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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se evalud in vitro la fermentacién de p-glucanos por
parte de bacterias intestinales. Para esto, en primer lugar, se analizé la composicion de
la microbiota intestinal presente en materia fecal de origen humano de cuatro (4)
donantes sanos y de un pool conformado por las 4 muestras de los mismos (tiempo
cero). Posteriormente, se realizaron los ensayos de fermentacion in vitro, usando el pool
de barros fecales para inocular medios de cultivo conteniendo diferentes carbohidratos
(medio con B-glucanos, celobiosa e inulina y medio sin hidratos de carbono) a diferentes
tiempos de incubacion (24 y 48 h). Se evalud la composicion de la microbiota en los
medios fermentados. El estudio de la composicion de la microbiota de los medios
fermentados asi como del in6culo inicial (pool y muestras individuales) se realizd por
amplificacion de regiones hipervariables del gen que codifica para el ARNr 16S y
secuenciacion masiva de los amplicones. Los resultados obtenidos mostraron que
inicialmente tanto en el pool como en las muestras individuales de materia fecal, el
Phylum con mayor abundancia relativa fue Firmicutes, seguido por Bacteroidota y
Proteobacteria, excepto en uno de los donantes donde se encontré como segundo
Phylum en abundancia a Verrumicrobiota. Luego de la fermentacién in vitro en las
diferentes condiciones experimentales (medio con B-glucanos, glucosa, celobiosa y
medio sin hidratos de carbono) este comportamiento se sigui6 manteniendo. Sin
embargo, el Phylum Firmicutes incrementdé su abundancia relativa en un 20% en el
medio conteniendo (B-glucanos en comparacion con el medio sin hidratos de carbono,
asi como en comparacion con el medio con glucosa.

En los mismos ensayos de fermentacion in vitro se evaludé ademas la produccion de
acidos grasos de cadena corta: acidos acético, propiénico y butirico. Los resultados de
dichos experimentos mostraron que la produccién de los tres acidos estudiados (acético,
propidnico y butirico), se incrementdé en comparacion con los valores presentes en el
pool de materia fecal al tiempo cero, viéndose una mayor produccion a las 48 h que a
las 24 h. En el caso particular del medio con B-glucanos, se encontraron los tres acidos
evaluados con valores significativamente mayores al medio control sin carbohidratos.

Al relacionar los resultados de la secuenciacién de las poblaciones bacterianas y la
produccién de acidos de cadena corta en la fermentacion in vitro, concluimos que las
poblaciones de bacterias tipicamente productoras de butirato no fueron estimuladas en
el medio conteniendo los B-glucanos. La secuenciacion de poblaciones bacterianas
reveld que la Familia Selenomonadaceae fue la mas abundante en el medio con (3-
glucanos. Si bien esta familia no se relaciona directamente con la produccion de butirato,
algunos autores encontraron que ciertas cepas de esta familia pueden producir butirato
a través de vias metabdlicas no tipicas. Por otro lado, la Familia Prevotellaceae, que
incluye bacterias productoras de butirato, se expresdé mas en presencia de celobiosa
que en presencia de B-glucanos. Esto podria explicar el aumento en la produccién de
butirato en la condicién con celobiosa.

Finalmente, se evalud la modulacion de la respuesta inmune in vitro por parte de los
diferentes acidos estudiados. Para ello, se utiliz6 un modelo con células de la linea
Caco-2/TC-7, que fueron tratadas con flagelina como estimulo proinflamatorio, y se
analiz6 la expresion de la quimoquina CCL20 mediante qPCR. Los resultados de esta
prueba demostraron que tanto el acido acético como el propidnico tienen un efecto
inmunomodulador sobre la expresion de dicho mediador inmunoldgico.



MARCO TEORICO

Prebiéticos, microbiota intestinal, eubiosis y disbiosis

Los prebidticos son compuestos (mayoritariamente oligos y polisacaridos) no
digeribles capaces de “estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de bacterias
intestinales que favorecen la salud” (Gibson et al., 2017). La evidencia cientifica que
relaciona su consumo con el favorecimiento de poblaciones bacterianas benéficas, la
produccién de metabolitos bioactivos y la disminucién de la incidencia de patologias
intestinales -entre otros beneficios- crece exponencialmente (Sanders et al., 2019;
Yadav et al., 2022). Los prebidticos se pueden considerar alimentos funcionales
capaces de otorgar un beneficio en la salud del consumidor, y se encuentran regulados
por el Cdédigo Alimentario Argentino (Capitulo XVII, Art 1390 - Res. Conj. SPRel
229/2011 y SAGyP 731/2011).

La microbiota intestinal se refiere al conjunto de microorganismos que colonizan
mayormente el intestino grueso en una relacién reciprocamente benéfica. La microbiota
se va adquiriendo a lo largo de la vida, y esta fuertemente influenciada por los diferentes
eventos en el desarrollo de un individuo, como: la etapa intra-uterina, el modo de
nacimiento y el tipo de lactancia, asi como los tratamientos con antibiéticos (Ottman et
al., 2012; Collado et al., 2016; Zimmermann & Curtis, 2019). Luego, la microbiota se va
complejizando con la incorporacion de alimentos en la dieta, y ya en el adulto esta
fuertemente influenciada por los habitos de vida y sobre todo por el tipo de alimentacién
(Conrad & Vlassov, 2015; Zmora et al., 2019). De este modo, la microbiota intestinal
compone un ecosistema unico que no se repite entre individuos de la misma especie
(lebba et al., 2016).

El estado de equilibrio del ecosistema microbiano intestinal con el hospedador se
denomina eubiosis, mientras que se denomina disbiosis al estado alterado de este
equilibrio (lebba et al., 2016). Una microbiota intestinal en estado de eubiosis se
caracteriza por una preponderancia de especies, pertenecientes principalmente a los
Phyla Firmicutes y Bacteroidota que representan juntos mas del 70 % de la poblacion
bacteriana, mientras que Phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Verrumicrobiota y
Fusobacteria estan presentes, pero en menor proporcion. El estado de desequilibrio
(disbiosis) ha sido correlacionado con gran cantidad de afecciones y patologias
intestinales (colon irritable, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, cancer de colon, entre
otras) (Conrad & Vlassov, 2015; Gao et al., 2015; Wu et al., 2018), y no intestinales
(enfermedades autoinmunes, enfermedad de Alzheimer, autismo, enfermedad
cardiovascular, alergias, sindrome metabdlico, diabetes y obesidad), a través del eje
intestino-cerebro gracias a su conexién via nervio vago (Mayer et al., 2015, Srivastava
et al., 2021). Estas patologias son usualmente complejas y de causas multifactoriales,
y muchas veces estan relacionadas con las consecuencias del uso prolongado de
antibiéticos, que desestabilizan el equilibrio del ecosistema intestinal (lebba et al., 2016).

Composicion de la microbiota intestinal en adultos

La mayoria de los estudios sobre la microbiota realizados hasta la fecha se han
centrado en la microbiota del tracto gastrointestinal de los adultos, que comprende
principalmente los Phyla Firmicutes, Bacteroidota y Proteobacteria (Huttenhower et al.,
2012). La proporciéon de cada Phylum varia segun la ubicacion geografica (Schnorr et
al., 2014). Por ejemplo, algunos estudios han demostrado que Firmicutes tienen una
mayor abundancia relativa en adultos en paises no industrializados (Schnorr et al., 2014;
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Martinez et al., 2015), mientras que la microbiota intestinal de los adultos en sociedades
occidentalizadas parece exhibir una proporcion mas alta de Bacteroidota que de
Firmicutes (Huttenhower et al., 2012; Zhu et al., 2015).

Una mayor proporcidén de Firmicutes que de Bacteroidota se ha atribuido
principalmente a la obtencion de energia (kcal) a partir de productos de fermentacion
bacteriana y al aumento de peso corporal (Turnbaugh et al., 2006). Se requieren mas
trabajos futuros para comprender la relacion entre los niveles relativos de Firmicutes y
Bacteroidota y sus funcionalidades asociadas en poblaciones humanas sanas en
diferentes geografias y su posible impacto en la salud y la obesidad.

En general, la microbiota del tracto gastrointestinal permanece relativamente estable
durante la edad adulta, excepto después de perturbaciones como infecciones,
tratamiento con antibioticos o intervenciones dietéticas drasticas (David et al., 2014).
Aunqgue la microbiota del tracto gastrointestinal se recupera a su estado inicial con
relativa rapidez (Wu et al.,, 2011; David et al., 2014), estas perturbaciones alteran
sutiimente la composicién de la microbiota del tracto gastrointestinal con el tiempo y
probablemente sean importantes impulsores de las amplias diferencias interindividuales
que son evidentes en adultos sanos (Zhu et al., 2015). En conjunto, esto sugiere que el
hologenoma humano [el conjunto de genomas humanos y microbianos (Moran & Sloan,
2015)] es muy especifico de cada individuo.

Productos de fermentacion bacteriana en el colon

Los macronutrientes (lipidos, hidratos de carbono y proteinas) no digeridos y fibras
dietarias que alcanzan el colon, se someten a fermentacién bacteriana, lo que resulta
en la produccién de metabolitos como los acidos grasos de cadena corta (SCFA por sus
siglas en inglés short chain fatty acids).

La microbiota comensal también tiene un efecto tréfico, regulando la proliferacion de
las células epiteliales y el mantenimiento de las uniones intercelulares estrechas vy, de
este modo, contribuye a fortalecer la funcion del epitelio como barrera fisica frente a la
entrada de agentes exdgenos (Soderholm & Pedicord, 2019). Este efecto es ejercido a
través de la produccion de los SCFA. Estos contienen de 2 a 6 atomos de carbono, y
son ejemplo de ellos: el acido aceético, propidnico y butirico, o acetato, butirato y
propionato (en sus formas no protonadas); los SCFA se forman a partir de la
fermentacion de carbohidratos complejos por parte de las bacterias del colon (Zhang et
al., 2015).

Estos SCFA son utilizados por el epitelio intestinal como substrato energético para
mantener su integridad y funcion. Destacando en este sentido el acido butirico, por ser
el principal metabolito energético utilizado por los colonocitos (Manrique & Gonzalez
Sanchez, 2017). La mayoria de los SCFA (hasta el 95 %) son absorbidos rapidamente
por los colonocitos, lo que resulta en una disminucion de las concentraciones desde el
colon proximal hasta el distal. En general, los acidos grasos de cadena corta mantienen
una proporcion 2:1:1 (acético: propidnico: butirico), y si los valores se encuentran dentro
de parametros normales, se consideran indicadores de buena salud intestinal (Topping
& Clifton, 2001).



Aunque el colon es el principal lugar de esta fermentacion, la microbiota de otros
sitios, como el intestino delgado (donde se encuentran principalmente lactobacilos y
estreptococos), contribuye al metabolismo de macronutrientes provenientes de la
alimentacion (Mowat et al., 2014; Hosseinkhani et al., 2021).

En la figura 1 se muestran las vias metabdlicas que generan estos acidos a partir de
la fermentacion de hidratos de carbono por el conjunto de bacterias intestinales.
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Figura 1. Vias bacterianas intestinales para la producciéon de acetato, propionato y
butirato mediante fermentacién de fibras no digeribles (Adaptado de Van Der Hee &
Wells, 2021).

Los SCFA pueden modular las funciones celulares mediante la activacion de
receptores acoplados a proteina G sensibles a la toxina de la tos ferina (GPCR), que
detectan los SCFA. Entre ellos se encuentran el GPR41 (receptor de acidos grasos libres
3; FFAR3), el GPR43 (receptor de acidos grasos libres 2; FFAR2) y el GPR109A
(receptor de acido hidroxicarboxilico 2; HCAR?Z2). Estos receptores se expresan en varios
tipos de tejidos y células en humanos y animales (Agus, et al., 2016; Parada Venegas
et al., 2019; Tunaru et al., 2003).

A través de interacciones con estos GPCR, los SCFA pueden activar cascadas de
sefializacion antiinflamatoria y modular la homeostasis intestinal. Utilizando modelos
experimentales de ratones para inducir la inflamacién intestinal y la infeccidén bacteriana,
la expresiéon a GPR43, GPR41 y SCFA fue necesaria para generar una respuesta
inmunitaria, y mitigar las agresiones inflamatorias y eliminar las bacterias, a través de la
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induccién de la liberacion de quimiocinas y citocinas en las células epiteliales intestinales
y las células T efectoras activadas (Kim, et al., 2013). Estas respuestas se debieron a la
activacion de la quinasa 1/2 regulada por sefiales extracelulares y de la proteina quinasa
activada por mitégeno p38, que dependian de GPR41/43 GPR109A se expresa en gran
medida en las células inmunes innatas y en el tejido adiposo, asi como en la membrana
apical de las células epiteliales intestinales. (Kim, et al., 2013)

B- glucanos

Los B- glucanos constituyen la pared celular de algunos hongos y de las levaduras,
y son los principales polisacaridos presentes en estos organismos, ademas del agua (90
%), las proteinas y los aminoacidos (10-40 %), las grasas (2-8 %), las vitaminas y los
antioxidantes, las sales residuales y los metales. Los carbohidratos totales, incluidos los
polisacaridos, representan aproximadamente el 50 % de la materia seca de los hongos
(Cerletti, et., al 2021).

Los B-glucanos de levaduras tienen una estructura molecular formada por
monomeros de D-glucosa unidos por enlaces glucosidicos de tipo  en dos posiciones
diferentes, 1,3 y 1,6, siendo mas frecuentes los enlaces 1,3 (alrededor del 85 %),
respecto a los 1,6 (Cerletti, et., al 2021).

La actividad biolédgica de los B-glucanos fungicos en general es bien reconocida y los
informes cientificos sobre sus propiedades beneficiosas para la salud estan
aumentando (Nakashima et al., 2018; Murphy et al., 2020; Cerletti et al., 2021; Thomas
et al., 2022). Los B-glucanos fungicos se consideran prebiodticos que estimulan el
crecimiento y la actividad de la microbiota intestinal sana, al tiempo que inhiben el
crecimiento de patégenos, previniendo procesos inflamatorios, asi como el cancer de
colon (Khan, et al., 2019).

Recientemente, se ha demostrado que los B-glucanos obtenidos a partir de las
paredes celulares de los hongos, atraviesan el sistema digestivo sin ser hidrolizados y
que pueden ser fermentados por la microbiota intestinal, favoreciendo el desarrollo de
bacterias beneficiosas como Bifidobacterium longum, por lo que se consideran
compuestos prebidticos comparables a la inulina y tienen el potencial de ser
considerados ingredientes alimentarios funcionales (Wang et, al 2020).

Butirato

Dentro de los acidos grasos de cadena corta producidos in situ en el colon por la
fermentacion bacteriana de las fibras, el butirato tiene especial relevancia, ya que es el
principal sustrato energético de las células epiteliales del colon para la realizacion de
todas sus funciones metabdlicas, estimulando la absorciéon de sodio y agua. Por otro
lado, interviene en el mantenimiento de las uniones estrechas, contribuyendo a la
homeostasis intestinal (Duncan et al., 2004; Chen et al., 2020) y tiene la particularidad
de inducir apoptosis en células tumorales (Donohoe et al., 2012). El butirato puede inhibir
las histonas-desacetilasas de las células tumorales del hospedador (Jan et al., 2002).

El butirato es producido por poblaciones de microorganismos especificas, como por
ejemplo representantes de la Familia Ruminococcaceae y del género Roseburia
(Duncan et al., 2004; Farup et al., 2016), y por las especies Faecalibacterium prausnitzii



(Sokol et al., 2008) y Clostridium butyricum (Chen et al., 2020). Estas poblaciones se
ven incrementadas en individuos que consumen dietas ricas en fibra. Al mismo tiempo,
se correlacionan con la reducciéon de la probabilidad de padecer enfermedades
inflamatorias como cancer de colon.

Butirato y sistema inmune

Como el compartimento mas grande del sistema inmunoldgico, el intestino contiene
distinciones anatémicas vy fisiolégicas de sus componentes inmunoldgicos. Las placas
de Peyer y los ganglios linfaticos mesentéricos comprenden tejidos linfoides
organizados conocidos, como el tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal (GALT,
del inglés gut-associated lymphoid tissue). Los sitios efectores del GALT son el epitelio
de la mucosa y la lamina propia subyacente. Dentro de la lamina propia hay muchas
células inmunes diferentes, incluidas las células T activadas, las células plasmaticas y
numerosas células inmunes innatas, incluidos los mastocitos, las células dendriticas, los
eosindfilos y los macrofagos.

En la figura 2 se observa la Interaccion de la microbiota intestinal con componentes
de la inmunidad innata y adaptativa intestinal.

Intestinal lumen
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Figura 2. Interaccion de la microbiota intestinal con componentes de la inmunidad
innata y adaptativa intestinal. Las células inmunitarias intestinales, incluidas las
células dendriticas y los mastocitos, los neutrdfilos y los linfocitos B y T, se muestran
en lugares representativos dentro de la mucosa gastrointestinal. Los receptores
acoplados a proteina G en los que el butirato actia como ligando estan presentes
en las principales células inmunitarias y funcionan como un vinculo clave para la
modulacion de la funcién inmunitaria mediada por el butirato (Extraido de Cleveland
Clinic Center for Medical Art & Photography ©2021).

El butirato desempena un papel crucial en la regulacion de inmunidad intestinal, tanto
en la inmunidad innata como la inmunidad adaptativa, y su efecto inflamatorio y



antioxidante es importante para mantener la homeostasis intestinal. Por un lado, en lo
que respecta la inmunidad innata, el butirato refuerza la integridad de la barrera epitelial
intestinal y previene la alteracion de la funcion de barrera. También inhibe la inflamacion
en el intestino al suprimir la activacion de NF-kB y la produccién de citocinas
proinflamatorias. El butirato también modula las funciones de los neutréfilos, macréfagos
y mastocitos, que son células inmunitarias importantes en la inmunidad innata. Ademas,
induce la produccion de péptidos antimicrobianos por las células epiteliales intestinales
y los macréfagos. Por el otro lado, en cuanto a la inmunidad adaptativa, el butirato
también juega un papel importante, especificamente en la regulacion de las células T y
B. El butirato puede aumentar la proliferacién de células T reguladoras extratimicas y
promover la produccién de IL-10 por parte de las células T. Ademas, el butirato puede
modular la expresién génica en los linfocitos T citotdoxicos CD8+ y alterar la expresion
genética de moléculas efectoras como IFN-y de manera dependiente de la dosis.
(Siddiqui & Cresci, et al., 2021).
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue evaluar la fermentacion de 3- glucanos obtenidos
de paredes de levaduras por parte de bacterias intestinales, focalizando los estudios en
la produccién de acidos organicos de cadena corta y el efecto de estos en la modulacion
de la respuesta inmune en modelo in vitro.

Para cumplir el objetivo general, se propusieron los siguientes objetivos especificos:

a- Evaluar la composicion inicial de la microbiota intestinal de diferentes
donantes sin patologias mediante secuenciacion masiva.

b- Evaluar in vitro las modificaciones en las poblaciones bacterianas dadas por
la fermentacién de los (- glucanos y la produccién de metabolitos con
actividad biolégica (acidos grasos de cadena corta).

c- Evaluar el efecto de los acidos organicos producidos en un modelo de
inmunomodulacion in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

A. Muestras de materia fecal

Se trabajé con 4 muestras de materia fecal provenientes de 4 donantes sin patologias
intestinales pertenecientes a personas de un grupo etario comprendido entre 25 a 55
afios. Se puso como requisito que las personas tuviesen una dieta omnivora y que no
hayan consumido antibiéticos en seis meses previos a la donacién de la muestra.

Las muestras de materia fecal fueron recolectadas y entregadas por los donantes en
envases estériles, dentro de las 4 h después de la deposicion, junto a una nota de
consentimiento informado. El protocolo de trabajo fue avalado por el comité de Bioética
del Hospital EI Cruce (Aval D00109/2023, fecha: 25/07/23). Una vez recibidas, las
muestras de materia fecal fueron conservadas en refrigeracion y en condiciones de
anaerobiosis hasta el momento de su procesamiento.

B. Composicion inicial de la microbiota bacteriana intestinal

Las poblaciones microbianas presentes en la materia fecal de los donantes fueron
identificadas y cuantificadas mediante secuenciacién masiva de nueva generacion (Next
Generation Secquencing). A tal efecto, el DNA bacteriano total se extrajo y purificé
mediante un kit especifico para extraccion de ADN de materia fecal (TIANGEN TIANamp
Stool DNA Kit China) siguiendo las indicaciones del fabricante. Utilizando un
espectrofotdmetro Nano-drop (Thermo Scientific) se evalué la pureza y la calidad del
DNA extraido. Mediante el uso de un Fluorometro Quibit 4 (lllumina) se cuantifico el DNA
de doble cadena (necesario para las etapas siguientes de amplificacion).

Se amplifico la regidon V4 del ADN codificante para la region 16S rRNA utilizando los
siguientes primers:

forward, 5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3
reverse, 5'-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACNVGGGTWTCTAAT-
3"

Se prepard una biblioteca de ADN usando un kit Nextera XT Index Kit v2 Set A
(llumina, San Diego, California, USA) de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
La secuenciacién masiva de los amplicones 16S rRNA se realizé utilizando un sistema
de secuenciacion iSeq100 (lllumina) y un kit iISeq100 v2 Reagent Kit (lllumina San
Diego, California, USA) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Estas
determinaciones fueron realizadas en la Escuela de Deportes de la Universidad de
Waseda (Japon) generando lecturas de una longitud de 2 x 300 pb.

Se utilizé el complemento (plugin) DADA2 (Callahan et al., 2016) en QIIME2 para el
filtrado de calidad, la eliminacién de ruido, la eliminaciéon de quimeras y la inferencia de
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variantes de secuencia de amplicon (ASV, por sus siglas en inglés). La asignacion
taxondmica de las ASV se realizé utilizando un clasificador de taxonomia contra la base
de datos SILVA 16S (version 138). Todas las muestras se redujeron a 10,000 lecturas
antes de los analisis de diversidad.

C. Fermentacién in vitro de B-glucanos por la microbiota intestinal

Se prepardé medio de cultivo base segun Al Tamimi et al., 2006. (Tabla 1)

TABLA 1: Composicion del medio formulado por Al-Tamimi et al. (2006).

COMPONENTE CANTIDAD (GR) c.s.p 1000 mL
Peptona 29

Extracto de levadura 29

NacCl 01g

KoHPO4 0.04 g

MgSO4 0.01g

CaClz. 6 H2.0 0.01g

NaHCOs; 29

Sales biliares 059

El medio se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, luego se adicionaron
en esterilidad: 1 ml/L de soluciéon de hemina (ICN) al 0,5 % p/v, 10 yg/ml de solucién de
vitamina K comercial (Roche) al 0,1 % p/v y 0,5 g/L de cisteina acidulada con HCI
(Anedra). El pH se llevé a 7,5.

A partir del medio base se prepararon otros medios a los cuales se le adicionaron
diferentes hidratos de carbono alcanzando una concentracion final de 2 g/L: B-glucanos
provenientes de paredes de levaduras cerveceras (obtenidos en TIF previo) (Reymar
2023), celobiosa (Sigma Aldirich) e inulina comercial (Saporitti). Ademas, se incluyeron
controles con glucosa y sin azucares. Los medios se fraccionaron en tubos hach
estériles (10 ml/tubo).

Como indculo para los medios se prepard un pool de materia fecal. Para ello, se
mezclaron en partes iguales las muestras de materia fecal de los 4 individuos, y se
resuspendieron en una proporcion 1/10 en el medio de cultivo base. Con dicha
suspension, se inocularon los tubos hach en una proporcion 1/10 (Figura 3).
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Figura 3. Esquema experimental utilizado para los
ensayos de fermentacion in vitro.

Las fermentaciones se realizaron por ftriplicado y los tubos se incubaron en
condiciones de anaerobiosis a 37 °C durante 48 h, utilizando una jarra de anaerobiosis
Anaerojar (Oxoid) y un kit para generacion de atmosfera anaerébica (Mitsubishi).

Una vez transcurridas las 48 h, los medios fermentados se centrifugaron (3600 xg,
10 minutos). Los pellets fueron reservados para estudiar las poblaciones bacterianas
que resultaron estimuladas luego de la fermentacién, mediante NGS (metodologia
descripta en el item b).

Los sobrenadantes fueron filtrados utilizando membranas de 45 micras de diametro
de poro (Millipore), y se reservaron para identificar y cuantificar los acidos organicos
producidos por la microbiota intestinal en cada condicion.

D. Evaluacién de la produccion de acidos organicos de cadena corta

Se evalud la produccidon de acidos organicos de cadena corta (SCFA) mediante
cromatografia gaseosa (CG).

Para la identificacion y cuantificacion de acidos organicos, se utilizé un cromatografo
gaseoso (Agilent Technologies, Modelo 7890A, USA) equipado con una columna
DBFATWAX Ul de 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm. Las condiciones operativas del
cromatoégrafo fueron:

- Inlet: 280 °C
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- Relacién de division (Split): 50:1
- Flujo: 1 mL/min

- Programa de temperatura: rampa de 120 °C, manteniendo durante 2 minutos, luego
aumentando 5 °C/min hasta alcanzar 140 °C.

Se utilizaron curvas de calibracién que contenian seis acidos organicos (acido
acético, propionico, isobutirico, butirico, isovalérico y valérico) en concentraciones de 0,
5, 7.5y 10 mM (Sigma Aldrich, USA).

E. Evaluacién del efecto de los acidos grasos de cadena corta en un modelo
in vitro de inmunomodulacién.

Se analiz6 el efecto inmunomodulador de los metabolitos presentes en los
sobrenadantes obtenidos a partir de la fermentacion de los B-glucanos sobre células
epiteliales intestinales de origen humano (linea celular Caco-2/TC-7).
Para ello se prepararon soluciones a partir de patrones comerciales de cada acido
alcanzando la concentracion final que se cuantific6 mediante CG en los sobrenadantes
de fermentacion luego de 48 h (punto c¢). Las concentraciones finales que se alcanzaron
fueron 24 mM de acido acético, 11 mM de acido propidnico y 9 mM de &cido butirico.
Las soluciones obtenidas fueron neutralizadas, en caso de ser necesario.

Las células se cultivaron en medio DMEM (Gibco, USA) suplementado con suero
fetal bovino inactivado al 10% (Internegocios S.A., Argentina), aminoacidos no
esenciales (Gibco, USA) y penicilina (12 Ul/ml) /estreptomicina (12 mg/ml), en estufa
gaseada con 5% de COy, a 37°C. Las células se incubaron con los acidos grasos de
cadena corta, en presencia o no de flagelina de Salmonella enterica serovar.
Typhimurium (1 pg/ml) como estimulo proinflamatorio, durante 4 h.

Luego, las células se cosecharon con tripsina, se lisaron y se extrajo el ARN
empleando “Bio-Zol |, RNA Extraction” (PB-L, Argentina), siguiendo el siguiente
protocolo de trabajo:

1. Homogenizacion: Se lisaron directamente las células afiadiendo 1 ml de Bio-Zol en
una placa de cultivo (1 ml cada 10 cm2), pipeteando varias veces el lisado celular.

2. Separacion de fases: Se incubd la muestra homogenizada por 5 minutos a
temperatura ambiente para permitir la disociacion completa de los complejos
nucleoproteicos. Se afadio 0,2 ml de cloroformo por cada 1 ml de Bio-Zol. Se agitaron
vigorosamente por 15 segundos y se incubd a temperatura ambiente de 2 a 3 minutos.
Se centrifugaron las muestras a 12,000xg durante 10 minutos a 4°C. Luego de
centrifugar la muestra se tomé la fase superior en donde se encuentra el ARN.

3. Precipitacion del ARN: Se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo. Se precipito el
ARN de la fase acuosa mezclandolo con 0,5 ml alcohol isopropilico por cada 1 ml de
Bio-Zol usados en la homogenizacion inicial. Se incubd por 20 minutos a -20°C y luego
se centrifugo a 12,000xg durante 10 minutos a 4°C.
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4. Lavado del ARN: Se removié el sobrenadante. Se lavé el pellet de RNA con 1 ml de
etanol a 75% por cada 1 ml de Bio-Zol. Se mezclé la muestra en vortex y se centrifugd
a 12,000xg durante 5 minutos a 4°C.

5. Resuspension del RNA: Se secé brevemente el pellet de ARN (al aire por 5 minutos),
teniendo cuidado de que no se seque completamente ya que esto provoca la
disminucion de la solubilidad. Se disolvieron las muestras de RNA en 25 ul de agua libre
de RNAsa. Se conservaron las muestras a — 80°C.

Una vez realizada la extraccion, las muestras de RNA se cuantificaron mediante
espectrofotometria UV (NanoDrop 2000) y con las muestras de ARN purificado se
realizé una transcripcion reversa empleando M — MLV Transcriptasa (PB-L, Argentina),
siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor:

1. Mezcla de reaccion (correspondiente a 20 ul que se utilizan para retrotranscribir
de 1 a 5 ug de RNA total o0 500 ng de ARNm):

En un tubo de reaccién libre de nucleasas se afadié: 2 ul de hexameros al azar, 2 pl
de dNTPs, 50-500 ng de ARNm y agua libre de nucleasas para completar un volumen
de 15 pl. Luego se calentdé a 70 °C durante 5 minutos (este paso permite la relajacion
de la estructura secundaria del ARN) e inmediatamente se colocé en un tubo con hielo
por 2 minutos. Se centrifugd brevemente y luego se anadio 4 ul de buffer de reaccion
5x. Se anadié 1 ul (200U) de M-MLV Transcriptasa (PB-L, Argentina) y se mezclo
suavemente.

2. Sintesis de cDNA por retrotranscripcion: se siguio el siguiente protocolo:

Temperatura Tiempo
25 °C ' 10 minutos
37°C ' 50 minutos
95°C ' 5 minutos

Nota: Volumen final de trabajo 20pl

A continuacion, se determind el nivel de expresion del mediador proinflamatorio
CCL20 mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), utilizando cebadores
especificos (Genbiotech, Tabla 3) y empleando la Master MIX gPCR 2.0- Sybr/ROX
(PB-L, Argentina). La reaccién (Tabla 2) se llevo a cabo en un equipo BioRad CFX96
Real-Time System C1000 Touch Thermal Cycler (California, EEUU) con el programa
que se detalla mas adelante.

Tabla 2. Mezcla de reaccién para gPCR

Reactivos Volumen
Primer forward 0, 45 i
Primer reverse 0, 45 i
Master MIX gPCR 2.0 — Sybr/ROX 5ul
Agua libre de RNAsa 2,6l
DNA molde 1, 5 ul
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Tabla 3. Cebadores especificos para amplificacion.

Gen Primer forward

Primer reverse

p-actina  5-CCTGGCACCCAGCACAAT-3
ccl20 5-CCAAGAGTTTGCTCCTGGCT-3'

Protocolo de qPCR

5-GCCGATCCACACGGAGTACT-3’
5-TGCTTGCTGCTTCTGATTCG-3’

72 C°

Temperatura Tiempo

95C° ' 5 minutos

95 C® 15 segundos

56 C° ' 30 segundos
|

30 segundos

— 39 ciclos

—

Se utilizé el gen de la B-actina como control interno para normalizar la variabilidad de
los niveles de expresidon en cada muestra. Los resultados de expresion relativa se
calcularon en base al método del 2-4*°t (Romanin et al., 2010). La especificidad de los
productos de amplificaciéon se verificé mediante las curvas de fusién (curvas de melting).

F. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las condiciones experimentales, se realizaron por triplicado.
Se utilizé la prueba T para evaluar las diferencias significativas entre las condiciones
experimentales utilizando el software Excel (Microsoft).
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RESULTADOS Y DISCUSION

A. Composicion inicial de la muestra fecal inicial

Tras la secuenciacion masiva, el analisis bioinformatico de los amplicones obtenidos
a partir del ADN bacteriano presente en la materia fecal de los donantes permitié obtener
informacién sobre la composicion inicial de la microbiota de los barros fecales. De este
modo se pudo evaluar tanto la abundancia relativa de cada muestra individual y de este
modo calcular la del pool de materia fecal.

Las muestras correspondientes a los cuatro donantes se identifican como Muestra 1,
2, 3y 4, respectivamente. Los resultados revelaron diferencias en la abundancia relativa
de los Phyla bacterianos entre las muestras, como se ilustra en las figuras 4a a 4c:

Para el donante correspondiente a la muestra 1 (Figura 4a), se observa que el
Phylum con mayor abundancia relativa es Firmicutes (58%), seguido en orden
decreciente por Bacteroidota (35%), Actinobacteriota (5%), Proteobacteria (1%) v,
finalmente, Verrucomicrobiota (< 1%), que presenta valores muy bajos.

Muestra 1

FILO VERRUCOMICROBIOTA | 0,00
FILO ACTINOBACTERIOTA | 0,05
FILO FIRMICUTES 0,58
FILO BACTEROIDOTA 0,35

FILO PROTEOBACTERIA | 0,01

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Figura 4a. Abundancia relativa de los principales Phyla bacterianos en la microbiota
intestinal correspondiente a la muestra 1 de uno de los 4 donantes.

En el caso del donante correspondiente a la muestra 2 (figura 4b), se puede apreciar
que el Phylum dominante es Bacteroidota (50%), seguido por Firmicutes, con valores
de abundancia relativa muy similares (46%). A continuaciéon, se encuentran
Actinobacteria con valores mas bajos (3%), y finalmente, Proteobacteria y
Verrucomicrobiota, que presentan proporciones muy bajas (< 1%).
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Muestra 2

FILO VERRUCOMICROBIOTA | 0,00
FILO ACTINOBACTERIOTA | 0,03
FILO FIRMICUTES 0,46
FILO BACTEROIDOTA 0,50

FILO PROTEOBACTERIA | 0,00

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Figura 4b. Abundancia relativa de los principales Phyla bacterianos en la microbiota
intestinal correspondiente a la muestra 2 de uno de los 4 donantes.

Respecto a la muestra 3 (figura 4c), se observa que, al igual que en la muestra 1,
que el Phylum con mayor abundancia relativa es Firmicutes (51%), seguido de
Bacteroidota (28%). A continuacién, se encuentran en orden decreciente
Verrucomicrobiota (7%), Actinobacteria (6%) y Proteobacteria (2%), que presentan
valores mas representativos en comparacion con las muestras 1y 2.

Muestra 3

FILO VERRUCOMICROBIOTA
FILO ACTINOBACTERIOTA
FILO FIRMICUTES

FILO BACTEROIDOTA

FILO PROTEOBACTERIA ,02

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Figura 4c. Abundancia relativa de los principales Phyla bacterianos en la microbiota intestinal
correspondiente a la muestra 3 de uno de los 4 donantes.

En relacion con la muestra 4 (figura 4d), se observa que el Phylum con mayor
abundancia relativa es Firmicutes (67%). Una particularidad notable es que, a diferencia
de los casos anteriores, donde Firmicutes y Bacteroidota eran los Phyla predominantes,
en este caso Verrucomicrobiota ocupa el segundo lugar en términos de abundancia
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relativa (17%). Por ultimo, en orden decreciente, se encuentran Actinobacteria (9%),
Bacteroidota (4%) y Proteobacteria (< 1%).

Muestra 4

FILO VERRUCOMICROBIOTA 0,17
FILO ACTINOBACTERIOTA | 0,09
FILO FIRMICUTES 0,67
FILO BACTEROIDOTA | 0,04

FILO PROTEOBACTERIA | 0,00

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Figura 4d. Abundancia relativa de los principales Phyla bacterianos en la microbiota intestinal
correspondiente a la muestra 12 de uno de los 4 donantes.

En los individuos donantes de las muestras 1 a 3 se cumple la generalizacion de que
Firmicutes y Bacteroidota representan juntos cerca del 70% de la poblacién bacteriana
(lebba et al., 2016). En el caso del individuo donante de la muestra 4, esta proporcién
no se cumple, siendo Verrumicrobiota el segundo Phylum en abundancia después de
Firmicutes. Abundancias relativas altas de Verrumicrobiota han sido reportadas por
otros autores como por ejemplo en la zona azul de la Peninsula de Nicoya en Costa
Rica (Dickerson et al., 2022), en la poblacioén chilena (Fujio-Vejar et al., 2017), llegando
incluso a valores excepcionalmente altos cercanos al 20% en algunos individuos en
Europa del Este (Quagliarello et al., 2016).

Teniendo en cuenta que el ensayo de fermentacion in vitro se realizé utilizando como
inéculo un pool de materia fecal obtenido al combinar las 4 muestras de los donantes,
se hizo un promedio de las abundancias relativas de cada uno de los Phyla presentes
en las muestras individuales de los donantes. Las abundancias relativas de Phyla
bacterianos presentes en el pool se muestran en la Figura 5.
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Pool de materia fecal

FILO VERRUCOMICROBIOTA | 0,06
FILO ACTINOBACTERIOTA | 0,06
FILO FIRMICUTES 0,56
FILO BACTEROIDOTA 0,29

FILO PROTEOBACTERIA | 0,01

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Figura 5. Abundancia relativa de los cinco principales Phyla presentes en el pool de la materia
fecal.

Se observa que, en el pool resultante, el Phylum bacteriano con mayor abundancia
relativa es Firmicutes (56%), seguido por Bacteroidota (29%) en segundo lugar. Los
Phyla restantes se encuentran en orden decreciente de abundancia: Verrucomicrobiota
(6%), Actinobacteriota (6%) vy, finalmente, Proteobacteria (1%). Se puede decir que la
abundancia relativa de los Phyla es representativa de la que se encuentra en la mayoria
de los individuos.
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B. Modificacion del perfil bacteriano luego de la fermentacion in vitro

Luego de realizar los experimentos de fermentacion in vitro durante 48 h, se encontro
desarrollo bacteriano en todas las condiciones, lo cual se evidenci® mediante el
descenso del pH dado por la produccidon de acidos organicos producto de la
fermentacion. El pH descendio de 7.5 (inicial) a un promedio de 5.7 + 0.2, sin diferencias
significativas entre los distintos medios utilizados para la fermentacion.

Se analizé la composicion de la microbiota en los medios sin azucar y con los
diferentes hidratos de carbono. La abundancia relativa de los principales Phyla en el
medio basal control sin azucares se muestra en la Figura 6.

Medio sin Hidratos de Carbono
(medio basal control MBC)

FILO VERRUCOMICROBIOTA | 0,01

FILO ACTINOBACTERIOTA | 0,03

FILO FIRMICUTES 0,52
FILO BACTEROIDOTA 0,19
FILO PROTEOBACTERIA 0,12
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Figura 6. Abundancia relativa de los principales Phyla bacterianos presentes luego de 48 h de
fermentaciéon en medio sin adicién de hidratos de carbono (medio basal control).

Como puede observarse, el Phylum con mayor abundancia relativa es Firmicutes
(52%). A continuacién, se encuentran Bacteroidota (19%) y Proteobacteria (12%), en
segundo y tercer lugar, respectivamente. Finalmente, se encuentran Actinobacteriota
(3%) y Verrucomicrobiota (1%), en cuarto y quinto lugar.

Segun estos resultados, hay microorganismos que son capaces de desarrollarse en
este medio sin carbohidratos, que podrian estar utilizando péptidos presentes en el
medio (peptona de carne) como sustrato metabdlico. Este desarrollo en medio de cultivo
basal ha sido encontrado en trabajos previos (Al-Tamimi et al., 2006, Medrano et al.,
2020; Bengoa et al., 2020). Teniendo en cuenta este desarrollo en el medio basal, los
resultados correspondientes a los otros medios de cultivo conteniendo los diferentes
carbohidratos, se compararon con este medio y no al pool inicial, ya que en el pool hay
microrganismos no cultivables.
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Con respecto al medio fermentado durante 48 horas con glucosa (control positivo)
(figura 7), y cuando se compara con el medio control sin carbohidratos (MBC) se
observa que, el Phylum con mayor abundancia relativa continua siendo Firmicutes
(48%). En orden decreciente, se encuentran Proteobacteria (33%) en segundo lugar,
Actinobacteriota (8%) en tercer lugar, Bacteroidota (7%) en cuarto lugar y
Verrucomicrobiota en ultimo lugar (1%).

Medio con Glucosa

FILO VERRUCOMICROBIOTA | 0,01

FILO ACTINOBACTERIOTA 0,08
FILO FIRMICUTES 0,48

FILO BACTEROIDOTA | 0,07

FILO PROTEOBACTERIA 0,33

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Figura 7. Abundancia relativa de Phyla bacterianos en el medio suplementado con glucosa (control
positivo) luego de 48 hs de incubacion.

En el medio conteniendo (B-glucanos, fermentado durante 48 horas, se observa que el
Phylum con mayor abundancia relativa es Firmicutes (73 %), seguido de Proteobacteria
(10 %), Bacteroidota (8 %), Actinobacteria (6 %)y Verrucomicrobiota (< 1%) (Figura 8).

Al comparar esto con la abundancia relativa de los Phyla en el medio basal sin
azucares (MCB), se observa que el Phylum Firmicutes es un 20% superior en el caso
del medio con 3-glucanos.

Medio con B-glucanos
FILO VERRUCOMICROBIOTA 0,00
FILO ACTINOBACTERIOTA 6
FILO FIRMICUTES
FILO BACTEROIDOTA

FILO PROTEOBACTERIA

0 0,2 0,4 0,6 0,8

Figura 8. Abundancia relativa de los Phyla presentes en el medio suplementado con -glucanos
luego de 48 hs de fermentacion.
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Finalmente, en el medio control de estimulo de bacterias productoras de butirato
(medio con celobiosa) (Figura 9) se observa que, al igual que en los demas medios, el
Phylum predominante es Firmicutes. Sin embargo, la abundancia relativa de este
Phylum en este medio sigue siendo menor al encontrado en el medio con (3-glucanos.
A continuacion, se posicionan Profeobacteria y Bacteroidota, seguidos por
Actinobacteriota y Verrucomicrobiota.

Medio con celobiosa

FILO VERRUCOMICROBIOTA | 0,01

FILO ACTINOBACTERIOTA | 0,04

FILO FIRMICUTES 0,50
FILO BACTEROIDOTA 0,15
FILO PROTEOBACTERIA 0,22
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Figura 9. Abundancias relativas de Phyla presentes en el medio conteniendo celobiosa tras 48 hs
de fermentacion.

En base a lo antedicho, se observa que en todas las muestras analizadas, incluyendo
el pool de materia fecal inicial y las muestras correspondientes a los medios fermentados
conteniendo diferentes hidratos de carbono (B-glucanos, celobiosa, glucosa), el Phylum
Firmicutes es el mas abundante. En segundo y tercer lugar, se encuentran los Phyla
Bacteroidota y Proteobacteria, aunque su abundancia varia segun la muestra. Estos
resultados coinciden con la mayoria de los estudios sobre el microbioma intestinal
humano, que sefialan que Firmicutes, Bacteroidota y Proteobacteria son los Phyla
predominantes (Huttenhower et al., 2012). Sin embargo, en una de las muestras de
materia fecal cedidas por los donantes (muestra 4), se observa una excepcion, ya que
el Phylum Verrucomicrobiota ocupa el segundo lugar. Esta abundancia impacté en la
abundancia relativa de este Phylum en el pool. A su vez, también podemos mencionar
que esta composicion de la microbiota intestinal se correlaciona con un estado de
eubiosis (Conrad & Viassov, 2015; Gao et al., 2015; Wu et al., 2018), lo que es esperable
debido a que las muestras provienen de 4 individuos sanos.

Por otro lado, si se comparan las abundancias relativas del Phylum Firmicutes entre
los medios sin carbohidratos (52%) y con B-glucanos (73%) se puede concluir que, en
las condiciones experimentales, los B-glucanos fueron capaces de incrementar en un
20% la abundancia relativa de este Phylum que es en principio benéfico, siendo
necesarios otros estudios para comprender la relevancia de este hallazgo.
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C. Evaluacion de la produccion de acidos grasos de cadena corta

En el colon, la microbiota intestinal fermenta polisacaridos y genera, como producto
final, SFCA: acidos acético, propionico y butirico. El pool/ de materia fecal proveniente
de los cuatro individuos incluidos en el estudio contenia acidos grasos de cadena corta.

En el tiempo cero (es decir en el in6culo inicial, antes de inocular los medios de
cultivo), los valores promedios de acidos grasos de cadena corta presentes en el pool
de materia fecal fueron: 2,01 mM de acido acético, acido propiénico no detectable y 4,8
mM de acido butirico.

Luego de inocular los medios de cultivo conteniendo los distintos carbohidratos y
luego de cumplirse los diferentes tiempos se incubacién (24 y 48 h) se observo un
incremento en la produccién de acidos grasos de cadena corta por parte de las bacterias
intestinales presentes (Figuras 10, 11y 12).

Con el fin de evaluar la produccién de acidos acético, propionico y butirico, se
comparo la produccion de estos en medio sin hidratos de carbono y en los medios con
B-glucanos, celobiosa e inulina.

En la figura 10 se muestra la produccién de acido acético para las diferentes
condiciones experimentales en funcion del tiempo. Se puede observar que la presencia
de B-glucanos fue la condicién en la cual se alcanzé el mayor incremento en la
produccién de acido acético, llegando a valores de 5,35 mM a las 24 hy 23,44 mM a las
48 h. Estos valores fueron similares a la condicién con inulina (4,08 mM y 22,78 mM de
acido acético a las 24 y 48 h respectivamente). En el medio con celobiosa se produjeron
menores cantidades (4,09 mM y 15,89 mM de &acido acético a las 24 y 48 h

respectivamente). Como es de esperar, en ausencia de hidratos de carbono es donde
se observa la menor produccion.

Produccion de ac. acético
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Figura 10. Variacion de la produccion de acido acético al cabo de 24 y 48 h. de
incubacion en comparacién con el medio sin hidratos de carbono (MBC) y los
medios conteniendo B-glucanos, celobiosa e inulina.

Los ** indican diferencias significativas entre las condiciones con carbohidratos
y el control MBC.
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A partir del analisis estadistico de los resultados, encontramos que hubo diferencias
significativas en la produccion de acido acético entre el control sin hidratos de carbonos
y el grupo de B-glucanos a las 24 y 48 horas de incubaciéon (P< 0,01). Lo mismo se
observo para las condiciones experimentales con celobiosa e inulina.

En la figura 11 se observa el aumento en la produccion de acido propionico en
presencia o ausencia de hidratos de carbono. La mayor produccién de acido propionico
se alcanza en presencia de inulina con valores de 6,95 MMy 144 mM alas 24 y 48 h
de incubacion, respectivamente.

Cabe mencionar que la produccion de acido propiénico en presencia de inulina es
comparable a la obtenida con B-glucano.

También podemos decir que, en presencia de celobiosa, luego de 24 h de incubacion,
la produccién de acido propidnico se mantiene constante.

Produccion de ac. propidénico
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Figura 11. Variacion de la produccion de acido propiénico al cabo de 24 y 48
h. de incubacién en comparacién con MBC y los medios conteniendo (-
glucanos, celobiosa e inulina. Los * indican diferencias significativas entre las
condiciones con HdC y el control MBC.

Para el caso del acido propionico, el analisis estadistico reveld diferencias
significativas (p < 0,05) en la produccion del &cido entre el grupo control (sin hidratos de
carbono) y el grupo tratado con B-glucanos, tanto a las 24 como a las 48 horas de
incubacion.

Se encontré6 un comportamiento comparable a lo anterior mencionado para las
condiciones con celobiosa e inulina.

La figura 12 muestra la produccion de acido butirico en funcion del tiempo para cada
una de las condiciones experimentales evaluadas. Se observa que la mayor produccion
del acido butirico se alcanza en presencia de inulina, como en el caso anterior, con
valores de 6,3 MMy 11, 32 mM a las 24 y 48 h, respectivamente. Para el caso de la
produccion de acido butirico en presencia de celobiosa y p-glucanos, vemos una mayor
produccion en presencia de celobiosa en comparacion con 3-glucanos (6,3 mM a las 24
hy 11,32 a las 48 h para celobiosa y 4,16 Mm y 9,07 mM para B-glucanos a las 24 y 48
h).
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Produccion de ac. butirico
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Figura 12. Variacion de la produccion de acido butirico al cabo de 24 y 48 h. de
incubacion en comparacion con MBC y los medios conteniendo 3-glucanos,
celobiosa e inulina. Los ** indican diferencias significativas entre las condiciones
con HAC y el control MBC.

En linea con los resultados previos, el analisis estadistico de la cantidad de acido
butirico en cada medio mostré las mayores diferencias significativas en la produccion
del acido entre el grupo suplementado con B-glucanos y el control sin hidratos de
carbonos (p < 0,01).

Teniendo en cuenta lo antedicho, podemos afirmar que los experimentos de
fermentacion produjeron incrementos de la concentracion de los acidos grasos de
cadena corta en comparacion a los valores presentes en el pool de materia fecal al
tiempo cero. Muchos estudios han demostrado que la fermentacion de sustratos
prebidticos resulta en una mayor produccién de acidos grasos de cadena corta (Poeker
etal., 2018).

También, podemos mencionar que, para los 3 acidos (acido acético, acido propionico
y acido butirico) se obtuvo una mayor produccién a las 48 h que a las 24 h. Esto se
puede explicar teniendo en cuenta las vias metabdlicas de su sintesis. Las bacterias
que producen butirato y propionato necesitan utilizar al acetato como sustrato. La
produccién de acetato requiere, a su vez, de ciertas rutas metabdlicas para producirlo.
Por lo tanto, es de esperar que se requiera la presencia de precursores para la sintesis
de acetato y luego de butirato, y esto explicaria que su produccion maxima se alcance
recién a las 48 h (Den Besten et al., 2013).

En contraste con otros estudios de fermentacion in vitro (Jonathan et al., 2012) que
han reportado un pico maximo de produccion de acido acético a las 24 horas, seguido
de un descenso hasta las 48 horas, en este estudio se observd un maximo de
produccién de acido acético a las 48 horas. Esto podria sugerir que la dinamica de
produccion de 4acido acético puede variar dependiendo de las condiciones
experimentales especificas, asi como de la microbiota presente en el inoculo inicial y de
los carbohidratos utilizados. Seria interesante explorar en proximos estudios si la
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prolongacion del tiempo de incubacién podria influir en la produccién de acido acético,
y si los valores de produccion de acido acético descenderian a las 72 horas de
incubacién, por ejemplo.

Finalmente, podemos afirmar que, segun los resultados obtenidos, se mantiene la
relacion en proporciones de acido acético, acido propionico y acido butirico de 2:1:1,
que previamente fue reportada por previamente otros autores en el grupo de trabajo
(Medrano, et., al 2020).

D. Relacién entre la producciéon de acidos y abundancias de los grupos
taxonémicos

Los resultados de la secuenciacién de poblaciones bacterianas y los
correspondientes a la produccién de acidos organicos en los experimentos de
fermentacion revelan una observacion interesante. La secuenciacion sugiere que los B-
glucanos estimulan la expresién del Phylum Firmicutes (Figura 8), que alberga la mayor
cantidad de bacterias productoras de butirato (Vital et al., 2014), por lo tanto, se
esperaria la mayor produccién de butirato en presencia de B-glucanos. Sin embargo, los
resultados del analisis de produccion de butirato de la fermentacion in vitro no coinciden
con esta expectativa (Figura 12). La produccién de butirato en el medio con $-glucanos
fue de 9 mM, mayor a la encontrada en el medio sin carbohidratos (5 mM) y menor a la
encontrada en el medio con celobiosa (11 mM).

El hecho de que la mayor produccion de butirato se observe con la estimulacién de
celobiosa no es sorprendente, ya que la celobiosa es el control positivo de produccion
de butirato. Sin embargo, en este caso, no se encontré diferencia en la abundancia
relativa de Firmicutes en comparacion con el medio sin carbohidratos (Figura 9). Al
analizar los resultados de la secuenciacién en el medio suplementado con celobiosa, se
observa que, si bien Firmicutes continda siendo el Phylum mayoritario, hay una mayor
expresion de los Phyla Bacteroidota y Proteobacteria, en contraste con el medio
suplementado con 3-glucanos. Estos hallazgos plantean varias cuestiones interesantes
sobre la interaccion entre los carbohidratos y la microbiota intestinal.

Para aportar a la compresion de estos interrogantes se realizé un analisis un poco
mas profundo considerando las familias que se encuentran dentro de los dos Phyla mas
abundantes (Firmicutes y Bacteroidota) dentro de los cinco Phyla analizados y también
a nivel de género para el Phylum Firmicutes.

Los resultados de la abundancia relativa para las familias mas relevantes del Phylum
Firmicutes presentes en los medios de cultivo suplementados con 3-glucanos, celobiosa
y medio sin hidratos de carbono, se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Abundancia relativa de las familias bacterianas mas importantes dentro del Phylum Firmicutes en
medio con B-glucanos, medio con celobiosa y medio sin hidratos de carbono.

Phylum Firmicutes

Familia Medio con [B- Medio con Medio sin
glucanos celobiosa azucares
Selenomonadaceae 0,352 0,003 0,003
Veillonellaceae 0,210 0,222 0,222
Acidaminococcaceae 0,115 0,157 0,157
Ruminococcaceae 0,016 0,031 0,031
Lachnospiraceae 0,014 0,033 0,033
Clostridiaceae 0,012 0,002 0,002
Oscillospiraceae 0,007 0,032 0,032
Lactobacillaceae 0,000 0,000 0,000

A partir de los datos presentados en la Tabla 4 se observa que la familia
Selenomonadaceae es la mas abundante dentro del Phylum Firmicutes en el medio con
B-glucanos. Al comparar la expresion de esta familia en otras condiciones (medios con
celobiosa y sin hidratos de carbono), se observa que la abundancia relativa de esta
Familia en los medios con celobiosa o ausencia de hidratos de carbono es menor.
En el medio con B-glucanos y en segundo lugar en abundancia, se encuentra la Familia
Veillonellaceae, con una abundancia relativa similar en los tres medios. Un patrén similar
se observa en la Familia Acidaminococcaceae, mientras que en el caso de las familias
Ruminococcaceae y Lachnospiraceae la abundancia relativa en el medio con B-
glucanos es levemente menor a la que se encuentra en los otros medios. Las Familias
Clostridiaceae, Oscillospiraceae y Lactobacillaceae presentan una abundancia relativa
muy baja en las condiciones evaluadas.

Considerando lo anterior, podemos decir que la Familia Selenomonadaceae es la de
mayor abundancia relativa en el medio con B-glucanos, y si bien esta Familia (cuya
conformacion taxondémica es relativamente nueva), no esta relacionada directamente
con la producciéon de butirato, existen trabajos recientes (Hackman, 2023) que
describieron vias metabdlicas no tipicas en algunos géneros de esta Familia
concluyendo que algunas cepas pueden producir butirato. Esto explicaria por qué, por
un lado, los B-glucanos estimulan la expresion del Phylum Firmicutes, pero los géneros
y familias que tipicamente se relacionan con la produccién de butirato como son
Roseburia (Familia Lachnospiraceae) Fecalibacterium (Familia Ruminococaceae) y
Clostridium butyricum (Familia Clostridiaceae) (Rueda Villabona et al., 2024) no se
encuentran incrementados.
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Cabe mencionar que la Familia Veillonellaceae (ubicada en segundo lugar en
abundancia en el medio conteniendo (B-glucanos) es una familia que incluye especies
productoras de butirato como Veillonella atypica (Chen et al., 2023).

Respecto a la condicién con celobiosa en el experimento de fermentacion y
produccién de acidos, se observé que se lograron obtener los mayores niveles de
butirato en comparacién con los B-glucanos (Figura 12). Ademas, se detectd un
aumento en las proporciones de Bacteroidota y Proteobacteria, mientras que disminuyo
la proporcién de Firmicutes para la misma condicién (Figura 9). Esto sugiere que el
aumento en la produccion de butirato podria estar relacionado con el aumento de
Bacteroidota y Proteobacteria. Para explorar esta hipétesis, se realizb un analisis mas
detallado de uno de estos Phyla a nivel de Familia.

En la Tabla 5 se presentan los resultados de las abundancias relativas para las
familias que alberga el Phylum Bacteroidota.

Tabla 5. Abundancia relativa de familias dentro del Phylum Bacteroidota en medio con B-glucanos, medio con
celobiosa y medio sin hidratos de carbono.

Phylum Bacteroidota
Familia Medio con B-  Medio con Medio sin hidratos
glucanos celobiosa de carbono

Bacteroidaceae 0,029 0,069 0.134
Prevoftellaceae 0,034 0,052 0,013

Rikenellaceae 0,003 0,014 0,018
Tannerellaceae 0,000 0,014 0,022
Flavobacteriaceae 0,012 0,001 0,001

Segun se observa en la Tabla 5, las Familias Bacteroidaceae y Prevotellaceae
presentan una abundancia relativa alta en comparacion con las demas. Bacteroidaceae
muestra una mayor expresion en el medio sin hidratos de carbono, en comparacién con
las condiciones que incluyen B-glucanos o celobiosa. Por otro lado, Prevotellaceae
presenta una mayor expresién en la condicién con celobiosa, en comparacién con la
condicion sin hidratos de carbono y con (3-glucanos.

La Familia Prevotellaceae alberga al género Prevotella, conocido por contener
bacterias productoras de butirato (Chen et al., 2023). Como se menciond anteriormente,
la Familia Prevotellaceae presenta una de las mayores abundancias relativas en las
condiciones experimentales de este trabajo y se expresa en mayor abundancia en
presencia de celobiosa que en presencia de p-glucanos.

Este aumento en la abundancia relativa del Phylum Bacteroidota en el medio
suplementado con celobiosa en comparacion con el medio con B-glucanos podria
correlacionarse con la mayor produccion de butirato en la condicion con celobiosa en
comparacion con la condicion con B-glucanos en los experimentos de fermentacion. La
importancia del género Prevotella en la produccién de butirato fue reportada por otros
autores (Rueda Villabona et al., 2024).
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E. Evaluacion del efecto de los acidos en la respuesta inmune

La modificacion de la microbiota intestinal tiene un impacto metabdlico que conduce
a la produccién de diferentes perfiles de SFCA como acetato, propionato y butirato.
Estos compuestos tienen propiedades antiinflamatorias.

Para evaluar el efecto de los acidos graso de cadena corta producidos en la
modulacion de la respuesta inflamatoria se estudio la expresion de los genes de la
quimoquina CCL20, factor quimioatractante que liberan las células epiteliales en
condiciones inflamatorias (Rumbo et al., 2004), mediante PCR cuantitativa en tiempo
real. Se utilizé6 como estimulo inflamatorio la presencia o ausencia de flagelina.

Lamentablemente, no fue posible evaluar el efecto inmunomodulador del butirato
debido a problemas técnicos durante la g-PCR, a pesar de que las muestras parecian
estar en condiciones 6ptimas inicialmente. Los resultados de la expresién de CCL20 se
presentan en la Figura 13.

1) DMEM (control

CCL20 negativo)
. 2) Flagelina (control
T positivo)

3) DMEM + propionico

4) Flagelina + propidnico

Nivel de expresion
O B, N W » U1 OO N ©

A A
T T T T 5) DMEM + acético
B N
1 2 3 4 5 6 6) Flagelina + acético

Numero de muestra

Figura 13. Expresion de CCL20 en células Caco-2/TC-7, en medio DMEM con estimulo o no de flagelina en
presencia o no de acidos propidnico y acético. Los ** muestran diferencias significativas entre el medio DMEM sin
flagelina y con flagelina (controles). Los A muestran diferencias entre el medio DMEM estimulado con flagelina y los
medios que albergan los diferentes acidos en presencia de flagelina.

Segun se observa en la Figura 13, la expresion de CCL20 aumenta
significativamente al comparar el medio sin flagelina (1) con el medio con flagelina (2),
lo que es consistente con el papel proinflamatorio de la flagelina (P < 0,01). Se observa
una reduccion en la expresiéon de CCL20 al comparar el medio con flagelina (2) con el
medio con flagelina + acido propionico (4) o acido acético (6), lo que sugiere un papel
antiinflamatorio de estos acidos, a las concentraciones ensayadas. Los resultados del
analisis estadistico revelan diferencias significativas entre las condiciones evaluadas (P
< 0,01).

Teniendo en cuenta lo anterior, se puede inferir que los acidos grasos de cadena
corta (SFCA) ejercen un efecto inmunomodulador en la respuesta inmune, ya que los
niveles de expresion de la quimoquina proinflamatoria CCL20 disminuyen en presencia
de acido acético y acido propiénico. Estos hallazgos se alinean con estudios previos que
han demostrado que ciertos SFCA, como el butirato, modulan la secrecion de citoquinas
en células monocucleares estimuladas con lipopolisacaridos (LPS), un estimulo
proinflamatorio (Kovarik et al., 2011). Asimismo, estos resultados concuerdan con los
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observados en estudios realizados previamente con SCFA en células Caco-2 (Iraporda
et al. 2014).
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CONCLUSIONES

En este trabajo, se evalué la fermentacion de B-glucanos por parte de la microbiota
intestinal y su efecto en la modulacion de las poblaciones microbianas, en la produccién
de acidos grasos de cadena corta y en la modulacién de la respuesta inmune por parte
de estos acidos producidos. A partir del cumplimiento de los objetivos, se pudo llegar a
las siguientes conclusiones:

- Se determiné la composicion inicial de las poblaciones bacterianas en las muestras
individuales de los donantes y en el pool de materia fecal, asi como después de la
fermentacion in vitro. En todos los casos, el Phylum mayoritario fue Firmicutes, seguido
de Bacteroidetes (exceptuando un caso) lo que coincide con la mayoria de los trabajos
descriptos hasta el momento.

- Los B-glucanos fueron fermentados por las bacterias intestinales del pool de materia
fecal de los 4 donantes, lo que produjo un incremento en la produccion de acidos grasos
de cadena corta en comparaciéon con un medio sin hidratos de carbono.

- La produccién de butirato en el medio con B-glucanos fue significativamente mayor a
la encontrada en el medio sin carbohidratos y menor a la encontrada en el medio con
celobiosa (control positivo para la produccién de butirato). Sin embargo, la cantidad de
butirato producida en el medio con 3-glucanos (9 mM) representa un valor que permite
concluir que estos polisacaridos estimulan positivamente la produccién de butirato.

- En el medio conteniendo los B-glucanos se observé un incremento significativo de la
abundancia relativa del Phylum Firmicutes. Si bien las poblaciones tipicas productoras
de butirato no se vieron incrementadas, su produccién podria atribuirse a vias no tipicas
de produccion de butirato presentes en las familias cuya abundancia relativa se vio
incrementada (Selenomonadaceae y Veillonellaceae).

- Los acidos propidnico y acético mostraron una capacidad para modular la activacion
de células epiteliales intestinales inducida por un estimulo proinflamatorio, evidenciada
por la disminucién de la expresion de la quimoquina CCL20.
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