las BL en la prevencion
de infecciones gastrointestinales, intolerancia a la lactosa, alergias, asi como en la
modulacion del sistema inmunitario (Dicks y col, 2010). A los multiples efectos
informados por varios autores sobre el sistema inmune, hay que sumarle la
capacidad de regular el peso corporal y controlar las alteraciones metabdlicas
inducidas por la dieta. En particular, los géneros Lactobacillusy Bifidobacterium han
demostrado mejorar la obesidad, la inflamacion y las complicaciones metabdlicas
asociadas a traves de varios mecanismos, incluyendo la inhibicion de la adhesion de
patdgenos a la mucosa intestinal, la «estabilizacion» de la MI, mejoras en la
integridad de la mucosa y la funcion de barrera comprometidas por enfermedad o
estrés, produccion de éacidos grasos de cadena corta o vitaminas, presencia de
actividades enzimaticas y actividad antioxidante, entre otras (Cani y col, 2007,
Ewaschuk y col., 2007; Amar y col,, 2011; Lakhan y col., 2011; Abeijon Mukdsi y col.,
2012; Moya-Pérez y col.,, 2015).

3- CINAMIL ESTERASAS
Diferentes cepas de BL pueden ejercer efectos beneficiosos basados en

actividades enzimaticas especificas. La presencia de actividad cinamil esterasa (CE)
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bacteriana permite la liberacion de compuestos antioxidantes absorbibles y podria
aplicarse como «criterio de seleccion» de microorganismos probidticos.

Desde hace un tiempo ha surgido el interés de dilucidar el papel beneficioso
de las esterasas en salud humana y animal como generadoras de compuestos
antioxidantes (Couteau y col,, 2001; Bhathena y col., 2008, Abeijon Mukdsi y col.,
2012). Asi, resulta relevante el estudio de las cinamil esterasas (CE), y entre ellas
principalmente las feruloil esterasas.

Las CE son un grupo de enzimas que hidrolizan ésteres conjugados de
acidos hidroxicinamicos (AH), tales como el acido cafeico, ferdlico, sinapico y p-
cumarico, los cuales se encuentran comunmente en cereales, frutas y verduras

(Figura 4) (Fazary y Ju, 2007).

COOR, COOH CooH COOH COOH
> CINAMIL P = = =
ESTERASAS
oCH, OH gHco™ "I OCH,
R4 R2 OH OH OH
R3 Acido ferilico  Ac. p-cumérico  Ac. cafeico Ac. sinapico
Hidroxicinamatos — _/
Y
Acidos Hidroxicinamicos (AH)

Figura 4: Hidrélisis de hidroxicinamatos por accion de cinamil esterasas. Los hidroxicinamatos no
pueden ser absorbidos como tales, por lo que la hidrdlisis de las uniones ésteres y la posterior
liberacion de los AH constituyen el primer paso requerido para la biodisponibilidad y metabolismo de
los mismos

Los AH son compuestos fendlicos presentes en varios alimentos y bebidas
de origen vegetal, que rara vez se encuentran en forma libre, debido a la presencia
de enlaces ésteres que los unen con otros AH (por ejemplo, acido clorogénico en el
café), con cadenas laterales pécticas (por ejemplo, acido ferulico y acido p-cumarico

en espinacas), o con azucares como xilosa, arabinosa o galactosa en la pared celular
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(Fry, 1982; Smith y Hartley, 1983). La liberacion de los AH es de gran importancia,
ya que estudios recientes demostraron los efectos antioxidantes, antiinflamatorios y
antidiabéticos de los AH libres y sus derivados (Clifford, 2000; Faulds, 2010; Oboh y
col, 2015).

La forma libre de estos acidos se puede absorber facilmente en el tracto
digestivo superior de los humanos, mientras que los acidos fendlicos esterificados no
se absorben de manera eficiente (Olthof y col., 2001; Konishi, y Kobayashi, 2005). Se
sabe que una amplia gama de bacterias y hongos pueden hidrolizar los ésteres
hidroxicinamatos (Faulds, y Williamson, 1991; Castanares y col., 1992; Donaghy y
col., 1998). Las enzimas responsables de esta hidrdlisis son las CE, entre las que se
destacan las feruloil esterasas (FE) [E.C. 3.1.1.73] capaces de liberar preferentemente
acido ferulico (AF) (Kroon, y Williamson, 1999; Fritsch y col, 2007). La aplicacién de
estas enzimas en la produccion de alimentos puede llevar a una mejora en el valor
nutricional, la calidad del producto o la composicion del aroma (Mathew, vy
Abraham, 2004). Por otro lado, se sabe que las bacterias son capaces de
incrementar la biodisponibilidad de AH en los alimentos y en el intestino humano
(Kroon y col., 1997; Couteau vy col,, 2001). Por lo tanto, la actividad CE de bacterias
que forman parte de la microbiota colénica humana, ya sea de forma natural o
como probidticos ha despertado gran interes.

Estudios anteriores se han centrado en la purificacion y caracterizacion de las
esterasas fungicas (Brezillon y col., 1996; Panagiotou y col., 2007; Kanauchi y col,,
2008; Mandalari y col., 2008) mientras que estudios mas recientes investigaron las
esterasas de BL (Lai y col., 2009; Bel-Rhlid y col., 2012; Esteban-Torres y col.,, 2013;
Raimondiy col., 2015).

El consumo regular de salvado de cereal y/o productos enriquecidos con
salvado, resulta en la ingestion de grandes cantidades de hidroxicinamatos (Garcia-
Conesa y col,, 1997). El AF es el AH mas abundante en los cereales (Andreasen y
col., 2000) y se cree que contribuye en gran medida a los efectos benéficos que

proporciona una dieta rica en salvado (Slavin y col., 1997). Se ha observado que una
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baja dosis de AH (especialmente AF) estimula la secrecion de insulina (Balasubashini
y col, 2003, 2004, Adisakwattana y col., 2008), previene el estrés oxidativo y la
peroxidacion lipidica (Srinivasan y col., 2007) e inhibe la progresion de la nefropatia
diabética (Fujita y col.,, 2008).

La liberacion enzimatica de AH a partir de las fibras presentes en los
alimentos de origen vegetal tiene lugar en los intestinos de mamiferos (Figura 5). Si
bien se ha detectado actividad FE en las células epiteliales del intestino delgado, el
mayor nivel de actividad FE se encontré en muestras de contenido intestinal
(Andreasen y col., 2001a, 2001b). Esto sugiere que «la actividad FE de las bacterias
que componen la MI es un factor clave en la liberacion y asimilacion de estos
compuestos fendlicos esterificados» (Kroon y col., 1997; Couteau y col., 2001).

La presencia de actividad CE ha sido demostrada en la microbiota del
intestino de roedores y humanos (Buchanan y col, 1996, Kroon y col, 1997;
Andreasen y col., 2001b; Couteau y col., 2001; Wang y col.,, 2004; Lai y col.,, 2009;
Abeijon Mukdsi y col. 2012 y 2013). Se ha informado que las esterasas intestinales
son capaces de hidrolizar hidroxicinamatos (ésteres ferulato y p-cumarato) liberando
asi los AH que quedan disponibles para ser absorbidos y pasar al sistema circulatorio

(Figura 5) (Buchanan y col., 1996; Bourne y col., 1999).
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Esterasas de la microbiota

Esterasas de la mucosa

Intestino Delgado

Intestino Grueso

\\ Enlace éster entre o

el AFy las cadenas
= Dimero de polisacaridos de
Hidroxicinarmato de AF la pared vegetal

Figura 5: Liberacién y absorcion de AH a nivel intestinal: (1): El salvado conteniendo los ésteres
hidroxicinamatos llega al intestino delgado; (2): Las esterasas de la mucosa intestinal pueden hidrolizar algunos
de los enlaces ésteres que unen los AH a los polimeros de la pared vegetal; (3): Algunos acidos libres pueden
ser absorbidos; (4): El salvado sin digerir llega al intestino grueso; (5) Las enzimas microbianas hidrolizan los

ésteres y liberan los acidos que son posteriormente absorbidos; (6) Los acidos son metabolizados.

En ratas, la actividad CE del intestino delgado deriva principalmente de la
mucosa, mientras que en el intestino grueso, se encuentra predominantemente en el
contenido intestinal (microbiota del lumen) (Andreasen y col,, 2001a). Debido a la
gran importancia de las CE de la microbiota intestinal en la liberacion de AH /n vivo,
los niveles de estas enzimas representan un factor critico que influye sobre la
biodisponibilidad de estos compuestos antioxidantes, entre los cuales el AF es de

especial interés por los multiples beneficios que se le atribuyen.

4- ACIDO FERULICO

El 4cido ferulico (AF) o acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico (Figura 6) es uno de
los AH mas abundantes en la naturaleza. Este acido fendlico se encuentra
principalmente en las paredes celulares de las plantas; por lo tanto, esta

ampliamente presente en productos alimenticios como salvado, granos enteros,
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frutas, verduras, y también en bebidas como el té, café y cerveza (Srinivasan y col,

2007; Zhao, y Moghadasian, 2008; Bathena y col., 2012).

HsCO 0

Y4

OH OH

Figura 6: Estructura del &cido ferdlico

En la pared celular vegetal, el AF se halla generalmente como
dihidrodimeros, cuya funcion es formar puentes entre los polimeros de xilano o
pectina. Esta estructura entrelazada aumenta la rigidez, y también se ha sugerido
que puede prevenir la biodegradabilidad de la pared celular por microorganismos
(liyama y col., 1994; Garcia-Conesa y col,, 1997; Grabber vy col, 1998). Se ha
reportado que el 90% del AF presente en los cereales se encuentra unido a los
arabinoxilanos por medio de enlaces ésteres (Scalbert y Williamson, 2000, Nackz vy
Shahidi, 2006). El salvado de cereal es particularmente rico en AF. El AF constituye
cerca del 0,60% (p/p, peso seco) en salvado de trigo; 3,1% en salvado de maiz;
0,29% en salvado de centeno; 0,03% en salvado de avena y 0,9% en la pared celular
del endospermo del arroz, (Faulds y Williamson, 1999; Topakas y col., 2007; Zhao y
Moghadasian, 2008).

Las FE rompen la unién éster de los polisacaridos con el AF, liberando
dimeros o mondmeros del mismo, a partir de la hemicelulosa de la pared vegetal.
Estas enzimas son secretadas por algunas bacterias y hongos que parasitan las
plantas, ya sea para ingresar a la célula vegetal o para utilizar el material de la pared
celular como recurso nutricional. Por lo general, las FE no son capaces de liberar por

si solas el AF a partir del material polimérico de la pared celular, de modo que
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actuan sinérgicamente con otras enzimas hidroliticas (celulasas, xilanasas, pectinasas)

(Figura 7) (Kroon y col., 1999; McAuley y col., 2004).
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Feruloil Esterasas

Figura 7: Accién de enzimas hidroliticas en la pared celular vegetal. El AF es liberado por accion de
las FE. El acceso de estas enzimas a los enlaces ésteres se ve facilitado por celulasas y xilanasas,
capaces de degradar las microfibrillas de celulosa y las cadenas de xilano de la estructura
hemiceluldsica de la pared, respectivamente. fuente. Hermoso y col, 2004

El AF es un potente antioxidante capaz de neutralizar radicales libres, como
las especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen substances) (Rice-
Evans y col, 1996) que han sido implicadas en el dafio al ADN (Lombard y col,
2005), el cancer (Hu vy col, 2011), el envejecimiento celular acelerado (Ishii y col,
1998), obesidad (Sonta y col, 2004) y DT2 (Donath y Shoelson, 2011). La
importancia fisiologica del AF y en particular, su funcion como antioxidante,
depende de la disponibilidad para ser absorbido y posteriormente interactuar con
los tejidos diana (Srinivasan y col., 2007). El AF ha demostrado un enorme potencial
como agente antioxidante, antiinflamatorio, antimicrobiano y reductor  del

colesterol, entre otros, por lo que incrementar su liberacion a partir de fuentes
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naturales, mediante el empleo de BL, resulta una estrategia bioterapeutica

promisoria en diversas patologias asociadas al SM (Figura 8).

BL con
actividad FE

Fuente natural de
/‘\ Hidroxicinamatos

Antidiabético Antioxidante

Hipocolesterolémico - ‘ Antiinflamatorio
W

Figura 8: Bioactividad del AF liberado a partir de fibras naturales por accién de BL con actividad FE

4.1- Actividad antioxidante del AF

Los seres humanos son susceptibles a la accion de radicales libres y ROS,
como el anion superdxido y radicales hidroxilo. Altas concentraciones de estas
moléculas producen estres oxidativo (EO), ya que pueden atacar y dafar
biomoléculas como las proteinas y el ADN, lo que causa enfermedad y muerte
celular. Los factores que influyen en la formacion de ROS pueden ser endégenos
(metabolismo oxidativo mitocondrial e inflamacion) y exdgenos (dieta, luz UV,

tabaquismo, consumo de farmacos). Se ha observado que elevados niveles de ROS




Introduccion

estan involucrados en varias patologias, como ECV, obesidad, DT2 y aterosclerosis
(Hulsmans y col., 2012).

Los antioxidantes reducen el riesgo de enfermedades degenerativas
asociadas a EO (Shahidi y Chandrasekara, 2015). El AF actia como agente
antioxidante mediante diferentes mecanismos: eliminando radicales libres,
absorbiendo la luz UV, regulando sistemas antioxidantes e inhibiendo ciertas
enzimas oxidativas. Ademas, es capaz de anclarse en las bicapas lipidicas de las
células con el extremo del acido carboxilico, y de esta manera puede prevenir la
peroxidacion lipidica (Ghosh y col,, 2017). Se ha demostrado que el AF elimina
radicales como el peroxido de hidrogeno, superoxido, hidroxilo y dioxido de
nitrogeno (Zhoueny col,, 1998; Ou y col,, 1999; Kayahara y col., 1999; Ketsawatsakul
y col, 2000). La actividad antioxidante del AF en términos de eliminacion de
radicales libres se atribuye en gran medida a sus caracteristicas estructurales. El
nucleo fendlico y la cadena lateral insaturada permiten la formacion de un radical
fenoxi estabilizado por resonancia. Este radical fenoxi resultante impide que se
propague una reaccion en cadena de radicales, y a menudo colisiona y se condensa
con otro radical formando un dimero conocido como curcumina (Srinivasan y col.,
2007). Cabe destacar que gracias a la presencia de enlaces insaturados conjugados,
el AF es capaz de absorber la luz UV, protegiendo asi de la oxidacion a los
compuestos sensibles a la luz (de Oliveira Silva y Batista, 2017).

Por otro lado, el AF ayuda de forma sinérgica a la accién de otros sistemas
antioxidantes. Se ha demostrado que el AF aumenta la actividad de enzimas capaces
de neutralizar los radicales libres, como ser la catalasa (CAT), superoxido dismutasa
(SOD), glutation S-transferasa hepatica y quinona reductasa hepatica y colonica. A la
inversa, el AF y sus derivados también pueden inhibir la accion de enzimas
generadoras de ROS, como la tirosinasa, y regular de forma negativa otras vias
involucradas en la muerte celular, como es el caso de la oxido nitrico sintasa
inducible (Kawabata y col,, 2000; Ou y Kwok, 2004; Mancuso y Santangelo, 2014;

Ghosh y col., 2017). Estos mecanismos antioxidantes aclaran el potencial uso del AF
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en varias aplicaciones (industria alimenticia, farmacéutica o cosmética) y son

responsables, en parte, de muchas de las actividades terapéuticas del mismo.

4.2- Actividad antiinflamatoria del AF

Varios estudios han demostrado que el AF puede actuar como un agente
antiinflamatorio. Este acido puede inhibir la produccion y regular la expresion de
citoquinas pro y antiinflamatorias, respectivamente (Ou y Kwok, 2004; Ghosh vy col.,
2017). Los macrofagos desempefian un papel central en la inflamacion cronica y
aguda, produciendo grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias 'y
mediadores inflamatorios, como ROS, &xido nitrico (NO), TNF-a y prostaglandina E2.
Se ha demostrado que el AF disminuye los niveles de prostaglandina E2, NO,
proteina inflamatoria de macréfagos 2 (MIP-2) y TNF-a (Ou y col., 2003). También
se demostréd que el AF reduce la produccion de interleuquina 8 (IL-8), un factor
quimiotactico de neutrdfilos, in vitro e in vivo, en respuesta a infecciones por el virus

de la influenza (Hirabayashi y col., 1995).

4.3- Actividad antimicrobiana del AF

El AF ha demostrado importantes efectos antimicrobianos contra levaduras,
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Cho y col, 2000). También ha
demostrado inhibir a varios microorganismos residentes del tracto gastrointestinal
humano, entre ellos Klebsiella pneumoniae,  Escherichia col,  Pseudomonas
aeruginosa 'y Shigella sonne/ (Lo y Chung, 1999; Tsou y col, 2000). La actividad
antimicrobiana del AF se ha correlacionado con la inhibicion de la arilamina N-
acetiltransferasa bacteriana (Lo y Chung 1999). En términos de actividad antiviral,
Edeas y col. (1995) demostraron la inhibicion in vitro del virus del SIDA por AF

usando una linea celular infectada.
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4.4- AF como agente anticancerigeno

La capacidad antioxidante del AF es responsable de una serie de efectos
citoprotectores contra el cancer. Al neutralizar ROS e inducir la actividad de enzimas
citoprotectoras tales como SOD, CAT, vitaminas A, C y E, el AF ayuda a prevenir la
peroxidacion de lipidos y el dafio al ADN, las proteinas y las membranas celulares.
Este efecto se demostrd en linfocitos de rata, células Hela (cancer de cuello de
Utero) y células NCI-H460 (cancer de pulmon). También se ha informado que el AF
puede inhibir la actividad telomerasa en células de adenocarcinoma (Kumar y Pruthi,

2014; Mancuso y col,, 2014; Ghosh y col., 2017).

4.5- AF como agente antidiabético

El AF también ha demostrado efectos antidiabéticos. Se ha informado que
una dosis de 10-40 mg/kg de masa corporal, reduce los niveles de glucosa en
sangre en ratas hembras con diabetes inducida por estreptozotocina (STZ)
(Balasubashini y col, 2004). Ademas, la administracion de AF conduce a una
expansion de los islotes pancreaticos, aumentando la masa de células B,
promoviendo asf la secrecion de insulina y la utilizacion de sacarosa en estos
animales (Balasubashini y col., 2004). De hecho, Prabhakar y col. (2013) propusieron
que el AF podria actuar de forma sinérgica con los farmacos antidiabéticos

disponibles actualmente, para controlar la diabetes y sus complicaciones asociadas.

4.6- AF como agente hipocolesterolémico

Se ha demostrado que el AF es capaz de reducir el colesterol. Cuando se
administré por via oral a ratas, redujo significativamente las concentraciones de
colesterol unido a las lipoproteinas LDL y VLDL, mientras que también aumento los
niveles de HDL-col (Kamal-Eldin y col., 2000; Kim y col.,, 2003). Ademas, Son y col.,
(2010) demostraron que la administracion de AF a ratones alimentados con una
dieta con alto contenido de grasa, tuvo un efecto hipolipidemico, promoviendo un

aumento de la excrecion fecal de colesterol vy triglicéridos, asi como inhibiendo la
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biosintesis de acidos grasos. La capacidad del AF para reducir los niveles de
colesterol en plasma de ratones se compar¢ incluso con la del clofibrato, un farmaco

empleado para reducir el colesterol y los triglicéridos en sangre (Paiva y col.,, 2013).

/ Ante las limitaciones y deficiencias que se presentan actualmente enh
referente a la prevencion y tratamiento del SM, esta claro que existe la necesidad
de desarrollar nuevas estrategias que permitan contrarrestar sus mdltiples efectos
penudiciales. En este sentido, las bacterias probioticas constituyen una alternativa
sequra y natural. Las BL con actividad FE permiten aumentar la biodisponibilidad

de AF a nivel intestinal, lo cual podria inducir cambios metabdlicos que resulten

kmnef/c/osos en individuos que desarrollan SM. /
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el empleo de bacterias lacticas (BL) con actividad cinamil esterasa (CE)
en un modelo murino de sindrome metabdlico (SM), como una posible estrategia

nutricional para la prevencion de esta patologia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS (OE)

OE1- Seleccionar BL de origen alimentario o intestinal humano con actividad FE

generadoras de acidos hidroxicinamicos.

OE2- Estudiar el efecto de diferentes fuentes de carbono y de las condiciones del

tracto gastrointestinal sobre la actividad FE de las BL seleccionadas.

OE3- Estandarizar un modelo experimental de SM inducido por una dieta rica en

grasa en ratones.

OE4- Evaluar el efecto de la administracion oral de la/s bacteria/s seleccionada/s

sobre la actividad CE intestinal y biomarcadores en el modelo experimental de SM.

OE5- Realizar estudios tecnoldgicos preliminares: Optimizar el disefio de

microcapsulas con la/s bacteria/s seleccionadas y evaluar su funcionalidad /n vivo.

35



MATERIALES Y
METODOS




Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS GENERALES

1- Microorganismos
Las cepas de bacterias lacticas (BL) utilizadas en este trabajo de tesis se
detallan en la Tabla 3. Las mismas fueron obtenidas de la Coleccion de Cultivos del

Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA), Tucuman, Argentina.

Tabla 3: Cepas de bacterias lacticas estudiadas

Género y Especie Codigo CRL Origen
Lactobacillus acidophilus CRL43 Queso regional
Lactobacillus acidophilus CRL644 Producto lacteo
Lactobacillus acidophilus CRL1O14 Heces de infantes

Lactobacillus coryniformis subsp. torquens CRL999 Establo lechero

Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis CRL1I001 Ensilado

Lactobacillus fermentum CRL574 Heces
Lactobacillus fermentum CRL722 Desconocido
Lactobacillus fermentum CRL944 Boca humana
Lactobacillus fermentum CRL955 Boca humana
Lactobacillus fermentum CRL973 Remolacha fermentada
Lactobacillus fermentum CRL1408 Saliva humana
Lactobacillus fermentum CRL1446 Queso de Cabra

Continla en pagina siguiente
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Tabla 3: Cepas de bacterias lacticas estudiadas

Género y Especie Codigo CRL Origen
Lactobacillus fructivorans CRL941 Desconocido
Lactobacillus fructivorans CRL977 Sake
Lactobacillus helveticus CRL974 Queso Suizo
Lactobacillus helveticus CRL1062 Queso Gruyere
Lactobacillus johnsonii CRL1231 Heces de adulto
Lactobacillus mucosae CRL573 Heces
Lactobacillus plantarum CRL41 Quesos
Lactobacillus plantarum CRL46 Quesos
Lactobacillus plantarum CRL350 Suelo de alta montafia
Lactobacillus plantarum CRL352 Suelo de alta montafia
Lactobacillus plantarum CRL353 Suelo de alta montafia
Lactobacillus plantarum CRL382 Suelo de alta montafia
Lactobacillus plantarum CRL681 Embutidos
Lactobacillus plantarum CRL725 Bagazo
Lactobacillus plantarum CRL759 Harina
Lactobacillus plantarum CRL936 Harina

Continla en pagina siguiente
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Tabla 3: Cepas de bacterias lacticas estudiadas

Género y Especie Codigo CRL Origen
Lactobacillus plantarum CRL1449 Leche de oveja
Lactobacillus plantarum CRL1471 Leche de cabra
Lactobacillus plantarum CRL1614 Embutidos

Lactobacillus reuteri CRL1101 Intestino humano
Lactobacillus reuteri CRL1097 Desconocido
Lactobacillus reuteri CRL1099 Desconocido
Lactobacillus reuteri CRL1098 Desconocido
Lactobacillus reuterr CRL1100 Desconocido
Lactobacillus reuteri CRL1101 Desconocido
Pedlicoccus pentosaseus CRL761 Harina
Pedlicoccus pentosaseus CRL764 Harina
Weisella contusa CRL570 Heces

2- Medio y condiciones de cultivo

Las BL se cultivaron en medio Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (De Man y col,
1960). La activacion se realizd mediante tres pases sucesivos en caldo MRS. Las
células fueron inoculadas al 2% (v/v) en el medio elegido e incubadas a 37°C sin

agitacion durante 16 horas.
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Medio MRS: Peptona 10 g; extracto de levadura 5 g; extracto de carne 5 g; glucosa
20 g; tween 80 1 mL; acetato de sodio 5 g; citrato de amonio 2 g; sulfato de

magnesio 0,1 g; sulfato de manganeso 0,05 g; agua destilada 1 L; pH 6,5.

3- Conservacion de los cultivos

A corto plazo: Los cultivos overnight (fase exponencial tardia de crecimiento)
fueron inoculados al 2% (v/v) en caldo MRS o en leche descremada reconstituida
(LDR) 10% (p/v) y conservados a 4°C. Esto permitio conservar las cepas por periodos

de aproximadamente 1-3 meses.

A largo plazo: Se colocod en viales estériles 1 mL del cultivo activo + 1 mL de
glicerol 20% (v/v) estéril y se conservd a -20°C. También se optd por cosechar
células a partir de un cultivo overnight, lavarlas con solucién fisiologica (SF) estéril,
resuspenderlas en 3 mL de LDR 10% (p/v) + extracto de levadura 0,5% (p/v) +

glicerol y conservarlas a -80°C.

4- Esterilizacién de los medios de cultivo
Salvo en casos en que se indique otro metodo, los medios de cultivo

empleados fueron esterilizados en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

5- Anélisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism version 6.00
para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Los resultados son medias
de dos o tres experimentos independientes + error estandar (ES). Las diferencias
entre grupos consideradas estadisticamente significativas  (p<0,05) fueron
determinadas con el Student’s t-test (multiple test —t). Las correcciones para

multiples comparaciones fueron corregidas con el método de Sidak-Bonferroni.
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MATERIALES Y METODQOS
CAPITULO 1

BACTERIAS LACTICAS CON ACTIVIDAD FERULOIL ESTERASA

1.1- Seleccién de BL con actividad feruloil esterasa (FE) mediante ensayos /in vitro

1.1.1- Evaluacion cualitativa de la actividad FE

La capacidad de hidrolizar etil ferulato (actividad FE) se evalué en todas las
cepas de BL mencionadas en la Tabla 3, de acuerdo a la metodologia descripta por
Abeijon Mukdsi y col. (2012). Se empled como sustrato etil ferulato (Sigma-Aldrich,
MO, EE.UU.) al 1% (p/v) en metanal, el cual se adiciond en una concentracion de 1
g/L (4,5 mM) a un medio de cultivo MRS agar sin glucosa. Se practicaron pocillos de
aproximadamente 0,5 cm de diametro donde se sembraron 50 pL de las
suspensiones bacterianas en solucion fisiologica (SF). Las placas se incubaron a 37°C
durante 24 a 72 h, hasta evidenciar la formacion de un halo claro alrededor de los
pocillos indicando la hidrdlisis del etil ferulato (EtF). Se utilizd como control positivo

la cepa L. fermentum ATCC14932 (aislada de saliva humana) (Donaghy y col., 1998).

1.1.2- Evaluacién cuantitativa de la actividad FE

Las cepas que mostraron la aparicion de halos claros en el medio agarizado
en un menor tiempo de incubacién (24 h o menos), se activaron en medio MRS, se
lavaron dos veces con buffer fosfato salino (PBS) pH 7, y se resuspendieron en el
mismo buffer hasta alcanzar una DO ~1,0. Posteriormente se inocularon (2%, v/v)
en caldo MRS sin glucosa suplementado con EtF (1,5 mM) y se incubaron a 37°C. Se
tomaron alfcuotas de 1 mL alas 0, 3, 6,9, 12 y 24 h. Las células se cosecharon por
centrifugacion (10000 rpm, 10 min, 4°C) y las cantidades de EtF consumido y acido
ferulico liberado se determinaron en los sobrenadantes por cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLQ).
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1.1.3- Determinacién de acido ferulico (AF) y sus ésteres

Las muestras se analizaron por HPLC en fase reversa en un cromatdgrafo con
detector UV (Knauer, Berlin, Alemania). La separacion de los compuestos se llevd a
cabo en una columna C18 (Reprosil-Pur ODS 250 mm largo, 4,6 mm d.i, 3,5 ym
espesor, Dr Maisch GmbH, Ammerbuch, Alemania). Se inyectaron 20 uL de muestra
y se eluyd en condiciones isocraticas con 1 mL/min de la fase mévil compuesta por
agua, acetonitrilo y acido acético (en proporcion 69%, 30% vy 1%, v/v,
respectivamente). Los compuestos de interés se detectaron a 320 nm y sus

concentraciones se calcularon a partir de curvas de calibracion estandar.

1.1.4- Evaluacién del crecimiento bacteriano

La viabilidad celular se determind a las 0, 3, 6, 9, 12 y 24 h de cultivo en
medio MRS sin glucosa suplementado con EtF (1,5 mM). Se sembraron las diluciones
seriadas apropiadas sobre MRS agar y los resultados se expresaron como Log
UFC/mL luego de 48-72 h de incubacion a 37°C. Como control se emplearon las

cepas inoculadas en medio MRS sin glucosa y sin el agregado de EtF.

1.2- Influencia de diferentes fuentes de carbono sobre el crecimiento de BL

Las cepas de BL seleccionadas (previamente activadas, lavadas con PBS pH 7
y resuspendidas en el volumen original) se inocularon (2% v/v) en un medio minimo
(MM) suplementado con diferentes fuentes de carbono (0,5% p/v): Glucosa, Xilosa,
Arabinosa, Fructosa, EtF y Acido clorogénico. El crecimiento bacteriano se evalué en
cada uno de estos seis medios por turbidimetria, midiendo la densidad optica a 560
nm (DOse0) con un lector de microplacas (VersamaxTM, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EE.UU.). Se realizaron mediciones a las 0, 6, 12, 24 y 30 h de
incubacion (37°C) y se graficaron las curvas de crecimiento correspondientes (DO560
vs tiempo). Como control se emplearon las cepas inoculadas en MM sin el agregado

de fuente de carbono
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Medio Minimo (MM): Peptona de carne 5 g; extracto de levadura 5 g; sulfato de

magnesio 1 g; tween 80 0,5 mL; agua destilada 1 L.

1.3- Influencia de diferentes fuentes de carbono sobre la actividad FE de BL

1.3.1- Obtencién de suspensiones celulares

Las BL seleccionadas se cultivaron durante 6 horas (fase logaritmica de
crecimiento) en los medios de cultivos mencionados en el item [2: (MM,
MM+Glucosa, MM+Xilosa, MM+Arabinosa, MM+Fructosa, MM+EtF, MM+Acido
clorogénico). Las células se cosecharon por centrifugacion (10000 rpm, 10 min), se
lavaron y se resuspendieron (30% p/v) en PBS pH 7 obteniéndose las diferentes

suspensiones celulares.

1.3.2- Determinacién de actividad FE

La actividad FE se determin® por incubacion de las distintas suspensiones
celulares en buffer PBS pH 7 adicionado con metil ferulato (1 mM) como sustrato.
Las mezclas de reaccion se incubaron a 37°C durante 3 h y las reacciones
enzimaticas se detuvieron por la adicion de acido acetico glacial (2 mM, pH 2,5). Las
muestras se filtraron y el AF liberado se determind por HPLC segun lo descripto

anteriormente en el item 1.1.3.

Actividad FE: Se define una unidad (U) de actividad enzimatica como la cantidad de

enzima que libera 1 uymol de AF por hora.

Actividad especifica: U/miligramo de células (peso seco)

1.4- Resistencia de las BL a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal (TGI)
Las células cosechadas a partir de un cultivo activo de 16 h se lavaron con
buffer PBS pH 7 y se resuspendieron en jugo gastrico artificial de pH 3 y pH 4, por

separado. Ambas suspensiones se incubaron a 37°C durante 2 h con agitacion.
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Posteriormente, estas suspensiones celulares se centrifugaron (8000 rpm, 15 min) y
las células se resuspendieron en jugo intestinal artificial de pH 8. Se incubd
nuevamente a 37°C durante 2 h con agitacion (Zarate y col,, 2000). Se tomaron
muestras (1 mL) antes y después de cada una de las incubaciones y las mismas se
sembraron en medio MRS agar. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 h y se
realizo el recuento de las células viables. Los resultados fueron expresados como
Log UFC/mL.

Ademas de la viabilidad, se evalué paralelamente la actividad FE de las BL
antes (tiempo inicial) y después (tiempo final) del pasaje simulado por el TGI, segun

la metodologia descripta en el item 1.3.2.

Composicion del jugo géstrico artificial: NaCl 125 mM, KClI 7 mM, NaHCO3 45 mM,

pepsina 3 g/L, HCl en concentracion variable entre 80 a 100 mM para ajustar a pH.

Composicion del jugo intestinal artificial: Sales biliares (Oxgall, Sigma-Aldrich, MO,

EE.UU.) 0,3% (p/v) y pancreatina (ICN Biomedicals, OH, EE.UU.) 0,1% (p/v). El pH se
ajusto a 8 con NaOH 5 M.

1.5- Hidrdlisis de la fibra de salvado de trigo

1.5.1- Liberacién de AF a partir de salvado pre-tratado con xilanasa

En diferentes tubos se pre-incubaron 100 mg de salvado de trigo estéril con
750 L de xilanasa (5U) durante 18 h a 37°C. Luego se afiadieron 750 uL de:
a) Suspensiones bacterianas de L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 vy L.
Jjohnsonii CRL1231 (por separado).
b) NaOH 1M (hidrdlisis alcalina).
) PBS pH 7 (control).

Las muestras se incubaron a 37°C durante 18 h, se centrifugaron (8000 rpm,

10 min) y se recuperaron los sobrenadantes. Se adiciond HCI (37%) hasta llegar a un
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pH final de 2 y se determind la cantidad de AF liberado por HPLC. Estos mismos

sobrenadantes se utilizaron también para determinar la capacidad antioxidante.
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MATERIALES Y METODQOS
CAPITULO I

ESTANDARIZACION DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE SINDROME METABOLICO

IL.1- Analisis composicional de dietas comerciales para ratones

Se utilizaron dos dietas comerciales para ratones: dieta balanceada
convencional [DC] (Asociacion de Cooperativas Argentinas, Division Nutricion
Animal, San Nicolas, Buenos Aires, Argentina) y dieta rica en grasa [DRG] (Dyets
Version of the AIN-93G Based Induced Obesity - Diet with 60% Fat Dervied Calories
- EE.UU).

Ambos alimentos fueron analizados quimica y nutricionalmente en el
Laboratorio de Evaluacion de Alimentos del Instituto Superior de Investigaciones
Bioldgicas (INSIBIO), Tucuman, Argentina. Se aplicé la metodologia AOAC (2000)
para realizar las siguientes determinaciones:

Humedad: Se determind por secado hasta peso constante a 100°C segun metodo
AOAC 925.09.

Cenizas: Se determinaron en mufla a 500-550°C hasta peso constante segun
método AOAC 923.03.

Proteinas: Se utilizod el método de Kjeldahl (AOAC 984.13).

Lipidos: Se aplicd el método de extraccion por Soxhlet utilizando éter de petrdleo

(AOAC 920.39).

Fibra dietaria total: Se trabajo por duplicado aplicando el método enzimatico-
gravimétrico (AOAC 985.29). Se utilizd el kit comercial de Megazyme® que contiene
las enzimas a-amilasa termoestable, proteasa y amiloglucosidasa. Luego de una
serie de tres digestiones enzimaticas al pH especificado, en bafio termostatizado con
agitacion, se precipito la fibra soluble con etanol 96°. Las muestras se filtraron al
vacio en un filtro Duran-Schott® N° 3 con celite®, se lavaron con acido, se secaron

hasta peso constante en estufa a 100°C y se pesaron. El porcentaje de fibra dietaria
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total se obtuvo corrigiendo el peso del residuo seco luego de restar el porcentaje de
proteina y cenizas determinados en los duplicados.

Carbohidratos disponibles (CH): Se calculd por diferencia segun:

%CH = 100 - (%Humedad + %Cenizas + %Proteinas + %Grasas + %Fibra Total)
Los datos analiticos se expresaron en g por 100 g de muestra (base himeda).
Los resultados fueron expresados como promedio + desviacion estandar de 3

determinaciones independientes.

IL.2- Formulacién de DRG suplementada con salvado de trigo

El alimento comercial rico en grasa (Dyets Version of the AIN-93G) se triturd
y se suplementd con 7% (p/p) de salvado de trigo (de manera tal que el contenido
de fibra resultara similar al del alimento convencional). La mezcla se amaso
manualmente y posteriormente se modelaron los pellets. Los mismos se

conservaron en heladera a una temperatura de 4°C hasta su utilizacion.

IL.3- Estandarizacién de un modelo experimental de Sindrome Metabdlico (SM)

I1.3.1- Animales y dieta

Se trabajo con ratones machos de dos cepas presentes en el bioterio de
CERELA (BALB/c y Albinos Suizos) y de dos edades: recién destetados (3 semanas) y
adultos (6 semanas). Los mismos fueron mantenidos en jaulas a una temperatura de
22+2°C con ciclos de luz-oscuridad de 12 h y se les administro alimento y agua de
bebida ad /ibitum durante 14 semanas.

Un grupo de animales fue alimentado con dieta convencional [DC] (grupo
Control) y otro grupo recibi6 la dieta rica en grasa suplementada con 7% (p/p) de
salvado de trigo [DRG+s] (Grupo SM). Los grupos experimentales fueron en total
ocho (n=6 por grupo): Control BALB/c destete, SM BALB/c destete, Control BALB/c
adulto, SM BALB/c adulto, Control Suizo destete, SM Suizo destete, Control Suizo
adulto y SM Suizo adulto (Tabla 4).
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Tabla 4: Grupos experimentales de ratones

Ratén BALB/c Suizo
Edad Destete Adulto Destete Adulto
Alimento DC DRG+s DC DRG+s DC DRG+s DC DRG+s

Clgijelolm Control SM Control SM Control SM Control SM

DC: Dieta convencional DRG+s: Dieta rica en grasa suplementada con 7% (p/p) de salvado de trigo

I1.3.2- Peso Corporal

Los 8 grupos de ratones fueron pesados diariamente durante un periodo de
14 semanas utilizando una balanza electronica (ACCULAB, EE.UU.) con una
sensibilidad de 0,01 g. El peso (g) para cada grupo, se expresé como un promedio

de los valores obtenidos.

I1.3.3- Glucemia

Cada dos semanas se determinaron los niveles de glucosa en sangre. Para
ello, los animales fueron sometidos a un ayuno de 12 h y las muestras de sangre se
obtuvieron del apice de la cola de los ratones, practicando un ligero corte con
bisturf. La concentracion de glucosa sanguinea se midio utilizando un glucometro

(ACCU-CHEK Active de Laboratorios Roche, Argentina).

I1.3.4- Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG)

La PTOG se realizd de acuerdo al metodologia descripta por Gauffin-Cano y
col. (2013). A las 14 semanas, y previo ayuno de 12 h, los ratones recibieron por via
oral (gavage) una solucion de glucosa 60% (p/v). La dosis de administracion fue de

2g/kg de peso corporal. Las mediciones de glucemia se realizaron cada 30 minutos,
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durante un periodo de 2 horas (0, 30, 60, 90 y 120 min) segun las indicaciones del

apartado I1.3.3.

I1.3.5- Sacrificio y obtencién de plasma

Los animales fueron anestesiados por inyeccion intraperitoneal de una
mezcla de ketamina-xilacina [ketamina (100 mg/kg) + xilacina (5 mg/kg)]; Richmond
Division Veterinaria S.A., Bs. As., Argentina)]. Posteriormente se realizd una puncion
cardiaca para extraer sangre, la cual fue colectada en tubos conteniendo é&cido
etilendiaminotetraacético  (EDTA)  (Wiener Lab., Rosario, Argentina) como
anticoagulante. Las muestras fueron centrifugadas (2500 rpm, 10 min) y el plasma
fue recuperado de la capa superior y almacenado a -20°C hasta su procesamiento.

Los experimentos se llevaron a cabo en estricta conformidad con las
recomendaciones de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del
bioterio de CERELA y siguiendo el protocolo experimental (CRL-BIOT-EF-2012/1A)

aprobado por el Comité de Etica de la institucion.

I1.3.6- Perfil Lipidico

A las 14 semanas, se determinaron en plasma: Colesterol Total, HDL-
Colesterol, LDL-Colesterol vy Triglicéridos. Las determinaciones se realizaron
mediante métodos enzimaticos, utilizando kits comerciales (Wiener Lab, Rosario,

Argentina).
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MATERIALES Y METODQOS
CAPITULO I

ADMINISTRACION ORAL DE BACTERIAS LACTICAS CON ACTIVIDAD FE EN UN
MODELO MURINO DE SINDROME METABOLICO

I1.1- Administracion oral de las BL seleccionadas

I.1.1- Preparacién de las suspensiones de BL

Las cepas L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 fueron inoculadas al
2% (v/v) en 50 mL de caldo MRS e incubadas a 37°C durante 12 h. Se cosecharon
por centrifugacion (10000 rpm, 10 min) y se lavaron 2 veces con SF estéril. Las
células se resuspendieron en agua de bebida estéril y se realizaron las diluciones

necesarias para obtener suspensiones bacterianas en el orden de 10° UFC/mL.

I1.1.2- Animales, dieta y administracion de las BL

Se utilizaron ratones Albinos Suizos machos de 6 semanas de edad. Los
mismos fueron divididos en 8 grupos experimentales (n=8 por grupo) y se les
suministro alimento y agua de bebida ad /ibitum, siguiendo las indicaciones del
apartado 11.3.1. Los tiempos de alimentacion evaluados fueron 7 semanas (1°
sacrificio) y 14 semanas (2° sacrificio).

En los dos periodos estudiados los animales fueron alimentados con DC
(grupo Control) y DRG+S (3 grupos SM). Ademas, recibieron diariamente por via
oral (gavage) un volumen de 100 pL de agua (grupo Control y grupo SM) o de
suspensiones bacterianas (10° UFC/mL) de L. fermentum CRL1446 (grupo SM+Lf) y
L. johnsonii CRL1231 (grupo SM+Lj). La dosis de administracion de las cepas fue de

10° UFC/dia/ratén (Tabla 5y Figura 9).
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Tabla 5: Grupos experimentales evaluados a las 7 y 14 semanas de alimentacién

Control DC Agua

SM DRG+s Agua
SM+Lf DRG+s L. fermentum CRL1446
SM+Lj DRG+s L. johnsonii CRL1231

DC: Dieta convencional DRG+S: Dieta rica en grasa suplementada con 7% (p/p) de salvado de trigo

Alimentacién

7 semanas (4 grupos)
Ratones 14 semanas (4 grupos)

.-»\

Dieta convencional

albinos suizos
machos
(6 semanas)

Agua

Dietarica en grasa
+7 % (p/p) salvado de trigo

Ganancia de peso corporal
Eficiencia alimentaria
indice de adiposidad
Actividad FE intestinal
Estado metabdlico

Estado oxidativo

Determinaciones :>

Figura 9: Grupos experimentales y protocolo de alimentacion

I.2- Ganancia de peso corporal y Eficiencia alimentaria
Para evaluar la ganancia de peso corporal los ratones fueron pesados al

inicio de la experiencia y al cabo de las 7 y 14 semanas. Ademas, se monitored
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diariamente la cantidad de alimento ingerido por los animales. Se utilizd una

balanza electrénica (ACCULAB, EE.UU.) con una sensibilidad de 0,01 g.

La ganancia de peso corporal (GPC) se calculd de la siguiente manera:

GPC (g) = Peso corporal final (g) - Peso corporal inicial (g).

El indice de eficiencia alimentaria (EA) se expreso de la siguiente manera:

EA= GPC (g) / Cantidad de alimento consumido (g)

II.3- Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG)

Se realizé la PTOG segun lo descripto en el apartado 11.3.4. Se graficaron las
correspondientes curvas de tolerancia (concentracion de glucosa vs tiempo) y se
determinaron las areas bajo la curva de los diferentes grupos experimentales a las 7

y 14 semanas.

I1.4- Prueba de Tolerancia Oral a la Sacarosa (PTOS)

A las 14 semanas, y previo ayuno de 12 h, los ratones recibieron por via oral
(gavage) una solucion de sacarosa 60% (p/v). La dosis de administracion fue de
2g/kg de peso corporal. Las mediciones de glucemia se realizaron cada 30 minutos,
durante un periodo de 2 horas (0, 30, 60, 90 y 120 min) segun las indicaciones del

apartado I1.3.3 (Tomaro-Duchesneau y col.,, 2014).

I.4.1- Inhibicién de la actividad o -glucosidasa

La capacidad inhibitoria de la actividad o-glucosidasa se determind en L.
fermentum CRL1446 y L. johnsoni CRL1231 empleando p-nitrofenil o-D-
glucopiranésido (0-NPG) como sustrato. La mezcla de reaccion conteniendo PBS pH
6,5 estéril (200 pL), p-NPG (8 uL), suspension bacteriana (10 ul) y a-glucosidasa
(0,17 U/mL, Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.) se incubd a 37°C durante 20 min. La

cantidad de p-nitrofenol liberado fue cuantificado por medicion de la absorbancia
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inicial y final a 405 nm utilizando un lector de microplacas (VersamaxTM, Molecular

Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.) (Liy col., 2016).

II.5- Sacrificio y obtencién de plasma
Los animales fueron sacrificados al final de las semanas 7 y 14, y se obtuvo el

plasma segun el procedimiento descripto en el apartado I1.3.5.

I1.6- Recoleccion de 6rganos

Luego del sacrificio se procedio a la extraccion de diferentes 6rganos: higado,
intestino grueso, tejido adiposo mesentérico (TAM) vy tejido adiposo epididimal
(TAE).

Se pesaron las muestras de TAM y TAE vy el Indice de adiposidad (IAd) fue

calculado utilizando la ecuacion:

IAd = [(Peso de TAM + Peso de TAE) / Peso corporal] x 100

II.7- Preparacién de extractos de higado

Los extractos de higado fueron obtenidos segun la metodologia descripta
por Caetano y col. (2013). El higado de cada ratéon fue disgregado y homogenizado
a 4°C con buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7,5 suplementado con EDTA 1 mM
y ditiotreitol 3 mM; para ello se utilizd una relacion volumen de buffer/peso de
higado de 5/1. Los homogenatos fueron centrifugados (8000 rpm, 30 min, 4°C) y
los sobrenadantes fueron empleados para la determinacion de las actividades

enzimaticas.

II.7.1- Determinaciéon de actividad Glutation Peroxidasa (GPx)
La actividad GPx fue determinada segun el protocolo descripto por Flohe y

Gunzler (1984), midiendo la velocidad de oxidacion del NADPH a 340 nm.
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Actividad GPx: Se definid una unidad (U) de actividad enzimatica como la cantidad

de enzima que produce 1 nmol de NADP oxidado por minuto.

Actividad especifica: U/g de higado.

II.7.2- Determinacion de actividad Glutation Reductasa (GR)

La actividad GR fue determinada por el método de Esterbauer y Grill (1978).
Se midio la velocidad de oxidacion del NADPH (disminucion de la absorbancia a 340
nm).
Actividad GR: Se definid una unidad (U) de actividad enzimatica como la cantidad de

enzima que produce 1 nmol de NADP oxidado por minuto.

Actividad especifica: U/g de higado.

[I1.8- Determinacion de lipoperoxidacion en plasma

Se determind la concentracion de derivados de lipoperdxidos (TBARS) en el
plasma de los animales empleando la metodologia del acido tiobarbitdrico (TBA)
(Ohkawa y col., 1979). En un tubo de vidrio se coloco 0,5 mL de plasma, se agregd
1,5 mL de acido tricloroacético (TCA) al 20% (p/v), se tapd y coloco a bafio maria
hirviente durante 10 minutos. A continuacion se enfrid con agua helada y se agrego
1 mL de TBA 0,67 % (p/v) en HCI 0,25 N. Se mezcld y se colocd a bafio maria
hirviente por 30 minutos. Se enfrié rapidamente, se centrifugd a 4000 rpm vy se
midid la absorbancia del sobrenadante a 535 nm en espectrofotometro. El
coeficiente de extincion molar del TBA a 535 nm fue utilizado para realizar los
calculos (e= 1,56 x 105 mmol™ cm™). Los resultados se expresaron en nmoles/g de

proteinas.
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I1.8.1- Determinacién de proteinas en plasma

Las concentraciones de proteinas se determinaron por el método de
Bradford (1976), usando un kit comercial de Bio-Rad (CA, EE.UU.) y albdmina sérica
bovina (Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.) como estandar.

I1.9- Obtencién de contenido de colon

Luego del sacrificio, el intestino grueso de cada animal fue diseccionado,
colocado en una caja de petri conteniendo PBS pH 7 estéril y se mantuvo a 4°C. La
extraccion del contenido intestinal se realizd ejerciendo presion mecanica con pinza
Adson sin dientes, se recogié en tubos eppendorfs de 2 mL y se pesd en balanza

analitica.

II1.9.1- Determinaciéon de actividad Feruloil Esterasa (FE) intestinal

La actividad FE intestinal se determin® empleando la metodologia descripta
por Abeijon Mukdsi y col. (2012). Al contenido de intestino grueso se afiadio 1 mL
de buffer PBS pH 7 estéril, se homogeneizé en voértex y luego se centrifugd (5000
rom, 4°C, 5 min). Los sobrenadantes se conservaron en bafio de hielo hasta su
utilizacion. La actividad FE se determind por incubacion del sobrenadante de
contenido intestinal enbuffer PBS pH 7 adicionado con metil ferulato (1 mM) como
sustrato. Las mezclas de reaccion se incubaron a 37°C durante 18 h y las reacciones
enzimaticas se detuvieron por adicion de acido acético glacial (2 mM, pH 2,5). Las
muestras se filtraron y el acido ferulico (AF) liberado se determiné por HPLC segun

lo descripto en el apartado .1.3.

Actividad FE intestinal: Se define una unidad (U) de actividad enzimatica como la

cantidad de enzima que libera 1 umol de AF por hora.

Actividad especifica: U/gramo de contenido intestinal.
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I1.9.2- Produccidn de &cidos grasos de cadena corta en contenidos de colon

Se evalud la produccion de acidos acético, propionico y butirico en el
contenido intestinal a las 14 semanas de acuerdo a la metodologia descripta por
Argafiaraz-Martinez y col., (2013). Para ello se prepard una solucion 5% (p/v) de
contenido de colon con agua destilada estéril. Las muestras se desproteinizaron
mediante la adicion de H,SO4 (concentracion final 0,1 M). Luego, se mantuvieron a
4°C durante 15 min, se centrifugaron (7000 rpm, 10 min) y los acidos organicos
fueron detectados y cuantificados en el sobrenadante por HPLC.

Se inyectaron 20 uL de sobrenadante en un sistema de HPLC (Knauer)
equipado con una bomba Smartline pump 100, un detector de indice de refraccion
(Knauer, K-2301), un muestreador automatico AS3800 y una columna de
intercambio i6nico (BIO-RAD Aminex HPX-87H; 300 x 7,8 mm). Los diferentes
componentes fueron elufdos con H,SO4 5 mM a una velocidad de flujo de 0,6 mL
min ™.

I1.9.3- Deteccién de metabolitos de AF en contenidos de colon

Se determind la presencia de metabolitos derivados del AF en los contenidos
de intestino grueso de ratones alimentados durante 14 semanas. Para ello se
prepararon homogenatos de contenido intestinal al 30% (p/v) en PBS pH 7 y se
realizo la extraccion. Alicuotas de 500 uL de homogenato se acidificaron con 10 pL
de HClI (37%) y a continuacion se adicionaron 2 mL de acetato de etilo. Se
centrifugaron las muestras (8000 rpm, 10 min) y se recuperd la fase organica.
Posteriormente se evapord hasta sequedad en bafio de agua a 40°C bajo una
corriente de N,y las muestras residuales se resuspendieron en 100 yL de metanol.

Se inyectaron 20 pL de cada muestra en un equipo de HPLC-UV-MS (InMet
S. A, Rosario, Argentina) para detectar los diferentes compuestos fendlicos
derivados del AF. Las condiciones utilizadas fueron los siguientes:

Fase movil: A: H,O MQ / 0,1% de Ac. férmico; B: Acetonitrilo / 0,1% de Ac. formico;
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Flujo: 0,2 mL/min; Columna: C18 Hypersil-GOLD, Thermo Scientific (50 x 2,1 mm; 1,9

um de tamafio de particula); Temperatura de columna: 25°C; Temperatura de auto-

sampler: 20°C; Deteccion: UV 320 nm, 265 nm +MS; Tiempo de corrida: 21 minutos.

I.10- Ensayos bioquimicos

Se evaluaron los niveles plasmaticos de Glucosa, el perfil lipidico (Colesterol
Total, HDL-Colesterol, LDL-Colesterol y Triglicéridos), y las Transaminasas Glutamico
Oxalacética (GOT o AST) y Glutdmico Pirdvica (GPT o ALT) mediante métodos
enzimaticos, utilizando kits comerciales (Wiener Lab, Rosario, Argentina). Ademas se
determinaron los niveles plasmaticos de leptina (Mouse/Rat Leptin Quantikine ELISA
Kit, R&D Systems, Minneapolis, EE.UU.) e insulina (ALPCO Mouse Insulin ELISA, NH,

EE.UU.) por inmunoensayo.

IM.11- fndices de riesgo cardiovascular
Para el calculo de estos indices se emplearon los valores de lipidos en plasma

obtenidos a las 7 y 14 semanas del ensayo experimental. Se utilizaron las ecuaciones
sugeridas por Millany col. (2009) y Vega y col. (2014):

e Indice de aterogenicidad (IA) = (Colesterol total — HDL)/ HDL

e [DL/HDL

e Triglicéridos/HDL

e Indice de aterogenicidad de plasma (IAP) = Log (TG/HDL)

I1.12- fndice HOMA de resistencia a la insulina (HOMA-IR)
Se calculd empleando los valores plasmaticos de insulina y glucosa en ayunas
obtenidos a las 7 y 14 semanas del ensayo experimental. Se utilizd el modelo de

homeostasis para la resistencia a la insulina (Matthews y col., 1985).

HOMA-IR = (Glucosa en ayunas x Insulina en ayunas) /22,5
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[1.13- Evaluacién del estado inflamatorio

El estado inflamatorio de los animales se evalud a las 14 semanas. Se realizd
la determinacion de los niveles plasmaticos de citoquinas (TNF-c, IFN-y, IL-6 e IL-10)
por citometria de flujo, empleando el kit CBA Mouse Soluble Protein Flex Set, (BD

CA, EE.UU).

II.14- Anélisis histopatoldgico

Las muestras de higado vy tejido adiposo epididimal de cada grupo
experimental fueron fijadas en paraformaldehido al 10% (v/v) en PBS pH 7, vy
posteriormente incluidas en parafina. Los bloques de parafina fueron cortados con
micrétomo en laminas de 3-5 um y se colocaron en portaobjetos de vidrio. Los
cortes histolégicos fueron tefiidos utilizando una mezcla de hematoxilina-eosina y se

observaron al microscopio optico (Carl Zeiss - Axio Scope.Al).

I.14.1- Evaluacién del tamafio de adipocitos

Se determind el tamafio de los adipocitos de cada grupo experimental de
acuerdo a la metodologia descripta por Gauffin Cano vy col. (2013), utilizando el
software Carl Zeiss — Axio Vision Release 4.8. Se tomaron microfotograffas de cortes
de tejido adiposo de cada grupo con un objetivo de 40x. Se determiné el area (um?)
de cada adipocito de un total de 100 adipocitos en dos cortes histoldgicos por raton
de cada grupo. A continuacion, los adipocitos fueron agrupados por rangos de
tamafio segun sus areas de la siguiente manera:
A: 500-1000 pm?;
B: 1001-2000 um?;
C: 2001-3000 pm?;
D: 3001-4000 ym?;
E: 4001-8000 pm?
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I1.15- Evaluacién de la microbiota intestinal por PCR en tiempo real (gPCR)

Al final de las 14 semanas de alimentacion y antes del sacrificio de los
animales, se tomaron muestras de heces de los ratones de cada grupo; las mismas
se colectaron en tubos eppendorfs estériles y se conservaron a -20°C.

La extraccion de ADN se realizé utilizando un kit comercial especifico para
muestras fecales (QIAamp DNA Stool Mini Kit, Hilden, Alemania). El procedimiento
comprendid pasos de lisis de muestras de heces, adsorcion de impurezas vy
purificacion de ADN en columnas QIAamp Mini spin.

Se emplearon cebadores especificos dirigidos a distintos géneros bacterianos
(Tabla 5) para caracterizar la composicion de la microbiota mediante gPCR usando
LightCyclerH 480 SYBR Green I Master (Roche, EE. UU.) con un sistema de deteccion
de secuencias ABI PRISM 7000-PCR (Applied Biosystems, Reino Unido) (Santacruz y
col., 2010; Gauffin Cano, 2012).

Tabla 5: Cebadores de oligonucleétidos utilizados

Temp. de
Grupos bacterianos Cebadores Secuencia (5'-3') hibridacion
(°C)
_ HDA 1, TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGC
Bacterias totales DA 2 CCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 200 59
. _ BiFid F CTCCTGGAAACGGGTGG
Bifidobact gl 550 55
raobactenium BiFid R GGTGTTCTTCCCGATATCTACA
. Entero 1 CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC
Fuierolisciziziese Entero 2 CTCTACGAGACTCAAGCTTGC 120 &
. lac1, AGCAGTAGGGAATCTTCCA
Lediszalius Lac 2 ATTYCACCGCTACACATG 0 ol
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[.16- Ensayo de translocacién bacteriana

Este ensayo se realizd con la finalidad de determinar la inocuidad de las
cepas seleccionadas, el higado y el bazo de cada animal (grupos SM+Lfy SM+L)) se
removieron asépticamente a las 14 semanas post-administracion y se disgregaron
en 5 mL de SF en condiciones de esterilidad. Los ¢rganos fueron homogenizados en
SF y sembrados en 3 medios de cultivo agarizados diferentes: MRS, Mac Conkey y

BHL Las placas fueron incubadas a 37°C durante 48 h en anaerobiosis.

Mac Conkey agar: Peptona 20 g; lactosa 10 g; bilis de buey desecada 5 g; purpura

de bromocresol 0,01 g; agar 15 g; agua destilada 1 L; pH 7,1.

BHI agar: Sustrato nutritivo (extracto de cerebro-corazdn y peptona) 27,5 g; D (+)
glucosa 2 g; cloruro de sodio 5 g; fosfato disddico 2,5 g; agar 15 g; agua destilada 1
L, pH 7,4 +0,2.
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MATERIALES Y METODQOS
CAPITULO IV

ESTUDIOS TECNOLOGICOS PRELIMINARES: MICROENCAPSULACION

IV.1- Microencapsulacién de BL con actividad FE

IV.1.1- Microorganismos

Se trabajo inicialmente con las 3 cepas de BL previamente seleccionadas por
su elevada actividad FE /n vitro. L. fermenturmn CRL1446, L. johnsoni CRL1231, L.
acidophilus CRL1014.

IV.1.2- Método de microencapsulacion

El método de microencapsulacion empleado fue el secado por atomizacion
(Spray Drying). Se utilizd como material cobertor de las BL una matriz compuesta
por alginato de sodio, inulina y maltodextrina (1, 15, 10% p/v, respectivamente). La
mezcla se esterilizd en autoclave (121°C, 20 min) previo al proceso de secado. Los
paréametros de operacion del secador por spray (Buchi Mini Spray Dryer B280, Suiza)

fueron los siguientes: Temperatura del aire de entrada (T° inlet): 130°C; Temperatura del

aire de salida (T° outlet): 79-80°C; Flujo de alimentacién: 5 mL/min; Flujo de aire: 50 m?/min;

Agitacion constante.

Las 3 cepas de BL fueron secadas en las condiciones mencionadas; para ello
600 mL de caldo MRS se inocularon con 25 mL de los cultivos activos (indculos al 4
% v/v). Al cabo de 16 h de incubacion a 37°C, las células se cosecharon por
centrifugacion (7000 rpm, 10 min, 4°C), se lavaron dos veces con buffer PBS pH 7
estéril y se resuspendieron en un volumen final de 30 mL. Las suspensiones
bacterianas se incorporaron en 250 mL de la mezcla alginato-inulina-maltodextrina
con agitacion a 30°C. Se tomaron alicuotas (1 mL) inmediatamente para hacer los

recuentos de UFC/mL vy el dosaje de la actividad FE inicial (antes del secado). Los
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polvos obtenidos después del proceso de secado (microcapsulas) se colocaron
dentro de tubos Falcon estériles, se sellaron las tapas con parafilm para evitar la
humidificacion, y se guardaron en recipientes herméticos a 4°C. La mezcla cobertora
sin inocular tambiéen fue secada y el polvo obtenido fue utilizado como control.

El contenido de humedad de los polvos se determind mediante el método

de Karl Fischer, basado en la oxidacion del didxido de azufre por yodo (AOAC, 2005;
método 2001.12).

IV.2- Evaluacion de la viabilidad de las BL

IV.2.1- Viabilidad de las cepas antes y después del secado

Para evaluar la resistencia de las cepas al proceso de secado por spray, se
tomaron muestras de las matrices inoculadas con las 3 BL (antes del secado) y de los
polvos obtenidos tras el proceso de secado. Se efectuaron diluciones seriadas de las
muestras en PBS pH 7 estéril y se sembré en placas de MRS agar. Se incubd a 37°C

durante 48-72 h en microaerofilia y se calculé UFC/mL y UFC/g de polvo.

IV.2.2- Viabilidad durante el almacenamiento de las microcapsulas
Se evalud la viabilidad de las cepas microencapsuladas almacenadas a 4°C.
Se tomaron muestras a los 0, 1, 2, 4, 7y 9 meses, y se realizaron los recuentos en

placas de MRS agar determinandose UFC/g de polvo.

IV.3- Evaluacién de la actividad FE

IV.3.1- Deteccion de actividad FE de BL antes y después del secado

La presencia de actividad FE de las cepas se determind antes y después del
proceso de secado. Se us6 medio MRS agar sin glucosa adicionado de etil ferulato
(1% v/v). Se realizaron pocillos de aproximadamente 1 cm de diametro, en donde se
sembraron las suspensiones bacterianas en la mezcla cobertora (antes del secado) y

los respectivos polvos reconstituidos en PBS (después del secado). Tras 24-72 h de
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incubacion a 37°C, la aparicion de halos de aclaramiento alrededor de los pocillos,

indicaron la presencia de actividad FE.

IV.3.2- Determinacién de actividad FE en microcapsulas almacenadas a 4°C

La actividad FE se determin6 a los 0, 1, 2, 4, 7 y 9 meses de almacenamiento.
Los polvos reconstituidos se incubaron (37°C, 24 h) en buffer PBS pH 7, adicionado
con metil ferulato (1 mM) como sustrato. Las reacciones enzimaticas se detuvieron
por adicion de acido acético glacial (2 mM, pH 2,5), las muestras se filtraron y el AF
liberado se determind por HPLC segun lo descripto en el apartado 1.1.3.

La actividad especifica se expresd como U/Log UFC, en donde U = pmol de

AF liberado por hora.

IV.4- Resistencia de las microcapsulas a las condiciones simuladas del TGI

Se evaluo /n vitro la resistencia de las 3 cepas de BL microencapsuladas a las
condiciones presentes en el TGL La metodologia empleada fue la misma que en el
caso de las cepas libres, descripta en el apartado 1.4. Después de las incubaciones
secuenciales en los jugos gastrico e intestinal artificiales, se sembré en medio MRS

agar y el recuento de las células viables fue expresado como Log UFC/g de polvo.

IV.5- Administracion de las microcapsulas en un modelo experimental de SM en

ratén

IV.5.1- Animales, dieta y administracion de las microcépsulas

Se utilizaron ratones Albinos Suizos machos de 6 semanas de edad. Los
mismos fueron divididos en 4 grupos experimentales (n=12) y mantenidos en jaulas
a una temperatura de 22+2°C con ciclos de luz-oscuridad de 12 h. Los animales
recibieron alimento y agua de bebida ad /ibjitum durante un periodo de 7 semanas.
Los ratones fueron alimentados con dieta convencional [DC] (grupo Control) y dieta

rica en grasa suplementada con salvado de trigo [DRG+5] (3 grupos SM). Ademas,

63



Materiales y Métodos

recibieron diariamente mediante gavage suspensiones de las microcapsulas en agua
de bebida (10% p/v). Se administraron microcapsulas vacias (grupos Control y SM) y
microcapsulas conteniendo L. fermentum CRL1446 (grupo SM+Lf) y L. johnsonii
CRL1231 (grupo SM+Lj). La dosis de administracion fue de 10" UFC/dia/raton. En la

Tabla 6 se detallan los grupos experimentales evaluados.

Tabla 6: Grupos experimentales evaluados a las 7 semanas de alimentacion

Control DC Vacias

SM DRG+s Vacias
SM+Lf DRG+s L. fermentum CRL1446
SM+Lj DRG+s L. johnsonii CRL1231

: DC: Dieta convencional DRG+s: Dieta rica en grasa suplementada con 7% (p/p) de salvado de trigo

Para evaluar la ganancia de peso corporal, los ratones fueron pesados al
inicio de la experiencia y al cabo de 7 semanas. Ademas, se monitored diariamente
la cantidad de alimento ingerido por los animales.

La ganancia de peso corporal (GPC) vy el indice de eficiencia alimentaria (EA)

se calcularon de acuerdo a las ecuaciones detalladas en el apartado 1.2

Se realizd ademas la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) en todos

los grupos de animales siguiendo las indicaciones del apartado 11.3.4.

IV.5.2- Sacrificio y obtencién de plasma
Los animales fueron sacrificados al final de las 7 semanas y se obtuvo el plasma

segun el procedimiento descripto en el apartado 11.3.5.
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IV.5.3- Recoleccién de érganos

Luego del sacrificio se procedio a la extraccion de diferentes drganos: higado,
intestino grueso, tejido adiposo mesentérico (TAM) vy tejido adiposo epididimal
(TAE).

El indice de adiposidad (IAd) se expreso utilizando la formula detallada en el

apartado IIL6.

IV.5.4- Preparacion de extractos de higado
Los extractos de higado fueron obtenidos segun la metodologia descripta en

el apartado 1IL.7.

IV.5.5- Actividad Glutatién Peroxidasa (GPx) y Glutatién Reductasa (GR)
Las actividades GPx y GR fueron determinadas en extractos de higado, de

acuerdo a lo descripto en los apartados II.7.1 y IIL.7.2, respectivamente.

IV.5.6- Actividad FE intestinal
Se determind la actividad FE en contenidos de intestino grueso segun lo

indicado en el apartado 11.9.1.

IV.5.7- Ensayos bioquimicos

Se evaluaron los niveles plasmaticos de Glucosa, Colesterol Total, HDL-
Colesterol, LDL-Colesterol y Triglicéridos mediante métodos enzimaticos, utilizando
kits comerciales (Wiener Lab, Rosario, Argentina). Ademas, se determinaron por
inmunoensayo los niveles plasmaticos de leptina (Mouse/Rat Leptin Quantikine
ELISA Kit, R&D Systems) e insulina (ALPCO Mouse Insulin ELISA).

Se calcularon indices de riesgo cardiovascular e indice HOMA-IR aplicando

las ecuaciones detalladas en los apartados II.11 y .12, respectivamente.
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IV.5.8- Andlisis histopatoldgico
Las muestras de higado de cada grupo experimental fueron procesadas para

su evaluacion histopatoldgica segun lo especificado en el apartado II1.14.
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Capitulo I - Bacterias lacticas con actividad FE

En el presente capitulo se realizé el abordaje de los siguientes objetivos

especificos:

e OE1- Seleccionar BL de origen alimentario o intestinal humano con
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CAPITULO 1

BACTERIAS LACTICAS CON ACTIVIDAD FERULOIL ESTERASA

1.1- Seleccién de BL con actividad feruloil esterasa (FE) mediante ensayos /n vitro

1.1.1- Evaluacién cualitativa de la actividad FE

Se determin¢ la capacidad de hidrdlisis de etil ferulato (EtF) en las cepas de
BL detalladas en la Tabla 3 (ver Materiales y Métodos).

De las 40 cepas evaluadas solo 12 mostraron halos de hidrdlisis en el medio
agarizado (MRS sin glucosa + EtF), indicando la presencia de actividad FE (Figura
10 y Tabla 7). Las cepas FE positivas pertenecieron al género Lactobacillus (L.),
detectandose actividad en las especies acidophilus (2 positivas), fermentum (4
positivas), helveticus (1 positiva), johnsonii (1 postiva), mucosae (1 positiva),
plantarum (2 positivas) y reuteri (1 positiva). El aclaramiento del medio fue mas
rapido (menos de 24 h) en 4 de estas cepas: L. acidophilus CRL1014, L. fermentum
CRL1446, L. johnsonii CRL1231y L. plantarum CRLAG.

: MRS(sm giucosa)
+ Etil ferulato

L. fermentum
CRL1446

L. acidophilus
CRL1014

L. johnsonii

Control negativo
CRL1231 > &

(PBS pH 7)

Figura 10: Deteccién de actividad FE en medio MRS sin glucosa + EtF agarizado.
Los halos claros indican presencia de actividad FE
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Tabla 7: Cepas de BL con actividad FE

Microorganismos Tiempo de aparicion del halo de hidrdlisis

Lactobacillus acidophilus CRL1014 <de 24 h
Lactobacillus acidophilus CRL644 >de 24 h
Lactobacillus fermentum CRL574 >de 24 h
Lactobacillus fermentum CRL973 >de 24 h
Lactobacillus fermentum CRL1408 >de 24 h
Lactobacillus fermentum CRL1446 <de 24 h
Lactobacillus helveticus CRL1062 >de 24 h
Lactobacillus johnsonii CRL1231 <de 24 h
Lactobacillus mucosae CRL573 >de 24 h
Lactobacillus plantarum CRL46 <de 24 h
Lactobacillus plantarum CRL41 >de 24 h
Lactobacillus reuteri CRL1099 >de 24 h

*En gris se encuentran resaltadas aquellas cepas de BL que hidrolizaron el EtF del medio agarizado mas

rapidamente.

1.1.2- Evaluacién cuantitativa de la actividad FE
Para el estudio cuantitativo se trabajé con las 4 cepas de BL que mostraron
mayor rapidez de hidrolisis de EtF en el medio agarizado. Las cepas fueron
inoculadas en caldo MRS sin glucosa + EtF e incubadas a 37°C. Se determinaron
las concentraciones de EtF y AF en los sobrenadantes de cultivos hasta las 24 h de

incubacion.
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La Figura 11 muestra ejemplos de perfiles cromatogréaficos con los picos
correspondientes a EtF y AF a las 3 h (A) y 24 h (B) de incubacion, cuando £.

fermentum CRL1446 fue inoculado en caldo MRS sin glucosa + EtF.
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Figura 11: Perfil cromatogréfico de EtF y AF en sobrenadantes del medio de cultivo de L.
fermentum CRL1446. (A): 3 h de incubacion, (B): 24 h de incubacion).

Se observo que durante las 24 h de incubacion la concentracion de EtF
disminufa en el medio, mientras aumentaba la concentracion de AF liberado (Figuras
11 y 12). Los resultados mostraron que al final del periodo de incubacion, /.
acidophilus CRL1014, L. fermentun CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 fueron capaces
de hidrolizar méas del 80% del EtF presente en el medio (Tabla 8). L. acidophilus

CRL1014 hidrolizo el 96,67% del EtF, no observandose diferencias estadisticas
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significativas entre L. fermentun CRL1446 y L. johnsoni CRL1231 (91,33 y 88,67%,

respectivamente). Por otra parte, L. plantarum CRL46 solo fue capaz de hidrolizar un

43,33% del EtF.

Con respecto al AF liberado por hidrdlisis del EtF, se detectaron las mayores

concentraciones para L. johnsonii y L. fermentum (1,97 mM y 1,72 mM,

respectivamente). Para L. plantarum se detectaron niveles muy bajos de AF a las 24

h de incubacion (0,05 mM); sin embargo, a las 9 h la concentracion de AF para esta

cepa fue de 0,59 mM, disminuyendo posteriormente (Figura 12 y Tabla 8).
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Figura 12: Cinéticas de hidrdlisis de Etilferulato y liberacién de Acido ferdlico
(m) Concentracion de EtF (mM), (€) Concentracion de AF (mM)
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Tabla 8: Hidrdlisis de EtF y liberacion de AF a las 24 h
EtF residual %ELF Acido ferdlico
CEPAS o :
(mM)* hidrolizado liberado (mM)*
L. acidophilus . : :
0,05 + 0,01 96,67 + 1,9 1,15 + 0,09
CRL1014
L. fermentum b b b
0,13 +0,03 91,33 +12 1,72 £ 0,13
CRL 1446

0,17 + 0.05° 88,67 + 1.8° 1,97 + 0,15°

L. johnsonii
CRL 1231

L. plantarum
CRL46

0,85 + 0,09° 43,33 £ 0.9° 0,05 + 0,01°

*Las concentraciones de EtF residual y de AF liberado se determinaron a las 24 h de incubacion. Los
datos representan la media + DS (desvio estandar). La diferencia estadistica fue determinada usando
multiple T test con p<0,05. Valores en la misma columna con letras distintas en superindice difieren
significativamente.

1.1.3- Evaluacién del crecimiento bacteriano en presencia de EtF

Paralelamente al estudio de hidrdlisis de EtF y liberacion de AF, se evalud el
crecimiento de las 4 cepas seleccionadas en el medio MRS sin glucosa + EtF
determinando el numero de células viables (Log UFC/mL). Se utilizaron como
controles de crecimiento las cepas inoculadas en el mismo medio sin el agregado
del éster (Figura 13).

Los resultados mostraron que el crecimiento de las cepas no fue afectado por
el agregado de EtF en el medio, lo cual indica que dichas cepas no utilizan el
hidroxicinamato como fuente de carbono y energia, y que el AF liberado no inhibe
el crecimiento de las mismas. En general, las cepas llegaron a la fase estacionaria

entre las 9y 12 h de incubacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta etapa, se decidid continuar el
estudio empleando las 3 cepas de BL que mostraron una mayor liberacion de AF: L.

acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446'y L. johnsonii CRL1231.
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Figura 13: Curvas de crecimiento de las bacterias lacticas seleccionadas
() Crecimiento en MRS sin glucosa, (M) Crecimiento en MRS sin glucosa y con Etiferulato.

1.1.4- Evaluacion de la capacidad de hidrdlisis de hidroxicinamatos del salvado de

trigo

Con la finalidad de evaluar si las cepas con actividad FE /n vitro son capaces

de hidrolizar los hidroxicinamatos presentes en el salvado de trigo, se incubaron

suspensiones celulares de las mismas en presencia de salvado previamente tratado

con xilanasa. La concentracion de AF total se determind sometiendo el salvado a

una hidrdlisis alcalina, para liberar todo el acido esterificado en la fibra (Hole y col,

2012). Luego de esta hidrolisis se detectd una concentracion de 44,73 + 2,34 pmol

AF/g de trigo. L. fermentum CRL1446 y L. johnsoni CRL1231 liberaron mayores
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concentraciones de AF que L. acidophilus CRL1014 luego de 18 h de incubacion
(Tabla 9). Estos resultados evidenciaron que las cepas seleccionadas son capaces de

hidrolizar los hidroxicinamatos del salvado de trigo, liberando AF.

Tabla 9: Liberacion de AF a partir de los hidroxicinamatos del salvado de trigo

CEPA ACIDO FERULICO LIBERADO

umol/g de salvado

L. acidophilus CRL1014 2,31 + 0,29°
L. fermentum CRL1446 3,96 + 0,10°
L. johnsonii CRL1231 516 + 0,45°

Control negativo” 0,21 + 0,03°

* Se usé como control negativo fibra incubada sin bacteria (con PBS pH7). Los datos representan la
media + DS (desvio estandar). La diferencia estadistica fue determinada usando multiple T test con
p<0,05. Valores con letras distintas en superindice difieren significativamente.

1.2- Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre las BL con actividad FE

1.2.1- Influencia de diferentes fuentes de carbono sobre el crecimiento de BL

Se evaluo el crecimiento bacteriano de L. acidophilus CRL1014, L. fermentum
CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 en un medio minimo (MM) [control, sin adicion de
hidratos de carbono] y MM suplementados con distintas fuentes de carbono
(Glucosa, Xilosa, Arabinosa, Fructosa, EtF y Acido Clorogénico, 0,5% p/v). En la
Figura 14 se muestran las curvas de crecimiento de cada una de estas cepas en los
diferentes medios evaluados (DOs60 vs tiempo).

Se observd que en los medios suplementados con glucosa y fructosa el
crecimiento de las 3 cepas resulté mayor con respecto al control, mientras que con
EtF y acido clorogénico (hidroxicinamatos) no hubo diferencias. En general, las 3

cepas permanecieron en fase exponencial y metabdlicamente activas hasta las 6 h
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de incubacion en los distintos medios; por ello, para continuar con los estudios de

induccion de actividad FE se decidioé cosechar las células a las 6 h.
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Figura 14: Influencia de diferentes fuentes de Carbono sobre el crecimiento de BL
El crecimiento bacteriano fue determinado midiendo la densidad éptica a 560 nm

1.2.2- Influencia de diferentes fuentes de carbono sobre la actividad FE de BL

La actividad FE de [ acidophilus CRL1014 (La CRL1014), L. fermentum

CRL1446 (Lf CRL1446) y L. johnsonii CRL1231 (Lj CRL1231) fue determinada después

de 6 h de cultivo en los 7 medios evaluados (MM, MM+Glucosa, MM+Xilosa,

MM+ Arabinosa, MM+Fructosa, MM+EtF, MM+Acido Clorogénico) (Figura 15). Este

estudio permitié conocer si la presencia de algunas de estas fuentes de carbono
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(monosacaridos o hidroxicinamatos) en el medio inducia la actividad FE de las cepas,

comparado con el control MM.

Actividad especificaFE (U/mg)

La CRL1014 Lf CRL1446 Ij CRL1231

Figura 15: Actividad FE de BL crecidas en medios con distintas fuentes de carbono

Medio minimo (MM) (®), MM con Glucosa (®), MM con Xilosa (®), MM con arabinosa (@), MM con
fructosa (@), MM con EtF (®) y MM con acido clorogénico (©). Los datos representan la media + DS
(desvio estandar). La diferencia estadistica fue determinada usando multiple T test con p<0,05.

(#) Valores de actividades especificas significativamente diferentes con respecto al medio minimo.

Con respecto a los hidroxicinamatos, la actividad FE en L. fermentum
CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 incremento en las células crecidas en presencia de
EtF (20 y 80%, respectivamente), respecto al medio MM. En L. acidophilus CRL1014
se observo que la actividad fue estimulada solo por el acido clorogénico (38%).

En cuanto al efecto de los monosacaridos sobre la actividad FE, se observo
inducciéon por glucosa en L. fermentum CRL1446, y por xilosa en L. acidophilus

CRL1014 (30 y 15%, respectivamente).
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1.3- Resistencia de las BL a condiciones del tracto gastrointestinal (TGI)

1.3.1- Efecto de las condiciones del TGI sobre la viabilidad de las BL

En una primera instancia se evalu¢ la viabilidad de L. acidophillus CRL1014, L.
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 luego de atravesar un sistema que
simula las condiciones presentes en el TGL La resistencia de cada una de las cepas
se determin®é mediante recuento de las células viables (Log UFC/mL) antes vy
después de la exposicion a los jugos gastrico (JG) e intestinal (JI) simulados (Tabla

10).

Tabla 10: Resistencia de las cepas con actividad FE a las condiciones del TGI

Tiempo de Log UFC/mL
incubacion
(h) La
CRL1014 CRL1446 CRL1231

Condiciones

9,13+0,032

9,28+0,062

9,20+0,012

pH3
Jugo 2 3,69+0,13b 7 15+0,05P 5,12+0,03b
Gastrico
JG) 0 9.13+0,032 9.28+0,06 9.20+0,012
pH4
2 4,78+0,01b 8,85+0,01b 6,89+0,05P
de?‘ge 0 3,69+0,13a 7.15+0,052 5,12+0,032
Jugo 2100 2 2,3120,01>  7,10£0,022  4,49£0,01b
Intestinal
an delzde 0 4,78£0,012  885:0,012  6,89+0,05
pH 4 2 3,87+0,04b 8,24+0,612 6,63+0,212

Los datos representan la media + DS
usando multiple T test con p<0,05. (a-b): Valores en la misma columna (para una misma condicion) con
superindices distintos son significativamente diferentes.

(desvio estandar) n=3. La diferencia estadistica fue determinada

Cuando las cepas se incubaron en presencia de JG simulado pH 2 se observo

una disminucion de mas de 5 unidades logaritmicas para las tres cepas. En presencia

de JG pH 3y pH 4 (Tabla 10), se observd que L. fermentum CRL1446 fue la cepa
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que mas resistio (disminucion de recuentos de 2 y 0,5 unidades logaritmicas a pH 3
y pH 4, respectivamente). La mayor pérdida de viabilidad fue observada en /.
acidophiflus CRL1014 (disminucion de 5 y 4 unidades logaritmicas a pH 3 y pH 4,
respectivamente). L. johnsonii CRL1231, por su parte, mostré mayor resistencia que
L.acidophilus CRL1014 (disminucion de 4 y 2 unidades logaritmicas a pH 3 y pH 4,
respectivamente).

Para los estudios del efecto del JI solo se consideraron las células
provenientes de JG a pH 3 y pH 4, ya que el pH 2 afectd considerablemente la
viabilidad de las tres cepas.

Cuando las células sometidas al JG pH 3 fueron expuestas al JI simulado por
2 h, se observd una disminucion de aproximadamente 1 orden logaritmico de los
recuentos de células viables de L. acidophillus CRL1014 y L. johnsonii CRL1231. La
viabilidad de L. fermentum CRL1446 no fue afectada por la incubacion en JI, siendo
el recuento final de 10" UFC/mL.

En cuanto a las células sometidas previamente a JG pH 4, se vio que después
de la incubacion en JI simulado solo fue afectada la viabilidad de L. acidophilus
CRL1014 (disminucion de 1 orden logaritmico). Los recuentos de células viables de L.
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 no se vieron alterados en este caso,

siendo de 10% y 10° UFC/mL, respectivamente.

1.3.2- Efecto de las condiciones del TGI sobre la actividad FE de las BL

Ademas de evaluar si L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 vy L.
Johnsonii CRL1231 eran capaces de mantenerse viables tras la exposicion a las
condiciones simuladas del TGI, se determind si su actividad FE se veia afectada por

dichas condiciones (Figura 16).
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M Antes del TGI
250 -  pH3

} Después del TGI
M pH4

200
150
100

50

Actividad FE (U/mgde células)

La CRL1014 Lf CRL1446 Lj CRL1231

Figura 16: Actividad FE antes y después de la exposicién a las condiciones del TGI

Los datos representan la media + DS (desvio estandar). La diferencia estadistica fue determinada
usando multiple T test con p<0,05. (#) Valores de actividades especificas significativamente
diferentes con respecto a las células antes de ser sometidas a las condiciones simuladas del TGL

De las 3 cepas evaluadas, L. fermenturn CRL1446 mostrd mayor capacidad
para mantener la actividad FE después de la exposicion a las condiciones del TGI
(alrededor de 65 y 50% de actividad residual a pH 3 y pH 4, respectivamente). L.
Johnsonii CRL1231 vy L. acidophilus CRL1014 sufrieron una mayor pérdida de
actividad FE después del pasaje simulado por el TGI, manteniendo alrededor de 20

y 30% de la actividad inicial a pH 3 y pH 4, respectivamente.
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1.4- Discusién

La actividad FE es responsable de la liberacion de AF a partir de
hidroxicinamatos sintéticos (como el EtF) o naturales, los cuales se encuentran en la
pared celular de frutas, verduras, granos y cereales. El AF es un compuesto de gran
importancia, no solo por su amplio uso industrial, sino también por sus efectos
beneficiosos en la salud humana y animal (Govindaswamy, 2015).

Se evalud cualitativamente la presencia de actividad FE en 40 cepas de BL
pertenecientes a los géneros Lactobacillus (37 cepas), Weisella (1 cepa) vy
Pedijococcus (2 cepas) en medio agarizado (MRS sin glucosa + EtF). Solo se detectd
actividad en 12 cepas, todas ellas pertenecientes al género Lactobacillus. La
presencia de actividad FE fue dependiente de cepa, encontrandose con mayor
frecuencia en Lactobacillus fermentum (4 positivas de 7 cepas evaluadas). Donaghy
y col. (1998) informaron la presencia de actividad FE en medio MRS sin glucosa +
EtF en cepas de L. fermentum, L. reuteri L. leichmanni'y L. farciminis, siendo las 2
primeras especies frecuentemente aisladas de heces humanas y animales.
Guglielmetti y col. (2008) encontraron de un total de 100 cepas aisladas de
alimentos y de intestino humano, 12 cepas de lactobacilos pertenecientes a las
especies L. helveticus, L. acidophilus y L. fermentum, que presentaron actividad
frente a EtF y acido clorogénico. Otros autores informaron la presencia de actividad
CE en BL de origen intestinal humano y de rata (Couteau y col, 2001; Lai y col,
2009).

De las 12 cepas FE positivas detectadas en este estudio, solo 4 evidenciaron
actividad en menos de 24 h (L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446, L.
Johnsoniir CRL1231 y L. plantarum CRL46). De estas cepas, las que liberaron mayores
niveles de AF fueron L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 vy L. johnsonii
CRL1231.

L. plantarum CRL46 liberd AF hasta las 9 h de incubacion, observandose

luego una disminucion de la concentracion de este acido. Algunas BL metabolizan el
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AF a otros compuestos como por ejemplo acido dihidroferulico, acido vanilico y
vainillina (Filannino vy col., 2014). En L. plantarum se informd la presencia de la
enzima descarboxilasa de acidos fendlicos (PAD), que metaboliza el AF a  4-
vinilfenol y/o 4-vinilguaiacol (Van Beek y Priest, 2000).

Los resultados preliminares obtenidos permitieron seleccionar las cepas: L.
acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 por su
capacidad de liberar altas concentraciones de AF a partir de su forma esterificada
(EtF) y por no metabolizarlo a otros compuestos.

Muchas BL con actividad FE frente a sustratos sintéticos como el EtF, pueden
no ser capaces de hidrolizar los hidroxicinamatos presentes en las paredes celulares
de los vegetales. Debido a que el salvado de trigo es una de las fuentes naturales
mas ricas en ésteres de AF (ferulatos) (Andreasen y col., 2001a), se decidi6 evaluar si
las cepas seleccionadas eran capaces de hidrolizar estos compuestos presentes en el
salvado, liberando AF. Se incubaron suspensiones celulares de las bacterias en
presencia de salvado previamente tratado con xilanasa. Se sabe que las xilanasas y
las FE bacterianas actlan de manera sinérgica, siendo las primeras responsables de
fragmentar la cadena de xilano a oligosacaridos mas pequefios y solubles,
exponiendo los ferulatos de la pared celular vegetal a la hidrolisis por parte de las
esterasas bacterianas (Kroon y col., 1997; Nishizawa y col. 1998).

Los resultados mostraron que luego de la hidrolisis alcalina del salvado de
trigo se liberé 44,73 umol de AF/g de salvado, lo que corresponde a 0,86 mg de
AF/100 g de salvado de trigo. Los valores encontrados son cercanos a los
informados por otros autores (Andreasen y col, 2001a). Ademas se vio que las
cepas seleccionadas eran capaces de liberar AF a partir del salvado de trigo
pretratado con xilanasa en el siguiente orden: L. johnsonii CRL1231 > L. fermentum
CRL1446 > [. acidophilus CRL1014 (Tabla 9).

Hole y col. (2012) evaluaron en 7 cepas probidticas con actividad FE

(detectada en medio MRS sin glucosa + EtF agarizado) la capacidad de liberar AF a
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partir de harinas provenientes de granos enteros de avena y cebada. Las cepas
evaluadas fueron L. johnsonii LAl, L. reuteri SD2112, L. acidophilus LA-5,
Bifidobacterium animalis BB-12, L. fermentum NCDO 1750, L. plantarumy/pentosus
AD2 y L. plantarum NC8. De ellas, solo L. johnsonii LAL, L. reuteri SD2112 vy L.
acidophilus LA-5 fueron capaces de liberar AF de las harinas, incrementando
aproximadamente 20 veces la concentracion de AF.

Cuando L. acdophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii
CRL1231 fueron incubadas durante 18 h con el salvado de trigo, se observd un
incremento entre 11 - 24 veces en la concentracion de AF liberado (respecto al
control sin bacterias) (Tabla 9). Estos resultados demuestran que las 3 cepas de BL
seleccionadas por su elevada actividad FE frente a sustratos sintéticos, también son
eficientes en la liberacion de AF a partir de fuentes naturales como el salvado de
trigo.

Las FE de los microorganismos son generalmente inducibles y pueden ser
extracelulares, estar unidas a la pared o membrana celular o ser intracelulares. Las
variaciones en la actividad catalitica y especificidad de sustrato pueden diversificar su
aplicacion en el procesamiento de alimentos, no solo para mejorar el contenido de
AF, sino también para la sintesis de nuevos compuestos fendlicos bioactivos como
aditivos alimentarios hacia el desarrollo de alimentos funcionales (Fazary y Ju, 2007).

Se evalud la actividad FE de las 3 cepas seleccionadas, crecidas en medios de
cultivos con diferentes fuentes de carbono. Las mismas se cultivaron en un MM
adicionado de monosacaridos (glucosa, fructosa, xilosa, arabinosa) y de
hidroxicinamatos (EtF y acido clorogénico). El EtF indujo la actividad FE de L
fermentum CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 aproximadamente un 20 y 80%,
respectivamente. El acido clorogénico indujo un 38% la actividad FE de [
acidophilus CRL1014. En cuanto a los monosacaridos, la glucosa incremento un 30%
la actividad FE de L. fermentum CRL1446, mientras que la xilosa estimuld la actividad

de L. acidophilus CRL1014 un 15%.
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Kroon y col. (1997) sugirieron que la actividad FE de la microbiota coldnica es
inducida por el salvado de los cereales. Por otra parte, Wang y col. (2004)
demostraron que la actividad FE de L. acidophilus IFO 13951, cepa de origen
intestinal humano, fue fuertemente inducida por sustratos hemicelulésicos, como el
salvado de trigo.

La actividad FE de las cepas L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y
L. johnsonii CRL1231 es inducida principalmente por hidroxicinamatos, por lo cual
estas cepas podrian ser empleadas en el desarrollo de alimentos funcionales
contribuyendo a una mayor biodisponibilidad de AH a nivel intestinal. Por otra parte,
dado que la glucosa no afectd la actividad FE de [. acidophilus CRL1014 y L.
Johnsonii CRL1231, e incluso estimuld la actividad de L. fermentum CRL1446, este
azucar podria ser empleado en medios de cultivos como fuente de carbono vy
energia, a fin de obtener la biomasa necesaria para llevar a cabo los estudios /n vivo.

Para ejercer su potencial efecto benéfico a nivel intestinal del hospedador, las
bacterias probidticas deben resistir el pasaje por el TG, en el cual las condiciones
adversas de pH vy la presencia de sales biliares pueden afectar su viabilidad. Con la
finalidad de evaluar si las cepas L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L.
Johnsonii CRL1231 eran capaces de resistir estas condiciones, las mismas fueron
sometidas a incubaciones en medios gastrico e intestinal simulados en forma
secuencial y se determind la viabilidad de las mismas. En el estbmago se liberan 2,5
L de JG a un pH aproximado de 2, lo cual produce la muerte de la mayoria de los
microorganismos (Charteris y col., 1998;  Kimoto y col., 2000). Sin embargo, el pH
final del contenido gastrico y la velocidad de transito en el esttmago dependen del
tipo de alimento consumido. Conway y col. (1987) informaron que la adicion de
leche descremada (250 mL) en el estbmago humano eleva el pH en 4 - 5 unidades,
prolongando el tiempo de supervivencia de bacterias probidticas. Por lo
anteriormente mencionado, en este trabajo de tesis se evalud en primera instancia la

resistencia de L. acidophillus CRL1014, L. fermentum CRL 1446 y L. johnsonii
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CRL1231 a las condiciones del JG simulado a pH 2, 3y 4. Los resultados mostraron
que las cepas fueron sensibles al pH 2, disminuyendo el recuento de células viables
en mas de 5 unidades logaritmicas. A pH 3 y 4 se observd que L. acidophilus
CRL1014 fue la cepa mas sensible, mientras que L. fermentum CRL1446 fue la cepa
mas resistente (disminucion de 2 y 0,5 unidades logaritmicas a pH 3 y pH 4,
respectivamente). Por su parte la viabilidad de L. johnsoni CRL1231 sufrié una
disminucion de 4 y 2 unidades logaritmicas a pH 3y pH 4, respectivamente. Cuando
las células de L. fermentum CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 expuestas previamente
al JG fueron incubadas en JI, no se observaron modificaciones significativas en su
viabilidad. La concentracion fisiologica de bilis en el contenido intestinal humano se
encuentra en un rango de 0,3 a 0,5% (Zavaglia y col., 1998; Dunne y col.,, 1999). Los
resultados obtenidos demostraron que L. fermentum CRL1446 vy L. johnsonii
CRL1231 son capaces de resistir los efectos de las sales biliares, alcanzando un
orden de 10° y 10° UFC/ml, respectivamente. Estos valores revisten gran importancia
debido a que se hallan comprendidos dentro del rango fijado en el Cdédigo
Alimentario Argentino, en el Articulo 1389 para alimentos probidticos, donde se
establece que el alimento probidtico debera contener “una carga de células viables
comprendida entre 10° y 10° UFC/g durante su periodo de duraciéon minima” (Reyes
y col, 2017). Guglielmetti y col. (2008) informaron que L. helveticus MIMLN5, cepa
con elevada actividad CE, pudo sobrevivir en presencia de JG simulado (pH 2y 3) vy
bilis, sin embargo este autor no evaluo si la actividad FE podria ser afectada por las
condiciones presentes en el TGL

Los estudios llevados a cabo en esta tesis permitieron evidenciar que la
enzima FE de L. fermentum CRL1446 fue més estable frente a las condiciones
adversas del TGI (conservando aproximadamente 65 y 50% de la actividad inicial a
pH 3y pH 4, respectivamente). L. johnsoni CRL1231 vy L. acidophillus. CRL1014

sufrieron una mayor pérdida de actividad FE después del pasaje simulado por el TG,
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manteniéndose en ambos casos alrededor de 10 y 30% de la actividad inicial a pH 3

y pH 4, respectivamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se seleccionaron para realizar los
estudios /n vivo las cepas L. fermentum CRL1446 'y L. johnsonii CRL1231, por ser las
que presentaron mayor resistencia a las condiciones presentes en el TG,

conservando la actividad FE.
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EXPERIMENTAL DE SINDROME METABOLICO




Capitulo II - Estandarizacion de un modelo experimental de SM

En el presente capitulo se realizé el abordaje del siguiente objetivo especifico:
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CAPITULO I

ESTANDARIZACION DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE SINDROME METABOLICO

IL.1- Dietas para ratones

En primer lugar se realizd un anélisis de composicion proximal y fibra de dos
dietas comerciales para ratones: dieta balanceada convencional (DC) y dieta rica en
grasa (DRG) (Tabla 11). El contenido de humedad, cenizas, proteinas e hidratos de
carbono de estos dos alimentos resultd similar. La DRG mostré un contenido de
lipidos totales 2 veces mayor y un contenido de fibra total 0,7 veces menor que la
DC.

A continuacion, de acuerdo a los resultados obtenidos para la DC y con el
propoésito de administrar a los ratones alimentos con el mismo contenido de fibra, se
formuld una nueva dieta rica en grasa suplementada con 7% (p/p) salvado de trigo
(DRG+s). La composicion de esta dieta se detalla en la Tabla 11. Resulta necesario
que las dietas utilizadas contengan proporciones similares de fibra, para después
poder comparar la actividad FE intestinal de los animales asegurando que las
diferencias observadas no se deban a una mayor o menor exposicion a la fuente de
hidroxicinamatos.

Los ensayos /n vivo realizados en el presente trabajo de tesis se llevaron a

cabo utilizando DC y DRG+s.
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Tabla 11: Composicién Proximal y Fibra de dietas para ratones (cada 100g)

NUTRIENTES DC DRG DRG+s

Humedad (g) 9,89 + 0,14° 6,34 + 0,11° 5,95 + 0,13°
Cenizas (g) 4,57 + 0,20° 3,48 +0,04° 3,04 £0,19°
Proteinas (g) 2350 + 0,06° 2420 +012° 22,15+ 0,08°

Lipidos Totales (g) 7,89 +0,19° 14,5 + 0,48° 13,20 £ 0,17°

Hidratos de Carbono (g) 38,00 42,00 40,00
Fibra Total (g) 16,10 + 0,50° 9,49 + 0,21° 15,68 + 0,52°
- Fibra Insoluble (g) 14,50 £ 0,54° 7,48 £0,19° 13,49 + 0,54°
- Fibra Soluble (g) 1,76 + 0,01° 1,91 +0,01°  219+0,01°
Kcal/g 3,00 4,00 4,00

Los datos representan la media + DS (desvio estdndar). La diferencia estadistica fue
determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores en la misma fila con letras distintas en
superindice difieren significativamente.

I1.2- Estandarizacién del modelo experimental de SM

Para la estandarizacion de este modelo se tuvo en cuenta la cepa de raton
utilizada (BALB/c o Albino Suizo) y la edad (recién destetado de 3 semanas o adulto
de 6 semanas). Los animales fueron alimentados con DC (grupos Controles) o con
DRG+s (Grupos SM).

Los grupos experimentales evaluados fueron: Control BALB/c destete, SM
BALB/c destete, Control BALB/c adulto, SM BALB/c adulto, Control Suizo destete, SM
Suizo destete, Control Suizo adulto y SM Suizo adulto (ver Materiales y Métodos -

Tabla 4). En todos los grupos se realizaron las siguientes determinaciones:

- Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG)

- Perfil Lipidico: colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol y triglicéridos (TG).
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I1.2.1- Peso Corporal

En la Figura 17 se puede observar la variacion de peso corporal (g) durante
las 14 semanas de alimentacion con DC y DRG+s en todos los grupos de ratones
evaluados.

En ratones recién destetados, se observd a lo largo de las 14 semanas un
paulatino pero marcado incremento del peso corporal, el cual podria deberse a que
los animales se encuentran en plena etapa de crecimiento. La alimentacion con dieta
DRG+s mostro efectos significativos en el grupo SM con respecto al grupo control a
partir del dia 42 en ratones BALB/c y desde el dia 32 en ratones Suizos. Al final de
las 14 semanas, el peso corporal de los ratones SM recién destetados fue 35,18%
(BALB/c) y 30,8% (Suizos) mayor que los controles (Figura 17 Ay B).

En ratones adultos el incremento de peso corporal a lo largo del periodo de
estudio fue menor que el observado en los ratones recién destetados. La
alimentacion con DRG+s no tuvo efecto sobre el peso corporal de ratones BALB/c;
pero en ratones Suizos, a partir del dia 74 se observaron diferencias significativas
entre el grupo SM y el grupo control. Al finalizar las 14 semanas, el peso corporal de
los ratones Suizos adultos que recibieron DRG+s fue un 23,4% mayor con respecto

al control (Figura 17 Cy D).
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Figura 17: Variacién del peso corporal (g) durante las 14 semanas de alimentacién. Grupos de ratones
evaluados: (A) BALB/c-Destete, (B) Suizos-Destete, (C) BALB/c-Adultos, (D) Suizos-Adultos. Los datos
representan la media + ES (error estdndar) de n= 6 ratones. La diferencia estadistica fue determinada
usando multiple T test con el método Holm-Sidak con p<0,05. (*) Estadisticamente diferente al grupo
control.

I1.2.2- Glucemia en ayunas

Los niveles de glucosa en sangre de los diferentes grupos experimentales
fueron determinados cada dos semanas durante todo el periodo de estudio (Figura
18).

Los resultados mostraron que la administracion de DRG+s solo tuvo un
efecto significativo sobre los niveles de glucosa de ratones adultos (Figura 18 Cy D).
Cuando se comparo con el control, el grupo SM de ratones BALB/c adultos mostro
un aumento significativo de la glucemia en las semanas 2 y 4; posteriormente estos
valores se normalizaron y un nuevo aumento se observé en la semana 14 (Figura 18

C). El grupo SM de ratones Suizos adultos experimentd un incremento significativo
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de los niveles de glucosa en la semana 6, luego se observd una reduccion en la

semana 8 (reestableciéndose valores similares al control) y a partir de la semana 10

ocurrié un nuevo aumento, el cual se mantuvo hasta la semana 14 (Figura 18 D).

20

80 +

60

40 4

BALB/c- Destete ——SM
—e— Control

A
200
180
- 160
=
T
% 140
g
S 1204
8
Q
S w
o
20
C
200
180
160
-
=
5 140
o
-1}
E 10
]
©
g 100
]
T

80 -

60

40 A

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (semanas)
BALB/c- Adultos
%
w
=
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (semanas)

Glucosa (mg/dL)

Glucosa (mg/dL)

200 A

180 1

160

140 4

120 4

100 4

80 -

60

40 4

20

200 ~

180 A

160 -

140 A

120 A

100 A

80 4

60

40 -

20

Suizos - Destete

=3

Tiempo (semanas)

Suizos - Adultos

o

Tiempo (semanas)

16

Figura 18: Niveles de glucemia en ayunas durante las 14 semanas de alimentacién. Grupos de ratones
evaluados: (A) BALB/c-Destete, (B) Suizos-Destete, (C) BALB/c-Adultos, (D) Suizos-Adultos. Los datos
representan la media + ES (error estdndar) de n= 6 ratones. La diferencia estadistica fue determinada
usando multiple T test con el método Holm-Sidak con p<0,05. (*) Estadisticamente diferente al grupo

control.

93



Capitulo II - Estandarizacion de un modelo experimental de SM

En el periodo estudiado, los valores de glucemia de ratones recién
destetados no mostraron diferencias significativas con respecto al control cuando
fueron alimentados con DRG+s, por tal motivo los siguientes ensayos se realizaron

utilizando ratones adultos (en donde este parametro se vio incrementado).

I1.2.3- Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG)

La PTOG se realizd en los grupos de ratones adultos al finalizar las 14
semanas (Figura 19). Esta prueba permite evaluar si un organismo es capaz de
restaurar la glucemia a los valores basales después de la ingesta de una sobrecarga
de glucosa.

En ratones BALB/c adultos se observd que las curvas de tolerancia de los
grupos SMy control no presentaron diferencias significativas y los valores basales de
glucosa se reestablecieron después de transcurridos los 120 minutos (Figura 19 A).
Por el contrario, en ratones Suizos adultos, el grupo SM mostro niveles de glucemia
mas elevados que el grupo control, siendo incapaz de reestablecer los niveles de
glucosa basales en el tiempo evaluado (Figura 19 B). Cuando se compararon las
areas bajo las curvas, solo los ratones Suizos mostraron un aumento significativo con

respecto al control (Figura 19 C).
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11.2.4- Perfil Lipidico

Debido a que uno de los componentes principales del SM es la dislipidemia
aterogénica, se evaluaron en plasma de ratones adultos los niveles de colesterol
total, HDL-colesterol, LDL-colesterol y TG (Figura 20).

Los resultados mostraron que el colesterol total solo aumento
significativamente en el grupo SM de ratones Suizos cuando se compard con el
control (Figura 20 A). En esta cepa de ratones también se observaron modificaciones
significativas de las concentraciones de lipoproteinas unidas a colesterol cuando se
administré DRG+s (aumento de LDL-colesterol y disminucion de HDL-colesterol en
el grupo SM con respecto al control). Mientras tanto, los ratones BALB/c solo
mostraron diferencias significativas en los niveles de LDL-colesterol (Figura 20 By C).
En cuanto a las concentraciones de TG, se observé un incremento en el grupo SM

de ratones Suizos adultos (Figura 20 D).
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Los resultados obtenidos demuestran que los ratones Suizos adultos son los
mas adecuados para establecer el modelo experimental de SM, de acuerdo a las

especificaciones de la Tabla 12.
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Figura 20: Perfil lipidico de ratones adultos a las 14 semanas de alimentacién. (A) Niveles plasméticos de
colesterol total (g/L), (B) Niveles plasmaticos de HDL-colesterol (g/L), (C) Niveles plasmaticos de LDL-
colesterol (g/L), (D) Niveles plasmaticos de triglicéridos (g/L). Los datos representan la media + ES (error
estandar) de n= 6 ratones. La diferencia estadistica fue determinada usando mdltiple T test con p<0,05.
(*) Estadisticamente diferente al grupo control.
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Debido a la alta prevalencia del SM, el estudio mediante modelos
experimentales que permitan evaluar potenciales métodos de tratamiento y/o
prevencion representa un gran desaflo para la comunidad cientifica actual. Se
requieren modelos animales viables que desarrollen los principales signos clinicos de
esta entidad multifactorial, especialmente obesidad, diabetes, dislipidemia,
hipertension y posiblemente enfermedad del higado graso (Panchal y Brown, 2010).

Los modelos con roedores son los mas utilizados en la investigacion del SM
(Doggrell y Brown, 1998; Chen y Wang, 2005; Speakman, 2007; Gauffin Cano y col.,
2013). Se han empleado modelos con animales modificados genéticamente
(generalmente monogeénicos, es decir, con mutacion ligada a un solo gen), pero
también se han desarrollado modelos de obesidad inducida por la dieta (OID)
(Fuchs y col, 2018). Las cepas de roedores mas utilizadas en modelos de SM
inducido por la dieta incluyen ratas Sprague-Dawley, ratas Wistar, ratones C57BL/6 y
hamsteres sirios dorados (Wong vy col., 2016). Ratones BALB/c también han sido
utilizados para desarrollar modelos de OID (Nufez y col, 2014 y 2015). Asi mismo,
se han empleado ratones Albinos Suizos para este tipo de estudios. Carvalho y col.
(2012) mostraron que la administracion de una DRG a ratones Albinos Suizos de 6
semanas de edad provoco en los mismos un incremento de peso y aumento de los
niveles de glucosa e insulina en ayunas. En base a estos antecedentes, y teniendo en
cuenta la disponibilidad de ratones en el bioterio de CERELA, en la presente tesis
doctoral se emplearon para la estandarizacion del modelo de SM las cepas BALB/c y
Albinos Suizos.

La edad de los ratones al comienzo de la experiencia es un factor
determinante para establecer el modelo de SM. Los animales jovenes poseen un
metabolismo diferente a los adultos, esto se ve reflejado en la mayor ganancia de
peso de tejido magro en los primeros, siendo aconsejable utilizar ratones de mayor
edad (Tschop y Heiman, 2001). Sin embargo, existen estudios en los que se han

utilizado animales jovenes alimentados con dietas hipercaldricas para inducir la
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obesidad (Nascimento y col., 2008). Para la estandarizacion del modelo de SM se
decidio evaluar ratones de dos edades diferentes: recién destetados (3 semanas) y
adultos (6 semanas).

La dieta es otro de los factores determinantes al momento de establecer un
modelo de SM. Se ha observado que animales con peso y edades similares al inicio
del protocolo experimental, mostraron diferentes resultados con respecto al
aumento de peso corporal segun el tipo de dieta que recibieron, lo cual refleja la
importancia de la alimentacion en la génesis de la obesidad (Rosini y col., 2012).

La dieta juega un papel esencial en el crecimiento y desarrollo de un
individuo; su composicion determina el estado nutricional, afecta el metabolismo de
la glucosa y de los lipidos, ejerce influencia sobre determinadas hormonas y también
altera el estado oxidativo. Los modelos animales de OID se han convertido en la
piedra angular para la investigacion del SM. Estos modelos se utilizan generalmente
para estudiar el papel de la dieta, asi como la fisiopatologfa y etiologia de la
enfermedad. Sin embargo, los resultados de los estudios pueden llegar a ser
discrepantes, principalmente en relacién con la composicion de las dietas y el efecto
de las mismas (Nilsson y col., 2012). La dieta moderna, sobre todo en los paises
occidentales, es rica en carbohidratos como fructosa y sacarosa, asi como en grasas
saturadas. Este tipo de ingesta caldrica se ha asociado con el SM, enfermedades
cardiovasculares e higado graso no alcohdlico (Lim y col., 2010; Massiera y col,
2010). Por tal motivo, las DRG son ampliamente utilizadas en estudios de SM,
mostrando gran eficiencia para inducir obesidad. Se han empleado diferentes tipos
de DRG que aportan entre 20 y 60% de la energia total del alimento. Las fuentes del
componente nutricional graso de la dieta pueden ser aceites derivados de plantas
(por ejemplo, maiz, cartamo o aceite de oliva) o grasas derivadas de animales (por
ejemplo, sebo vacuno o manteca de cerdo) (Wong y col, 2016). Numerosos
trabajos han demostrado que las DRG son eficaces en promover la hiperglucemia, RI

y dislipidemia (Zivkovic y col, 2007). El alimento rico en grasa utilizado en el
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presente trabajo de investigacion (DRG+s) fue formulado con una dieta comercial a
base de manteca de cerdo y salvado de trigo como fuente de hidroxicinamatos. La
cantidad de salvado utilizada (7% p/p) fue la necesaria para que el contenido de
fibra resultara el mismo que en el alimento convencional (DC). Este hecho reviste
importancia al momento de evaluar la actividad FE intestinal (capitulo V).

Los resultados mostraron que la administracion de la DRG+s durante 14
semanas indujo una mayor ganancia de peso corporal con respecto a la DC en
todos los grupos de ratones evaluados, excepto en BALB/c adultos. Al final del
periodo de estudio el peso corporal fue mayor en los grupos SM de ratones BALB/c
recién destetados (35,18%), Suizos recién destetados (30,8%) y Suizos adultos
(23,4%) con respecto a los controles normales.

Otro de los parametros afectados en individuos con SM es la glucosa en
ayunas. Se observé que a las 14 semanas, los ratones adultos que recibieron DRG+s
(grupo SM) presentaron niveles de glucosa en sangre mas elevados que los
respectivos controles, mientras que en ratones recién destetados no hubo
diferencias. En el caso de los ratones Suizos adultos el aumento de la glucemia fue
evidente desde la semana 6. Al final del periodo de estudio, la concentracion de
glucosa en ayunas de los ratones adultos del grupo SM fue de 120 mg/dL en
BALB/c y 142 mg/dL en Suizos. De acuerdo con la American Diabetes Association
(2010) y la OMS, algunos de los criterios para el diagndstico de la DT2 en humanos
son: concentracion de glucosa en ayunas superior a 126 mg/dL (7 mmol/L) vy
concentraciones de glucosa por encima de 200 mg/dL (11,1 mmol/L) en un anélisis
de 2 h posterior a una sobrecarga oral de glucosa. Cabe aclarar que el hallazgo
aislado de cualquiera de estos criterios no es suficiente para establecer el
diagnoéstico de DT2. Se ha descripto que antes del desarrollo de una DT2 los
pacientes suelen presentar un SM caracterizado por sobrepeso, intolerancia a la

glucosa y alteracion del metabolismo de los lipidos (Druker, 2007).
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La PTOG es una prueba simple, ampliamente utilizada en la practica médica
para el diagnodstico de la R, intolerancia a la glucosa y DT2 (American Diabetes
Association, 2010). En esta prueba la glucosa es «aclarada» después de una
sobrecarga oral por un proceso complejo y dinamico que incluye la absorcion, la
actividad neurohormonal (adrenalina y glucagon), la accion de la incretina, la
secrecion de insulina y acciones metabdlicas de la insulina que primariamente
determinan el balance entre la ultilizacion periférica de la glucosa y la produccion
hepatica de la misma. Por lo tanto, esta prueba indirecta que depende del tiempo,
es controlada por los estados de ayuno, la dinamica de sobrecarga de glucosa y por
los niveles de insulina (Muniyappa y col., 2009). La intolerancia a la glucosa, también
conocida como prediabetes, es una consecuencia de la Rl y se refiere a una etapa
en donde la insulina que produce el pancreas es insuficiente para metabolizar el
azucar de la sangre, lo que hace que los niveles de glucosa se mantengan elevados,
sin embargo, aunque los niveles de glucosa se encuentren por encima de lo normal,
no puede clasificarse como diabetes. Se ha informado que una alimentacion a largo
plazo con dietas enriquecidas en grasas conduce a una moderada hiperglucemia e
intolerancia a la glucosa en la mayorfa de las cepas de ratas y ratones (Sweazea y
col., 2010).

La PTOG fue realizada en ratones adultos al finalizar las 14 semanas de
alimentacion. Los resultados mostraron que los ratones Suizos que recibieron
DRG+s fueron incapaces de reestablecer los niveles basales de glucosa en sangre;
observandose en este grupo después de 2 h de la sobrecarga oral una
concentracion de glucosa de 250 mg/dL. Este hecho es un indicador de RI en el
grupo SM de ratones Suizos adultos.

La insulina, ademas de regular la utilizacion de glucosa, esta implicada en la
regulacion del metabolismo lipidico (almacenamiento, movilizacion y utilizacion de
TG). La dislipidemia en el SM se caracteriza por elevacion de la concentracion de TG

y VLDL, disminucion de HDL-colesterol y aumento en el nimero de LDL pequefias y
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densas, lo que se ha denominado fenotipo lipoproteinico aterogénico (Ginsberg,
2000). Existe una estrecha correlacion entre la obesidad abdominal y los factores de
riesgo que definen el SM, especialmente la hipertrigliceridemia (Okosun y col., 2000).

Los resultados mostraron que la DRG+s solo alteré de manera significativa
el perfil lipidico de ratones Suizos adultos a las 14 semanas de administracion,
destacandose en el grupo SM un aumento de las concentraciones de colesterol y
TG, y una disminucion en los niveles de HDL-colesterol con respecto al grupo
control.

El SM se halla caracterizado por un aumento del tejido graso. Esta
anormalidad de la composicion corporal se acompafia de variadas manifestaciones
patoldgicas, entre ellas la dislipidemia aterogénica. Entre las causas mas frecuentes
de dislipidemias destaca la obesidad. Ello se asocia al sindrome de resistencia
insulinica frecuentemente observado con el exceso de tejido graso, mas aun cuando
hay una distribucion toracoabdominal o visceral. Lo mas frecuente de observar es
una hipertrigliceridemia, con aumento leve del colesterol total, pero con una notoria
disminucion de HDL-colesterol. El incremento de TG se debe a una mayor sintesis
hepatica (proveniente de un aumento de la oferta de AGL en un estado de
hiperinsulinemia por RI). Aumenta la secrecion de VLDL y por ello lo destacable es la
hipertrigliceridemia. La reduccion de HDL-colesterol es explicable por Ia
hipertrigliceridemia, ya que en estas circunstancias, y por transferencia intravascular
de lipidos, las HDL reciben TG y aceleran su catabolismo a través de una mayor
actividad de la lipasa hepatica. Por otra parte, algo similar sucede con las LDL, que
reciben TG, son metabolizados parcialmente por la lipasa hepatica y se transforman
en LDL pequefias y densas, que tienen un mayor potencial aterogénico (Cuevas y

Alonso, 2016).
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En vista de lo expuesto en el presente capitulo, los ratones Albinos Suizos
adultos de 6 semanas de edad alimentados durante 14 semanas con DRG+s fueron
elegidos como el modelo experimental de SM. Estos animales presentaron la
mayoria de los componentes que caracterizan al SM (obesidad, hiperglucemia,
intolerancia a la glucosa, hipertrigliceridemia y disminucién de los niveles de HDL-
colesterol) en el periodo evaluado, siendo los més adecuados para llevar a cabo los

estudios subsiguientes.
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LACTICAS CON ACTIVIDAD FERULOIL ESTERASA
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METABOLICO




Capitulo Il - Administracion oral de BL con actividad FE en un modelo murino de SM

En el presente capitulo se realizé el abordaje del siguiente objetivo especifico:

e OE4- Evaluar el efecto de la administracion oral de la/s bacteria/s
seleccionada/s sobre la actividad CE intestinal y biomarcadores en el

modelo experimental de SM.
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CAPITULO I

ADMINISTRACION ORAL DE BACTERIAS LACTICAS CON ACTIVIDAD FE EN UN
MODELO MURINO DE SINDROME METABOLICO

Con la finalidad de evaluar si las cepas de BL con actividad FE seleccionadas
en el Capitulo I son capaces de mejorar los componentes del SM, se administro
oralmente L. fermentum CRL1446 (Lf CRL1446) y L. johnsonii CRL1231 (Lj CRL1231)
a ratones alimentados con DRG+s (modelo murino optimizado en el Capitulo II). Los
estudios se realizaron a las 7 y 14 semanas, determinandose los cambios fisioldgicos

y biogquimicos ocurridos durante este periodo de alimentacion.

I.1- Ensayo de translocacién bacteriana a las 14 semanas

Para determinar la inocuidad de las cepas en estudio se realizd un ensayo de
translocacion bacteriana. No se observd crecimiento microbiano en las placas
sembradas con los homogenatos de higado y bazo de los ratones que recibieron
estas BL durante 14 semanas, por lo que se considerd que con la dosis ensayada
(10® UFC/dia/ratén) tanto L. fermentum CRL1446 como L. Jjohnsonii CRL1231 son

seguras para los animales alimentados con DRG+s.

I.2- Efecto de la administracién de BL con actividad FE sobre la ganancia de peso
corporal (GPC)

La GPC se vio incrementada por el consumo de DRG+s, observandose en
ratones del grupo SM, un aumento de 40% y 63% a las 7 y 14 semanas de
alimentacion, respectivamente, en comparacion con el grupo control.

La suplementacion con L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 tuvo
influencia sobre este parametro en los ratones alimentados con DRG+s. Se observo
tanto a las 7 como a las 14 semanas, una reduccion significativa de la GPC de los
grupos SM+Lf y SM+Lj con respecto al grupo SM, alcanzando valores similares al

control (Figura 21A).
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La diferencia de tamafio corporal de los ratones de los grupos SM y control

puede apreciarse en la Figura 21B.

>

Gananciade peso corporal (g)

25

semana 7

® Control
| SM
SM+Lf
B SM+Lj

semana 14

Control

Figura 21: Efecto de las dietas y de la
administraciéon de BL con actividad FE sobre
la ganancia de peso corporal. (A) Ganancia
de peso corporal (g). Los datos representan
la media + ES (error estdndar) de n= 8
ratones. La diferencia estadistica fue
determinada usando multiple T test con
p<0,05. Valores con letras distintas difieren
significativamente. (B) Diferencia de tamafio
corporal de ratones alimentados con dieta
rica en grasa (SM) y dieta convencional
(Control).
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I.3- Efecto de la administracién de BL con actividad FE sobre el indice de eficiencia
alimentaria (EA)

Luego de las distintas intervenciones dietéticas (suministro de DC o DRG+s
con y sin BL), se calculd la EA alas 7y 14 semanas como el cociente entre la GPC
(g) y la cantidad de alimento consumido (g) (Figura 22). Los resultados mostraron
que la alimentacion con DRG+s provocd un aumento de la EA en el grupo SM de
54% y 86% a las 7 y 14 semanas, respectivamente, en comparacion con el grupo
control. La adminsitracion de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231
conjuntamente con DRG+s disminuyd la EA, resultando en valores similares a los

observados en el grupo control.

® Control
mSM

B SM+Lf
B SM+Lj

Eficiencia Alimentaria

semana 7 semana 14

Figura 22: fndice de eficiencia alimentaria (EA). Este indice fue calculado como EA= GPC
(g)/ Cantidad de alimento consumido (g). Los datos representan la media + ES (error
estandar) de n= 8 ratones. La diferencia estadistica fue determinada usando multiple T
test con p<0,05. Valores con letras distintas difieren significativamente.

I1.4- Efecto sobre el indice de adiposidad y tamafio de los adipocitos
Los ratones que recibieron DRG+s, sin suplementacion de BL desarrollaron
obesidad caracterizada por un aumento de la masa de tejido adiposo mesentérico y

epididimal, lo cual se vio reflejado en los valores del indice de adiposidad del grupo
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SM, observandose un incremento de 76% y 99% en comparacion con el grupo
control, a las 7 y 14 semanas de alimentacion, respectivamente, (Figura 23). El grupo
SM+Lf, mostré6 una disminucion en el indice de adiposidad de 30% y 39%
comparado con el grupo SM, a las 7 y 14 semanas, respectivamente. En el grupo
SM+Lj también se observaron descensos de este indice con respecto al grupo SM
(22 y 26% a las 7 y 14 semanas, respectivamente) (Figura 23).

En la Figura 24 se puede apreciar la menor acumulacion de tejido adiposo
epididimal en los animales que recibieron L. fermenturm CRL1446 y L. johnsonii

CRL1231 cuando fueron alimentados con DRG+s durante 14 semanas.

H Control
5,50

| SM
5,00 - b

W SM+Lf
4,50

mSM+Lj
4,00

3,50
3,00
2,50
2,00

indice de Adiposidad (%)

1,50
1,00
0,50

0,00

semana 7 semana 14

Figura 23: Efecto de la administracién de BL con actividad FE sobre el indice de adiposidad.
Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 8 ratones. La diferencia
estadistica fue determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas
difieren significativamente.
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Figura 24: Acumulacién de grasa epididimal en ratones alimentados con DRG+s durante 14

semanas. Las flechas sefialan el tejido adiposo de cada animal.

Los cortes histologicos teflidos con hematoxilina-eosina revelaron cambios en
la estructura del tejido adiposo epididimal cuando los ratones fueron alimentados
con DRG+s durante 14 semanas (Figura 25). En el grupo SM se encontré mayor
abundancia (57%) de adipocitos de gran tamafio (4001-8000 um?), mientras que en
el grupo control solo el 9% de los adipocitos estuvo comprendido dentro de este
rango. Ademas, se observd en el grupo SM una disminucion significativa de la
cantidad de adipocitos de tamafio pequefio (rangos comprendidos entre 500 vy
3000 pm?) con respecto al grupo control. La administracion de L. fermentum
CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 conjuntamente con la DRG+s evito la hipertrofia del
tejido adiposo, de manera que los adipocitos de los grupos SM+Lf y SM+Lj
mostraron tamafios similares a los observados en el grupo control (mayor frecuencia
de 4reas comprendidas entre 1001 y 4000 um?). Si bien, en el grupo SM+Lf se vio
un aumento en el nimero de adipocitos de mayor tamafio (4001-8000 pm?) en
comparacion con el grupo control, estos representaron solo el 20% del total (3 veces

menos que en el grupo SM) (Figura 26).
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Figura 25: Fotomicrografias representativas del tejido adiposo epididimal a las 14
semanas. Los cortes histoldgicos fueron teflidos con hematoxilina-eosina y las
imagenes fueron capturadas con microscopio Carl ZEISS con magnificacion 40x. (A)
Grupo control (B): Grupo SM (C): Grupo SM+Lf (D): Grupo SM+Lj

mControl ®SM  ®SM+Lf ®SM+Lj
70

Niamero de adipocitos (%)

500-1000 1001-2000 2001-3000 3001-4000 4001-8000

Area de adipocitos (um?)

Figura 26: Abundancia de adipocitos (%) de acuerdo a su tamafio (umz) en ratones alimentados
durante 14 semanas. Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 8 ratones. La
diferencia estadistica fue determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas
difieren significativamente.
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II1.5- Efecto sobre los niveles de leptina

Dado que el tejido adiposo es el principal responsable de la sintesis y
secrecion de leptina, se dosaron los niveles plasmaticos de esta hormona en los
ratones de todos los grupos (Tabla 13). Los mismos fueron 10 y 7 veces mayores en
los animales con SM a las 7 y 14 semanas, respectivamente, en comparacion con el
grupo control. En los ratones del grupo SM+Lf se observé una disminucion de 5,5 y
3,5 veces de los valores de leptina a las 7 y 14 semanas, respectivamente,
comparados con el grupo SM. En el grupo SM+Lj se detectd en la semana 7
concentraciones similares al grupo control y, en la semana 14, los valores de leptina

fueron la mitad de los observados en el grupo SM.

Tabla 13: Niveles plasmaticos de leptina (ng/mL)

Semana 7 0,46+0,06° 4,70+0,09° 0,85+0,03¢ 0,50+0,07°

0,98+0,17° 6,65+1,07° 1,87+0,16° 3,36+0,95¢

Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 8 ratones. La diferencia estadistica

fue determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas difieren
significativamente.

I.6- Efecto de la DRG+s y de la administracién de BL con actividad FE sobre el
estado inflamatorio de los ratones

El estado inflamatorio de los animales se evalud a las 14 semanas
determinando los niveles plasmaticos de las citoquinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-10
por citometria de flujo (Figura 27). En el caso de las citoquinas proinflamatorias
(TNF-o, IFN-y, IL-6) se evidenci® un aumento significativo en el grupo SM
comparado con el grupo control. Cuando se administraron las BL junto con la
DRG+s, se vio que en los grupos SM+Lf y SM+Lj los niveles de estas citoquinas se

redujeron significativamente con respecto al grupo SM, siendo mayor el efecto en el
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grupo SM+Llj. En cuanto a los niveles de IL-10 (citoquina antiinflamatoria), se
observé una disminucion en el grupo SM comparado con el control; y los grupos

que recibieron las cepas (SM+Lf y SM+Lj) mostraron un incremento con respecto al

grupo SM.
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Figura 27: Niveles plasméticos de citoquinas a las 14 semanas de alimentacién. (A) TNF-o, (B) IFN-y,
(Q) IL-6, (D) IL-10 Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 8 ratones. La diferencia
estadistica fue determinada usando mudltiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas difieren

significativamente.

IIl.7- Efecto de la administracion de BL con actividad FE sobre la acumulacién de

grasa en el higado y actividades de transaminasas

Una patologia que suele estar asociada al SM es la enfermedad del higado

graso no alcohdlico (EHGNA); por ello, se llevd a cabo un analisis de la histologia
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hepatica de los animales de cada grupo a las 14 semanas de alimentacion (Figura
28).

Los resultados mostraron que los ratones que recibieron DRG+s sin la
suplementacion de BL (grupo SM) exhibieron esteatosis caracterizada por la
presencia de abundantes vacuolas o gotas lipidicas de distintos tamafios, asi como
granularidad citoplasmatica de los hepatocitos. También pudo apreciarse la
balonizacion y binucleacion hepatocelular. Cuando se administraron las cepas L.
fermentum CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 junto con la DRG+s, los grupos de
ratones SM+Lf y SM+Lj mostraron una reduccion de la infiltracion grasa en los

hepatocitos.

Figura 28: Fotomicrografias representativas de higado de ratones a las 14 semanas. Los

cortes histolégicos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y las iméagenes fueron
capturadas con microscopio Carl ZEISS con magnificacion 200x. (A) Grupo control, (B)
Grupo SM, (C) Grupo SM+Lf, (D) Grupo SM+Lj. Las flechas sefialan algunas alteraciones
del grupo SM (gotas lipidicas y binucleacion).
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El incremento de las actividades alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransfersa (AST) suele asociarse a dafios hepaticos. Cuando se evaluaron los
niveles de estas transaminasas en sangre, se observo un incremento significativo en
el grupo SM con respecto al control, tanto a las 7 como a las 14 semanas. La
administracion de BL con actividad FE permitid mantener los valores de ALT y AST

cercanos a los observados en el grupo control (Figura 29).

A Aspartato aminotransferasa ® Control
| SM
40 b M SM+Lf
a5 | mSM+Lj
=
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]
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Figura 29: Concentraciones de transaminasas (U/L). (A) Aspartato aminotransferasa, (B)
Alanina aminotransferasa. Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 8
ratones. La diferencia estadistica fue determinada usando mdultiple T test con p<0,05.
Valores con letras distintas difieren significativamente.
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I1.8- Perfil lipidico e indicadores de riesgo cardiovascular

Se evaluo el efecto de la dieta y la influencia de la administracion de BL con
actividad FE sobre los niveles plasmaticos de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-
colesterol y triglicéridos (Figura 30).

Colesterol total: Se observéd un incremento de 13% y 33% en los niveles de

colesterol total en los ratones del grupo SM a las 7 y 14 semanas, respectivamente,
en comparacion con el grupo control. La administracion de los lactobacilos redujo
los valores a las 7 semanas, resultando los mismos similares a los observados en el
grupo control. A las 14 semanas, el grupo SM+Lj mostrd una disminucion de 13%
en los niveles de colesterol con respecto al grupo SM, pero los valores fueron
mayores que los detectados en el grupo control, mientras que el grupo SM+Lf no
mostré diferencias significativas con los animales controles (Figura 30A).

HDL-colesterol (HDL-col): Los valores plasmaticos de HDL-col del grupo SM

disminuyeron un 16% y 22% con respecto al grupo control a las 7 y 14 semanas,
respectivamente. La administracion de [. fermentum CRL1446 (grupo SM+Lf)
permitid mantener niveles similares a los encontrados en el grupo control, tanto a
las 7 como a las 14 semanas. La administracion de L. johnsoni CRL1231 (grupo
SM+Lj) provocd un aumento de los niveles de HDL-col con respecto al grupo SM,
alcanzandose valores similares al grupo control en la semana 7, mientras que a las
14 semanas los valores fueron menores que en el control pero un 13% mas altos
que en el grupo SM (Figura 30B).

LDL-colesterol (LDL-col): A las 7 semanas, ninguno de los grupos evaluados

mostré diferencias significativas en los niveles de LDL-col con respecto al grupo
control. A las 14 semanas, se observd en el grupo SM un aumento de 26% en los
niveles de esta lipoproteina comparado con el grupo control, mientras que la

administracion de L. fermentum CRL1446 vy L. johnsoni CRL1231 redujo los niveles
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de LDL-col con respecto al grupo SM, resultando similares a los detectados en el

grupo control (Figura 300).

Triglicéridos (TG): El grupo SM mostrd un incremento de 46% y 56% en los

niveles de TG, a las 7 y 14 semanas, respectivamente. La administracion de BL con

actividad FE a los ratones alimentados con DRG+s (grupos SM+Lf y SM+Lj) redujo la

hipertrigliceridemia caracteristica del SM a las 7 y 14 semanas, sin que los valores de

TG en plasma alcancen los niveles observados en el grupo control (Figura 30D).
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Figura 30: Perfil lipidico de ratones. (A) Niveles plasmaticos de colesterol total (g/L), (B) Niveles
plasmaticos de HDL-colesterol (g/L), (C) Niveles plasmaticos de LDL-colesterol (g/L), (D) Niveles
plasméticos de triglicéridos (g/L). Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 8 ratones.

La diferencia estadistica fue determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas
difieren significativamente.
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Los valores del perfil lipidico fueron utilizados para calcular los distintos
indices de riesgo cardiovascular que se encuentran detallados en la Tabla 14. Los
resultados mostraron un aumento de los indices de riesgo cardiaco en el grupo SM
con respecto al grupo control, a las 7 y 14 semanas de alimentacion. En los grupos
que recibieron las cepas de BL con actividad FE (SM+Lf y SM+Lj) se observaron
siempre valores menores a los del grupo SM, y en la mayoria de los casos no se

encontraron diferencias estadisticas con el grupo control.

Tablal4: fndices de riesgo cardiovascular a las 7 y 14 semanas

LDL/HDL Triglicéridos/HDL

semana / | semana 14 | semana/  semanal4 | semana/ | semanald | semana/ @ semana 14

Control 306£053° | 318x043% 327:062° 357034 & 166+018% | 173:011° (022:003% 024:004°

44840200 | 619+052° 411+011° 581:025° | 288+009°  349:015° 046+005°  054+0,06"
SM+Lf 275+054 | 316+064°  2099+037° 334+022° | 1,83+027° | 226+0215 026+002°  0,35+0,06°
SM+1j 314+037° | 46140535 314:041° 445:040° 1924031  253:0,16° 028+003°  040+0,05

Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 8 ratones. La diferencia estadistica fue
determinada usando multiple T test con p<0,05. En cada columna, valores con letras superindice distintas
difieren significativamente. *IA: indice de aterogenicidad = (Colesterol total — HDL)/ HDL. **IAP: indice de
aterogenicidad de plasma = Log (TG/HDL).

I1.9- Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG)

La tolerancia a la glucosa fue evaluada a las 7 y 14 semanas (Figura 31). Los
resultados obtenidos mostraron que en ambos periodos evaluados, los animales
alimentados con DRG+s que no recibieron lactobacilos (grupo SM) presentaron

niveles de glucosa en sangre significativamente mas elevados en todos los puntos
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de las curvas con respecto al grupo control, pero solo a las 14 semanas se
observaron valores superiores a 200 mg/dL después de 2 h de la sobrecarga oral,
indicando una RI en este tiempo de administracion. La suplementacion de la DRG+s
con L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 redujo los niveles de glucosa
postprandial de los grupos SM+Lf y SM+1j en comparacion con el grupo SM, pero
solo se alcanzaron niveles similares al grupo control a las 14 semanas, lo cual se vio

reflejado en las areas bajo las curvas.
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Figura 31: Curvas de tolerancia a la glucosa y areas bajo la curva. (A) Curvas de tolerancia a la glucosa a
las 7 semanas, (B) Areas bajo la curva a las 7 semanas, (C) Curvas de tolerancia a la glucosa a las 14
semanas, (D) Areas bajo la curva a las 14 semanas. Los datos representan la media + ES (error estandar)
de n= 8 ratones. La diferencia estadistica fue determinada usando multiple T test con p<0,05. En las
figuras de la izquierda, los asteriscos (*) indican diferencias estadisticas con respecto al grupo control. En
las figuras de la derecha, valores con letras distintas difieren significativamente.
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I.10- Efecto de la administracién de BL con actividad FE sobre los niveles de
glucosa e insulina en ayunas

Los niveles plasmaticos de glucosa en ayunas en el grupo SM incrementaron
un 45% y 96% a las 7 y 14 semanas de alimentacion, respectivamente, en
comparacion con el grupo control. Los ratones que recibieron las BL con actividad
FE (grupos SM+Lf y SM+Llj) presentaron valores de glucemia similares al grupo
control a las 7 semanas de estudio. A las 14 semanas, la administracion de L.
fermentum CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 redujo los valores de glucosa en sangre
con respecto al grupo SM, siendo este efecto mayor en el grupo SM+Lf, el cual no
mostro diferencias significativas con el grupo control (Tabla 15).

Los niveles de insulina en el grupo SM aumentaron un 34% vy 45%
comparado al grupo control, a las 7 y 14 semanas, respectivamente. La
administracion de las BL disminuyo la concentracion de insulina en los grupos SM+Lf
y SM+Lj, alcanzando valores similares al grupo control en ambos periodos
evaluados (Tabla 15).

El modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina (HOMA-IR)
mostré un aumento de los valores en los ratones del grupo SM a las 7 semanas y 14
semanas de alimentacion con respecto al grupo control. La administracion de L.
fermentum CRL1446 y L. johnsoni CRL1231 disminuy6 el indice HOMA en los
animales alimentados con DRG+s, observandose valores similares al grupo control

(Tabla 15).
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Tabla 15; Glucemia, Insulina e fndice HOMA

Control SM SM+Lf SM+1j Control SM SM+Lf SM+1j

Glucosa
(mmol/L)

Insulina
(uU/ml)

HOMA-IR 162:054°  318+064° 171:067° = 181x052° 153027 436:041° 162:029° 212:076°

Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 8 ratones. La diferencia estadistica fue
determinada usando mdltiple T test con p<0,05. Para cada periodo, valores en la misma fila con letras

superindice distintas difieren significativamente.

II.11- Evaluacién del efecto antihiperglucémico de las BL con actividad FE

[1.11.1- Prueba de tolerancia oral a la sacarosa (PTOS)

La PTOS se realizd a las 14 semanas para determinar si L. fermentum
CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 eran capaces de modificar los niveles de glucemia
postprandial después del consumo de sacarosa (disacarido formado por glucosa y
fructosa). La prueba consistio en aplicar a los animales una sobrecarga oral de
sacarosa y se midieron los niveles de glucosa en sangre cada 30 min durante 2 h.
Con los datos obtenidos se construyeron curvas y se calcularon las areas bajo las
mismas para cada grupo (Figura 32).

Los resultados mostraron un aumento significativo de los niveles de glucosa
en sangre para el grupo SM en todos los puntos de la curva; mientras que para los
grupos SM+Lf y SM+Lj no se observaron diferencias con respecto al grupo control;

es decir, que la administracion de L. fermentum CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231

4024033  586:051° 4112027 410:071° 396:046° 779:091° 412:023®  533:054°

906:105 1220:1,02° 936:07%° 993:125° 869:0,69° 1259:085° 884075  895:096°
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redujo los picos glucémicos postprandiales en los animales alimentados con DRG+s
durante 14 semanas.

El area bajo la curva del grupo SM sufrié un incremento (36%) con respecto
al grupo control, mientras que los grupos SM+Lf y SM+Lj mantuvieron valores

similares al control.
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Figura 32: (A) Curvas de tolerancia oral a la sacarosa a las 14 semanas de alimentacion, (B) Areas bajo la
curva. Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 8 ratones. La diferencia estadistica fue
determinada usando mudltiple T test con p<0,05. En la figura A los asteriscos (*) indican diferencias
estadisticas con respecto al grupo control. En la figura B valores con letras distintas difieren
significativamente.

II.11.2- Prueba de inhibicibn de la actividad a-glucosidasa por las cepas
seleccionadas

Con la finalidad de comprobar si el efecto sobre la glucemia observado en el
ensayo /n vivo anteriormente descripto era atribuible a las cepas administradas, se
realizd un estudio /n vitro para evaluar la capacidad de estas BL de inhibir la enzima
a-glucosidasa. Los resultados mostraron porcentajes de inhibicion de 90,41% para

fermentum CRL1446'y 75,67% para L. johnsonii CRL1231..
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[1.12- Efecto de la administracion de las BL sobre la actividad FE intestinal

Se determind la actividad especifica FE en contenidos de intestino grueso
utilizando metil ferulato como sustrato. Los valores de la actividad enzimatica para
cada grupo de ratones se muestran en la Figura 33.

La actividad FE intestinal se redujo significativamente en los ratones del grupo
SM con respecto al grupo control, tanto a las 7 como a las 14 semanas de
alimentacion con DRG+s. La suplementacion de la DRG+s con BL que poseen
actividad FE incrementd esta actividad enzimatica a nivel intestinal en ambos
periodos evaluados. A las 7 semanas, se observd que el aumento de actividad FE
intestinal en los grupos SM+Lfy SM+Lj fue mas leve, mientras que a las 14 semanas
los incrementos fueron de 46% vy 37%, respectivamente, en comparacion con el

grupo SM.
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Figura 33: Actividad especifica FE en contenidos de intestino grueso. Los datos
representan la media + ES (error estandar) de n= 8 ratones. La diferencia estadistica fue
determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas difieren
significativamente.
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I1.13- Deteccién de metabolitos derivados del AF en contenidos de colon

Se determin® la presencia de metabolitos derivados del AF en los contenidos
de intestino grueso de ratones alimentados durante 14 semanas. La deteccion fue
realizada mediante espectrometria de masas, obteniéndose perfiles cromatograficos
como los observados en la Figura 34.

Luego de la sintonizacion previa del equipo de HPLC-MS con AF, se pudo
reconocer varias especies derivadas del mismo, segun las relaciones masa/carga
(m/z) de los iones “padres” y los tiempos de retencion (RT) observados. La busqueda
de estos compuestos provenientes del metabolismo del AF se realizd en los
contenidos de colon de los 4 grupos de ratones estudiados. La determinacion fue
semicuantitativa y se estimé la abundancia de cada metabolito segun el tamafio de
los picos a partir de la linea de base del espectro (Tabla 16).

En todos los grupos de animales (Control, SM, SM+Lf y SM+Lj) se detecto la
presencia de acido dihidroferulico (DHF), acido 3,4-dihidroxifenilpropionico (DHPPA)
y acido 3-hidroxifenilpropionico (HPPA). Se observd en general una menor
abundancia de estos compuestos en el grupo SM con respecto al control y un
aumento cuando se administraron las cepas L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii

CRL1231.
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Figura 34: Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-MS después de la inyeccién de una muestra del
grupo SM+Lj. De acuerdo a la relacion masa/carga [m/z] de las especies iOnicas detectadas y a los tiempos
de retencion [RT] (flechas azules) se confirmé la presencia de los siguientes metabolitos derivados del acido
ferdlico: (A) é&cido dihidroxifenilpropidnico [DHPPA]; (B) é&cido dihidroferdlico [DHF] y (C) é&cido
hidroxifenilpropidnico [HPPA].
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Grupos animales

Compuesto lon RT (min)
“Padre”

Ctrol | Ctrol | Ctrol SM | SM+LE (| SMELE [ SM£LE| SM+Lj | SM+lj SM+lj
1 2 3 1 2 3 1 2 3

AF 193.0 m/z 12.55°

DHF 1951 m/z 8.26°

DHPPA 181.1 m/z 736"

HPPA 165.1 m/z 8.56"

AB 121.0 m/z 132

Tabla 16: Deteccién de metabolitos derivados del AF en contenidos de colon de ratones alimentados
durante 14 semanas por HPLC-MS. Se asignaron las relaciones masa/carga (m/z) y los tiempos de
retencion (RT) para cada compuesto. AF: acido ferdlico; DHF: acido dihidroferulico; DHPPA: &cido
dihidroxifenilpropiénico, HPPA: acido hidroxifenilpropionico y AB: acido benzoico. Los metabolitos
detectados se muestran para cada individuo de los 4 grupos de ratones ensayados (n=3). (-): metabolito
no detectado (+): metabolito detectado. Mayor cantidad de signos (++ o +++) indican mayor area de
los picos en el espectro.

I1.14- Produccién de acidos grasos de cadena corta (AGCC) en contenidos de colon

Los AGCC se producen cuando la fibra alimentaria es fermentada por las
bacterias presentes en el colon. A las 14 semanas se determinaron las
concentraciones de acidos acético, propionico y butirico en los contenidos de
intestino grueso de los ratones de todos los grupos (Figura 35).

Los resultados mostraron una reduccion significativa de los niveles de todos
los AGCC en el grupo SM con respecto al control. El grupo SM+Lf no mostré
diferencias en las concentraciones de acidos acético y propidnico con respecto al
grupo SM; pero se observd un aumento en la concentracion de acido butirico. El
grupo SM+Lj exhibid un incremento en los niveles de todos los acidos (acético,

propionico y butirico) en comparacion con el grupo SM.
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®mAc. Acético

M Ac. Propiénico
14
® Ac. Butirico

mmoles de acido/gde contenido intestinal

Control SM SM+Lf SM+Lj

Figura 35: Concentracién de AGCC producidos en contenidos de colon a las 14 semanas de
alimentacién. Los ratones recibieron dieta convencional [DC] (grupo Control), dieta rica en
grasa conteniendo salvado de trigo [DRG+s] (grupo SM), DRG+s suplementada con L.
fermentum CRL1446 (grupo SM+Lf) y DRG+s suplementada con L. johnsonii CRL1231
(grupo SM+Lj). La dosis de administracién de las cepas fue 10° UFC/dia/raton. Los datos
representan la media + ES (error estandar) de n= 8 ratones. La diferencia estadistica fue
determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas difieren
significativamente para cada &cido evaluado.

I1.15- Evaluacién de la microbiota intestinal mediante PCR en tiempo real (QPCR)

La Tabla 17 muestra la abundancia de los siguientes géneros bacterianos:
Lactobacillus, Bifidobacterium 'y Enterobacter, 1os mismos fueron determinados por
gPCR en las heces de ratones de los 4 grupos estudiados a las 14 semanas de
alimentacion. Los resultados fueron expresados en Log UFC/g de materia fecal.

En el grupo SM se observd un incremento significativo de Lactobacilos y
Enterobacterias en comparacion con el grupo control. Cuando se analizd la
abundancia de estos dos géneros en los grupos SM+Lf y SM+Lj se vio que solo el
grupo que recibio L. fermentum CRL1446 logré normalizar la abundancia de

Lactobacilos y Enterobacterias detectandose valores similares al grupo control.
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Respecto a las Bifidobacterias, no se observaron diferencias significativas

entre los diferentes grupos de ratones ensayados.

i deri 1 CQg

Enterobacterias

Tabla 17: Analisis cuantitativo de diferentes géneros bacterianos en la materia fecal de ratones
determinados por gPCR a las 14 semanas de alimentacién. La abundancia de cada género fue
expresada como Log UFC/g de heces. Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 3
ratones. La diferencia estadistica fue determinada usando multiple T test con p<0,05. El grupo SM fue
comparado con el grupo control, mientras que los grupos SM+Lf y SM+Lj fueron comparados con los
grupos control y SM. [ns]: no significativo.

I1.16- Efecto de la administracién oral de las BL con actividad FE sobre el estado
oxidativo de los ratones con SM

El estado oxidativo de los ratones se evalu6 a las 7 y 14 semanas de
alimentacion determinando las actividades glutation peroxidasa (GPx) y glutation
reductasa (GR) en higado y la concentracion de lipoperdxidos plasmaticos (TBARS)
en plasma (Figura 36).

A las 7 semanas de ensayo, no se observaron diferencias significativas entre
los 4 grupos de animales en ninguno de los parametros oxidativos evaluados.

A las 14 de alimentacion, se observd en el grupo SM una disminucion de las
actividades GPx y GR (11% y 15%, respectivamente) y un gran incremento en las

concentraciones de TBARS (48%) en comparacion con el grupo control. La
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administracion de las cepas L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 mejor¢ el

estado oxidativo de los ratones alimentados con DRG+s. En los grupos SM+Lf y

SM+Lj se observo un incremento de la actividad GPx (37% y 11%, respectivamente)

y GR (64% y 54%, respectivamente) en comparacion con el grupo SM. Ademas, los

niveles plasmaticos de TBARS en los grupos de ratones que recibieron ambas cepas

de BL mostraron una reduccion significativa con respecto al grupo SM, manteniendo

valores similares al grupo control.
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Figura 36: Evaluacion del estado oxidativo de
los ratones a las 7 y 14 semanas de
alimentacion. (A) Actividad glutation
peroxidasa en higado, (B) Actividad glutation
reductasa en higado, (C) Concentracion
plasmatica de lipoperdxidos (TBARS). Los datos
representan la media + ES (error estandar) de
n= 8 ratones. La diferencia estadistica fue
determinada usando mdltiple T test con
p<0,05.  Valores con letras distintas difieren
significativamente.
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II.17- Discusién

El sindrome metabdlico (SM) se caracteriza por la presencia de al menos 3 de
los siguientes factores de riesgo: obesidad central, hiperglucemia, dislipidemia
aterogénica e hipertension. Su prevalencia en los Ultimos afios ha aumentado
debido principalmente a cambios en el estilo de vida, que incluyen un mayor
sedentarismo y el consumo de dietas ricas en grasas y azucares (dieta occidental).
Se ha demostrado, ademas, que el SM esta asociado con una mayor incidencia de
enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2 (DT2), incrementado notablemente
las tasas de morbilidad y mortalidad en la poblacion (He y Shi, 2017).

En lo que respecta a la salud publica, los costos meédicos debido a
enfermedades relacionadas con el SM aumentan dia tras dia, y el esfuerzo requerido
para disminuir el porcentaje de grasa corporal en los individuos se ha convertido en
una preocupacion a nivel mundial (Finkelstein y col, 2014). Existen diversas
estrategias para disminuir el peso corporal, como ser actividad fisica, dietas
restringidas en calorfas, empleo de medicamentos, cirugias, etc., pero la mayoria de
ellas implican elevados costos de tratamiento y en algunos casos pueden generar
efectos secundarios adversos. Es por ello, que el desarrollo de estrategias dietarias
que incluyan productos alimenticios naturales con probidticos y/o prebidticos ha
surgido como una alternativa que ayudaria a disminuir los factores de riesgo
asociados al SM, sin generar efectos secundarios perjudiciales para la salud
(Mallappa vy col., 2012). El consumo de bacterias probidticas tiene un gran impacto
en el metabolismo debido a que modulan la microbiota intestinal, pudiendo afectar
el apetito, la ingesta de alimentos y el peso corporal (Kobyliak y col.,, 2016).

En el presente capitulo se estudid el efecto de la administracion oral de BL
con actividad FE en un modelo murino de SM alimentado con una dieta rica en

grasa suplementada con salvado de trigo como fuente de AF esterificado [DRG+5].
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- Efecto sobre GPC _EA v adiposidad

La alimentacion con DRG+s durante 14 semanas incremento la GPC, la EA, el
indice de adiposidad y los niveles de leptina en los animales del grupo SM en
comparacion con el grupo control. Cuando se administraron las BL conjuntamente
con la DRG+s se observo una disminucion de todos los parametros anteriormente
mencionados.

La GPC es un parametro fundamental en los modelos nutricionales, ya que
refleja cambios macroscopicos inducidos por la dieta en un determinado organismo.
Junto a la ingesta de alimentos, la GPC permite evaluar la capacidad de un
organismo para transformar gramos de alimentos consumidos en gramos de masa
corporal, lo que se conoce como EA. Estos dos parametros estan estrechamente
relacionados a la composicion de la microbiota intestinal y la dieta (Raoult, 2009).

En este trabajo se evalud la EA con el fin de determinar si la administracion
de BL con actividad FE ejercia algun efecto sobre el aumento de peso corporal. La
EA fue significativamente mayor en el grupo SM (86%) con respecto al grupo control
a las 14 semanas de alimentacion. Esto indica que la DRG+s provoca mayor GPC
que la dieta convencional [DC]. La suplementacion de la DRG+s con las BL
seleccionadas provoco una reduccion significativa de la EA con respecto al grupo
SM, resultando los valores similares a los observados en el grupo control. Los
menores valores de EA en ratones alimentados con DRG+s que recibieron L.
fermentum CRL1446 o L. johnsonii CRL1231 indican que estos animales tuvieron una
menor GPC al consumir la misma cantidad y tipo de alimento que los ratones del
grupo SM. Similares resultados fueron informados por Park y col. (2013), quienes
observaron una disminucion de la EA al administrar una combinacion de dos cepas
probiodticas (L. curvatus HY7601 y L. plantarum KY1032) durante 8 semanas a ratones
alimentados con una DRG suplementada con colesterol. Dos interesantes revisiones
que analizan la influencia de Lactobacillus spp. sobre la GPC mostraron que los

efectos no pueden ser generalizados, indicando que dicha influencia es dependiente
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de cada cepa; mientras algunas especies inducen un descenso de peso, otras no
tienen efecto o inducen incrementos (Crovesy y col.,, 2017; Drissiy col., 2017).

Cuando se evaluo el indice de adiposidad del grupo SM, se observd que el
mismo fue un 99% mayor con respecto al grupo control a las 14 semanas de
alimentacion, mostrando una correlacion con la GPC. Cuando los ratones
alimentados con DRG+s recibieron L. fermentum CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 se
observd una reduccion significativa del indice de adiposidad en comparacion con el
grupo SM (39% vy 26%, respectivamente, a las 14 semanas). Los resultados
concuerdan con lo informado por Bhathena y col. (2012), quienes observaron una
reduccion del indice de adiposidad al administrar L. fermentum ATCC11976 con
actividad FE a hamsteres con SM.

La histologia del tejido adiposo epididimal reveld la presencia de adipocitos
de gran tamafio en ratones del grupo SM, mientras que los animales que recibieron
L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 mostraron una estructura que se
asemejo mas al grupo control, evidenciando que ambas cepas lograron prevenir la
hipertrofia del tejido adiposo en animales alimentados con DRG+s. Varios autores
han informado efectos similares al administrar cepas de L. gasseri en diferentes
modelos de obesidad inducido por la dieta en roedores, indicando una influencia
tanto en el peso del tejido adiposo como en el area de los adipocitos (Hamad y col.,
2008; Kang vy col, 2013; Kawano y col., 2016). El mecanismo por el cual el tejido
adiposo se expande es considerado un determinante critico de la obesidad. En
principio, esta expansion puede ocurrir a través del aumento del tamafio de los
adipocitos (hipertrofia) o por el incremento del nimero de adipocitos (hiperplasia)
(Wang y col., 2013). El efecto de microrganismos probioticos sobre el tamafio de los
adipocitos fue investigado también por otros autores (Hamad vy col., 2008; Gauffin

Canoy col, 2013).
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-Niveles de adipoquinas v estado inflamatorio

Es importante destacar la participacion del tejido adiposo como un érgano
endocrino clave, ya que libera multiples sustancias bioactivas, conocidas como
adipoquinas. La produccion desregulada de estas adipoquinas debido a la
disfuncion del tejido adiposo puede contribuir a la patogénesis de las
complicaciones relacionadas con la obesidad (Ouchi y col, 2011). Se ha informado
que en individuos obesos, algunas citoquinas son secretadas en mayor cantidad
promoviendo la respuesta inflamatoria (leptina, TNF-o, IL-6). Ademas, se ha
sugerido un rol proactivo de los probidticos en la modulacion de estos
componentes bioactivos secretados por el tejido adiposo (Torres y col.,, 2018).

En esta tesis se demostrd que la DRG+s indujo un incremento significativo de
los niveles de leptina plasmatica en los ratones del grupo SM a las 14 semanas,
comparados con el control. La leptina secretada por los adipocitos se encuentra en
niveles proporcionales a la cantidad de grasa corporal, y constituye una sefal
periférica clave que indica el estado de las reservas de energfa corporal (Torres y
col., 2018). Los resultados obtenidos reflejaron un estado de hiperleptinemia en los
ratones del grupo SM, el cual fue informado por otros autores como una
caracteristica de la obesidad, en donde los pacientes obesos responden pobremente
a las sefiales anorexigénicas, lo cual se traduce en un estado de resistencia a la
leptina (Coppari y Bjgrbaek, 2012). Se demostrd ademas, que ciertos nutrientes,
especialmente los lipidos, inducen el estado de leptino-resistencia (Shapiro vy col,
2008, Vasselli, 2012). La leptina, ademas de correlacionarse positivamente con
diferentes parémetros del SM, participa en la promocion, reclutamiento vy
proliferacion de células inmunes pro-inflamatorias (Torres y col, 2018). En los
grupos de ratones SM+Lf y SM+Lj se evidenci® una disminucion significativa de la
concentracion de leptina (3,5 y 2 veces, respectivamente, a las 14 semanas) cuando
fueron comparados con el grupo SM. Los resultados demostraron que la
administracion oral de L. fermentum CRL1446 y [. johnsonii CRL1231 permitid

disminuir el estado de hiperleptinemia en los animales alimentados con DRG+s. La
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reduccion de los niveles de leptina plasmatica como consecuencia de la
administracion de microorganismos probidticos en modelos de obesidad inducida
por la dieta ha sido informada por otros autores (Gauffin Cano y col,, 2012 y 2013).
Se ha sugerido una restauracion de la funcionalidad de esta hormona, lo cual
permitiria una mejor distribucion del tejido adiposo, como asi también la prevencion
de la acumulacion de triglicéridos en tejidos periféricos (Gauffin Cano y col., 2013).
Los mayores niveles plasmaticos de TNF-o, IFN-y e IL-6 reflejaron un estado
inflamatorio crénico caracteristico de la obesidad en ratones del grupo SM. Estos
resultados concuerdan con los informados por otros autores en modelos animales
alimentados con DRG (Nuhez y col, 2015). Asimismo, se observd una menor
concentracion de IL-10 (citoquina antiinflamatoria) en los ratones del grupo SM.
Trabajos previos han demostrado que existe una relacion negativa entre la obesidad
y los niveles de IL-10 (Bluher y col., 2005; Jung y col.,, 2008). La administracion de /.
fermentum CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 mejord el perfil inflamatorio de los
animales que recibieron DRG+s. durante 14 semanas, observandose una reduccion

de las citoquinas proinflamatorias y un incremento de IL-10.

- Histologia hepatica v transaminasas

La EHGNA es una enfermedad inflamatoria de caracter crénico, de gran
relevancia en la actualidad por su fuerte asociacion con patologias de incidencia
creciente como la obesidad y la DT2. Se efectud un estudio histolégico del higado
de los 4 grupos de ratones evaluados y se determinaron los niveles de
transaminasas en sangre. En el grupo SM, se observo un abundante depdsito de
gotas de lipidos, mientras que en los grupos suplementados con las BL, se redujo la
infiltracion grasa. Ademas de la esteatosis hepatica, los ratones del grupo SM
mostraron altos niveles plasmaticos de transaminasas ALT y AST, los cuales se vieron
disminuidos en los grupos SM+Lfy SM+Lj. La acumulacion de grasa en el higado es
un signo del desarrollo temprano de la EHGNA, y esta asociada con la desregulacion

del metabolismo de los lipidos y la glucosa (Preiss y Sattar, 2008). Las transaminasas
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(ALT y AST) son consideradas biomarcadores clinicos de la funcionalidad hepatica y
su enfermedad. Ademas, se ha encontrado que la elevacion de ALT y AST se asocia
con un mayor indice de masa corporal y obesidad abdominal, aun en ausencia de
enfermedad hepatica (Marchesini y col., 2003).

Otros estudios han informado una mejora del higado graso cuando se
administrd un mix de probidticos a ratas con esteatosis, asociando la menor
acumulacion de grasa con la modulacion del perfil lipidico, leptina y biomarcadores
inflamatorios (Al-muzafar y Amin, 2017). Bhathena y col. (2012), por su parte, han
demostrado el efecto benéfico que tiene la administracion de un microrganismo con
actividad FE (L. fermentum ATCC 11976) en un modelo de EHGNA en hamsteres

sirios dorados.

- Pertil lipidico e indicadores de riesqo cardiovascular

Cuando se evaluo el perfil lipidico en plasma a las 14 semanas, se observé
que la administracion de BL con actividad FE redujo los niveles de colesterol total,
LDL-colesterol y triglicéridos, y provocd asimismo un aumento de HDL-colesterol
con respecto al grupo SM. Estos resultados fueron similares a los observados por
Bhathena y col. (2012) en hamsteres con SM tratados con L. fermentun ATCC11976
con actividad FE.

Adicionalmente a la cuantificacion rutinaria del perfil lipidico, se han
propuesto diversos indicadores de riesgo cardiovascular (IRCV), basados en simples
calculos aritméticos entre las fracciones de dicho perfil. Estos IRCV han demostrado
tener mayor valor predicitivo que las propias fracciones por separado (Millan y col,
2009). Son varios los estudios que han evaluado la asociacion y capacidad predictiva
de estos indicadores en diferentes grupos de individuos, particularmente en aquellos
que presentan obesidad, Rl, SM y DT2, condiciones todas vinculadas al desarrollo de
enfermedad cardiovascular de tipo aterogénico (Muscolo y col., 2004; Cordero y

col., 2009, Hadaegh vy col., 2009; Acevedo y col., 2012; Gonzalez Roca, 2016).
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Los resultados mostraron un aumento de los IRCV en el grupo SM con
respecto al control. Los grupos SM+Lf y SM+Llj presentaron siempre menores
valores que el grupo SM. Se observd que los IRCV de ratones que recibieron L.
fermentum CRL1446 fueron mas bajos comparados con aquellos que recibieron /.
Johnsonii CRL1231, pero la diferencia solo fue significativa en el indice de
aterogenicidad (IA= Colesterol total — HDL)/ HDL). Tomaro- Duchesneau y col.
(2014) observaron similares resultados en ratas con SM tratadas con L. fermentum
NCIMB 5221 con actividad FE.

Naowaboot y col. (2016) demostraron que la administracion de AF en
ratones obesos alimentados con DRG mejoro la homeostasis lipidica, probablemente
a través de la modulacion de la expresion de genes lipogénicos (SREBP1c, FAS, ACC)

y estimulacion de genes de la B-oxidacion (CPT1A, PPARYy).

-Metabolismo de la glucosa e inhibicion de la actividad a-qlucosidasa

Cuando se analizé el metabolismo de la glucosa, se vio que la administracion
de las BL con actividad FE redujo la glucemia en ayunas y mejoré la tolerancia a la
glucosa a las 14 semanas de alimentacion con DRG+s. También se observo
disminucion de la RI (HOMA-IR), lo que sugiere que estos lactobacilos pueden
mejorar la sensibilidad de los tejidos periféricos a la insulina y prevenir eficazmente
el desarrollo de hiperglucemia en individuos obesos. Naowaboot y col. (2016) han
sugerido que el AF podria actuar disminuyendo la expresion de enzimas hepaticas
de la gluconeogénesis, (fosfoenolpiruvato carboxilasa y glucosa-6-fosfatasa),
reduciendo asi los niveles de glucosa en sangre. Bhathena y col. (2012), informaron
que la administracion de L. fermentum ATCC11976 (cepa con actividad FE) a
hamsteres con SM, disminuyd los niveles séricos de insulina y glucosa. Los resultados
obtenidos en este trabajo concuerdan ademas con lo informado por Lim vy col.
(2016), quienes demostraron que la administracion de L. sake/ OK67 a ratones

obesos inducidos por DRG mejora la tolerancia a la glucosa.
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La medicion de los niveles de glucemia después de una ingesta de sacarosa
es una forma indirecta de evaluar el efecto inhibidor de la actividad a-glucosidasa
por parte de las cepas de BL administradas. Las a-glucosidasas participan en el
desdoblamiento de la sacarosa liberando glucosa, y su inhibicion permitiria
mantener concentraciones de glucosa en sangre mas bajas. Los resultados
mostraron que tanto L. fermentum CRL1446 como L. johnsonii CRL1231 fueron
capaces de reducir los niveles de glucosa postprandial en ratones alimentados con
DRG+s que recibieron una sobrecarga de sacarosa. Se realizaron ademas ensayos
in vitro de inhibicion de la actividad a-glucosidasa por los lactobacilos y se demostrd
que ambas cepas tenian capacidad de inhibir esta enzima. Li y col. (2016)
informaron que la administracion de L. plantarum X1 con capacidad inhibitoria de la
a-glucosidasa, mejord los marcadores de riesgo en ratas con DT2. Asimismo,
Malunga vy col. (2016) informaron que el AF y los mono y oligosacaridos de
arabinoxilano ferulados inhiben la enzima a-glucosidasa. Esto Ultimo sugiere que el
efecto antihiperglucémico de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 en
ratones alimentados con DRG+s podria estar potenciado por la presencia de AF en

las fibras de salvado de la dieta.

-Actividad FE v liberacion de AF

El consumo de AF ha sido asociado a la reduccion de varios factores de
riesgo presentes en enfermedades crénicas no transmisibles como ser las
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, DT2, etc. (Pérez-Jiménez y col,,
2010). Sus propiedades beneficiosas son atribuidas a multiples funciones bioactivas
(antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, etc.), las cuales dependen de la
cantidad de compuesto consumido. Sin  embargo, la bioaccesibilidad vy
biodisponibilidad del AF presente en forma esterificada en las matrices vegetales,
regulan su bioeficacia (Goderska y col., 2008).

La biodisponibilidad se refiere a la proporcion de un compuesto ingerido,

que puede ser digerido, absorbido y metabolizado, alcanzando la circulacion
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sistémica y ejerciendo el efecto que le sea propio (Holst, y Williamson, 2008). En este
sentido, las FE juegan un importante rol en la hidrolisis de las uniones ésteres y la
posterior liberacion del AF, constituyendo asi un paso fundamental requerido para la
biodisponibilidad y metabolismo del mismo.

En roedores, la actividad FE total del intestino esta dada por la actividad de
la microbiota y también por la actividad de las células epiteliales (Andreasen y col,
2001a, Abeijon Mukdsi y col., 2012). A pesar de ello, Filannino y col. (2018) afirman
que las FE bacterianas presentes en el colon son las principales responsables de
incrementar la biodisponibilidad de los AH en humanos.

Cuando el AF es ingerido en la dieta como fibra, el 90% del mismo alcanza el
colon en forma de hidroxicinamatos (ferulatos). La microbiota colénica es el principal
responsable de la liberacion de AH a partir de sus formas conjugadas, como
consecuencia de la ruptura de los enlaces ésteres por accion de las FE (Couteau y
col., 2001).

En estudios previos realizados por Abeijon Mukdsi y col., (2012) se evalud la
actividad FE en mucosa y contenidos de intestino delgado y grueso de ratones
alimentados con DC y suplementados con BL con actividad FE. Entre todas las
fracciones intestinales evaluadas, el mayor incremento de actividad FE se detectd en
contenido de intestino grueso. Por tal motivo, en la presente tesis se decidio evaluar
la actividad FE en contenidos de colon.

La administracion de las BL a los ratones alimentados con DRG+s (grupos
SM+Lf y SM+Lj) provocod un aumento significativo de la actividad FE del contenido
de intestino grueso en comparacion con el grupo SM, sin alcanzar los valores del
control. Estos resultados indicarfan que L. fermentum CRL1446 vy L. johnsonii
CRL1231 podrian incrementar la biodisponibilidad de AF a partir del salvado de trigo
de la dieta a nivel del colon, para ser posteriormente metabolizado y absorbido,

ejerciendo asi sus efectos beneficiosos.
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-Metabolitos del AF

El metabolismo del AF por las enzimas de la microbiota intestinal resulta en la
produccion de compuestos bioactivos que pueden ser absorbidos y vehiculizados al
higado (Pekkinen y col, 2014). En un principio el AF es reducido a acido
dihidroferdlico (DHF), el cual es posteriormente desmetilado, transformandose en
acido dihidroxifenilpropionico (DHPPA). EI DHPPA sufre una deshidroxilacion
generando acido hidroxifenilpropionico (HPPA), y finalmente después de otra etapa
de deshidroxilacion y B-oxidacion se transforma en acido benzoico (AB). Estos
metabolitos intermediarios pueden ser absorbidos y pasar al torrente sanguineo, o
parte de ellos pueden ser excretados en las heces. Se ha demostrado que los
compuestos fendlicos bioactivos alcanzan bajas concentraciones en el plasma (en el
orden de los pg), por lo que se destaca el papel de la microbiota en el metabolismo
de los mismos (Williamson, 2013). Ademas, los compuestos absorbidos pueden
metabolizarse en el higado a través de la fase I del metabolismo de los xenobidticos
0 conjugarse directamente con sulfato, acido glucuronico o aminoacidos como la
glicina para ser excretados en la orina (fase Il) (Pekkinen y col., 2014).

Con la finalidad de corroborar si la administracion de las BL tiene efecto
sobre la liberacion de AF y la produccion de sus metabolitos, se decidio evaluar la
presencia de estos compuestos en contenidos de colon. En los 4 grupos de ratones
no se detectd AF ni AB. En cambio, si se detectd6 DHF, DHPPA y HPPA. EI HPPA fue
el mas abundante, principalmente en ratones de los grupos control, SM+Lf y SM+Lj.
Estos resultados indicarian que el AF estuvo disponible y fue metabolizado,
transformandose en cada uno de los compuestos mencionados, lo cual tiene
concordancia con la mayor actividad FE intestinal observada en los grupos control,
SM+Lf 'y SM+Lj. Similarmente, Duncan vy col. (2016) encontraron HPPA como el
principal metabolito derivado del AF al evaluar la fermentacion de salvado de trigo
por heces humanas. Estos autores, basados en estudios metagendmicos, informaron
que el salvado de trigo promueve un enriguecimiento en bacterias productoras de

acido butirico con capacidad de liberar AF de la fibra (es decir, con actividad FE). De
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esta manera, postularon que el incremento de bacterias productoras de acido
butirico y liberadoras de AF durante la degradacion del salvado de trigo podria

explicar los efectos beneficiosos para la salud atribuidos a las fibras de este cereal.

-Produccion de AGCC

Los AGCC son producidos por la microbiota en el colon a partir de la fibra
dietaria por un proceso de fermentacion. Por lo tanto, la composicion de AGCC
depende de la composicion de la microbiota intestinal y del tipo de sustrato
fermentado (Nishitsuji y col., 2017).

Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron en el grupo SM una
disminucion de la concentracion de los AGCC con respecto al grupo control, lo cual
indicaria una menor actividad metabdlica en los animales con SM. La administracion
de las BL a los ratones alimentados con DRG+s (grupos SM+Lf y SM+Lj) incremento
la produccion de AGCC. La suplementacion con . fermentum CRL1446 provocd un
aumento de la concentracion de acido butirico con respecto al grupo SM, mientras
que los animales que recibieron L. johnsonii CRL1231 mostraron un incremento de
los tres AGCC evaluados.

El tipo y concentracion de AGCC producido por la microbiota intestinal es
importante para el desarrollo o prevencion de la obesidad y el SM (David vy col.,
2014; Zhang vy col., 2010). Los AGCC mas abundantes en el colon son los acidos
acético, propionico y butirico, los cuales se encuentran normalmente en una
relacion molar que puede ir desde 3:1:1 hasta 10:2:1 (Rowland y col,, 2018). Estos
tres AGCC juegan un importante rol en el organismo. El acetato es utilizado para el
crecimiento de algunas bacterias, para la sintesis de colesterol y en la lipogénesis;
recientes estudios realizados en ratones informaron que interviene en la regulacion
del apetito (Frost y col, 2014). EI propionato es una fuente de energia para las
celulas epiteliales e interviene directamente en la gluconeogeénesis intestinal,
promueve la homeostasis energética reduciendo la produccion de la glucosa

hepatica, y en consecuencia reduce la adiposidad (De Vadder y col, 2014). El
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butirato constituye una fuente de energia clave para los colonocitos humanos;
también hay evidencia de que el butirato puede activar la gluconeogénesis intestinal
a través de un mecanismo dependiente de AMPc con efectos beneficiosos sobre el
control de la glucosa y la homeostasis energética (De Vadder y col, 2014). Asi
mismo, se informd que el butirato y el acetato protegen contra la obesidad inducida
por la dieta sin suprimir la ingesta de alimento (Yamashita y col, 2007; Gao y col,
2009). Se ha demostrado que la suplementacion con butirato previene y revierte la
RI en ratones obesos alimentados con dietas altas en grasas (Gao y col.,, 2009). En un
estudio clinico, Vrieze y col. (2012) mostraron que el trasplante de microbiota
intestinal de donantes normopesos sanos a recipientes con SM mediante sonda
naso-duodenal mejord la sensibilidad a la insulina. Los autores asocian este
mejoramiento al aumento de las concentraciones intestinales de bacterias
productoras de butirato y de este AGCC, el cual podria regular el metabolismo
glucidico y lipidico estimulando el gje intestino-cerebro-higado a través del sistema
nervioso entérico. Brinkworth y col. (2009) informaron una disminucion del volumen
de heces y de AGCC (sobre todo butirato) en sujetos obesos que consumieron una
dieta rica en grasas y baja en carbohidratos comparados con sujetos obesos que

consumieron dieta baja en grasas y enriquecida en carbohidratos y fibras.

-Microbiota intestinal (M)

El complejo y dinamico ecosistema microbiano intestinal contribuye al
metabolismo de diversos compuestos provenientes de la dieta, produciendo
numerosos metabolitos. Como se ha mencionado anteriormente, la produccion de
metabolitos especificos, como los AGCC, guarda un estrecho vinculo con la
homeostasis energética del hospedador (Backhed y col., 2004; Turnbaugh y col.,
2006). Por tal motivo, se ha sugerido que la modificacion de la microbiota intestinal
por la administracion de BL especificas podria tener influencia sobre parametros

metabdlicos, ya sea para contrarrestar o favorecer los efectos de la dieta.
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En los mamiferos, los organismos que componen la microbiota son
determinados por los tipos de fuentes nutricionales, siendo diferentes los perfiles de
omnivoros, carnivoros y herbivoros (Ley y col., 2008). Las caracteristicas de la dieta,
junto con los factores genéticos, influyen en el predominio de unos
microorganismos sobre otros (Duncan y col., 2008). Después de tan solo un dia de
dieta de tipo occidental (alta en grasa y azlcar y baja en polisacaridos de las
plantas), los ratones muestran cambios en su composicion microbiana y en sus vias
metabdlicas, y en 2 semanas desarrollan mayor adiposidad (Turnbaugh vy col., 2009).
La abundancia o escasez de alimento determinaria la presencia o no de ciertas
especies bacterianas que se reproducen cuando hay disponibilidad ilimitada de
alimentos, o de especies mas eficientes cuando los nutrientes son escasos (Mai,
2004; Duncan y col., 2008). Los ratones sometidos a dietas de tipo occidental ricas
en grasas, muestran un incremento de Firmicutesy  una  disminucion
de Bacteroidetes(Turnbaugh y col., 2009).

El empleo de bacterias probidticas para modular la MI de ratones obesos es
una estrategia usada en investigaciones durante las Ultimas décadas (Sanz y col.,
2010y 2014).

Los estudios iniciales realizados en este trabajo de tesis sobre algunos de los
principales géneros bacterianos en heces de ratones, mostraron que los lactobacilos
y enterobacterias fueron afectados por la administracion de DRG+s, observandose
incrementos significativos de ambos géneros en el grupo SM con respecto al
control. La administracion de L. fermentum CRL1446 modifico la abundancia de
lactobacilos y enterobacterias en comparacion con el grupo SM, viendose
restaurados los valores del control; entre tanto, la administracion de L. johnsonii
CRL1231 no indujo cambios significativos en los animales con respecto al grupo SM.
En cuanto a las bifidobacterias, no se observaron variaciones estadisticamente
significativas en ninguno de los grupos evaluados.

Numerosos estudios realizados en los Ultimos afios han tratado de dilucidar

la compleja interrelacion entre MI y obesidad en el ser humano. Si bien estos

141



Capitulo Il - Administracion oral de BL con actividad FE en un modelo murino de SM

estudios han confirmado la existencia de disbiosis (alteracion de la MI) en los obesos,
aun no existe un consenso acerca de las poblaciones bacterianas responsables del
desarrollo de la obesidad (Neish, 2009; Morales y col., 2010; Shen y col., 2013).

Se ha descrito una microbiota de «tipo obeso», asociada al exceso de peso y
al SM, con un incremento de la razon Firmicutes/Bacteroidetes (Raoult, 2008).
Ademas se ha sugerido que las bifidobacteriasy los bacteroides parecen ser
protectores contra el desarrollo de la obesidad (Ley y col,, 2006). Otros autores han
encontrado aumento de Lactobacillus en ratones obesos/diabéticos (Nishitsuji y col.,
2017).

Aungue son numerosos los trabajos que indican que la obesidad esta
asociada con un descenso de bifidobacterias (Duncany col.,, 2007; Brinkworth 'y col.,
2009, Cani y Delzenne, 2011), otras investigaciones han mostrado que la
administracion dietaria de prebidticos como la oligofructosa, estimula el crecimiento
de las poblaciones gram-positivas de Bifidobacteriumy Lactobacillus en el colon de
ratones obesos (Cani y col, 2009; Gotteland, 2013). En el presente trabajo, la
administracion de DRG+s no mostro influencia significativa sobre la poblacion de
bifidobacterias; sin embargo, puede destacarse en el grupo SM una tendencia a
mayores proporciones de este género. La administracion de BL con actividad FE no
indujo modificaciones en este modelo; no obstante, estudios previos han informado
un efecto bifidogénico de L. fermentum CRL1446 en modelos animales normales
(Abeijon Mukdsi y col.,, 2012) y de restriccion calérica (Russo y col., 2016; Fabersani y
col., 2018).

El impacto del contenido en grasa de la dieta sobre la Ml y el desarrollo de
inflamacion de bajo grado ha sido estudiado en profundidad por Caniy col. (2007).
Estos autores demostraron que la administracion de una dieta alta en grasas a
ratones durante 14 semanas altera su MI, aumentando las bacterias Gram-negativas
a expensas de las Gram-positivas. Kim y col. (2012) observaron un aumento de las

enterobacterias en la MI de ratones alimentados con una dieta hipergrasa. Estos
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resultados concuerdan con los obtenidos en el presente trabajo, donde se observo
un incremento de enterobacterias en el grupo SM.

Karlsson y col. (2013) caracterizaron el metagenoma bacteriano fecal en
mujeres diabéticas y encontraron que la menor abundancia de Clostridia
productoras de butirato (Roseburia intestinalis y Faecalibacterium prausnitzi) era
altamente discriminante de DT2, destacando ademas un enriquecimiento en
Lactobacillus gasseri. Si bien en el presente trabajo de investigacion no se determind
la proporcion de Clostridium, se pudo observar una disminucion de butirato en los
contenidos intestinales del grupo SM, y un incremento en los grupos que recibieron
las cepas (SM+Lfy SM+L)).

Existe una estrecha relacion entre la composicion de la microbiota, la
actividad FE intestinal, los metabolitos derivados del AF, los AGCC y la hidrdlisis de la
fibra contenida en el alimento. Los resultados obtenidos sugieren que los animales
alimentados con DRG+s que recibieron conjuntamente L. fermentum CRL1446 o L.
Johnsonii CRL1231 hidrolizaron de manera maés eficiente la fibra de salvado, de
manera que el estado metabdlico de estos ratones mejord con respecto a sus pares

con SM que no recibieron las cepas de BL.

-Estado oxidativo

La suplementacion de la dieta con BL con actividad FE favorece esta actividad
enzimatica intestinal, lo cual genera un incremento del metabolismo de los AH. Una
de las principales propiedades del AF es su capacidad antioxidante. En estudios
previos se observd que la administracion oral de L. fermentum CRL1446 a ratones
alimentados con DC y con una dieta restringida en calorias mejoré el estado
oxidativo de los ratones (Abeijon Mukdsiy col., 2012; Russo y col.,, 2016).

En este trabajo de tesis se evalu® el estado oxidativo de los animales
alimentados con DRG+s, determinando los lipoperdxidos en plasma y las actividades
enzimaticas GPx y GR en higado. La GPx pertenece a una familia de isoenzimas que

constituye uno de los principales sistemas de defensa antioxidante; utiliza glutation
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reducido (GSH) para degradar el H,O,. La enzima GR contribuye a la regeneracion
de GSH a partir de glutation oxidado, particularmente cuando la célula esta expuesta
a radicales libres, mejorando asi el estado oxidativo del hospedador. Los resultados
obtenidos mostraron a las 14 semanas de estudio, altos niveles de lipoperdxidos
plasmaticos y bajas actividades GPx y GR en los ratones del grupo SM con respecto
al grupo control. Cuando se administraron las BL junto con la DRG+s (grupos SM+Lf
y SM+Lj) los niveles de lipoperdxidos disminuyeron y las actividades GPx y GR
incrementaron en comparacion con el grupo SM. Estos resultados indican que las BL
con actividad FE son capaces de mejorar el estado oxidativo en el modelo murino
de SM.

El' AF muestra una alta actividad antioxidante /n vitro; sin embargo, su efecto
bioldgico /n vivo es cuestionable debido a su bajo grado de absorcion y rapido
metabolismo dentro del hospedador (Ozgen y col, 2012). Rondini y col. (2004)
demostraron que el suministro de AF a ratas, no como éacido libre sino en su forma
acomplejada en un producto natural como el salvado de trigo, aumenta el tiempo
de vida media en plasma del mismo, con lo cual mejora su disponibilidad. En
general el AF administrado en su forma libre es rapidamente absorbido y conjugado
en el higado (Zhao y col, 2004). Recientes estudios informaron que la
administracion de oligosacaridos ferulados a ratas con DT2 mejoré de manera mas
efectiva el perfil lipidico de estos animales en comparacion con el AF libre (Huang 'y
col., 2018). La incorporacion de BL con actividad FE en la dieta podria ser una
estrategia para aumentar la biodisponibilidad de AF en el intestino, de manera que
el mismo sea liberado gradualmente por hidrolisis enzimatica, ejerciendo sus efectos

beneficiosos en individuos con riesgo de padecer SM.
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En conclusidn, los resultados obtenidos mostraron que la administracién oral
de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 incrementd la actividad FE
intestinal mejorando los marcadores bioquimicos del SM y el estado oxidativo de
ratones alimentados con DRG+s durante 14 semanas, con lo cual el empleo de estas
BL con actividad FE representa una estrategia nutricional prometedora para la

prevencién del SM.
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En el presente capitulo se realizé el abordaje del siguiente objetivo especifico:
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CAPITULO IV

ESTUDIOS TECNOLOGICOS PRELIMINARES: MICROENCAPSULACION

IV.1- Microencapsulaciéon de bacterias lacticas con actividad FE

Los microorganismos probidticos suelen presentar una alta susceptibilidad
frente a ciertos tratamientos tecnoldgicos cuando son incorporados en alimentos o
biofarmacos; ademas, su almacenamiento (vida de estante) y la resistencia a las
condiciones gastrointestinales representan en algunos casos un desafio. Esta
situacion hace necesario aplicar tecnologias que favorezcan su viabilidad vy
estabilidad, manteniéndose fisiolébgicamente activos al momento del consumo,
confiriendo asi los beneficios que prometen.

Las cepas L. acidophilus CRL1014, L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii
CRL1231 fueron sometidas a un proceso de secado por atomizacion (Spray Drying).
Las condiciones del secado se ajustaron para asegurar la menor pérdida de
viabilidad y la conservacion de la actividad FE. La matriz utilizada como material
cobertor, compuesta por alginato de sodio, inulina y maltodextrina (1, 15, 10% p/v,
respectivamente) permitio obtener temperaturas de 80+5°C en el aire de salida del
secador, con un flujo de alimentacion de 5 ml/min. Los polvos obtenidos
presentaron una humedad residual menor al 3% (p/v) en todos los casos y fueron
de facil disolucion en agua destilada a temperatura ambiente. Estos polvos
constituyen la forma “macroscopica” de las microcapsulas, ya que se hallan

conformados por las bacterias lacticas (BL) recubiertas por la matriz encapsulante.
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IV.2- Evaluacién de la viabilidad de las BL

IV.2.1- Viabilidad de las cepas antes y después del secado

Se evalud la resistencia de las 3 cepas de BL al proceso de Spray Drying. En
ninguno de los casos se observaron diferencias significativas entre el nimero de
células viables antes y después del secado, indicando que L. acidophilus CRL1014, L.
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 son capaces de resistir a este proceso

tecnologico manteniendo su viabilidad (Tabla 18).

Tabla 18: Resistencia de las cepas al proceso de secado por atomizacion

Cepa Log UFC/mL antes del Log UFC/g depués del
secado secado

L. acidophilus . a
CRL 1014 9,28 + 0,04 9,23 + 0,05

L. fermentum ) ;
CRL1446 8,77+0,10 8,80+0,14

9,72 £ 0,012 9,35 £ 0,072

L. johnsonii
CRL 1231

Los resultados se expresan como Log UFC/mL de matriz cobertora o Log UFC/g de polvo. Los datos
representan la media + DS (desvio estandar). La diferencia estadistica fue determinada usando
multiple T test con p<0,05. Valores en la misma fila con la misma letra en superindice no difieren
significativamente.

IV.2.2- Viabilidad durante el almacenamiento de las microcapsulas

Los polvos fueron almacenados a 4°C y se evalud la viabilidad de las cepas
microencapsuladas hasta los 9 meses (Figura 37). Los resultados mostraron que ..
acidophilus CRL1014 tuvo una significativa pérdida de viabilidad, mientras que L.
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 experimentaron un descenso mas leve,

manteniendo los valores por arriba de 10" UFC/g hasta el final del periodo evaluado.
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Figura 37: Viabilidad de BL microencapsuladas almacenadas a 4°C Los resultados se
expresan como Log UFC/g de polvo. Los datos representan la media + DS (desvio
estandar) n=3. La diferencia estadistica fue determinada usando mdultiple T test con
p<0,05. Valores con letras distintas difieren significativamente.

IV.3- Evaluacion de la actividad FE

IV.3.1- Deteccidn de actividad FE de BL antes y después del secado

Se evalud la presencia de actividad FE en medio MRS agar sin glucosa

adicionado de EtF (Figura 38). En todos los casos se observaron halos de

aclaramiento alrededor de los pocillos con polvos reconstituidos, demostrando que

L. acidophilus CRL 1014, L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 mantienen la

actividad FE tras el proceso de secado.
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L. fermentum
CRL1446

L. johnsonii
CRL1231

Figura 38: Actividad FE de
BL antes y después del
proceso de Spray Drying.

L. acidophilus
CRL1014

PBS estéril.

IV.3.2- Determinacién de actividad FE en microcépsulas almacenadas a 4°C

Se determind cuantitativamente la actividad FE de las cepas
microencapsuladas hasta los 9 meses de almacenamiento (Figura 39). Los resultados
mostraron que la actividad enzimatica se mantuvo estable a lo largo del tiempo en
las 3 cepas evaluadas, observandose leves aumentos de la actividad especifica FE (a
medida que la viabilidad celular disminuye). La actividad especifica de L. fermentum
CRL1446 fue mas baja comparada con la de L. acidophilus CRL1014 vy L. johnsonii
CRL1231.

En el caso del polvo utilizado como control (matriz sin inocular) no se detectd

actividad FE.

(A): antes del secado
(sector izquierdo); (D):
después  del  secado
(sector  derecho).  (-):
Control negativo:  Buffer
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Figura 39: Actividad especifica FE de BL microencapsuladas almacenadas a 4°C.

La actividad especifica se expresé como U/Log UFC, en donde U = umol de AF liberado por
hora. Los datos representan la media + DS (desvio estandar) n=3. La diferencia estadistica
fue determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas difieren
significativamente.

IV.4- Resistencia de las bacterias microencapsuladas a las condiciones simuladas del
tracto gastrointestinal (TGI)

Para evaluar la resistencia de las 3 cepas de BL microencapsuladas a la
digestion gastrointestinal, se determin¢ la viabilidad celular (Log UFC/g de polvo)
antes y después de las incubaciones secuenciales en JG y JI simulados (Tabla 19).

En presencia de JG pH 3y pH 4, se observo que L. fermentum CRL1446 fue
la cepa mas resistente (disminucion de recuentos de 1 unidad logaritmica a pH 3y
sin modificaciones significativas a pH 4). La mayor pérdida de viabilidad fue
observada en L. acidophillus CRL1014 (disminucion de 3y 1,5 unidades logarftmicas
a pH 3y pH 4, respectivamente). L. johnsoni CRL1231, por su parte, mostré mayor
resistencia que L. acidophilus CRL1014 (disminucion de 2y 0,5 unidades logaritmicas

a pH 3y pH 4, respectivamente).
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Cuando las microcapsulas sometidas al JG pH 3y pH 4 fueron expuestas al JI
simulado por 2 h, se observo que solo la viabilidad de L. acidophillus CRL1014 fue
afectada (disminucion de 0,5 unidades logaritmicas), mientras que los recuentos de
células viables de L. fermentum CRL1446 y [. johnsonii CRL1231 no se vieron
alterados.

Adicionalmente, se pudo comprobar que las cepas microencapsuladas fueron
mas resistentes que las cepas libres cuando se expusieron a las condiciones
simuladas del TGI, es decir que el proceso de microencapsulacion permitié una

mayor supervivencia de las BL estudiadas (Tabla 19).

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta etapa, se decidid evaluar a
continuacion la funcionalidad /n vivo de las microcapsulas de L. fermentum CRL1446
y L. johnsonii CRL1231, dado que las mismas mostraron una menor pérdida de
viabilidad durante el almacenamiento a 4°C y una mayor resistencia a la digestién

gastrointestinal simulada.
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Capitulo IV - Estudios tecnoldgicos preliminares: Microencapsulacion

IV.5- Administracién oral de las microcapsulas en un modelo experimental de SM
Para probar la funcionalidad /n vivo de las microcapsulas de L. fermentum
CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231, las mismas se administraron a ratones Albinos
Suizos adultos, los cuales fueron alimentados con DRG+s durante 7 semanas. El
protocolo experimental fue similar al que se utilizd con las cepas libres, con la
diferencia de que en este caso los ratones recibieron diariamente por gavage los
polvos resuspendidos en el agua de bebida (polvo control o conteniendo las cepas,
seguin corresponda). La dosis de administracion fue 107 UFC/dia/ratén y el periodo

de evaluacion fue de 7 semanas.

IV.5.1- Efecto de la administracién de BL microencapsuladas sobre la ganancia de
peso corporal (GPC) y eficiencia alimentaria (EA)

Después de 7 semanas de alimentacion con DRG+s, se observd que la GPC
de los ratones del grupo SM fue un 58% mayor en comparaciéon con el grupo
control que recibid DC. Sin embargo, cuando los ratones alimentados con DRG+s
recibieron microcapsulas conteniendo L. fermentum CRL1446 (grupo SM+Lf) y L.
Johnsonii CRL1231 (grupo SM+Lj), no hubo diferencias significativas con respecto al
grupo control (Figura 40 A).

La EA para los ratones del grupo SM resulté un 70% mayor que para los
ratones del grupo control. Por el contrario, los grupos SM+Lf y SM+Lj, mostraron

valores de EA similares al grupo control (Figura 40 B).
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Figura 40: (A) Ganancia de peso corporal, (B) Indice de Eficiencia alimentaria. El indice de eficiencia
alimentaria (EA) fue calculado como EA= GPC (g)/ Cantidad de alimento consumido (g). Los datos
representan la media + ES (error estandar) de n= 12 ratones. La diferencia estadistica fue determinada

usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas difieren significativamente.

IV.5.2- Efecto de la administracién de BL microencapsuladas sobre el indice de
adiposidad y los niveles de leptina

La acumulacion de grasa corporal en los ratones alimentados con DRG+s y
microcapsulas vacias fue mayor que en los animales alimentados con DC, lo cual se
vio reflejado en el incremento significativo del indice de adiposidad del grupo SM
con respecto al control. Sin embargo cuando se administraron las microcapsulas de
L. fermentum CRL1446 y de L. johnsonii CRL1231 el indice de adiposidad mostro
valores cercanos al control (Tabla 20).

El consumo de DRG+s indujo un aumento de los niveles plasmaticos de
leptina en los ratones del grupo SM (10 veces mayor con respecto al grupo control).
La suplementacion con las BL microencapsuladas modifico el efecto de la DRG+s.
Cuando se compard con el grupo control, el grupo SM+Lf mostré un leve
incremento (2 veces) de la concentracion de leptina, mientras que no se observaron

diferencias estadisticas significativas con el grupo SM+Lj (Tabla 20).
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Tabla 20: Indice de adiposidad y niveles de leptina en plasma

fndice de
adiposidad (%)

2,46+0,53° 4,55+0,10° 3,23+0,26° 3,53+0,60°

Leptina 043:07°  459:029° 082002  045:0,05°
(ng/mL)

Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 12 ratones. La diferencia estadistica
fue determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras superindices distintas
difieren significativamente.

IV.5.3- Efecto de la administracion de BL microencapsuladas sobre la acumulacion
de grasa en el higado

Los estudios histoldgicos revelaron una estructura normal del parénquima
hepatico en los ratones del grupo control (Figura 41 A). Se observaron hepatocitos
con microvesiculas de grasa y nucleos colocados centralmente en los ratones del
grupo SM (Figura 41 B). Los animales de los grupos SM+Lf y SM+Lj mostraron una
menor acumulacion de gotas lipidicas en comparacion con los ratones del grupo SM

(Figuras 41 Cy D).
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Figura 41: Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos de
higado de ratones tefiidos con hematoxilina-eosina y capturadas con
magnificacién 1000x. (A) Grupo control (B): Grupo SM (C): Grupo SM+Lf
(D): Grupo SM+Lj. Las flechas sefialan algunas alteraciones del grupo SM

(gotas lipidicas y binucleacién).

IV.5.4- Efecto de la administracidon de BL microencapsuladas sobre el perfil lipidico e
indices de riesgo cardiovascular

Los resultados mostraron un perfil lipidico alterado en los ratones de todos
los grupos alimentados con DRG+s (Figura 42).

Los niveles de colesterol total en el grupo SM aumentaron un 41% con
respecto al grupo control. Cuando se administraron las microcapsulas conteniendo
L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231, el incremento fue mucho menor
(10% y 17%, respectivamente) (Figura 42 A).

Las concentraciones de HDL-colesterol, en comparacion con el grupo
control, disminuyeron un 30% en el grupo SM y 15% en el grupo SM+Lf, mientras
que el grupo SM+Lj no mostro diferencias (Figura 42 B). En cuanto a los niveles de
LDL-colesterol, también sufrieron alteraciones; en el grupo SM se observd un
aumento de 56%, mientras que en los grupos que recibieron las BL

microencapsuladas este aumento fue de solo 27% (Figura 42 Q).
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Los valores de TG en plasma fueron un 45% mas elevados en los ratones del
grupo SM con respecto al grupo control. Se observd un aumento mas leve para los
grupos SM+Lfy SM+Lj (20 y 27% respectivamente) (Figura 42 D).

La Tabla 21 muestra los distintos indicadores de riesgo cardiovascular,
calculados con los valores de lipidos en plasma. El grupo SM mostré en todos los
casos valores significativamente mas altos que el grupo control. Los grupos SM+Lfy
SM+Lj también mostraron indices mayores que el grupo control, pero estos valores
fueron siempre menores que en el grupo SM que no recibid las BL

microencapsuladas.
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Figura 42: Perfil lipidico de ratones. (A) Niveles plasméaticos de colesterol total (g/L), (B) Niveles
plasméticos de HDL-colesterol (g/L), (C) Niveles plasmaticos de LDL-colesterol (g/L), (D) Niveles
plasmaticos de triglicéridos (g/L). Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 12 ratones.
La diferencia estadistica fue determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras distintas

difieren significativamente.
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Tabla 21: Indices de riesgo cardiovascular

1,84+0,17° 456+0,23° 2,87+0,15¢ 2.46+0,14°

LDL/HDL 1,73+0,04° 3,74+0,02° 2,80+0,04° 2,23+0,01°
TG/HDL 1,26+0,09° 2,47+0,12° 1,88+0,25¢ 1,69+0,10°

IAP 0,10+0,03° 0,39+0,05° 0,27+0,02° 0,22+0,03°

Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 12 ratones. La diferencia estadistica fue
determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras superindice distintas difieren
significativamente. fndice de aterogenicidad (IA) = (Colesterol total — HDL)/ HDL. fndice de
aterogenicidad de plasma (IAP) = Log (TG/HDL).

IV.5.5- Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG)

La tolerancia a la glucosa se determind a las 7 semanas en el grupo control y
los 3 grupos experimentales (Figura 43). Los niveles de glucosa en sangre después
de la sobrecarga oral fueron mayores en los ratones del grupo SM con respecto al
control, mientras que los grupos SM+Lf y SM+lj no mostraron diferencias
estadisticamente significativas con los ratones normales. Se observd que los
animales alimentados con DRG+s (grupo SM) mostraron dificultad para reestablecer
los niveles basales de glucosa, mientras que aquellos que fueron alimentados con
esta misma dieta pero que ademas recibieron las BL con actividad FE
microencapsuladas, tuvieron un comportamiento que se asemejé mas al grupo
control, con concentraciones de glucosa en sangre inferiores a 200 mg/dL al cabo
de las 2 h. En consecuencia, el grupo SM fue el Unico que mostré un incremento

significativo del area bajo la curva.
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Figura 43: (A) Curvas de tolerancia a la glucosa, (B) Areas bajo la curva. Los datos representan la media +
ES (error estandar) de n= 12 ratones. La diferencia estadistica fue determinada usando multiple T test con
p<0,05. En lafigura A los asteriscos (*) indican diferencias estadisticas con respecto al grupo control. En la
figura B valores con letras distintas difieren significativamente.

IV.5.6- Efecto de la administracién de BL microencapsuladas sobre los niveles de
glucosa e insulina en ayunas

Los resultados mostraron que la concentracion plasmatica de glucosa en
ayunas aumento un 70% en el grupo SM con respecto al control. La administracion
de las microcapsulas de L. fermentum CRL1446 y de L. johnsoni CRL1231 redujo los
niveles de glucosa a valores similares a los del grupo control en los ratones
alimentados con DRG+s (Tabla 22).

La concentracion de insulina en plasma se vio incrementada un 38% en el
grupo SM en comparacion con el control. Estos elevados niveles de insulina en los
animales que consumieron DRG+s se vieron reducidos cuando se suministraron las
microcapsulas conteniendo los lactobacilos, siendo los valores alcanzados con L.
fermentum CRL1446 semejantes a los observados en el grupo control (Tabla 22).

Los valores elevados del indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) en el
grupo SM indicaron que el consumo de DRG+s durante 7 semanas indujo RI en los
ratones. Sin embargo, cuando se administraron las microcapsulas de L. fermentum

CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 conjuntamente con la DRG+s no se observaron
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diferencias estadisticas significativas entre los grupos SM+Lf, SM+Lj y control (Tabla

22).

Tabla 22: Glucemia, Insulina e indice HOMA

Glucosa (mmol/L) 4,05+0,33° 6,92+0,61° 4,61+0,28° 5,05+0,76°
Insulina (UU/mL) 12,21+0,06° 16,90+0,06°  12,93+0,07°  15,58+0,03¢

HOMA-IR 2,20+0,89° 5,20+0,08° 2,65+0,37° 3,89+0,88°

Los datos representan la media + ES (error estandar) de n= 12 ratones. La diferencia estadistica fue
determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con letras superindice distintas difieren
significativamente.

IV.5.7- Efecto de la administracion de BL microencapsuladas sobre la actividad
feruloil esterasa (FE) intestinal

La actividad FE se determind en los contenidos de intestino grueso de todos
los grupos evaluados (Figura 44). La actividad enzimatica en el grupo SM fue un
30% menor que en el grupo control. Cuando se administraron las microcapsulas
conteniendo L. fermentum CRL1446 y L. johnsoni CRL1231 no se observd
disminucion de la actividad FE y los valores se mantuvieron cercanos a los del grupo

control.

® Control
1000 - mSM
500 ., a B SM+Lf Figura 44: Actividad especifica FE
= A mSM+Lj . .
= : determinada en contenidos de
E‘ 700 | intestino  grueso. Los  datos
7 .
& 600 b representan la media + ES (error
=
=500 estandar) de n= 12 ratones. La
a0 diferencia estadfstica fue
g determinada usando mdultiple T
< |
200 test con p<0,05. Valores con
100 + . .
letras distintas difieren
0 o
significativamente.
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IV.5.8- Efecto de la administracién de BL microencapsuladas sobre el estado
oxidativo de los ratones

Se determinaron las actividades Glutation Peroxidasa (GPx) y Glutation
Reductasa (GR) en extractos de higado de los animales de cada grupo experimental
y grupo control (Figura 45).

La actividad GPx se redujo significativamente (25%) en los tres grupos de
animales que recibieron DRG+s, con respecto a los ratones del grupo control (Figura
45 A).

La actividad GR del grupo SM mostréd un descenso de 14% en comparacion
con el grupo control, pero los grupos SM+Lf y SM+Lj no mostraron diferencias

estadisticas significativas (Figura 45 B).

A H Control B

mSM 90 -
a HSM+Lf
B SM+Lj

40

35 | 80

70
30 A
60 4
25 A
50 1
20 A

(U/ghigado)

40 +

15
30 +

10 20 |

Actividad Glutation Peroxidasa
(U/ghigado)
Actividad Glutatién Reductasa

10

Figura 45: Actividades enziméticas especificas determinadas a las 7 semanas en extractos de higado.

(A) Glutatiéon Peroxidasa, (B) Glutatién Reductasa. Los datos representan la media + ES (error estandar) de
n= 12 ratones. La diferencia estadistica fue determinada usando multiple T test con p<0,05. Valores con
letras distintas difieren significativamente.
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IV.6- Discusion

Desde hace un tiempo se ha dado especial atencion a la implementacion de
alimentos funcionales en la dieta como una nueva estrategia de orientacion
alimentaria para tratar o prevenir distintas patologias.

La busqueda de diversidad e innovacion de productos alimenticios que
confieran beneficios a la salud de los consumidores, ha llevado a la industria a
investigar métodos que favorezcan la viabilidad de los probidticos frente a factores
adversos que reducen su estabilidad durante el procesamiento, almacenamiento y
consumo (paso a traves del TGI). En este sentido, la microencapsulacion se ha
convertido en una excelente alternativa tecnoldgica para incorporar
microorganismos en matrices alimentarias que sirvan como vehiculos de las cepas
probidticas. Es necesario una adecuada seleccion del método de encapsulacion, del
material de pared y de la matriz alimenticia para garantizar que los microorganismos
probidticos alcancen una concentracion >10° UFC/g o mL (Rodriguez y col., 2016).

Entre los métodos méas comunes para la microencapsulacion de probidticos,
se encuentra el secado por atomizacion (Cayra y col., 2017). Esta técnica consiste en
atomizar una suspension que contenga el microorganismo a encapsular y el material
de cubierta dentro de una camara con aire caliente, el cual promueve la
evaporacion del agua, logrando que los microorganismos queden atrapados dentro
del material encapsulante dando lugar a la formacién de microparticulas (Lupo-
Pasin, y col.,2012). Como la velocidad de secado es relativamente rapida, el dafio
térmico a los microorganismos es bajo (Izadi y col, 2014). La viabilidad de los
microorganismos probiéticos sometidos a este proceso depende en gran medida de
las temperaturas de entrada y de salida de aire utilizadas, debido al dafio que puede
ocurrir en la membrana celular. Se dice que temperaturas superiores a 90°C, asi
como tiempos de exposicion al calor prolongados son letales para los mismos.
(Peighambardoust y col.,, 2011; Martin y col., 2015). Varios estudios han reportado la

efectividad de esta técnica en la microencapsulacion de probidtiocos, incluyendo BL
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(Yonekura y col., 2014; TIha, y col., 2015) y bifidobacterias (Senaka Ranadheera y col.,
2015).

En el caso de los probidticos, para que un material encapsulante sea exitoso,
debe propiciar el mantenimiento de la viabilidad de los microorganismos durante y
después del proceso de microencapsulacion y ser compatible con el sistema
alimentario en el que se va a incluir (Kent y Doherty, 2014). Existen varios tipos de
materiales de revestimiento para la microencapsulacion de probidticos que incluyen
principalmente polisacaridos, oligosacaridos, lipidos y proteinas. Dentro de los
polisacaridos mas utilizados se encuentran agar, carragenina, goma arabica,
dextranos, almidon, celulosa y alginato de sodio (Parra Huertas, 2010). Este Ultimo
es el material mas citado en la literatura como agente encapsualnte y es compatible
con casi todos los métodos de encapsulacion (Kent y Doherty, 2014). Son varios los
estudios que han demostrado que la microencapsulacion con alginato permite la
proteccion de distintos principios activos 'y microorganismos probidticos,
asegurando su viabilidad durante el procesamiento y almacenamiento de los
alimentos (Pasin y col, 2012) y protegiendolos de las condiciones acidas del
estobmago vy la presencia de agentes emulsificantes como las sales biliares en el
intestino (Ding y Shah, 2009).

La maltodextrina es un oligosacarido utilizado principalmente como material
pared en técnicas de secado por atomizacion, por su efecto protector frente a altas
temperaturas 'y como agente estimulante del crecimiento de probidticos
(Hernandez-Carranza y Jiménez-Munguia, 2010; Avila-Reyes y col.,, 2014; Shokri y
col., 2015; Rajam y Anandharamakrishnan, 2015). También se ha demostrado que
otros carbohidratos con efecto prebidtico, tales como la inulina, protegen a los
probidticos durante la microencapsulacion e incrementan su resistencia frente a
condiciones gastricas simuladas (Rodriguez-Barona y col., 2012; Krasaekoopt vy
Watcharapoka, 2014). Distintos estudios sugieren el uso de la inulina como un
agente termoprotector que aumenta la supervivencia de los microorganismos

después del secado y durante el almacenamiento, debido a que minimiza el estrés
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mecanico, oxidativo y osmoético (Rodriguez-Barona y col,, 2012; Avila-Reyes y col,
2014).

En el presente trabajo de investigacion se utilizo el método de secado por
atomizacion para obtener microcapsulas de L. acidophilus CRL1014, L. fermentum
CRL1446 y L. johnsorii CRL1231, cepas con actividad FE y potencial probidtico. Se
empled como agente de recubrimiento una mezcla de alginato de sodio, inulina y
maltodextrina (1, 15 y 10% p/v, respectivamente). Esta combinacion de materiales
cobertores fue la Optima, ya que su viscosidad permitid ajustar el flujo de
alimentacion del secador de manera tal que la temperatura del aire de salida no
superara los 85°C, lo cual fue conveniente para reducir las pérdidas de viabilidad
bacteriana y conservar la actividad FE después del proceso. Ademas se prepard un
polvo control sin el agregado de lactobacilos.

La humedad de los productos deshidratados obtenidos (polvos) en todos los
casos fue de 2,5 - 3%. La humedad de los polvos esta relacionada con las
condiciones de proceso (temperatura de entrada del aire a la camara de secado y
velocidad de alimentacion) y con la composicion de la matriz encapsulante (Barbosa
Canovas y col., 2005). Varios estudios indican que el contenido de humedad de los
polvos y la actividad de agua (a,) deberian ser igual o inferior al 4% vy 0,3
respectivamente, para garantizar la estabilidad microbioldgica de los polvos
(Simpson y col., 2005; Fritzen Freire y col., 2012).

La supervivencia y la viabilidad de los microorganismos después del secado
por atomizacion depende de muchas variables, entre ellas podemos nombrar: tipo
de cepa y tolerancia intrinseca al estrés, medio de suspension, temperatura de
secado, tiempo de exposicion del microorganismo al calor (velocidad de flujo),
humedad del deshidratado, temperatura y condiciones del almacenamiento
(Chavez y Ledeboer, 2007).

Los resultados mostraron que la viabilidad de L. acidophilus CRL1014, L.
fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 no disminuyd después del proceso de

secado por spray. Asimismo, se comprobd que la actividad FE de las cepas estaba
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presente en los polvos obtenidos (aparicion de halos claros en medio agarizado
suplementado con EtF). Sin embargo, cuando se evalud la viabilidad de las BL
microencapsuladas durante el almacenamiento a 4°C hasta los 9 meses, se observo
que L. acidophilus CRL1014 disminuy0 casi 4 unidades logaritmicas, mientras que L.
fermentum CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 sufrieron una menor pérdida de
viabilidad (2 unidades logaritmicas). La actividad FE se mantuvo estable durante e
periodo de almacenamiento en las tres cepas microencapsuladas.

Ademas, se evalud la resistencia de las cepas encapsuladas frente a las
condiciones del TGI, observandose que las mismas fueron mas resistentes que las
bacterias libres (sin encapsular). El orden de supervivencia después de ser sometidas
a condiciones gastrointestinales simuladas fue L. fermentum CRL1446 > L. johnsonii
CRL1231 > L. acidophilus CRL1014. Debido a que las microcapsulas de /.
acidophilus CRL1014 fueron las menos resistentes a la digestion gastrointestinal
simulada y las que mayor pérdida de viabilidad sufrieron durante los 9 meses de
almacenamiento, las mismas no se utilizaron para los ensayos /n vivo posteriores.

Bathena y col. (2007) formularon microcépsulas de alginato-poli-L-lisina-
alginato (APA) conteniendo varias cepas con actividad FE (L. fermentum
ATCC11976, L. fermentum ATCC14932, L. reuteri ATCC23272 vy L. tfarciminis
ATCC29644) y demostraron que las microcapsulas de L. fermentum ATCC11976
poseian una mayor capacidad de liberar AF /n vitro después del proceso de
microencapsulacion.  Estos autores comprobaron ademas, que esta cepa
microencapsulada conservaba sus propiedades y se mantenia viable después de la
exposicion a un sistema simulado del TGI humano (Bathena y col., 2008). Otros
trabajos de investigacion apoyan la encapsulacion de BL con actividad FE en
microparticulas de APA; tal es el caso de L. fermentum NCIMB 5221, cuya actividad
enzimatica FE vy viabilidad se mantuvieron después de la encapsulacion,
observandose ademas mayor supervivencia de las células encapsuladas que de las
células libres en condiciones gastrointestinales simuladas (Tomaro-Duchesneau vy

col,, 2012).
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El secado por atomizacion empleando maltodextrina como componente de
pared se ha utilizado para encapsular microorganismos como L. plantarum HM4; las
microcapsulas obtenidas se incorporaron con éxito en una leche chocolatada vy la
viabilidad se mantuvo hasta los 6 meses de almacenamiento a 25°C (>10° UFC/q)
(Nambiar y col., 2018).

Con el objetivo de evaluar si las cepas con actividad FE mantenian sus
propiedades benéficas /n vivo luego de ser microencapsuladas, se utilizd un modelo
murino de SM, en el cual ratones Albinos Suizos adultos fueron alimentados durante
7 semanas con DRG+s y recibieron diariamente por gavage las microcapsulas de L.
fermentum CRL1446 'y L. johnsoni CRL1231 (grupo SM+Lf y SM+lj,
respectivamente) resuspendidas en agua de bebida (dosis: 10" UFC/dia/raton).

Uno de los componentes principales del SM es la obesidad abdominal, la cual
esta directamente relacionada con la ganancia de peso corporal. Se observd que
solo los ratones alimentados con DRG+s que no recibieron BL con actividad FE
microencapsuladas experimentaron un aumento significativo de peso corporal (mas
del 50%) con respecto al grupo control. Los valores de EA indican que los ratones
alimentados con DRG+s que recibieron microcapsulas de L. fermentum CRL1446y L.
Johnsonii CRL1231 durante 7 semanas experimentaron un menor incremento de
peso corporal que aquellos ratones que recibieron la misma cantidad y tipo de
alimento pero sin la suplementacion de los lactobacilos. Los resultados obtenidos
sugieren que hay un efecto supresor del aumento de peso en ratones alimentados
con DRG+s cuando se administraron las microcapsulas de L. fermentum CRL1446 y
L. johnsoniir CRL1231

Resultados similares han sido informados por otros autores cuando se
administraron BL en modelos animales de obesidad o SM inducidos por la dieta.
Estudios realizados por Kang y col. (2010) demostraron que Lactobacillus gasseri
BNR17 redujo el peso corporal y el indice de EA en ratas alimentadas con una dieta
rica en carbohidratos. Tsai y col. (2016) administraron un complejo probidtico en

forma de polvo liofilizado (que contenia Lactobacillus rhamnosus NBHK007,

168



Capitulo IV - Estudios tecnoldgicos preliminares: Microencapsulacion

Bifidobacterium adolescentis NBHKO06 y Pediococcus acidilacticic NBHK002) a
hamsteres sirios dorados alimentados con una dieta alta en grasa y colesterol, y
observaron que estos animales mostraban una menor ganancia de peso corporal
con respecto a los que recibian la misma dieta sin el complejo de BL. No obstante,
Igbal y col. (2018) investigaron el efecto de L. rhamnosus NCIMB 6375, L. plantarum
NCIMB 8826 vy L. fermentum NCIMB 5221 microencapsuladas en APA y observaron
que la administracion durante 6 semanas de estas cepas con actividad FE no
modificd  significativamente la masa corporal de hamsteres sirios dorados
alimentados con una dieta rica en grasa.

Los indices de adiposidad de los grupos alimentados con DRG+s indican que
la acumulacion de grasa corporal fue menor en los ratones que recibieron
microcapsulas de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231. Estos resultados se
condicen con los informados por Bathena y col. (2012), quienes observaron una
reduccion en el indice de adiposidad al administrar microcapsulas de L. fermentum
ATCC11976 (con actividad FE) en un modelo de SM de hamsteres sirios dorados.
Kang y col. (2010) también informaron una reduccion de la masa de tejido adiposo
mesenteérico, epididimal y perirrenal en ratas con sobrepeso, por administracion de
Lactobacillus gasseriBNR17.

Los niveles de leptina mostaron una correlacion positiva con los indices de
adiposidad; siendo mucho mas elevados en el grupo SM que en los grupos SM+Lfy
SM+Lj.

La obesidad se caracteriza por una reducida sensibilidad a la lepting;
concentraciones elevadas de esta hormona son comunes en individuos obesos con
mayor porcentaje de grasa corporal (Considine y col., 2016). Bathena y col. (2012)
compararon los niveles de leptina de hamsteres alimentados con dieta
hiperlipidémica que recibieron microcapsulas APA vacias y conteniendo L.
fermentum ATCC11976, observando una disminucion cuando se administro la BL

con actividad FE microencapsulada.
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Una patologia comunmente asociada al SM es la enfermedad del higado
graso no alcohdlico (EHGNA). La histologia hepatica reveld una gran acumulacion
de vesiculas lipidicas en ratones del grupo SM. La administracion de microcapsulas
de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 en conjunto con la DRG+s redujo
la acumulacion de grasa en el higado de los ratones. Estudios previos han
demostrado que microcapsulas de [ fermenturm ATCC11976 con actividad FE
tuvieron un efecto benéfico reduciendo el grado de infiltracion grasa en el higado
de animales con EHGNA (Bathena y col., 2013).

Los valores alterados de lipidos plasmaticos en ratones alimentados con
DRG+s que recibieron microcapsulas vacias (grupo SM) reflejan la dislipidemia
caracteristica del SM. Cuando se administraron microcapsulas conteniendo L.
fermentum CRL1446 y L. johnsoni CRL1231 se observd que, si bien las
concentraciones de colesterol total, LDL-colesterol y TG fueron mayores que en el
grupo control, los valores de todos estos parametros fueron significativamente mas
bajos que en el grupo SM. Estos datos sugieren que el suministro de BL con
actividad FE  microencapsuladas podria prevenir la hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia inducidas por ingesta de una dieta alta en grasa. Ademas, los
ratones del grupo SM mostraron bajas concentraciones de HDL-colesterol y se
observé que la administracion de las microcapsulas de L. fermentum CRL1446 vy L.
Johnsoniir CRL1231 permitid mantener los niveles de esta lipoproteina mas elevados
en los animales alimentados con DRG+s. Los indices de riesgo cardiovascular
mejoraron en todos los casos con la administracion de las dos BL
microencapsuladas.

Los resultados concuerdan con los informados por otros autores que
evaluaron la administracion de distintas cepas de [lactobacillus fermentum con
actividad FE microencapsuladas en modelos de SM  en ratas (Tomaro-Duchesneau y
col., 2014) y hamsteres sirios dorados (Bathena y col. 2012), observando un efecto

hipolipemiante y una mejora de los indicadores de riesgo cardiovascular.
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En lo que respecta al metabolismo de la glucosa, los ratones que recibieron
microcapsulas de L. fermentum CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 durante 7 semanas
fueron capaces de prevenir la intolerancia a la glucosa provocada por la ingesta de
DRG+s (RI disminuida). Asimismo, se observd que los grupos SM+Lf y SM+lj
mostraron valores reducidos de glucosa en ayunas, insulina y HOMA-IR. El efecto
anti-hiperglucémico fue mayor cuando se administraron microcapsulas de L.
fermentum CRL1446, no existiendo diferencias significativas con respecto al grupo
control. Ambas cepas microencapsuladas mejoraron la insulinoresistencia y la
hiperinsulinemia compensadora. Bathena vy col. (2012) informaron que las
microcapsulas de L. fermentum ATCC11976 (con actividad FE) controlaron
eficazmente la hiperinsulinemia y redujeron los valores de HOMA-IR en hamsteres
con SM. Tomaro-Duchesneau y col. (2014) también adjudicaron a microcapsulas de
L. fermentum NCIMB 5221 (con actividad FE) un moderado control de la
hiperinsulinemia de ratas diabéticas.

La actividad FE intestinal se vio reducida en ratones alimentados con DRG+s,
pero la suplementacion con microcapsulas que contenian L. fermentum CRL1446 y
L. johnsonii CRL1231 incremento los valores, resultando los mismos similares a los
del grupo control. La mayor liberacion de AF a nivel intestinal en los grupos SM+Lfy
SM+Lj explicarfa gran parte de los efectos benéficos observados. Estudios previos
demostraron que la administracion oral de [. fermentum CRL1446 aumenta la
actividad FE intestinal en ratones normales o sometidos a una dieta de restriccion
calorica (Abeijon Mukdsiy col.,, 2012; Russo y col., 2016).

En cuanto a los niveles de enzimas antioxidantes en higado, se observd que
la actividad GPx disminuy¢ significativamente en los tres grupos de ratones que
recibieron DRG+s. La actividad GR en cambio, se vio disminuida en ratones del
grupo SM, pero los valores se mantuvieron cercanos a los del grupo control cuando
se administraron las microcapsulas de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231

conjuntamente con la DRG+s.
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Los individuos con SM presentan un mayor grado de estrés oxidativo, y las
actividades de enzimas antioxidantes como GPx y GR se encuentran disminuidas con
respecto a pacientes normales (Cardona y col., 2008; Garcia y col.,, 2014). Sharma y
col. (2016) informaron que la administracion de L. case/y Bifidobacterium bifidum a
ratas diabéticas provocd un aumento de las actividades GPx, GR, catalasa vy
superoxido dismutasa. Ademas, anteriormente se ha demostrado que la
administracion de L. fermentum CRL1446 a ratones normales o sometidos a una
dieta de restriccion caldrica, mejord el estado oxidativo provocando un aumento de

la actividad GR (Abeijon Mukdsi y col.,, 2012; Russo y col., 2016).

En el presente capitulo se demostré que el secado por atomizacién es un
método eficiente para preservar la viabilidad y la actividad FE de L. fermentum
CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 tras el proceso y durante su almacenamiento y
exposicion a las condiciones del TGL

La administracién oral de estas BL con actividad FE microencapsuladas
incremento la liberacién de AF a nivel intestinal en ratones alimentados con DRG+s

observandose una atenuacion de los marcadores metabdlicos del SM.
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CONCLUSIONES

-Del estudio inicial de 40 cepas de BL se seleccionaron L. acidophilus CRL1014, L.
fermentum CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231 por su capacidad de liberar altas
concentraciones de AF a partir de su forma esterificada (EtF) sin metabolizarlo a

otros compuestos.

-Las cepas L. fermentum CRL1446 y L. johnsoni CRL1231 presentaron mayor
resistencia a las condiciones simuladas del tracto gastrointestinal, conservando la

actividad FE, por lo cual fueron seleccionadas para realizar los estudios /n vivo.

-Se establecio un modelo murino de SM: ratones Albinos Suizos adultos presentaron
obesidad, hiperglucemia, intolerancia a la glucosa, hipertrigliceridemia y disminucion
de HDL-colesterol a las 14 semanas de alimentacion con una dieta rica en grasa

suplementada con salvado de trigo (DRG+s).

-La administracion oral de L. fermentumn CRL1446 y L. johnsoni CRL1231 en el
modelo murino de SM incrementd la actividad FE intestinal de los ratones
alimentados con DRG+s, observandose una atenuacion de los marcadores

bioguimicos del SM y una mejora del estado oxidativo.

-L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii CRL1231 resistieron al proceso de secado por
atomizacion. Este método de microencapsulacion mostré ser adecuado para
preservar la viabilidad y actividad FE de las cepas durante su almacenamiento vy

exposicion a las condiciones del tracto gastrointestinal.

-La administracion oral de microcapsulas de L. fermentum CRL1446 y L. johnsonii
CRL1231 a ratones alimentados con DRG+s demostré que las cepas evaluadas

conservaron su efecto benéfico /n vivo, atenuando los biomarcadores del SM.

174



Conclusiones

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral contribuyen
al estudio de cepas de bacterias lacticas del género Lactobacillus con
actividad feruloill esterasa (FE) como potenciales probioticos capaces de
prevenir el Sindrome Metabdlico (SM) inducido por una dieta rica en
grasa. Estudios in vitro permitieron seleccionar a Lactobacillus fermentum
CRL1I446 y Lactobacillus johnsonii CRL1231, ambas cepas con elevada
actividad FE y capaces de liberar acido ferdlico a partir de salvado de trigo.
Estudios preclinicos en un modelo murino de SM, que incluyeron la
aaministracion oral de estas cepas, evidenciaron que el empleo de las
mismas logra mejorar los marcadores metabolicos que caracterizan al SM.
Asi mismo, las dos cepas de bacterias lacticas mostraron capacidad para
resistir @ procesos tecnologicos como la microencapsulacion por Spray

Drying, manteniendo sus efectos benefticiosos.
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PROYECCIONES
-Realizar estudios de metagenomica, a fin de evaluar los mecanismos moduladores
de las BL con actividad FE en la microbiota intestinal de ratones alimentados con
DRG+s.

-Dilucidar los mecanismos reguladores del metabolismo lipidico y glucémico.

-Ampliar los estudios de los metabolitos del acido ferllico generados en plasma,

heces, higado y orina.

-Evaluar la administracion conjunta de L. fermentum CRL1446 vy L. johnsonii CRL1231

en el modelo murino de SM.

-Realizar la formulacion de un suplemento dietario empleando BL con actividad FE.
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ABREVIATURAS

AACE: American Association of Clinical Endocrinologists
AB: Acido benzoico

ADN: Acido desoxirribonucleico

AF: Acido ferulico

AGCC: Acidos grasos de cadena corta

AGL: Acidos grasos libres

AH: Acidos hidroxicindmicos

ALT: Alanina aminotransferasa

AST: Aspartato aminotransferasa

ATPIIL: Adult Treatment Panel Il (National Cholesterol Education Program)

BL: Bacterias lacticas

CAT: Catalasa

CE: Cinamil esterasa

col.: Colaboradores

DC: Dieta convencional

DHF: Acido dihidroferdlico

DHPPA: Acido 3,4-dihidroxifenilpropiénico
DO: Densidad optica

DRG: Dieta rica en grasa

DRG+s: Dieta rica en grasa suplementada con salvado
DS: Desvio estandar

DT2: Diabetes mellitus tipo 2

EA: Eficiencia alimentaria
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ECV: Enfermedades cardiovasculares

EGIR: European Group for the Study of Insulin Resistance
EHGNA: Enfermedad del higado graso no alcohdlico
ES: Error estandar

EtF: Etil ferulato

FE: Feruloil esterasa

g: Gramos

GPC: Ganancia de peso corporal

GPx: Glutation peroxidasa

GR: Glutation reductasa

h: Hora

HDL-col: HDL-colesterol

HGNA: Higado graso no alcohdlico

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion
HPPA: Acido 3-hidroxifenilpropiénico

IA: Indice de aterogenicidad

IAd: Indice de adiposidad

IAP: Indice de aterogenicidad de plasma

IDF: Interational Diabetes Federation

IFN: Interferdn

IL: Interleuquina

IRCV: Indicadores de riesgo cardiovascular

JG: Jugo gastrico

JI: jugo intestinal
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Kcal: Kilocalorias

L. Lactobacillus

La: Lactobacillus acidophilus

LDL-col: LDL-colesterol

Lf: Lactobacillus fermentum

Lj: Lactobacillus johnsonii

M: Molar

ML Microbiota intestinal

min: Minutos

mL: Mililitros

MM: medio minimo

mM: Milimolar

MRS: Man-Rogosa-Sharpe

NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
OE: Objetivo especifico

OID: Obesidad inducida por la dieta
OMS: Organizacion mundial de la salud
p/p: Peso en peso

p/v: Peso en volumen

PAI-1: Inhibidor del activador de plasmindgeno 1
PBS: Buffer fosfato salino

PCR: Proteina C reactiva

pg: Picogramos

pH: Potencial hidrégeno
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PTOG: Prueba de tolerancia oral a la glucosa
PTOS: Prueba de tolerancia oral a la sacarosa

gPCR: Quantitative polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa)

RI: Resistencia a la insulina

ROS: Especies reactivas de oxigeno

rpm: Revoluciones por minuto

SM: Sindrome metabdlico

SOD: Superoéxido dismutasa

SRAA: Sistema renina-angiotensina.aldosterona
TAE: Tejido adiposo epididimal

TAM: Tejido adiposo mesentérico

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
TG: Triglicéridos

TGI: Tracto gastrointestinal

TNF-a: Factor de necrosis tumoral o

UFC: Unidades formadoras de colonia

uL: Microlitros

um: Micrémetros
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