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RESUMEN

De acuerdo con la OMS, la obesidad es un problema de salud publica global y ha
sido asociada a enfermedades cronicas no transmisibles. Recientemente se ha
evidenciado que la microbiota intestinal es uno de los factores que participan en la
obesidad y los trastornos metabdlicos. En ratones libres de gérmenes se ha
observado que el trasplante de la microbiota procedente de ratones obesos influye
en el peso corporal. Asimismo, los alimentos funcionales podrian regular el peso
corporal al influir en las funciones metabdlicas, neuroenddcrinas e inmunolégicas
del hospedero. Objetivo: Evaluar el efecto probiotico de Bacillus clausii en modelos
de obesidad inducida por dieta hipercalérica en rata. Material y Métodos: En ratas
inducidas a obesidad con agua azucarada 20% durante 3 meses, se evaluo el
probiético Bacillus clausii, en una dosis diaria de 8x10'* UFC , via oral durante 2
meses. Se midié glucosa, peso y consumo de alimento antes y después del
tratamiento con probidtico. Resultados: En ratas tratadas con agua azucarada, se
observd un aumento de peso en comparacion del grupo control con agua de uso
(P<0.0001). En los grupos tratados con probiotico durante 2 meses, disminuyo el
peso corporal y la glucosa basal en ayunas, en comparacién a sus grupos control.
El consumo de alimento también se redujo en los grupos tratados con probioticos.
La proporcion de Gram (+) y Gram (-) , se observdO mayor cambio en las ratas
tratadas con sacarosa y las tratadas con agua. Conclusiones: Los alimentos
funcionales y productos bioactivos pueden modular la microbiota y funciones

metabdlicas, tal es el caso del probiético Bacillus clausii.
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1 INTRODUCCION

1.1 Obesidad

La obesidad es un padecimiento crénico que se define como la acumulacion de
tejido adiposo, visible y cuantificable, producido como consecuencia de un
incremento de la ingesta energética y un gasto energético disminuido. Se
caracteriza por un grupo de desordenes metabdlicos e inflamacion de bajo grado,
afectando a mas de un tercio de la poblacion mundial actual. La prevalencia de la
obesidad ha aumentado en todo el mundo y es motivo de preocupacion ya que
las consecuencias negativas de la obesidad aumentan significativamente el riesgo
de desarrollar Enfermedades Crénicas No Transmisibles (ECNT).! Si las
tendencias contindan, en 2030 se estima que el 38% de la poblacion adulta tendra

sobrepeso y el otro 20% sera obeso.?

La herramienta antropométrica mas comunmente utilizada para evaluar peso vy
clasificar la obesidad, es el indice de masa corporal (IMC), que es expresado como
la relacién entre el peso corporal total y la altura cuadrado (kg / m?). De acuerdo a
la OMS, las personas con un IMC <18.5 kg / m? son considerados como bajo peso,
mientras que aquellos con un IMC entre 18.5 y 24.9 kg / m? se clasifican como
normales o peso aceptable. Las personas con un IMC que van desde 25 a 29,9 kg /
m? se clasifican como sobrepeso, mientras que la obesidad esta presente cuando
el IMC alcanza=30 kg / m %. Mas alla de ese punto, la obesidad se clasifica en 3

categorias: grado 1 (IMC desde 30 a 34.9 kg / m?), grado 2 (IMC de 35.0 a 39.9 kg



/m?) y grado 3 (IMC 240 kg / m?). * La Asociacién Americana del Corazén (AHA, por
sus siglas en inglés), ha propuesto subgrupos de obesidad adicionales para tomar
en consideracion el subgrupo de pacientes con obesidad masiva e introdujeron
obesidad de grado 4 correspondiente a un IMC 250 kg / m? y grado 5 como un IMC

>60 kg /m? (Tabla 1). *

Tabla 1. Clasificacion de sobrepeso y Obesidad segin el IMC (OMS) (AHA)

Bajo peso =18.5
Delgadez severa <16.00
Delgadez moderada 16.00-16.99
Delgadez leve 17.00-18.49
Rango normal 18.50-24.99
Sobrepeso = 25.00
Pre-obeso 25.00- 29.99
Obeso =30.00
Obesoclase | 30.00-34.99
Obesoclase | 35.00-39.99
Obesoclase Il =40.00
*Obeso clase IV =50.00
*Obesoclase V =60.00

1.1 La obesidad como un factor de riesgo de Enfermedades

Crénicas No Transmisibles

Actualmente, uno de los mayores retos de la salud publica a nivel mundial es el
combate a la obesidad, debido al impacto negativo que ejerce sobre la salud de la

poblacion que la padece. La obesidad aumenta el riesgo de muchos trastornos



asociados con alta mortalidad y morbilidad, ya que se presentan alteraciones en
la respuesta inmunitaria en el que se genera un proceso inflamatorio que suele
ser cronico y de bajo grado, el cual esta presente en las Enfermedades Croénicas
no Transmisibles (ECNT) como diabetes tipo 2, hipertensién, enfermedad
coronaria (CHD), dislipidemia, resistencia a insulina, hiperinsulinemia e
intolerancia a la glucosa.>® (Figura 1). El exceso de peso aumenta el riesgo de
estas enfermedades y el patrén de distribucién de la grasa corporal es importante
en muchas de estas condiciones. Ademas, la obesidad central definida por la
circunferencia de la cintura es el componente esencial de la definicion de
sindrome metabdlico de la Federacion Internacional de Diabetes (FID)
(triglicéridos elevados, colesterol HDL reducido, presion arterial elevada y glucosa
plasmatica en ayunas). Por otra parte, estudios transversales muestran que la
distribucion de la grasa abdominal esté relacionada con diversas anormalidades y
trastornos metabdlicos de una manera similar a su relacién con alto IMC.’
También se ha demostrado que el desarrollo de ciertos canceres, entre ellos el
colorrectal, el pancreas, el rifidn, el endometrio, el seno posmenopausico y el
adenocarcinoma del eso6fago, pueden estar relacionado con los niveles excesivos
de grasa y la naturaleza metabdlicamente activa de este tejido adiposo. ®° Los
canceres se han visto afectados por las complejas interacciones entre la
resistencia a la insulina relacionada con la obesidad, la hiperinsulinemia, la
hiperglucemia sostenida, el estrés oxidativo, la inflamacion y la produccion de
adipocinas . Debido a que la obesidad ha alcanzado proporciones epidémicas a

nivel mundial, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la denomind: “La



epidemia del siglo XXI”. Tanto el sobrepeso como la obesidad son el quinto
factor principal de riesgo de defuncion a nivel mundial. Cada afio fallecen
aproximadamente 2.8 millones de personas como consecuencia de diferentes
patologias relacionadas con la Obesidad. De esta forma, el 44% corresponde a
diabetes, el 23% a cardiopatia isquémica, y entre el 7% y el 41% esta

representado por algunos canceres. ***
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Enfermedades

a Insulina

Figura 1. Enfermedades crénico - degenerativas asociadas a Obesidad.

1.2 Prevalencia de la obesidad en México y el mundo.

México y Estados Unidos ocupan los primeros lugares de prevalencia de obesidad
a nivel mundial en la poblacion adulta, tan solo en el afio 2009, presentaron una
prevalencia del 30% y 33.8 % respectivamente 2. Los datos son alarmantes ya
gue México se posiciona entre los primeros lugares a nivel mundial con mayor
prevalencia en sobrepeso y obesidad. Ademas hay un incremento paralelo de
enfermedades cardiovasculares atribuibles a la obesidad, siendo las principales
causas de muerte en nuestro pais'*'**°. La prevalencia significativa del sobrepeso
y obesidad es evidente tanto en hombres como en mujeres. En el afio 2006, se
reportd la prevalencia de sobrepeso y obesidad de 69.7% de adultos mexicanas

20 afios'®, mostrando un aumento comparado con el 61.8% reportada por la ENSA
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2000. Mientras que para el 2012, la ENSANUT reporté una prevalencia del 71.3%,
ligeramente superior a lo reportado en el 2006 (Figura 2).Sin embargo, para el
2016, esta prevalencia aument6 a de 71.3% a 72.5%. '® Estos datos ubicaron a

México como uno de los paises con mayor prevalencia en sobrepeso y obesidad a

nivel mundial.
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Figura 2. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en hombres y mujeres. ENSANUT 2012 Y

ENSANUT MC 2016. *Clasificacion de IMC descrita por la OMS: sobrepeso=25.0-29.9
kg/m?, obesidad grado 1l= 35.0-39.9 kg/m?, obesidad grado Il >40.0 kg/m?

1.3 Prevalencia, incidenciay mortalidad a nivel mundial en poblacién

infantil y poblaciéon adulta

La prevalencia de la obesidad ha aumentado dramaticamente en todo el mundo y
en las ultimas décadas la prevalencia global de obesidad se duplicé entre 1980 y
2008. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el 35% de los adultos de todo el
mundo mayores de 20 afios tenian sobrepeso. Una tendencia creciente en la
prevalencia de la obesidad desde principios de la década de 1980 ha
representado un problema de salud en todo el mundo y podrian elevar mas, segun

las predicciones de la obesidad para 2030.%
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Un estudio en el 2017 de NCD Risk Factor Collaboration, sobre tendencias
mundiales de bajo peso, sobrepeso y obesidad desde 1975 hasta 2016, notificd
gue la prevalencia mundial en nifias aument6 de 0.7% en 1975 a 5.6% en 2016 y

de 0.9% aumenté a 7.8 % respectivamente en nifios.*®

La prevalencia a nivel nacional en adultos mexicanos representativos se estimo en
38.8% con sobrepeso y 32.4% obesidad. Esta prevalencia representa un aumento
del 15% desde 2000, colocando a esta poblacion entre las que se aceleran mas
rapidamente en términos de prevalencia de la obesidad en la ultima década. Tales
nameros crecientes son una fuente de preocupacidn ya que existen
consecuencias negativas derivado de la obesidad y pueden comenzar a temprana

edad. *°

La obesidad se asocia con un aumento significativo de la mortalidad, con una
disminucién de la esperanza de vida de 5 a 10 afios.?’Existe evidencia que indica
que la mortalidad estd asociada a ECV y a cancer por lo que aumenta
significativamente en individuos con obesidad, especificamente en las Etapas 2 o
3 del Sistema de Clasificacion de Obesidad (Tabla 1). Recientemente, un meta
analisis a gran escala que incluy6 estudios en el que habian reclutado a mas de
10 millones de individuos, indic6 que el indice de riesgo para la mortalidad

aumenté considerablemente con el incremento del IMC. %
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1.4 Complicaciones de la obesidad.
La obesidad es un padecimiento que se desarrolla por una acumulacion anormal
0 excesiva de grasa en el tejido adiposo y es el resultado de la combinacién de
varios factores fisioldgicos, psicolégicos, metabdlicos, genéticos,
socioeconémicos, culturales y emocionales. Asi mismo, representa un estado
inflamatorio crénico de bajo grado, dando como resultado un aumento en la
produccion de citocinas proinflamatorias, con la cual estdn asociadas con otras
enfermedades degenerativas tales como diabetes tipo 2 (DT2), resistencia a

insulina, hipertension, dislipidemias y enfermedades cardiacas (Figura 1). %

1.4.1 Resistencia a Insulina

Una reduccion en la sensibilidad a la insulina puede ocurrir a través de un defecto
hereditario, 0 puede adquirirse como consecuencia de la obesidad. Una vez que
se adquiere la hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina, comienza una
cascada de cambios metabdlicos que conducen a la diabetes, dislipidemia,

hipertension, y finalmente, enfermedades cardiovasculares.

Tanto en el estado de ayuno como en el posprandial, los sujetos obesos requieren
niveles de insulina que son varias veces mas altos que los sujetos no obesos para
mantener la tolerancia normal a la glucosa. A nivel celular, la insulina se une a su
receptor en la superficie de las células diana, o que provoca la autofosforilacion
de tirosina y la consiguiente sefalizacion intracelular. Estos eventos culminan en

respuestas celulares, como la translocacion de los transportadores de glucosa a la

14



superficie celular para permitir la captacibn de glucosa para su uso o el
almacenamiento de glucogeno. En la obesidad, sin embargo, la sefializaciéon de la
insulina es defectuosa. La actividad de la proteina quinasa en el receptor de
insulina, que media la autofosforilacion de tirosina, se reduce en los sujetos
obesos en relacion con los no obesos, y se reduce aun mas en los pacientes
obesos con diabetes tipo 2. 2% Ademas, la obesidad esta asociada con otros
defectos de union a los receptores en la accién de la insulina, incluida la
generacion deficiente de segundos mensajeros, el menor transporte de glucosa y
anomalias en algunos pasos enzimaticos criticos involucrados en el uso de la

glucosa.

Las anomalias en la lipogénesis y la sintesis de proteinas también ocurren en la
obesidad. Sin embargo, los sujetos obesos con transporte de glucosa mediado por
insulina deprimido pueden recuperar esta respuesta después de la pérdida de
peso . El aumento de los niveles de acidos grasos libres (FFA) que se encuentran
en individuos obesos también contribuye a los defectos en el uso vy
almacenamiento de la glucosa. A medida que aumenta la grasa corporal, aumenta
la tasa de lipdlisis, o que lleva a un aumento de la movilizacion de FFA vy, en
consecuencia, a un aumento de la oxidacion de FFA en el musculo y el higado. A
su vez, el uso de glucosa por parte de los musculos disminuye a medida que se
usan los FFA como fuente de energia alternativa, y la produccion de glucosa
hepatica aumenta en respuesta a la mayor oxidacion de FFA. Estas acciones

resultan en hiperglucemia y alteracién de la tolerancia a la glucosa. 2#2°
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1.4.2 Diabetes tipo 2 (DT2)

En la Diabetes tipo 2 , la hiperglucemia es la consecuencia de la resistencia a la
insulina y la disfuncion de las células beta. La resistencia a la insulina periférica
ocurre temprano en el curso de la enfermedad, e inicialmente es compensada por
la hiperinsulinemia. Sin embargo, la hiperglucemia se produce con el tiempo como
consecuencia de la disminucion de la secrecion de insulina. La DT2 tiene una
etiologia multifactorial, que incluye obesidad genética, fisioldgica y relacionada con
el estilo de vida, con ingesta dietética hipercalorica, bajos indices de actividad
fisica y mayor comportamiento sedentario. Se caracteriza por tener resistencia a la
insulina, y otras caracteristicas del sindrome metabdlico suelen estar presentes,
como hipertension, hiperlipidemia, acantosis nigricans, enfermedad del higado

graso y enfermedad del ovario poliquistico.

La hiperglucemia crénica de la diabetes tipo 2 también se asocia con dafio a largo
plazo, disfuncion y falla de varios érganos, particularmente ojos, riflones, nervios,

corazén y vasos sanguineos . %%’

1.4.3 Dislipidemias.

La progresion del estado magro a la obesidad trae consigo un cambio fenotipico
en el tejido adiposo y el desarrollo de inflamacién crénica de bajo grado. *’Esto se
caracteriza por el aumento de los niveles de acidos grasos libres circulantes,
factores pro inflamatorios solubles (como la interleucina IL 1B, IL-6, factor de
necrosis tumoral (TNF a) y proteina quimioatrayente de monocitos (MCP 1) vy

activacion e infiltracion de células inmunitarias en sitios de inflamacion. *°La
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obesidad también suele estar relacionada con un perfil especifico de dislipidemia
(dislipidemia aterogénica) que incluye particulas pequefias y densas de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), niveles reducidos de particulas de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y niveles elevados de triglicéridos®. Este
perfil cronico de bajo grado de inflamacion y dislipidemia conduce a una disfuncién
vascular, incluida la formacion de aterosclerosis, y al deterioro de la fibrindlisis.
Estos, a su vez, aumentan el riesgo de Enfermedades Cardiovasculares (ECV),

31 Los

incluidos el accidente cerebrovascular y el tromboembolismo venoso
aspectos metabdlicos y cardiovasculares de la obesidad estan estrechamente
relacionados. El estado inflamatorio crénico asociado con la obesidad se establece
como un factor importante que contribuye a la resistencia a la insulina, que a su
vez es una de las patofisiologias clave de la Diabetes Tipo 2 (T2D)%*. Ademas, la
obesidad central definida por la circunferencia de la cintura es el componente
esencial de la definicibn de la Federacion Internacional de Diabetes (FID) del
sindrome metabdlico (triglicéridos elevados, colesterol HDL reducido, presion
arterial elevada y glucosa plasmatica en ayunas; Federacion Internacional de
Diabetes, 2006).

El uso deficiente de glucosa y el aumento de la produccién de glucosa hepatica no
son las Unicas consecuencias de los niveles mas altos de acidos grasos libres
(FFA) en la obesidad. El aumento de los FFA también afecta el metabolismo de
los lipidos al aumentar la produccién de lipoproteinas de muy baja densidad en el

higado, reduciendo los niveles de colesterol de las lipoproteinas de alta densidad

(HDL) y aumentando el niumero de particulas pequefas y densas de lipoproteinas

17



de baja densidad (LDL). Estas particulas mas pequefias tienen mayor capacidad
de penetrar en la pared arterial, se someten mas facilmente a la oxidacion y la
glucosilacion, y son mas aterogénicas que las particulas LDL méas grandes y
flotantes. Incluso cuando el nivel de colesterol LDL no cambia apreciablemente, el
riesgo aterogénico puede ser mayor debido a la presencia de particulas LDL mas
pequefias. En conjunto, estos cambios en el perfil de las lipoproteinas se asocian

con un mayor riesgo de Enfermedades Cardiovasculares.*

1.5 Factores que influyen para el desarrollo de la obesidad.

El ambiente obesogénico, es caracterizado por una alimentacion alta en grasas y
azucares en conjunto con el sedentarismo, en el que los individuos tienen una
disminucién en los niveles de actividad fisica almacenandose el exceso de
calorias como triglicéridos en el tejido adiposo; ambos juegan un papel muy
importante en el desarrollo de la obesidad. ** Un estudio demostré que algunos
factores de riesgo tempranos para el desarrollo a obesidad son los niveles altos de
indice de masa corporal, insulina, glucosa, triglicéridos y presién arterial sistdlica,

asi como un colesterol HDL mas bajo. *
1.5.1 Factores Dietéticos y Culturales.

El desarrollo de la obesidad se produce cuando la ingesta caldrica es
desproporcionada con respecto a la energia consumida. EI consumo de una dieta

no saludable al contener un mayor porcentaje de calorias provenientes de grasas
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saturadas, asi como un menor consumo de frutas y verduras, traera como
resultado un aumento en el peso del individuo. El sexo, la edad, la raza y el
estado socioecondmico tienen un impacto en el aumento de peso, ya que el
sobrepeso y la obesidad son mas probables entre las mujeres, las personas

mayores, los miembros de razas minoritarias y los de nivel socioeconémico bajo.

Hoy en dia, los refrescos forman parte de nuestra cultura y su consumo ha ido en
constante aumento durante los ultimos 50 afios. Se sabe que un refresco de 20
onzas (591.471 ml) fabricado con jarabe de maiz de alta fructosa tiene alrededor
de 250 kcal. Por lo tanto, el consumo de un refresco diario, aunado al estilo de
vida en el que no existe actividad fisica, es mas que suficiente para explicar el
aumento de peso corporal en el dltimo cuarto de siglo®® Ademéas, se ha
demostrado que el estrés psicolégico agudo altera la preferencia de alimentos y la
cantidad de ingesta de energia. Por lo tanto, el estrés psicolégico agudo se asocia
con la alimentacion en ausencia de hambre, principalmente en aquellos individuos
vulnerables que son caracterizados por la conducta alimentaria desinhibida y la
sensibilidad al estrés®’. En el desarrollo de la obesidad también es importante
mencionar la diversidad cultural, ya que en muchos paises desarrollados (y en
desarrollo), estan evolucionando a presentar cambios en los patrones tradicionales
de alimentacion. La alimentacion ha cambiado de una dieta rica en granos
enteros, frutas y verduras, a una dieta mas occidentalizada, alta en consumo de
productos animales y bebidas azucaradas.

Las diferencias en la actividad fisica y el comportamiento sedentario ayudan a

explicar las disparidades étnicas y socioeconOmicas en las tasas de obesidad.
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Vivir en vecindarios de bajos ingresos también se ha asociado con un

comportamiento mas sedentario y menos actividad fisica. %

1.5.2 Factores Genéticos

En algunos estudios se han evaluado las contribuciones relativas de la
genética. Aunque varia de un estudio a otro, el 30% al 40% de la variacion en el
IMC se puede atribuir a la genética y del 60% al 70% al medio ambiente. La
interaccion entre la genética y el medio ambiente también es importante. En una
poblacibn dada, algunas personas estan genéticamente predispuestas a
desarrollar obesidad, pero ese genotipo puede expresarse solo bajo ciertas
condiciones ambientales adversas, como las dietas ricas en grasas y los estilos de
vida sedentarios.**Los nifios nacidos de madres obesas o con sobrepeso tienen
mas probabilidades de tener sobrepeso a la edad de cuatro afos, incluso si su
IMC esta dentro del rango promedio a los dos afios .“°Un estudio longitudinal de
nifias indicd que en comparacién con las familias en las que ninguno de los padres
tenia sobrepeso, si los padres de una nifia tenian sobrepeso, la nifia tenia ocho
veces mas probabilidades de tener sobrepeso a los 13 afios, incluso después de
controlar el IMC de las nifias en la edad de cinco. ** Los estudios de gemelos y de
adopcion, con la capacidad de atribuir similitud familiar a los efectos genéticos y
ambientales, se apoyan con el aumento del IMC y con la influencia de los factores

ambientales que se disipan en la adolescencia. *2
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Aunado a los factores ambientales y sociales, estudios demuestran que los
factores genéticos también pueden influir o estan asociados al desarrollo de
obesidad. Respecto a los factores genéticos, la investigacién se ha centrado en la

busqueda de los genes responsables de la obesidad.

1.6 MICROBIOTA INTESTINAL
Recientemente, los microorganismos residentes en el intestino, conocidos
en conjunto como microbiota intestinal, han sido identificados como uno de los
factores ambientales responsables de la obesidad. Por ello, una mayor
aproximacion a esta poblacion microbiana podria contribuir a conocer su potencial

como medio terapéutico para tratar la obesidad.*®

Estudios realizados previamente indican que la microbiota intestinal (M) es
un actor importante en la regulacion del metabolismo energético del organismo. La
MI en obesos esta alterada, comparada con normopesos, lo que podria explicar su
mayor eficiencia en la extraccion de energia a partir de los alimentos. El contenido
en grasa de las dietas también es un factor que pueda alterar la composicion de la
MI, a través del aumento de las concentraciones plasmaticas de LPS, el cual
favorece el desarrollo de un estado proinflamatorio que facilita la apariciéon de

resistencia a la insulina.

1. 6.1 ANTECEDENTES ESPECIFICOS DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

La Microbiota Intestinal (MI) se define como la comunidad microbiana que habita

en el tracto gastrointestinal. Estos microbios juegan un papel importante en la
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salud humana y su desequilibrio esté relacionado con numerosas enfermedades.
El nimero y la diversidad de los microorganismos estan modulados por factores
fisiol6gicos y ambientales, como el genotipo del huésped, el habitat v,
principalmente, la dieta. EI nidmero total de bacterias en un hombre de 70 Kg
aproximadamente se estima que es alrededor de 3.8 x 10, que es
aproximadamente el nimero de células en el cuerpo humano (Senderetal.2016).
Las bacterias se clasifican morfolégicamente y se basan en el tipo de pared
celular, la forma celular, los requisitos de oxigeno, la produccién de endosporas, la
motilidad y los requisitos de energia. También se cla#tan filogenéticamente en

funcién del analisis de secuencias de nucleétidos. La agrupacion filogenética de
todos los genomas bacterianos, denominados colectivamente microbios, se divide
en grupos taxonémicos (dominio, reino, filos, clase, orden, familia, género y
especies). Por lo tanto, la metagenémica ha podido contribuir a la generacion de

conjuntos de datos para la caracterizacién del microbioma (TABLA 2). 4+%°

El microbioma humano se divide en cuatro filos principales: Firmicutes (65%),
Bacteroidetes (16%), Actinobacteria (9%) y Proteobacteria (5%). Bacteroidetes y
Firmicutes representan mas del 90% de la abundancia relativa de microbios
intestinales.*® El phylum Bacteroidetes estd compuesto por bacterias anaerobias
gramnegativas, no formadoras de esporas, que toleran la presencia de oxigeno
pero no pueden usarlo para el crecimiento. Firmicutes es un filo diverso de
microbiota intestinal compuesto principalmente por clases de Bacilli y Clostridia.
Son aerobios grampositivos, anaerobicos (clostridios) obligatorios o facultativos

(bacilos). Las especies de Clostridium producen endosporas para sobrevivir a
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condiciones adversas, lo que les permite regresar solo cuando el ecosistema es
favorable para su crecimiento. Por el contrario, las actinobacterias, por ejemplo,
Bifidobacterium, son grampositivas, con barras de ramificacion multiple, no
moviles, no formadoras de esporas y anaerbbicas. Las proteobacterias (por
ejemplo, Escherichia, Klebsiella, Enterobacter) son aerobios o anaerébicos
facultativos, Gram-negativos, no forman esporas y habitan en el tracto intestinal de
todos los vertebrados. Si bien Lactobacillus, Staphylococcus y Escherichia coli son
ejemplos de bacterias anaerobias facultativas, Bacteroides son anaerobios

obligados. '

La diversidad de la composicion bacteriana, la carga calorica y la absorcion de
nutrientes ha servido para agrupar filotipos a nivel de especie en enterotipos *°“%,
Un enterotipo personal se basa en la presencia en el intestino de cepas / especies
microbianas sanas y asociadas a la enfermedad, y determina el estado
fisiopatoldégico de cada individuo. Los microbiomas humanos de la piel, los

pulmones, la boca, los genitales y el tracto gastrointestinal estan influenciados por

el medio ambiente y la colonizacién de microbios. *°

La investigacion de conjuntos de datos de microbiomas tan numerosos y diversos
es una tarea compleja. Requiere conocimientos y habilidades biolégicas en un
conjunto de herramientas para predecir con precision laflirencia de la red de

interaccion de  microbios perturbados en la salud y los resultados de la
enfermedad. También son importantes las estrategias nutricionales dentro de los

cuales podriamos mencionar, los probidticos y los prebiéticos.
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1.6.2 Funciones de la Microbiota Intestinal

El intestino es colonizado por aproximadamente de 100 a 400 billones de
microorganismos que viven en una relacién simbiética estrecha *°. La mayoria de
las bacterias estan fuertemente adheridas a la mucosa de la barrera externa e
interna de mas de 7 m de largo. Muchos de estos organismos son transmitidos a
los primeros afios de vida a los bebés, principalmente a través de la leche
materna, que contiene un gran nimero de Bifidobacterias y Lactobacillus.®* En
adultos, la mayoria de las bacterias que se encuentran en el intestino pertenecen
a los géneros Bacteroides, Parabacteroides (Bacteroidetes) y Clostridium
(Firmicutes).>*°3

El intestino es un ambiente anaerdbico y las especies patdgenas aerobias no
pueden invadir y colonizarlo. Sin embargo, las especies patdégenas anaerdbicas y
facultativas pueden invadirla causando enfermedad. Cada sitio del tracto
gastrointestinal, tiene una microbiota Unica; la densidad de bacterias aumenta en
el yeyuno e ileon y en el intestino grueso en comparacion con el estbmago y
duodeno. La densidad bacteriana mas alta esta presente en el colon,
aproximadamente 10 colonias por unidades / ml (99%). La poblacién de
microbiota de colon esta compuesta principalmente de anaerobios, tales como
Bacteroides, Porphyromonas, Bifidobacterium, Lactobacillus y Clostridium
(géneros que pertenecen a los filos mas abundantes: Bacteroidetes,

Actinobacteria y Firmicutes.
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Las comunidades anfitrionas y microbianas han desarrollado estrategias que
promueven un estado estable por su beneficio mutuo. La disbiosis se refiere a un
desequilibrio en la abundancia de especies microbianas, que estd comunmente
vinculado a la funcion de barrera intestinal dafiada y la activacion de células
inflamatorias.® Es probable que la falla en la regulaciéon adecuada de la
composicién (diversidad microbiana) esté en el inicio y en la cronicidad de muchas
enfermedades, incluidas las enfermedades inflamatorias del intestino, sindrome
del intestino Irritable, diabetes, obesidad y cancer .>°

La asociacion potencial entre disbiosis intestinal asociado a ciertas enfermedades
humanas se pueden promover, por ejemplo, por la presencia de especies
antiinflamatorias, como Faecalibacterium prausnitzi, que predominan en
individuos sanos, o la presencia de bacterias potencialmente proinflamatorias
Bacteroides y Ruminococcus gnavus, que estan asociados con la enfermedad
inflamatoria del Intestino.*®

Una disminucion de Bacteroidetes y un aumento de Firmicutes ademas de la baja
abundancia de especies de Bacteroides han sido asociado con la obesidad en
estudios de modelos animales.>’La disbiosis también se ha estudiado en otros
microbiomas, como en la piel, la vagina, la cavidad oral, el estbtmago y
particularmente en la forma de sobrecrecimiento bacteriano del intestino delgado.
La microbiota intestinal desempefia un papel critico en el desarrollo de
enfermedades. La respuesta inmune innata es mediada por células linfoides (ILCs)
formadas por las células natural killer (NK) y subconjuntos de células linfoides no

citotoxicas y auxiliares que incluyen ILC1, ILC2 e ILC3. Las células NK y ILC1
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producen grandes cantidades de IFN-y, asi también péptidos antimicrobianos
(AMPs), como granulisinas, catelicinas y defensinas, y quimiocinas.>®

En conjunto, ejercen funciones criticas en la regulacion de la ecologia microbiana
y tolerancia inmunoldgica.®® Un desequilibrio de la actividad de las NK o
produccion de AMP puede conducir al desarrollo de enfermedades inflamatorias
locales y sistémicas.®

Las células epiteliales intestinales (IEC, por sus siglas en inglés) y las células
inmunitarias expresan una variedad de receptores llamados receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) que median las interacciones entre el sistema
inmunitario y la microbiota comensal. Los receptores tipo Toll (TLR) son ejemplo
de PRR que reconocen moléculas microbianas Unicas denominadas patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) que incluyen lipopolisacaridos,
lipidos A y peptidoglucanos.®*

Los firmicutes se asocian positivamente con la produccién de TNF-a e IL-183, que
son citoquinas criticas involucradas en la regulacion de las células

inmunitarias.%>®

1.6.3 Funcién Metabdlica de la Microbiota Intestinal.

Los microorganismos desempefian sus funciones en gran parte a través de vias
enzimaticas para digerir hidratos de carbono complejos y proteinas. La sintesis de
una amplia gama de moléculas de sefalizacion de bajo peso molecular,
incluyendo metano, sulfuro de hidrégeno y los metabolitos, juegan efectos dafinos

0 beneficiosos para el huésped. Esos productos activan o desactivan los genes del
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huésped y los genes de otras bacterias. Se han identificado miles de metabolitos
derivados de la microbiota como componentes del metaboloma humano. ® El
mantenimiento de una microbiota intestinal fermentativa estable requiere dietas
con alimentos particularmente ricos en fibra dietética y polifenoles, que son
procesados por las enzimas de la microbiota intestinal, como las glucésidas
hidrolasas y las polisacéridas liasas. En condiciones anaerobicas, las especies
que pertenecen a la familia Bacteroides y a las familias Clostridiaceae y
Lactobacillaceae, en particular las cepas Citrobacter y Serratia, producen acidos
grasos de cadena corta (AGCC). Los AGCC producidos por la microbiota son
acetato (con dos carbonos), propionato (con tres carbonos) y butirato (con cuatro
carbonos). El butirato proporciona energia para el metabolismo celular. El acetato
y el propionato pasan a la corriente sanguinea, y son tomados por el higado y
organos periféricos, donde pueden actuar como sustratos para la gluconeogénesis
y lipogénesis, que a su vez, controlan el aumento de peso corporal. Los AGCC son
la fuente preferida de energia utilizada por los colonocitos (colon) .*® Los AGCC
también se unen a los receptores acoplados a la proteina G (GPR), entre ellos el
GPR41 y el 43, que estan presentes en una variedad de tejidos, incluyendo el
tejido adiposo, las células enteroendécrinas del intestino y las células
inflamatorias. Asi mismo, los AGCC inducen la secrecién de péptido similar al
glucagon (GLP-1) y péptido YY (PYY). PYY inhibe la absorcion de nutrientes de la
luz intestinal y el apetito, mientras que el GLP1 estimula las células B del pancreas
para producir insulina. La microbiota intestinal contribuye a la deposicion de grasa

a través de la regulacion del receptor (FXR), el receptor de &cidos biliares que es
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responsable de la regulacion de la sintesis de acidos biliares y la acumulacién de
triglicéridos.

Los AGCC, desempefian un papel clave en el control de la proliferacion,
diferenciacion y mantenimiento de la mucosa Intestinal. Un deterioro en la
produccion de AGCC, metabolitos del triptéfano, GABA, noradrenalina, dopamina,
acetilcolina y 5-HT (5-hidroxitriptamina o serotonina), estad involucrado en
anomalias del sistema gastrointestinal, enfermedades metabdlicas y trastornos
neuropsiquiatricos.®®®’Ademas, la microbiota produce grandes cantidades de
metabolitos epigenéticamente activos, como el folato y la vitamina A. Por lo tanto,
los cambios en la microbiota intestinal (disbiosis) pueden provocar cambios en el
epigenoma no solo directamente en las células intestinales adyacentes, sino
también en poblaciones de células distantes, como hepatocitos y adipocitos.®
Finalmente, las bacterias pueden inhibir el crecimiento de sus competidores
mediante la comunicacién microbiana especifica, la sefalizacion celular a través
del contacto ceélula a célula, los metabolitos y los péptidos sensores del

quérum.®8°8

La microbiota intestinal participa en el equilibrio entre la ingesta de alimento y
gasto de energia y tiene una conexion directa al eje hipotalamico, el cual puede
asociarse con un efecto en la saciedad. Asi mismo, esta relacionada como
regulador de homeostasis energética, a través de tres funciones principales 1)
Funcion tréfica, 2) Funcién inmunolégica y 3) funcién metabdlica.®

Funcion trofica: Las bacterias intestinales pueden controlar la proliferacion y

diferenciacion de las células epiteliales. Ayudan a mantener al epitelio en buen
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estado. El efecto de barrera se debe a la capacidad de ciertas bacterias para
segregar sustancias antimicrobianas (bacteriocinas), que inhiben la proliferacion
de otras bacterias, y también a la competicion entre bacterias por los recursos del
sistema.

Funciones Inmunoldgicas: La microbiota intestinal, es el gran regulador de la
respuesta inmune ademas participa en la regulacién de sintesis y liberacion de
citocinas que tienen que ver con el proceso inflamatorio.

Funciones Metabdlicas: metaboliza alimentos para la produccién de acidos grasos
de cadena corta como propionato, butirato y acetato ademas metaboliza los
azucares, fibras y oligosacaridos. Esto se traduce en recuperacién de energia de
la dieta y favorece la absorcién de iones (Ca, Mg, Fe) en el ciego. Las funciones
metabdlicas también incluyen la produccién de vitaminas (K, B12, biotina, &cido
félico y pantoténico) y la sintesis de aminoacidos a partir del amoniaco o la

urea.”®"t

29



Tabla 2. Analisis de la composicion de la microbiota intestinal independientes de cultivo

Método Muestras Sujetos Clones/ TIPOS BACTERIANOS %
lecturas
Firmicutes Bacteroi Proteo Actino
detes bacterias bacteri | Referencias
as
Hibridacion por Heces 27 6 sondas 30.6 37 0.7 0.7 Sghir et al
transferencia de manchas 2000
Microscopia por HFIS Heces 11 13sondas | 52.6 27.7 0.2 16.7 Harmsen et
al; 2002
HFIS/Flujocito- Heces 91 18sondas | 57.1 8.5 0.1 4.4 Lay etal
metria 2005
Metagenomica Heces 8 652.30 4.5 14.3 5.2 2.2 Kurokawa
2007
Pirosecuenciado Heces 6 12.76 81.2 25 1.7 14.6 Andersson
2008

HFIS= Hibridacion fluorescente in situ .

1.6.4 Microbiota intestinal y obesidad

La permeabilidad de la barrera intestinal elevada y la translocacion de bacterias o
endotoxinas estan asociadas con enfermedades gastrointestinales. La obesidad,
la resistencia a la insulina y el sindrome metabdlico resultan de una interaccion
compleja de factores genéticos, inmunes y microbianos asociados a la microbiota
intestinal.”*”® El sindrome metabolico es una enfermedad inflamatoria crénica
caracterizada por la translocacion de bacterias a la sangre que causa endotoxemia
metabdlica. Las manifestaciones clinicas del sindrome metabdlico incluyen
enfermedad cardiovascular, resistencia a la insulina diabetes tipo 2, hipertension y
enfermedad del higado graso. Individuos colonizados por bacterias de los géneros
Faecalibacterium, Bifidobacterium, Lactobacillus, Coprococcus , tienen una

tendencia significativamente menor a desarrollar trastornos metabdlicos e
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inflamacion que conducen a diabetes tipo 2 y trastornos cardiovasculares
isquémicos’>’* . Estas especies se caracterizan por su alta produccién de AGCC y
peréxido de hidrégeno, que se sabe que inhiben la formacién de biopeliculas y la
actividad de especies patégenas como Staphylococcus aureus’®. Los modelos de
obesidad en ratones genéticos e inducidos por la dieta alta en grasa, han
demostrado que la proporcion de Firmicutes / Bacteroidetes se ve alterada en los
animales obesos en comparacién con los animales no obesos °"'#'™ Sin
embargo, existen resultados contradictorios con respecto a las diferencias
taxondmicas generales de microbioma intestinal.”>’® Las alteraciones metabélicas
en los modelos humanos y animales de obesidad pueden ser causadas por el
aumento de la permeabilidad intestinal y la difusion de LPS a través de la
circulacién, que a su vez promueve una inflamacion de bajo grado y resistencia a
la insulina """®. Recientemente, un estudio describi6 los efectos de la microbiota
intestinal en una dieta alta en grasa utilizando un modelo de rata. Por lo que su
efectos tanto en el tracto digestivo como el sistema parasimpatico, de los niveles
de acetato plasmaticos pueden ser responsable del aumento de la secreciéon de
insulina inducida por glucosa, aumento de la grelina, hiperfagia y obesidad .
Segun algunos autores, la variacion de los niveles de acetato podria explicar por
gué el consumo de concentrados caldricos promueven la obesidad y la resistencia
a la insulina. Se siguen realizando estudios para que la disbiosis asociada con
enfermedades gastrointestinales, obesidad, diabetes y pueda tratarse mediante
una modulacion dirigida de algunas especies de bacterias y / o filos en el tracto

intestinal, probablemente incorporando a la dieta probiéticos.
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1.7 Probioticos y microbiota intestinal.

Los probiéticos se definen como microorganismos vivos que pueden sobrevivir y
colonizar temporalmente el intestino. El pH del jugo gastrico varia de 3 a 5, y este
es el primer obstaculo importante que un probidtico debe superar en la practica
clinica para llegar al intestino. Los probidticos también se definen como
“suplemento alimentario microbiano viable que influye beneficiosamente sobre el
hospedero a través de sus efectos en el tubo intestinal”. Son suplementos
dietéticos microbianos que, tras su ingestion en cantidades adecuadas, son
capaces de ejercer un efecto beneficioso sobre el huésped, mas alla de su
inherente valor nutritivo. Lactobacillus plantaraum y Bifidobacterium son bacterias
probiéticas capaces de modular los efectos negativos de las dietas ricas en grasas
e incluso de controlar las reacciones inmunoldgicas mediadas por enfermedades
inflamatorias.””®Las bacterias producen la hidrélisis de carbohidratos. Las
enzimas y la fermentacion de prebioticos producen hidrégeno, metano, diéxido de
carbono y AGCC, que pueden afectar los niveles de energia del huésped y la
regulacion intestinal. Las mezclas de ingredientes probidticos y prebidticos pueden
estimular selectivamente el crecimiento o actividad de bacterias promotoras de
salud ®. Los estudios de metagenémica a gran escala han confirmado que la
asociacion sinérgica de pro y prebidticos realmente cambia la dinamica de la

especie microbiana intestinal a nivel genémico.
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Los probidticos suelen consumirse por ingestion de preparados liofilizados
utilizados en la preparacion de capsulas, tabletas y jarabes, los cuales contienen
mezclas constituidas de Lactobacillus, Bifidobacterium y Streptococcus, y algunos
otros componentes importantes de la microbiota intestinal. En 2001, la OMS y la
FAO establecieron la guia de uso de microorganismos probiéticos, los cuales
deberian cumplir los siguientes requisitos: a) resistentes a la agresion de los jugos
gastricos y de la bilis, para sobrevivir incluso en el ambiente acido del estbmago;
b) adherencia a la mucosa, colonizacion y viabilidad intestinal; c) identificacion
taxondmica de la cepa y cuantificacién de bacterias vivas; d) definir la dosis eficaz
y las indicaciones terapéuticas, apoyadas por evidencia cientifica; e)
reconocimiento por el organismo huésped, como constituyentes de la flora del
intestino sano y no presenten efectos colaterales, incluso en pacientes con

inmunodepresion.®
1.7.1 Mecanismo de accién de los probidticos.

Los mecanismos de accion pueden ser por su adhesion a la mucosa intestinal ya
que los probidticos son eficaces gracias a la produccion de sustancias de actividad
antimicrobiana, como las bacteriocinas, el peréxido de hidrégeno o el acido lactico,
que son responsables del bloqueo del crecimiento de los microorganismos
patégenos sobre la mucosa intestinal.®®Otros, en cambio, pueden actuar
reforzando la barrera intestinal directamente, previniendo la permeabilidad y la
consiguiente pérdida de macromoléculas. Otros, por su parte, ejercen una accion
trofica sobre la mucosa del colon y protegen el moco que reviste la pared

intestinal. Ademas, hay probidticos con funcidn inmunoestimulante que intervienen
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indirectamente en la barrera intestinal estimulando las células productoras de IgA
y los linfocitos epiteliales intestinales, ademas de modular la produccién de IgE e

interleucinas.?
1.7.2 Efecto del probiético sobre obesidad

Se ha demostrado en algunos estudios que el uso de probiéticos pueden ayudar a
reducir el peso corporal, disminuir los niveles de glucemia e incluso modificar la
microbiota. Dentro de los probidticos evaluados se encuentra Lactobacillus
rhamnosus, gasseriy Bifidobacterium lactis el cual se observé que pueden reducir
la adiposidad asi como el peso corporal.®’Ademaés, estos probiéticos pueden
prevenir o mejorar los sintomas clinicos del sindrome del intestino irritable, la
enterocolitis inflamatoria y necrotizante y la diarrea aguda.®® Otro estudio realizado
en raton con una dieta alta en grasa y administrando Lactobacillus rhamnosus
durante 12 semanas, se pudo observar un efecto antiobesogénico, ya que el peso
se mantuvo en comparacion con el grupo control que solo tenia una dieta alta en
grasa el cual aumenté un 22.3% mas de peso, mostrando asi una diferencia
significativa.®” En un estudio realizado por Alard en el 2016, un grupo de ratones
mantuvo con una dieta alta en grasa el cual aumentd un 22.5 % mas de peso que
aguellos tratados con la mezcla de probidticos, que consistia en una dieta alta en
grasa pero ademas bajo tratamiento con la mezcla de dos probidticos
Lactobacillus rhamnosus LMG S-28148 vy Bifidobacterium animalis LMG P-28149

en una cantidad de 5 x 10 &, durante 17 semanas.®®
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En la Tabla 3 podemos observar el uso de probidticos en estudios de animales obesos,
obteniendo como resultado un efecto antiobesogénico, teniendo como diferencia la cepa y

la cantidad administrada en los diferentes estudios.

Tabla 3. Estudios de modelos de obesidad y efecto de tratamiento con probioticos

Modelo Experimental Probiodtico Resultados Referencia
Dieta alta en grasa Lactobacillus rhamnosus Efecto antiobesogénico. JiY (2018)
Modelo a Obesidad en GG (LGG) Sin datos de glucemia

raton C57BL/6 (1x107 UFC) (12 semanas)

{10 semanas )

Dieta alta en grasa Lactobacillus rhamnosus Efecto antiobesogénico. Alard (2016)

Modelo a Obesidad en LMGS-28148 y Niveles de glucemia
raton C57BL/6 Bifidobacterium animalis menores al administrar
(17 semanas) LMG P-28149 probidtico .

Dieta alta en grasa

L. plantarum LGA42 (1X 10°

Efecto antiobesogénico

Park {2014)

Modelo a Obesidad en UFC)12 Semanas Sin datos de glucemia

raton C57BL/6

{12 semanas)

Dieta alta en grasa L. gasseri SBT2055 {5x10* Efecto antiobesogénico Miyoshi (2014)
Modelo a Obesidad en UFC) 24 semanas Sin datos de glucemia

raton C57BL/6

{24 semanas)

Modelo de obesidad Dieta L. curvatus HY7601 y L. Efecto antiobesogénico Park (2013)
Alta en Grasa por 8 plantarumKY1032 (5x 10°  Sin datos de glucemia

semanas y suplementacion  UFC) 10 semanas

probiotica posterior

durante 10 semanas

Dieta alta en Sacarosa L. gasseri BNR 17 {1x10°y  Efecto antiobesogénico Kang (2013)
Modelo a Obesidad en 1x 10" UFC) Glucemia no significativa

ratén entre los grupos.

{10 semanas)

Dieta alta en Sacarosa L. gasseri BNR 17 {1x10° Efecto antiobesogénico Kang (2010)

Modelo a Obesidad en rata
Sprague-Dawley (12
semanas )

UFC)12 Semanas

Glucemia no significativa
entre los grupos
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1.7.3 Efecto de probidtico en niveles glucemicos

Se ha observado que el aporte complementario de probiéticos mejora los sintomas
de diabetes en modelos de animales afectados de diabetes de tipo 1 o tipo 2. La
ingestion de Lactobacillus casei retraso el inicio de diabetes en ratones
diabéticos no obesos asi como en ratones con diabetes inducida por aloxano®" %,
Analogamente al aloxano, el tratamiento con estreptozotocina (STZ) en ratas y
ratones induce una diabetes dependiente de la insulina debido a la toxicidad del
farmaco en las células pancreaticas. El prondstico de la diabetes por inyeccion
neonatal de STZ puede mitigarse alimentando a las ratas con pienso al que se ha
incorporado  Lactobacillus rhamnosus®. Ademas, la administracién de Dahi, un
producto lacteo fermentado indio que contiene  Lactobacillus acidophilus
(NCDC14) y L. casei (NCDC19), en ratas tratadas con STZ mejoro la tolerancia a
la glucosa y redujo los niveles de colesterol LDL y VLDL totales asi como los
niveles de triglicéridos 2. En un modelo animal de diabetes de tipo 2 con ratones
KKAy, en los que una mutacion en el gen Ay causa obesidad y resistencia a la
insulina, la administracion por via oral de L. casei redujo significativamente los
niveles plasmaticos de glucosa e insulina, asi como el peso corporal, a pesar de
una ingestién similar de alimentos®. En un modelo animal de diabetes no
genética, el inicio de la resistencia a la insulina inducido por una alimentacion rica
en fructosa también se retrasé por el tratamiento con Dahi®’. En otros estudios
realizados por Kang, no se observaron diferencias significativas en comparacion al
grupo control, tal es el caso del uso del probidtico L. gasseri BNR 17 (1x10° UFC y
1x10' UFC) en un modelo de dieta alta en sacarosa en rata, el cual no se mostrd
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diferencia significativa en los niveles de glucosa en los dos estudios, uno del 2010 y otro

en el 2013. * (Tabla 4)

Tabla 4 Efecto de probiético en los niveles de glucemia en modelos murinos

Modelo Experimental Probidtico Resultados Referencia
Dieta alta en grasa Lactobacillus rhamnosus LMG 5- Los niveles de glucosa se redujo Alard (2016)
Modelo a Obesidad en raton 28148 y Bifidobacterium animalis enun 14.1% en el grupo con
C57BL/G LMG P-28149 probidtico en comparacién con el
(17 semanas) 17 semanas grupo sin probidtico
Dieta alta en Sacarasa L.passeri BNR17 (1x10%y 1x 10  Glucemia no significativa entre Kang (2013)
Modelo a Obesidad en ratén BUFC) los grupos con probidtico versus
(10 semanas) 10 semanas el grupo con dieta alta en

sacarosa
Dieta alta en Sacarasa L. gasseri BNR 17 (1x10° UFC) Kang (2010)
Modelo a Obesidad en rata 12 Semanas Glucemia no significativa entre el
Sprague-Dawley (12 semanas ) grupo con probidticoy grupo on

dieta alta en sacarosa

Modelo de diabetes con Lactobacillus acidophilus Mejoro la tolerancia a la glucosa ~ Yadav [2008)
streptozotocinaen ratas wistar (NCDC14 1x 10°) y L. cosei en los grupos con probidticos en

(NCDC19 1x 10%) un 23 % en comparacion con su

28 dias control diabético.
Modelo de diabetes tipo 2 Lactobacillus gasseri Niveles de glucosa con diferencia  Yun 5.1(2009)
C57BL/KS/) db/db BNR17 (1x 107, 10°, 10°, 10™) significativa en el grupo con

12 semanas probidtico 1x 10 (120 mg/dl) en

comparacién con su grupo
contral {290 mg/dl)

Estudios con este fin requeriran de evaluaciones simultdneas de los cambios que
se producen en la composicion global de la flora, en su expresion génica y la del
huésped, y su repercusion global en funciones metabdlicas (metaboloma) durante
el tratamiento dietético.

Entre los probidticos que se encuentran en el mercado, Sinuberase
(esporas de Bacillus clausii) es utilizado para tratar las alteraciones de la
microbiota intestinal bacteriana, ya que restaura el desequilibrio que ocurre
durante una diarrea o en el curso de una terapia con antibiéticos, contribuyendo al
rapido restablecimiento del paciente afectado. Las esporas de Bacillus clausii han
demostrado ser resistentes a cambios de temperatura, por lo que pueden

mezclarse con liquidos frios o calientes; a cambios de pH del jugo gastrico, por lo
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gue las esporas atraviesan el estbmago sin ser dafiadas; a ciertos antibiéticos, por
lo que pueden administrarse conjuntamente®. Llegan intactas al intestino,
germinan y colonizan asegurando la restauracion de la flora intestinal y ayudan a
inactivar microorganismos causantes de la diarrea. Gracias a su alta resistencia a
los agentes quimicos y fisicos, las esporas de Bacillus clausii cruzan la barrera del
jugo gastrico y llegan al tracto intestinal donde germinan, colonizan y ejercen su
efecto beneficioso mediante una accién antibacteriana de tipo sustitutivo-
competitivo en el intestino, potenciada por la produccion de sustancias con accién
antimicrobiana, bacteriostatica e inmunoestimulante. Como  probidtico,
Sinuberase® beneficia a una o varias funciones del organismo, ademas,
proporciona un mejor estado de salud y bienestar, a través de la estimulacion de
las defensas naturales del organismo.

Ademas, dado que Bacillus clausii es capaz de producir varias vitaminas
principalmente del complejo B, contribuye a corregir la falta de vitaminas

provocada por antibiéticos y agentes quimioterapéuticos en general®.
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2. JUSTIFICACION

La obesidad es un problema complejo y de consecuencias graves, como las
dislipidemias, diabetes, hipertension y enfermedades cardiovasculares, las cuales

forman parte de las Enfermedades Cronicas No Transmisibles.

Se han sefialado factores conductuales, genéticos y medioambientales que

contribuyen al sobrepeso y la obesidad.

La poblacion de microorganismos residentes en el intestino, conocida como
microbiota intestinal, puede influir sobre la absorcibn de nutrientes, el

almacenamiento de energia y los mecanismos de resistencia a la insulina.

La composicion microbiota difiere tanto entre ratones como entre humanos obesos
y magros, lo que evidencia que la modulacion de la composicion de la microbiota

intestinal ofrece una nueva via para el tratamiento de la obesidad y el sobrepeso.

Una mayor aproximacion a esta poblacion microbiana podria contribuir a conocer

su potencial terapéutico para tratar la obesidad.

No obstante, el conocimiento sobre los mecanismos de accion de los probidticos
es todavia muy limitado. Avances en este sentido posibilitaran el desarrollo futuro
de productos con propiedades funcionales cada vez mejor definidas, y dirigidas a
cubrir de forma selectiva las necesidades especificas de determinados grupos de

poblacién.
Por ello, la administracion de probioticos puede constituir una estrategia idonea

para modular la composicion de la flora y potenciar sus efectos metabdlicos

beneficiosos.
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3. HIPOTESIS

La administracion del probiético Bacillus clausii modificara la microbiota intestinal
en un modelo de obesidad en rata, reduciendo el consumo de alimento, el peso

corporal y la glucemia

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluacion de la microbiota intestinal y el efecto del probidtico Bacillus clausii en

un modelo de obesidad inducida por dieta hipercalérica en ratas Wistar.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Implementar y caracterizar un modelo de obesidad en rata, inducida por
el consumo de agua azucarada (sacarosa al 20%) por un periodo de
tres meses.

2) Determinar si el tratamiento con Bascillus claussii modifica parametros
corporales (peso), bioquimicos (glucemia), y dietéticos (consumo de
alimento) en ratas obesas.

3) Determinar si la induccidbn de obesidad produce cambios en la
microbiota intestinal de la ratas y si estos cambios son revertidos con el

tratamiento con Bascillus claussii.
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6. METODOLOGIA

Modelos experimentales

Animales

Para la realizacion de este estudio se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de
250 a 300 g de peso corporal al inicio del experimento, obtenidas del bioterio de la
Facultad de Medicina de la UAEM. Estos se mantuvieron bajo condiciones medio-
ambientales controladas de temperatura (21 + 1 °C), humedad relativa (55 y con
un ciclo luz oscuridad de 12 horas. Previo y durante los experimentos las ratas
tuvieron acceso a agua y alimento ad libitum. Las ratas fueron alimentadas con
pellets de alimento estandar (Rodent diet, Circulo ADN SA de CV.), el cual cumple
con los requerimientos nutricionales para roedores. Todos los experimentos fueron
realizados siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999, donde se dan especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de animales de laboratorio. Ademas el protocolo fue aprobado por el Comité
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CCUAL) de la Facultad de
Medicina. Al final de los experimentos fueron sacrificados en una camara de CO..

Se hicieron esfuerzos para reducir el nimero de animales utilizados.
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6.1 Induccion de obesidad en la rata

Para la induccion de obesidad en las ratas, a estas se les sustituyé el agua por
una solucién de Sacarosa al 20% por un periodo de 3 meses. Para monitorear la
induccion de obesidad se realizé un registro de peso corporal, la medicién del
consumo de alimento y la determinacién de los niveles de glucosa en sangre una
vez a la semana por un periodo de tres meses. Para monitorear el consumo de
alimento las ratas fueron colocadas en grupos de 5 ratas en cajas de acrilico para
roedores. A cada caja se le pusieron 800 gr de alimento al inicio de la semana y se
peso el alimento restante al finalizar esta, para calcular el consumo de alimento
por diferencia de peso. Se puso dicha cantidad de alimento, debido a que
resultados de un estudio piloto realizado en nuestro laboratorio mostraron que esa
cantidad de alimento era suficiente para alimentar 5 ratas en una semana. Cabe
destacar que el alimento, Laboratory Rodent Diet 5001 es un alimento de calidad
Premium para las ratas ya que contiene productos de origen marino como harina
de pescado, que le confieren mayor cantidad de acidos grasos omega 3 (Ficha
Técnica ANEXO 1). Por otro lado, el monitoreo de los niveles de glucosa en sangre
se realiz6 mediante el método de glucosa capilar, utilizando un dispositivo
comercial (Accu-Chek). Para esto, previo a la medicion de la glucosa, las ratas se
sometieron a un ayuno de 8 horas, inmediatamente después se realiz6 una
pequefia incision en la punta de la cola para extraer una gota de sangre, la cual se
colocé en el glucometro. Este procedimiento se realiz6 semanalmente durante los

tres meses de la induccion de obesidad. El pesado y registro de peso corporal se
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realiz6 de acuerdo al procedimiento estandar, de igual manera, una vez a la

semana por todo el periodo de evaluacion.

6.2 Evaluacion de los cambios en la microbiota intestinal.

Con la finalidad de determinar si la obesidad produjo cambios en la composicién
de la microbiota intestinal, se determiné la proporcién de bacterias Gram positivas
y Gram negativas presentes en las heces de las ratas. Para esto, se tomaron
muestras de heces de las ratas antes y después de la induccion de la obesidad. El
dia de la recoleccién, las heces se obtuvieron realizando el procedimiento
estandar de sujecion de ratas de laboratorio y colocando un tubo eppendorf de 2
mL cerca de la cavidad anal de la rata debido a que esta maniobra induce que las
ratas defequen espontaneamente. El mismo dia de la recoleccion, se pes6 una
muestra de heces de aproximadamente 100 mg y se disolvié en 1.5 ml de solucion
salina fisiologica estéril. Posteriormente, se centrifugd a 2500 rpm x 5 minutos. Se
tomaron 50 pL del sobrenadante y se colocaron en portaobjetos de vidrio limpios.
Inmediatamente se realizd un barrido de la muestra con otro portaobjetos de vidrio
para obtener un frotis. Después, el frotis se fijo con un mechero y se procedio a
realizarla tincion de Gram de acuerdo al procedimiento descrito por el Manual
Basico de Microbiologia ?”. Una vez tefiidas las laminillas fueron cubiertas con
Entellan (Merck), se colocd un cubreobjetos, y se les permiti6 un periodo de
secado de al menos 12 horas antes de realizar el analisis microscopico. Para este

procedimiento se analizaron las heces de 5 ratas por grupo y 2 laminillas por rata.
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Finalmente, para cuantificar nUmero de bacterias Gram positivas (Firmicutes) y
Gram negativas (Bacteroidetes) presentes en las heces se realizo el analisis de
las laminillas en un microscopio Optico con camara digital (Carl Zeiss) a una
magnificacion de 100x. ElI conteo se realiz6 directamente al microscopio,
cuantificando el nimero de bacterias presentes 5 campos distintos de la laminilla,
cuatro a los extremos y el campo central. Los datos se presentan como el

promedio de 2 laminillas por rata, y cinco ratas por grupo.

6.3 Efecto de tratamiento con probidético en la obesidad

Con la finalidad de determinar si el tratamiento con un probiético revertia los
cambios inducidos por la obesidad inducida por sacarosa al 20 %, tales como el
incremento de peso, los niveles de glucosa, la ingesta de alimento, asi como los
cambios en la microbiota intestinal, a ratas con o sin obesidad se les administré un
tratamiento con el producto comercial: Sinuberase ® que contiene esporas de
Bacillus clausii en suspension (Reg. No. 35955 SSA). El Sinuberase es un
reconstituyente de la flora intestinal que contribuye a la recuperacion de la flora
microbiana alterada por diversas causas. Para esto se realizaron los siguientes
grupos experimentales (n=10): Grupo 1: obesidad (sacarosa 20% por 3 meses) +
probiotico disuelto en una solucidn de sacarosa al 20%; Grupo 2: obesidad
(sacarosa 20% por 3 meses) + sacarosa 20%; Grupo 3: obesidad (sacarosa 20%
por 3 meses) + probidtico disuelto en agua; Grupo 4: obesidad (sacarosa 20% por

3 meses) + agua; Grupo 5: agua por (por tres meses) + probiotico disuelto en
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agua; y Grupo 5: Agua + agua (Figura 2). La duracion del tratamiento con
sinuberase o con agua después de la induccién tuvo una duracion de dos meses.
Durante este tiempo en todos los grupos se continué con el monitoreo semanal de
peso, ingesta de alimento y niveles de glucosa en sangre, siguiendo los
procedimientos descritos en la seccion anterior. Cabe destacar que las muestras
de heces se obtuvieron antes del tratamiento (mes 3) y al final del tratamiento

(mes 5)

Medicién semanal de:
1. Consumo de alimento
2. Peso corporal
3. Niveles séricos de glucosa

A

Sacarosa 20% + probiético
Sacarosa 20%

Agua + probidtico

_ Sacarosa al 20% (c Agua
Grupo 5 Agua Agua + probidtico
Grupo 6 Agua Agua

Figura 3. Disefio experimental para determinar si el tratamiento con el probiético
Sinuberase revierte los cambios inducidos por la obesidad inducida por el consumo de
sacarosa al 20%.

6.4 Procesamiento y analisis de datos
Los datos se presentan como el promedio de 10 animales + el error estandar de la
media. El calculo de &rea bajo la curva (AUC) se realizé6 mediante el método de los

trapecios a partir de los cursos temporales de la medicion de glucosa, consumo de
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alimento y peso corporal. El procesamiento de los datos y los cursos temporales

se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.

7 RESULTADOS

7.1 Modelo de obesidad

7.1.1 Induccion de Obesidad en rata

7.1.1.1 Consumo de Alimento en ratas con induccién a obesidad.

Se observé que en los grupos tratados con agua desde los 3 y hasta los 5 meses
de ingesta, no hubo un cambio significativo, sin embargo, la ingesta de los grupos
con sacarosa, se observo una diferencia significativa a los 3 y 5 meses, ya que
desde el inicio que se incorporo la sacarosa al 20%, consumian menos alimento

que aquellos, tratados con agua (Figura 6).
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Figura 4. Consumo de Alimento del grupo con agua (3 y 5 meses) y sacarosa (3y 5
meses) 20%. Prueba estadistica, ANOVA post test Tukey's *P<0.05, ***P<0.0001

7.1.1.2 Incremento de Peso corporal en ratas inducidas a obesidad

En cumplimiento del primer objetivo, el modelo de obesidad fue inducido con dieta
hipercal6rica a base de sacarosa al 20% como agua de uso. Al comparar los
cambios de peso en cada grupo experimental, el porcentaje de cambio de peso
corporal en las ratas tratadas con sacarosa al 20% es significativamente elevado
en un 50% (P<0.0001) en comparacion con las ratas tratadas con agua (Figura 7).
Al final del periodo de induccién a obesidad, el grupo que continué 2 meses mas
con la solucion de sacarosa 20 % (5 meses), tiene un porcentaje mas elevado de

cambio de peso en comparacion con las ratas tratadas con agua (P<0.0001). Por
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lo tanto se puede mencionar que el efecto de la sacarosa sobre las ratas ayuda al

aumento de peso en comparacion con las ratas tratadas con agua de uso.
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Figura 5. Porcentaje de cambio de peso corporal, de los grupos con sacarosa al 20% (3 y
5 meses) respecto al grupo con agua estéril (0 y 3 meses). Analizado con la prueba de t
no pareada ***P <0.0001 versus agua.

7.1.1.3 Niveles séricos de Glucosa

El andlisis estadistico revel6 que durante los 3 primeros meses de induccion con
sacarosa al 20% y el grupo con agua, no presentaron una diferencia significativa.
Sin embargo, se observd diferencia significativa en los grupos tratados con

sacarosa al termino de los 5 meses (p<0.05; Figura 8). Al comparar los grupos con
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sacarosa, se observa una diferencia significativa entre los 3 y 5 meses de

induccién (p<0.05).
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Figura 6. Hiperglucemia en ratas obesas. Glucosa medida durante los 3y 5 meses de
induccién con Sacarosa 20% en comparacion con el grupo tratado con agua. Andlisis
estadistico ANOVA, post test Tukey's ***P<0.05

Lo anterior sugiere que las ratas con sacarosa al 20% (5 meses, pero no la de 3
meses) puede inducir resistencia a la insulina, lo que se manifiesta con un
incremento de los niveles de glucosa en ayunas. La obesidad crénica puede ser
un factor de riesgo para la diabetes y la induccion de obesidad con sacarosa 20 %,

durante 5 meses, puede ser considerado como un estado prediabético.

7.1.1.4 ldentificacion de Bacterias Gram (+) y Gram (-) en el modelo de

induccién a obesidad.

La obesidad se ha relacionado con una mayor abundancia de Firmicutes (Gram +)
y una disminucién proporcional de Bacteroidetes (Gram -), por lo que en este

trabajo se analizaron muestras bioldgicas (heces), esto con la finalidad de
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observar la proporcién de bacterias Gram (+) / Gram (-) de los grupos tratados

con agua y sacarosa 20%.

100+

80

604

404

Porcentaje de proporcion
de bacterias

Tabla 5. Proporcién Bacterias Gram -/+ en grupos con sacarosay agua

AGUA 3er mes 63% 37%
AGUA 5to mes 66% 44%
SACAROSA 3er 79% 21%
mes
SACAROSA 5to 90% 10%
mes
B
< 1004
S s
58
S5 60+
T T 8 0- T
3m 3m 5m 5m 3m 3m 5m 5m
Gram+ Gram- Gram+ Gram - Gram+ Gram- Gram+ Gram -
Agua Sacarosa

Figura 7. Porcentaje de bacterias Gram(-) y Gram(+), en grupos tratados con sacarosa

20%

Lo que se puede observar que los grupos con agua y una dieta normal a los 3

meses se observo un 63% de bacterias Gram (+) y un 37% de bacterias Gram (-),

al final de los 5 meses cumplidos la proporcibn aumenté un 3% y 7%

respectivamente. Para los grupos con sacarosa, en el tercer mes se obtuvo un

79% de bacterias Gram (+) y un 21% de bacterias Gram (-), sin embargo,

aumentd a 90% y disminuy6 a 10% respectivamente a los 5 meses con sacarosa
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20%, por lo que el modelo de obesidad inducido con sacarosa cumple con lo
descrito en la literatura, ademas comparado con el grupo de agua, el aumento a
los 5 meses fue menor en comparaciéon al grupo con sacarosa. En una evaluacién
realizada por Martinez 2017, utilizando cultivo MRS, un medio especifico para
bacterias acido lacticas, se observo una mayor cantidad de unidades formadoras
de colonias (UFC/ml) en ratas con sacarosa al 20%, en comparacion con las ratas
tratadas con agua. En el medio enriquecido con Agar sangre y selectivo para
Gram - (Bacteroidetes) también disminuyeron las unidades formadoras de
colonias en el grupo de ratas obesas, en comparacion con las ratas control (agua)

p<0.001.

7.1.2 Evaluacion de los grupos tratados con probiéticos.

7.1.2.1 Consumo de Alimento

Después del tratamiento con sacarosa al 20%, se suministrO el probidtico
(Sinuberase 8x10* UFC) durante 2 meses en agua de uso. Al iniciar los
tratamientos, podemos notar que al grupo al que se le cambio la sacarosa por
agua y con probidtico, recuperan la ingesta de alimento, comparable con aquellos
que solo tenian agua. Lo anterior no se observd en los grupos tratados con

sacarosa + probidtico (Figura 10)

El grupo tratado con probidtico y sacarosa, redujo significativamente la ingesta de

alimento en comparacion con el grupo tratado exclusivamente con sacarosa
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sugiriendo, que el probiético puede ser clave importante en la disminucion del

apetito. No se mostré diferencia significativa en el grupo tratado con agua +

probiético comparado con el grupo que solo tenia agua, pero si es significativo con

los grupos de sacarosa 20% (Figura 10).
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Figura 8. Consumo de Alimento durante el tratamiento con probidtico. Analisis estadistico
ANOVA, post test Tukey's ***P<0.0001

El alimento utilizado es Laboratory Rodent Diet 5001, un alimento de calidad

Premium para las ratas. Contiene alimentos de origen marino, tal como harina de

pescado, que le confieren mayor cantidad de acidos grasos omega 3 (por lo que

es importante pensar que podrian disminuir en cierto grado el ambiente pro-

inflamatorio generado por la obesidad). Tiene como componentes principales
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cascaras de granos, frijol de soya, maiz, trigo, avena, los cuales son excelentes

prebidticos y favorecerian el crecimiento de especies bacterianas benéficas.

Lo anterior sugiere que el uso de probidtico podria reducir el apetito, aunque el

alimento también podria actuar como un prebiético y estimular la saciedad.

7.1.2.2 Porcentaje de cambio de peso

Como se pudo observar anteriormente las ratas con sacarosa al 20% aumentaron
de peso a los 5 meses, en comparacion con los grupos con agua (Figura 7). Sin
embargo, el grupo, con sacarosa 20% + probidtico, no tuvo un cambio de peso
significativo al compararlo con el grupo de sacarosa 20% al termino de los 5
meses (p< 0.0001) (Figural0). Los resultados sugieren que el uso del probiético
de Bacillus clausii, aun en presencia de la dieta hipercalorica, podria participar
como un producto antiobesogénico. Otro de los grupos evaluados en el proyecto
fue aquel que inicié con la dieta con sacarosa 20% por 3 meses, pero después se
le cambié a una dieta, utilizando agua con el probiético Bacillus clausii 8x10
UFC. En la Figura 11 se puede observar que el grupo tratado con probiotico si
presentd una diferencia significativa (P<0.05). El grupo que no fue inducido con
sacarosa continu6 su consumo habitual de agua durante los 3 meses y durante los
dos meses restantes (5m) se incluyé el probidtico. Nos se presenté diferencia
significativa al grupo de agua + probidtico, en comparaciébn con agua. Sin
embargo, ambos grupos tuvieron cambios significativos en comparacion con el

grupo obeso con sacarosa al 20% .
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Figura 9. Efecto antiobesogénico del probidtico Bacillus clausii. Porcentaje de cambio de
peso corporal, del grupo con agua, sacarosa al 20% y grupos con Bacillus clausii .
Analizado con Prueba de t no pareada, * P < 0.05.

7.1.2.3 Niveles de Glucosa
En el grupo tratado con sacarosa + probidtico, se observd una disminucion
significativa aproximadamente a 90 mg/dl, en comparacion, con el grupo tratado

solo con sacarosa 120 mg/dl (P<0.05; Figura 12).

Existen algunos reportes en ddénde los ratones tratados con probidticos
(Lactobacillus gasseri), no tienen efecto sobre la glucosa. Por lo tanto, los
animales que consumen una dieta hipercalorica y ademas afiaden Bacillus clausii
como probidtico, podria regular los niveles de glucosa independientemente de la
dieta. El cambio de sacarosa a agua de uso + probidtico, presentdé un descenso
significativo en comparacién con el grupo con sacarosa 20% (Figura 12, P<0.05).
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El grupo tratado con agua + probiético, al término de los 5 meses del experimento,
presentd un cambio significativo (P<0.05) en comparacion del grupo con agua y
estos a su vez fueron significativos con el grupo tratado solo con sacarosa. Por lo
gue una dieta saludable y ademas el uso de probiético, puede ayudar a mantener

niveles de glucosa normales.
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Figura 10. Niveles de glucosa de grupos con probittico vs Sacarosa 20%. Andlisis
estadistico ANOVA, post test Tukey's *P<0.05. Prueba de t no pareada Sacarosa 20%
versus agua, Agua vs agua+probidtico ** P < 0.05.
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7.1.2.4 ldentificacion de Bacterias Gram +y Gram —

Posterior al analisis de la tincion de Gram del grupo con sacarosa 20% y agua, a
los 3 y 5 meses, se continud con el conteo de bacterias de los grupos tratados con

probidticos.

En la Tabla y Figura 13, se observa la proporcion Gram (+)/ Gram (-), para todos
los grupos experimentales a partir de los 3 meses hasta los 5 meses. El grupo
tratado con agua + probiotico, se observd una disminucion de las bacterias Gram
(+) de 71 % a 66.5 % y Gram (-) aumentd de 29% a un 33.5%, comparandolo con
el grupo de agua, por lo que el grupo con probiético se ve beneficiado en su
microbiota. Sin embargo, el grupo que fue tratado con sacarosa + probidtico, a
partir de los 3 meses a los 5 meses, se observd que previo al probidtico, se tenia
una proporcion 95% Gram (+) y 5 % Gram (-) y al afiadir el probidtico por 2 meses,
bacterias Gram (+) disminuy6 a un 65% y Gram (-) aument6 a un 35%, esto nos
permite saber que el probidtico ayuda a restablecer la microbiota del animal
ademas del alimento actuando como un prebidtico. Los grupos con cambio de
dieta, de sacarosa a agua estéril con probidtico, ayudo a disminuir los Firmicutes
de un 79% a 71% y a aumentar los Bacteroidetes de 21% a 29%, sin embargo

para el grupo con probidtico aumentaron Firmicutes y disminuyeron Bacteroidetes.
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Tabla 6 Proporcion Bacterias Gram +/- en grupos tratados con probiéticos.

agua+prob 5to

TRATAMIENTO GRAM+ GRAM-
Agua 3er mes 63% 37%
Agua 5to mes 66% 44%
Sacarosa 3er mes 79% 21%
Sacarosa 5to mes 90% 10%
Agua + prob 3er 71% 29%
mes

Agua + prob 5to 66.50% 33.50%
mes

Sac + prob 3er 95% 5%
Sac + prob 5to 65% 35%
cambio de 79.00% 21.00%
sacarosa a

agua+prob3er

Cambio de 71% 29%
sacarosa a
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Figura 11. Grafica de proporcién de bacterias Gram +/ Gram —

En los grupos que cambiaron su dieta hipercalorica a una dieta con agua ademas
de afadir probidtico, se logra ver un descenso de firmicutes en comparacion a
aquellas tratadas con sacarosa. Un efecto similar se observa con bacteroidetes,
que aumentan en el primer mes y se reduce en el segundo mes. Lo anterior
sugiere que una dieta libre de carbohidratos, podria ayudar a restablecer la
microbiota intestinal. Martinez en 2017 realizé un cultivo con Agar MRS, y se
observé una disminucion de Unidades formadoras de colonias con los grupos que
fueron previamente tratados con sacarosa durante los 3 meses de induccion a
obesidad, y que posteriormente se les cambio a agua y se afiadié probidticos, en

comparacién con las ratas tratadas con sacarosa ( P<0.05).
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DISCUSION

En el presente estudio se evaluo el efecto del probidtico Bacillus clausii, en un
modelo de obesidad inducido con dieta hipercaldrica (sacarosa 20%), teniendo
diferencias significativas en el aumento del peso corporal a los 3 y 5 meses de
induccidon con sacarosa, en comparacion a las ratas tratadas solo con agua. Sin
embargo, en otros reportes, el porcentaje de sacarosa utilizado es mayor, hasta
50% y es afiadida al alimento durante 10 semanas.? También se utiliza sacarosa
al 25% afadida al alimento mas grasa 32%, aunque en estas condiciones no se
observé diferencia significativa en el peso, comparado al control con agua®, lo

mismo se reportd en el estudio de Jie Yu y colaboradores.

En general, la dieta hipercaldrica alta en carbohidratos o grasas es uno de los
factores que causan la obesidad, y la ingesta a largo plazo induce un aumento
significativo en el peso de la grasa abdominal. Por lo tanto, muchos investigadores
en ciencias alimentarias se han concentrado en encontrar un alimento o bebida

con una funcién que prevenga la obesidad inducida por la dieta hipercalérica.?

Muchos estudios se han enfocado al uso de probiéticos como antiobesogénicos.
En este estudio se administrd Bacillus clausii, un probiético comercial y se observo
que los grupos tratados con probiotico durante 2 meses, no aumentaron de peso
en comparacion con el grupo tratado con sacarosa. El estudio fue por 5 meses (20
semanas), con 0 sin tratamiento con probidticos. En el trabajo de Alard y
colaboradores, el modelo de obesidad y el tratamiento con probidticos se realizan
al mismo tiempo, durante aproximadamente 15 semanas, mientras que en nuestro

modelo primero se induce la obesidad y después se somete el tratamiento con el
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probidtico. Sin embargo, los resultados obtenidos en nuestro trabajo es similar a

los reportados por otros grupos en el uso de probidticos.

En algunos estudios se administra una mezcla de probidticos para potenciar su
efecto sobre el peso corporal, nivel de glucosa, tamafio de adipocitos y la
evaluacion de células antiinflamatorias. Por lo que en un estudio posterior se

podria combinar de Bacillus clausii con otro tipo de probiético.

El aumento en los niveles de obesidad, debido a factores conductuales y
culturales tales como la ingesta excesiva de alimentos dulces y altos en grasa y el
ejercicio insuficiente, aumenta significativamente la incidencia de la diabetes tipo
2. La diabetes tipo 2 es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia como resultado de defectos en la secrecidbn de insulina. La
hiperglucemia cronica de la diabetes tipo 2 también se asocia con dafio a largo
plazo, disfuncion y falla de varios érganos, particularmente ojos, riflones, nervios,

corazén y vasos sanguineos.>®

El uso de farmacos para el tratamiento de la hiperglucemia tiene algunas
limitaciones por sus efectos secundarios. Se han dedicado muchos esfuerzos al
desarrollo de medicamentos tradicionales (ginseng, té verde, frutas de mora,
gusanos de seda y extractos de hierbas, etc.) como tratamiento diabético
complementario o alternativo, ya que estos productos naturales se han tomado

durante afios para diversas dolencias sin efectos secundarios o toxicidad. **°

En los ultimos afos, se ha informado que los probioticos, bacterias del acido

lactico (BAL) tienen eficacia relacionada con la progresion de la diabetes.>’*® Los
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estudios, con BAL, previnieron o retrasaron el inicio de la diabetes en varios
modelos experimentales, incluidos los animales alterados genéticamente (ratones
db / db)*’. En este estudio se midieron los niveles de glucosa a todos los grupos
tratados con /sin probidticos, ademas de los grupos tratados con sacarosa al 20%.
De lo anterior se pudo observar que durante los 3 meses de induccién con
sacarosa, no hubo diferencia significativa entre los grupos, y tampoco entre los
tratados con agua, similar al estudio realizado por Ji Hee Kang y colaboradores, el
cual no hubo cambios en glucosa en ratones tratados con Lactobacillus gasseri
BNR17, pero si encontraron un efecto anti-obesogénico. Contrario a nuestro
estudio, no hubo diferencia significativa en los 3 primeros meses, pero si a los 5
meses de tratamiento con probidtico. Todos los grupos tratados con probiético,
tuvieron una diferencia significativa al compararlo con el grupo que tenia una dieta
alta en carbohidratos (sacarosa 20%). Recientemente, muchos investigadores se
han centrado en la relacion del microbioma huésped-intestino de los mamiferos
con la diabetes, lo que sugiere que los microorganismos intestinales desempefan
un papel importante en el metabolismo y la aparicion de enfermedades. Cani et al.
(2007) informaron que un aumento en el contenido de bifidobacteria intestinal se
correlaciona de manera significativa y positiva con una mejor tolerancia a la

glucosa, la secrecion de insulina y el tono inflamatorio normalizado.

La microbiota desempefia un papel esencial en el metabolismo energético del
huésped y constituye un complejo ecosistema que promedia 70 divisiones
bacterianas diferentes que colonizan el intestino de un adulto. Sin embargo, el

namero especifico y las actividades de estos microbios varian con respecto a los
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factores ambientales; de hecho, el estado metabdlico de estos grupos microbianos
puede ser latente, lo cual es crucial para comprender y explicar el papel de la

microbiota intestinal.

El intestino humano es el habitat natural de una poblacion numerosa, diversa y
dindmica de microorganismos, principalmente bacterias, que se han adaptado a la
vida en las superficies mucosas o en la luz del intestino. El ecosistema microbiano
del intestino incluye especies nativas que colonizan permanentemente el tracto
gastrointestinal y una serie variable de microorganismos vivos. En general, las
personas con obesidad estan asociadas a una menor diversidad en su microbiota
intestinal, entendida como la cantidad de especies diferentes y la proporcién en
que se encuentran. Sin embargo, se ha demostrado que esta menor diversidad
también se refleja en el nimero de genes presentes en el microbioma de los
obesos y esto se correlaciona con la reduccion de la salud metabdlica *°. Jumpertz
et al. (2011) muestran que los cambios en el perfil de las bacterias de la microbiota
intestinal de las personas obesas estan mas directamente relacionados con los
cambios en la composicion de su dieta que la propia obesidad. Los altos niveles
de grasa, los azucares simples y las dietas bajas en fibra contribuyen a la disbiosis
de la microbiota intestinal. Esta alteracibn es un importante factor de
predisposicion para la obesidad. Comparando la composicion de la microbiota
intestinal de ratones obesos genéticamente inducidos (ratones deficientes en
leptina ob / ob) y ratones delgados, la obesidad se ha relacionado con una mayor
abundancia de Firmicutes (Gram +) y una disminucion proporcional de

Bacteroidetes (Gram -) .
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Recientemente aumentaron los estudios de las diferencias en la composicién de la
microbiota intestinal entre individuos obesos y delgados. Estos estudios han
demostrado que la obesidad esta asociada con un desequilibrio en la microbiota

1.8 En adultos sanos, el 80% de la microbiota fecal identificada se

intestinal norma
puede clasificar en tres phyla dominantes: Bacteroidetes, Firmicutes vy
Actinobacterias. En general, se cree que la relacién Firmicutes / Bacteroidetes es
particularmente relevante para la composicion de la microbiota humana. La
proporcion difiere en humanos obesos y delgados. Esta proporcién disminuye con
la pérdida de peso en una dieta baja en calorias. Los probidticos, que consisten en
especies de bacterias vivas individuales o mdltiples, como Lactobacillus y
bifidobacterias, confieren un beneficio para la salud del huésped cuando se
administran en cantidades adecuadas (Delzenne et al., 2011, FAO y OMS, 2001).
Otros estudios también demuestran que algunos probiéticos pueden usarse para
controlar el peso corporal y los trastornos metabdlicos (Lee et al., 2007). Entre

ellos podria estar el probidtico Sinuberase, que reduce el peso corporal y regula

los niveles de glucosa en ayunas.

Por ultimo, el alimento utilizado podria funcionar como prebiético ya que contiene
diferentes tipos de fibra. Uno de sus componentes favorables es la lignina que es
uno de los polimeros organicos mas abundantes en las plantas y junto con la
celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en una
disposicion regulada a nivel estructural, dando como resultado redes de lignina-

hidratos de carbono.
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Estos componentes son sustrato de algunas bacterias intestinales y podria
promover su proliferacion; entre ellas estan: Especies de Bacteroides, Clostridium,
Peptostreptococcus y Eubacterium (Jandhyala et al, 2015). Otro de los
componentes del alimento es el Frijol de soya descascarillado, que contiene
isoflavonas, tales como: genisteina y daidzeina. Estas isoflavonas son sustrato de

especies de Lactobacillus y Bifidobacterium.

También es importante mencionar que las isoflavonas son fitoestrégenos y
podrian participar en la regulacion del recambio de las células epiteliales del
intestino, principalmente en el duodeno donde se encuentra mayor cantidad de los
receptores de estrogeno (ER-a y ER-b). Ademas, en humanos, los estrogenos
tienen una actividad regulatoria en la secrecion de bicarbonato a nivel duodenal,
por lo que podria incluso modificar el pH intestinal (Tuo et al, 2011; Tuo et al,
2012). Otros de los componentes del alimento Premium es la Avena molida y la
avena contiene 3-glucanos, los cuales son polimeros de D-glucosa y son parte de
la fibra soluble y fermentable. Algunas bacterias intestinales metabolizan estos
polisacaridos y sintetizan acidos grasos de cadena corta (butirato, acetato,
propionato). Estos acidos grasos tienen efectos moduladores de la secrecion de
hormonas anorexigénicas intestinales ( PYY y GLP-1) que podrian disminuir el
apetito de la rata. Por otra parte, las células del sistema inmunoldgica también
poseen receptores para estos acidos grasos (FFAR-3 y FFAR-2 o GPR4l y
GPR43), la activacion de dichos receptores inhibe la via NF- kb, por lo que genera
un efecto antiinflamatorio a nivel intestinal siendo relevante en la permeabilidad

intestinal (Martinez et al. 2013). Por lo tanto podrian conferir un efecto sinérgico
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con el resto de los componentes de la dieta, por ejemplo los tratados con

sacarosa, agua o probioticos.

CONCLUSION

La obesidad en humanos es ocasionada principalmente por habitos dietéticos
poco saludables (alto consumo de azlcares y alimentos fritos, bajo o nulo
consumo de frutas y/o verduras, alto consumo de alimentos de origen animal), la
cual puede reproducirse en los modelos experimentales con el consumo de

sacarosa al 20%.

Una estrategia terapéutica dietética para el tratamiento de la obesidad puede ser
la manipulacién de la microbiota intestinal, a través del uso de probiéticos como

Sinuberase, los cuales pueden constituir alimentos funcionales.

El intestino alberga una comunidad diversa de bacterias comensales, en una
relacion de simbiosis con el anfitrion, que pueden influir en el metabolismo y
parametros bioquimicos del modelo experimental, regulando los niveles de

glucosa.

La evidencia experimental y clinica muestra que la obesidad se correlaciona con
cambios en la microbiota intestinal y los datos obtenidos sugieren que la

manipulacion de la microbiota intestinal mediante el uso de Sinuberase favorece
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la pérdida de peso. También se reducen los niveles de glucosa Yy la grasa visceral

en los grupos experimentales en comparacion a los grupos control.

Asi, el uso del probiotico Sinuberase, puede ayudar al control de peso y la glucosa
en ayunas, por lo que podria funcionar como un tratamiento anti-obesidad o
antidiabético, como el probidtico Lactobacillus gasseri reportado por Ji-HeeKang y

colaboradores en el 2013.

10 . PERSPECTIVAS

e Evaluar el perfil lipidico de los grupos experimentales para determinar el
efecto hipolipémico de Bacillus clausii.

e Realizar cortes histologicos de intestino grueso

e Realizar cortes histolégicos de grasa visceral.

e Terminar el andlisis de las curvas de tolerancia a la glucosa para cada
grupo.

e Establecer el analisis gendmico para determinar la composicion de la
microbiota intestinal antes y después del tratamiento con Sinuberase.

e Combinar mas de un grupo de probioticos para establecer mecanismos
sinérgicos en la regulacion de peso, grasa visceral, niveles de glucosa y

lipidos.
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