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Prefacio

La Universidad Nacional Arturo Jauretche UNAJ es una
Universidad joven cuyos docentes y docentes-investigadores -en
su inmensa mayoria- provienen de otras casas de estudio,
fundamentalmente de la Universidad Nacional de La Plata
(UNLP), Universidad de Buenos Aires (UBA) y Universidad
Nacional de Quilmes (UNQUI), hasta tanto sean los propios
egresados de la UNAJ quienes conformen los planteles docentes.
La dedicacién y la vocacién de todas estas personas son que
permiten que una Universidad en crecimiento -como esla UNA]J-
dé sus primeros pasos en investigacion, vinculacion 'y transferencia.
En esta compilacién en particular, se incluyen resultados logrados
luego del cumplimiento de objetivos propuestos en proyectos de
investigacién radicados en el Instituto Ciencias de la Salud de la
UNAJ, asi como también dependientes de la Facultad de Ciencias
Exactas de la UNLP y de Unidades ejecutoras CONICET y CIC.
Algunos de los proyectos radicados en la UNAJ son continuacién

de lineas de investigacion iniciadas en la UNLP.

Esta obra es entonces el resultado de la participaciéon y el
establecimiento de las docentes-investigadoras Dra. Judith
Piermaria, Dra. Ma. Virginia Gangoiti, Dra. Ma. Fernanda Hamet
y Dra. Micaela Medrano, quienes han ramificado y dado
continuidad a una linea de trabajo iniciada en el CIDCA (UNLP-
CONICET-CIC) por la Dra. Analia Abraham. La Dra. Medrano
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(docente-investigadora del Instituto Ciencias de la Salud, UNAJ),
la Dra. Hamet (Profesora Adjunta del ICS, UNA]J) y la Dra.
Piermaria (con trayectoria docente ya finalizada en el ICS, UNAJ)
han sumado experiencia dirigiendo y co-dirigiendo proyectos de
investigacién en la UNA]J desde el afio 2020. Por su parte, la Dra.
Gangoiti ha formado parte de proyectos de investigacion
radicados en la UNAJ (PIO e UNAJ Investiga) en el grupo de
Investigacion del Dr. Pablo Peruzzo (Instituto de Ingenieria y
Agronomia, UNAJ). El Lic. Nicolas Simonelli (docente del ICS,
UNAJ) forma también parte del grupo de trabajo. Estudiantes
avanzados de carreras de Salud han participado de algunas de las
actividades que se relatan en esta obra. En conjunto, todos y todas
han contribuido al cumplimiento de objetivos correspondientes a
proyectos financiados por la ANPCyT, la UNLP, el CONICET y
la UNAJ. Parte de los resultados que se exponen, han formado
parte de trabajos finales de grado de la carrera de Bioquimica de la
FCE, UNLP y del ICS, UNA]J, o corresponden a planes de trabajo
de becas de inicio a la investigacién CIN y BIEI UNA] finalizadas

Y €n curso.

Esta compilacién plasma el esfuerzo colectivo llevado a cabo
durante afios de trabajo en el laboratorio desde sus inicios en el
CIDCA vy la UNLP, y maés adelante en su proyeccién a la UNAJ.
Por ello, se hace imprescindible agradecer a todos los que
colaboraron en los estudios, y en particular vehementemente a las
personas que donaron sus muestras para que el conocimiento
sobre el tema sea hoy contundente. Asimismo, agradecemos a la
Unidad de Vinculacién y Transferencia de la UNAJ por brindar la

oportunidad de mostrar los resultados de nuestras investigaciones
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Prefacio

y a todos los que de un modo u otro hicieron posible esta

publicacién.

Lo que se muestra aqui es una foto instantdnea de lo que sabemos
hasta el momento sobre microbiota, prebiéticos y salud intestinal.
Deseamos compartir los resultados con los lectores e invitarlos a
seguir indagando en el mundo de la microbiota intestinal, donde

todavia queda tanto por descubrir.
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Contenido

La propuesta pretende incluir en esta obra los resultados
alcanzados por dos proyectos de investigacién radicados en la
UNAJ. Ambos proyectos se relacionan con el estudio de la
potencialidad que tienen ciertas fibras alimentarias para estimular
la microbiota intestinal saludable, la capacidad de estas fibras para
ser fermentadas por bacterias intestinales benéficas con la
consecuente produccién de dcidos grasos de cadena corta y los
efectos que tienen estos acidos, segin evidencia cientifica, in situ

(en el colon) y también a nivel sistémico.

En este sentido, ambos proyectos han explorado varias fibras
alimentarias, focalizindose en estudios in vitro con la utilizacién
de muestras provenientes de individuos con patologias
intestinales de origen inflamatorio (causadas muchas veces por
desequilibrios en la microbiota intestinal), evaluando la
potencialidad de estas fibras para revertir el estado de
desequilibrio e incrementar la produccién de un acido orgénico
en particular: el dcido butirico. Al mismo tiempo, los resultados
obtenidos a lo largo del desarrollo de las actividades planteadas
han pretendido aportar a la nueva tendencia en las propuestas de
investigacion de los ultimos afos, que postulan como alternativa
a los tratamientos para dichas patologias, la implementacién de
“Intervenciones dietarias personalizadas” o “nutricién de

precisioén”.
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En la UNAJ se han radicado dos proyectos de investigacién que
abordan la tematica desde diferentes puntos de vista. Uno de ellos
(UNAJ Investiga 2020-2022) propuso la comparacion del impacto
provocado por fuentes de fibra de diferente origen. El segundo de
ellos (PIO CONICET UNLP UNAJ 2022-2024 044) propone dar
una utilidad a un subproducto de la industria cervecera
investigando la fibra presente en el mismo. Ambos proyectos, se
contindan en una linea de investigacién actual de la UNA]J,
dedicada a la investigacién en prebiéticos, microbiota, patologias
intestinales e intervenciones dietarias personalizadas que persigue
aumentar el conocimiento del tema, aumentar las capacidades
institucionales y promover la formacién de RRHH de esta casa de

estudios.

El enfoque tedrico que nuclea esta investigaciéon colectiva esta
relacionado, entonces, con la temética que es abordada en dichos
proyectos de investigacién, y que puede sintetizarse en el efecto
que ejerce la fibra dietaria en la microbiota intestinal y -a través
de ella- en nuestra salud. La hipdtesis de trabajo es que la fibra
dietaria tiene un impacto en la composicién de la microbiota
intestinal, y que este efecto depende de la composicién basal
(inicial) de dicha microbiota. En cada capitulo se profundizari en
el marco teérico que se relaciona con los resultados que se
exponen, asi como en el enfoque metodolégico utilizado para

abordar las diferentes problematicas abordadas.

Esta obra pretende resumir los resultados obtenidos hasta el
momento, publicados parcialmente en reuniones cientificas,

trabajos finales de grado y revistas cientificas internacionales. En
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Contenido

laIntroduccién se proporciona al lector los conceptos necesarios
para la comprensién de los temas abarcados. En el Capitulo 1 se
aborda la relevancia de conocer la poblacién residente en el
territorio y se exponen los resultados obtenidos a partir de una
encuesta realizada en la zona La Plata-Florencio Varela-CABA,
relativa a habitos alimentarios y salud intestinal. En el Capitulo 2
se comentan los diferentes modelos de estudio in vitro que existen
para efectuar la simulacién del pasaje por el tracto
gastrointestinal. Asimismo, se describe cémo la implementaciéon
de estos modelos tiene la intencién de reducir el uso de animales
de laboratorio y propiciar la obtencién de resultados mas
préximos a la situacién real o incluso a estudiar la respuesta
individual. En el Capitulo 3 se expone el desarrollo de un ensayo
en el cual se evalu6 el efecto de un solo prebidtico y se compararon
sus efectos en la microbiota intestinal de 10 individuos sin
patologias. En el Capitulo 4 se presentan casos en los que se
utilizaron distintos prebidticos y se compararon los efectos en la
microbiota intestinal de individuos con distintas patologias
intestinales. En el Capitulo 5 se recorre la evidencia cientifica que
sustenta la importancia de las recomendaciones dietarias

personalizadas, en particular en el caso de los prebiéticos.
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Introduccion

La relacién entre dieta y salud acompana al hombre desde la
antigiiedad. Sibien el consumo de alimentos benéficos se remonta
histéricamente a tiempos antes de Cristo (como por ejemplo el
consumo de plantas con propiedades medicinales y alimentos
fermentados), se puede proponer como inicio de la historia que
pretendemos relatar, el momento en el que se reconocié la
existencia de microorganismos. Contribuyeron a ello el
advenimiento de los primeros microscopios en el siglo XVII, los
avances de Robert Hooke y Anton van Leeuwenhoek,
posteriormente el desarrollo de la microbiologia impulsada por
Louis Pasteur y mas adelante Ilia Metchnikoff, discipulo de Louis
Pasteur y premio Nobel de Medicina en 1908, quien a principios
del siglo XX crey6 haber encontrado en los microorganismos del
yogur (bacterias lacticas), la soluciéon al problema del
envejecimiento. De hecho, Metchnikoff se interesé en los habitos
de vida que permitian alcanzar la longevidad, y fue el creador de
la gerontologia, ciencia de la vejez, y la tanatologia, ciencia de la
muerte (Vasiljevic y Shah, 2008).

Mas adelante, en la década de los 80, en Japén, con la finalizacién
de la segunda guerra mundial y como resultado del incremento en
la economia del pais, mejord la expectativa de vida. El aumento en

el gasto en salud motivé al gobierno a buscar -en conjunto con la
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academia y la industria de alimentos- el desarrollo de alimentos
que tuviesen un efecto positivo en la salud de la poblacién. Asi
nacieron los "alimentos para usos especificos de salud",
identificados como FOSHU (abreviatura de Food for Specified
Health Uses). Se trata de una nueva categorizacién de algunos
alimentos que, comprobadamente a través de estudios clinicos y
epidemiolégicos, poseen un efecto positivo en la prevencién de
algunas enfermedades especificas. Los productos que obtienen
esta categoria llevan un logo caracteristico en sus envases que es
ampliamente reconocido y valorado por el consumidor (Duran y
Valenzuela, 2010).

En Europa, consecuentemente con la irrupcién de estos alimentos
en el mercado (durante los afios 1995 a 1999), el ILSI (International
Life Sciences Institute, o Instituto Internacional de las Ciencias de la
vida) comienza a realizar sus propios estudios, cuyos resultados
fueron compilados en el aio 1999 en el documento de consenso:
“Conceptos cientificos sobre los alimentos funcionales en Europa”
(ILSI, 1999).

Hoy en dia, se puede decir que los avances cientificos relacionados
con dieta y salud han traspasado los limites de los laboratorios y
de la academia, y actualmente la poblacién en general reconoce la
diferencia entre una dieta saludable y una que no lo es; y, en lineas
generales se reconoce el beneficio de consumir alimentos frescos,
con variedad de frutas y verduras, incluyendo fibra, y disminuir el
consumo de productos ultra-procesados, ricos en grasas
saturadas, azicares y sodio. La implementacién de la Ley de
Promocién de la Alimentacién Saludable N° 27.642 (“Ley de
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Introduccién

Etiquetado Frontal”) ha tenido relevancia en esta concientizacion,
si bien su aprobacién se vio afectada por intereses de tipo

econémico (referencia web 1).

Al mismo tiempo, y también denotando que hay un interés y
conocimiento adquirido por la poblacién en cuanto a relacion
entre una microbiota saludable, el consumo de fibra y la
prevencién de enfermedades, es que se comenzaron a incorporar
nuevos términos al vocabulario cotidiano. En este sentido,
términos como “microbiota”, “probidticos” y “prebidticos”
empiezan a ser cada vez mas utilizados por la poblacién general.
Un ejemplo de ello es el impacto y nimero de visualizaciones que
ha tenido el documental “Descifra tu salud: los secretos del
intestino”, que incluye informacién sobre dieta, fibra, diversidad
y secuenciacién de poblaciones microbianas y ha sido
recientemente estrenado en una plataforma de streaming
(referencia web 2). Otra prueba de que el conocimiento trasciende
el laboratorio es que se reconoce -cada vez mds- que la prevenciéon
de patologias intestinales se asocia a la ingesta de fibras que
favorecen una microbiota intestinal diversa y saludable, capaz de
fermentarla y producir metabolitos con efecto benéfico para la

salud.

Estas obras colectivas surgen de la necesidad de plasmar un
recorrido de investigacién originado en el centro de Investigaciéon
y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (CIDCA,
dependiente del CONICET, CIC y UNLP) y que ha permitido dar
origen a un nucleo de investigacién que se desarrolla actualmente

en la UNAJ. Por otro lado, y en linea con los parrafos anteriores,
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existe también la necesidad de comunicar, no solo a la comunidad
cientifica, sino también a los estudiantes y a todo aquel interesado,
cuestiones que tienen que ver con la relaciéon entre la microbiota
y la salud. En este texto pretendemos acercar informacién que
trascienda el ambito de las ciencias bioldgicas y pueda ser
comprendida y aprehendida por otras disciplinas académicas.
También, el conocimiento puede traspasar los limites de la
universidad y llegar a la comunidad y de este modo aclarar y
desambiguar términos, contribuyendo a la construccién del
conocimiento en el dmbito no-académico. En esta introduccién se
presentaran algunas definiciones y en los capitulos que siguen
describiremos nuestra experiencia relacionada con fibra y salud

intestinal.

Alimentos funcionales

Luego del puntapié inicial dado en Japén con los FOSHU, a fines
de la década de los 90, sumado a los numerosos estudios de
evaluacion de la literatura existente, el ILSI Europa definié a los
alimentos funcionales de la siguiente manera: “un alimento puede
considerarse funcional si se demuestra satisfactoriamente que
ejerce un efecto beneficioso sobre una o mas funciones selectivas
del organismo, ademis de sus efectos nutritivos intrinsecos, de
modo tal que resulte apropiado para mejorar el estado de salud y

bienestar, reducir el riesgo de enfermedad, o ambas cosas”.

Un alimento funcional -en consecuencia- puede ser un alimento

natural o procesado que cumpla con los siguientes requisitos:
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Introduccién

Un alimento natural en el que uno de sus componentes ha sido

mejorado mediante condiciones especiales de cultivo.

Un alimento al que se le ha afadido un componente para que

produzca beneficios como prebidticos y probidticos.

Un alimento que debe producir efectos beneficiosos sobre las
acciones organicas, ademds de sus efectos nutricionales
intrinsecos apropiados para mejorar la salud y el bienestar, reducir

el riesgo de enfermedad (no prevenir) o ambas a la vez.

Un alimento del cual se ha eliminado un componente para que

produzca menos efectos adversos sobre la salud.

Un alimento en el que la naturaleza de uno o mas de sus
componentes ha sido modificada quimicamente para mejorar la
salud; por ejemplo, hidrolizados proteicos adicionados en los

preparados para lactantes para reducir el riesgo de alergenicidad.

Un alimento en que la biodisponibilidad de uno o mas de sus
componentes ha sido aumentada para mejorar la asimilacion de

un componente beneficioso.
Cualquier combinacién de las posibilidades anteriores.

En Estados Unidos no hay legislacién que contemple la categoria
de alimentos funcionales. Solo se permite, desde 1993, que se
aleguen propiedades "que reducen el riesgo de padecer
enfermedades” en ciertos alimentos. Las "alegaciones de salud"
estan autorizadas por la agencia del gobierno responsable de la

regulacién de alimentos y medicamentos (FDA, Food and Drug
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Administration), en cuanto esté comprobado cientificamente y
mediante evidencia publicamente disponible, y exista consenso
cientifico que respalde dichas alegaciones. Segun la FDA, las
alegaciones pueden basarse también en "declaraciones
autorizadas" de Organismos Cientificos Federales, como los
Institutos Nacionales de la Salud (National Institutes of Health) y los
Centros para la Prevencion y el Control de Enfermedades (Centres
for Disease Control and Prevention), asi como de la Academia

Nacional de las Ciencias (National Academy of Sciences).

En la legislacién de la Unién Europea no existen disposiciones
legislativas directas sobre los alimentos funcionales. En diciembre
de 2006, la UE aprob6 el Reglamento (CE) N°1.924/2006 del
Parlamento Europeo y del Consejo, relativo a las declaraciones
nutricionales y de propiedades saludables en los alimentos, que
establece las definiciones, criterios especificos y condiciones de
uso de estas declaraciones. Luego, a través de Reglamentos
especificos, se publican los listados de declaraciones de
propiedades saludables denegadas y/o autorizadas, especificando
el nutriente, sustancia, alimento o categoria de alimento, el tipo
de declaracién, las condiciones y/o restricciones de uso del

alimento, o bien una declaracién o advertencia complementaria.

Argentina, a la fecha no cuenta con una definicién consensuada
sobre alimentos funcionales. Sin embargo, el Cédigo Alimentario
Argentino (CAA), en los articulos 1.389 y 1.390 define a los

alimentos probidticos y prebiéticos respectivamente.

Los probiéticos son los componentes de alimentos funcionales

mas conocidos; se trata de microorganismos vivos que
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Introduccién

administrados en dosis adecuadas confieren beneficios en la salud
del consumidor (Cédigo Alimentario Argentino, Cap. XVII Art
1.389). Los prebidticos son compuestos (mayoritariamente oligo
y polisacéridos) no digeribles, capaces de estimular selectivamente
el crecimiento y/o actividad de bacterias intestinales que
favorecen la salud (Gibson y Roberfroid, 1995; 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, Merenstein, Reid, Gibson y Rastall,
2019; Yadav, Kumari, Singh, Sharma y Tiwari, 2022). Los
prebidticos en nuestro pais se encuentran regulados por el Cédigo
Alimentario Argentino (Capitulo XVII, Art 1.390 - Res. Conj.
SPRel 229/2011 y SAGyP 731/2011). Los carbohidratos que
pueden considerarse candidatos a prebiéticos son aquellos que no
pueden ser digeridos por nuestras enzimas pero que pueden ser
fermentados por bacterias intestinales benéficas y, a través de la
produccién de metabolitos por parte de éstas, ejercer un efecto
benéfico en la salud del consumidor (Menezes et al., 2011;
Holscher, 2017; Gongalvez, Gonzilez, Roupar, Teixeira y Nobre,
2023).

Otros alimentos funcionales relativamente nuevos son los
sinbidticos, que resultan de la combinacién de probidticos y
prebidticos (Gibson et al., 2017; Yadav et al., 2022). El término
“synbiotic” resulta de la combinacién del prefijo griego “syn”, que
significa “juntos”, y la base de derivacién “bidtico”, que significa

“perteneciente a la vida”. La traduccién de este término al
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castellano es “sinbidtico”, pero debe diferenciarse del término
similar “simbiético”, ya que los conceptos son diferentes.
“Simbiético”, tal y como se utiliza en biologia, se refiere a una
relacién ecoldgica en la que un organismo (el huésped simbionte)
vive en una relacién a largo plazo en un ecosistema con otro
organismo (el hospedador), es decir, viven en simbiosis. Cuando
nos referimos a “sinbidticos”, no hacemos referencia a dos
organismos, sino a un microorganismo combinado con un
ingrediente alimentario, por ejemplo, una molécula como la

inulina (Vdzquez-Frias et al., 2022).

Los sinbiéticos se pueden formular utilizando dos enfoques. Un
sinbiético complementario comprende un probidtico mis un
prebidtico (o més de uno de cada uno), que trabajan de forma
independiente para lograr uno o mas beneficios para la salud. Los
componentes probidticos y prebidticos del sinbidtico
complementario deben cumplir cada uno con sus requisitos
minimos, segin las normativas legales del pais donde se
comercializan (en nuestro caso, articulos 1389 y 1390 del CAA).
Por otro lado, un sinbidtico sinérgico estd compuesto por un
microorganismo vivo y un sustrato que debe ser utilizado
selectivamente por el microorganismo coadministrado. En este
caso, no es requisito que probidtico y prebiético cumplan con sus
requisitos minimos, ya que en este caso el sinbidtico estd disenado
para actuar de manera sinérgica. Muchos trabajos sostienen que
el efecto que tienen los sinbiéticos sinérgicos es diferente y en
muchos casos superior a la que tienen los probidticos y

prebidticos de manera individual (Tierney et al., 2023).
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Introduccién

Esta clasificacién de los sinbiéticos fue recientemente discutida y
aprobada por la ISAPP (International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics) en un trabajo consensuado (Swanson et
al., 2020). Algunos alimentos y suplementos con cualidades de
sinbidticos han sido introducidos en la industria a nivel mundial
desde hace una década aproximadamente, y los ejemplos incluyen
productos licteos (queso, yogur, leche, helado), bebidas
fermentadas, chocolate, suplementos nutricionales, jugos, etc.
(Chauhan y Sharma, 2023). Cabe destacar que los sinbidticos no
estan regulados por el CAA al mes de Febrero del afio 2025.

Microbiota intestinal

El término “microbiota intestinal” se refiere al conjunto de
microorganismos que colonizan mayormente el intestino grueso
de un individuo, en una relacién que -en principio- es
reciprocamente benéfica (mutualismo) ya que la microbiota en el
colon se alimenta de los alimentos no digeridos por el individuo,
y a cambio, proporciona al hospedador sustancias utiles para su
funcionamiento y desarrollo, tales como la vitamina By,
importante en la reproduccion y crecimiento de los glébulos rojos
y en la funcién de los nervios del sistema nervioso periférico, y
vitamina K, esencial para efectuar la cascada de la coagulacién
sanguinea y evitar hemorragias. Otros de los beneficios que le
otorgan a la salud del hospedador una microbiota saludable, se
pueden mencionar: el mantenimiento de la homeostasis
intestinal, la proteccién frente a la colonizacién por patégenos, la
modulacién del sistema inmune, la regulacién del sistema
cardiovascular, la reduccién de la incidencia de alergias y procesos

inflamatorios, etc., dados tanto por los microorganismos como
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por sus metabolitos, fundamentalmente acidos grasos de cadena
corta (AGCC) (Cunningham et al., 2021).

La microbiota de cada individuo se establece desde etapas muy
tempranas y se va modificando a lo largo de la vida, y en particular
en los mamiferos estd determinada por los diferentes eventos en
el desarrollo, como lo son: la etapa intrauterina, el modo de
nacimiento y el tipo de lactancia (Ottman, Smidt, de Vos y Belzer,
2012; Collado, Rautava, Aakko, Isolauri y Salminen, 2016), asi
como por los tratamientos con antibiéticos (Zimmermann y
Curtis, 2019). Luego, la microbiota se va complejizando con la
incorporacién de alimentos sélidos en la dieta, y ya en el humano
adulto estd fuertemente influenciada por los habitos de vida y por
el tipo de alimentacién (Zmora, Suez y Elinav, 2019). De este
modo, la microbiota intestinal compone un ecosistema tnico que
no se repite entre individuos de la misma especie (Iebba et al.,
2016); si bien se pueden reconocer “enterotipos” de acuerdo con
las poblaciones bacterianas dominantes (Arumugam et al., 2011),
este agrupamiento, en un principio novedoso, hoy en dia se esta
dejando de utilizar (Knights et al,, 2014; Bartsch, Hahn y
Berkemeyer, 2023).

Mais alld de las diferencias entre individuos, se reconocen
poblaciones de microorganismos asociadas con la buena salud y
viceversa (se mencionan en los siguientes parrafos). Esta relacion
que tenemos con las bacterias se puede explicar y comprender
desde la ecologia. La comunidad microbiana que albergamos en
nuestro cuerpo constituye un ecosistema del cual somos soporte;

se le llama “holobionte”, y describe una situacién en la que hay un
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huésped y un hospedador que viven en armonia, en una relacién

que en principio es benéfica (mutualismo).

Ya que la microbiota intestinal es una poblacién dindmica en la
que las bacterias (huéspedes) se alimentan, se reproducen y
mueren (o abandonan nuestro cuerpo en las heces), podemos
entender que no es algo estitico que se mantiene en el tiempo
(Kolodziejczyk, Zheng y Elinav, 2019). Al mismo tiempo, el
hospedador, que a su vez es soporte de este ecosistema, también
sufre cambios relacionados con diferentes eventos: hébitos de
vida, alimentacién, consumo de antibidticos, estacionalidad,
hormonas, estrés, por nombrar solo algunos que pueden afectar a
la microbiota, en esta relacién tan estrecha. Para complejizar atin
mas esto, en los dltimos anos se ha evidenciado que existe una
conexién entre la microbiota intestinal y el sistema nervioso
central (lo que se conoce como eje intestino-cerebro), cuya
conexién es el nervio vago que, al inervar varios organos
involucrados en dichos sistemas y ejercer su rol inmumodulador,
es clave en la interconexién de todos estos elementos (Morkl,
Butler y Wagner-Skacel, 2023).

Por lo tanto, como este ecosistema no es estatico, se habla de
“estados”, y en este sentido, se acuiaron los términos “eubiosis’,
“disbiosis”, ‘anfibiosis”, “patobiontes”, entre otros. Como se
menciond, la relacién entre estos microorganismos y el
hospedador es, en principio, benéfica. Sin embargo, la relacién
entre hospedador y huésped depende del contexto en el cual se da,
y en este sentido, el ecologista microbiano Theodor Rosebury en

los 60 acufié el término “anfibiosisbiosis” para definirla (del
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griego amphy=ambos) (Iebba et al., 2016). De acuerdo con esto,
mas que hablar de microorganismos “benéficos” y “patégenos” se
tiende a hablar de microorganismos “protectores” y “patobiontes”,
haciendo referencia al rol que puede tener una misma especie en
un momento dado en el contexto intestinal (Lynch y Pedersen,
2016; Ghosh, Shanahan y O'Toole, 2022).

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. Una microbiota
intestinal en estado de eubiosis se caracteriza por una
preponderancia de especies protectoras, pertenecientes
principalmente a los Phyla Firmicutesy Bacteroidetes, mientras que
especies patobiontes (como las pertenecientes al Phylum
Proteobacteria, particularmente la familia Enterobacteriaceae) estan
presentes, pero en un porcentaje muy bajo. Dentro de los factores
que desencadenan el estado de disbiosis se pueden mencionar los
factores ambientales que incluyen el tipo de dieta, el consumo de
antibidticos, la exposicién a enteropatégenos y sus toxinas, entre
otros (Carding, Verbeke, Vipond, Corfe y Owen, 2015).
Recientemente, se ha comenzado a prestar atencién a
componentes epigenéticos que podrian estar involucrados en el

estado de disbiosis (Srivastava, Singh, Sandeep y Yadav, 2021).

El estado de disbiosis ha sido correlacionado con gran cantidad de
afecciones y patologias intestinales (colon irritable, enfermedad
de Crohn, colitis ulcerosa, cincer de colon, entre otras) (Gao,
Guo, Gao, Zhu y Qin, 2015; Wu et al., 2018), y no intestinales

(enfermedades autoinmunes, enfermedad de Alzheimer, autismo,
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enfermedad cardiovascular, alergias, sindrome metabdlico,
diabetes y obesidad), a través del eje intestino-cerebro gracias a su
conexién via nervio vago (Mayer, Tillisch y Gupta, 2015;
Srivastava et al., 2021). Estas patologias son usualmente complejas
y multifactoriales, y muchas veces estin relacionadas con las
consecuencias del wuso prolongado de antibidticos, que
desestabilizan el equilibrio del ecosistema intestinal (Iebba et al.,
2016). Dentro de los factores que pueden alterar la composicion
de la microbiota y conducir a estados de disbiosis se puede
mencionar el consumo prolongado de firmacos antimicrobianos,
ya que la mayoria puede eliminar bacterias que forman parte de la
microbiota, y facilitar, por ejemplo, la reproduccién e infeccion
por bacterias como Clostridium difficile (Trejo, De Antoniy Pérez,
2013; Ansari et al., 2024).

La microbiota de cada individuo es unica, su composicién estd
determinada por causas multifactoriales y determina aspectos
relacionados con la salud a lo largo de la vida, e incluso mas alld de
ella. Recientemente, se ha comenzado a estudiar la huella
microbiana individual post-mortem, la cual puede dar informacién
relevante forense, y esta determinada por la edad del individuo al
momento del deceso, localizacién en el planeta, causa de muerte y

tiempo transcurrido, entre otros factores (Martino et al., 2022).

Hoy en dia se sabe que la microbiota se puede modular a través de
la alimentacién. En los capitulos que siguen se trataran distintos
aspectos relacionados con el estudio de la microbiota intestinal
cuando se estudia in vitro la respuesta de ésta frente a la presencia

de distintas fuentes de polisacaridos prebiéticos. Estos temas son
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abordados en el grupo de investigacién, adhiriendo a la tendencia
que sostiene que el efecto de un alimento funcional como los
prebidticos no puede generalizarse, ya que, segun lo expuesto, la
composicién de la microbiota depende de muiltiples factores.
Desarrollar alimentos para cuerpos que se suponen iguales,
dejando de lado disparidades sociales, habilita a los
desarrolladores para extender los resultados a una poblacién a la
cual no estd dirigida este alimento (Aguirre, 2019). En este
sentido, Aguirre ademas refiere a un estudio realizado en Bélgica
por Schroeder (2007), quien sefialé que los alimentos funcionales
frecuentemente eran consumidos prioritariamente por mujeres
del mayor nivel educativo de entre 30 y 50 afios pese a que quienes
mas los requerian eran nifios y ancianos de los sectores de

menores ingresos, que no podian comprarlos.

La alimentacién como una problematica de salud compleja

Lo expuesto hasta aqui se refiere a condiciones que suponen
aspectos humanos (individuales y sociales) que representan una
parte de la poblacién, aunque no toda. Podemos decir que son
condiciones “ideales” en las cuales un individuo puede decidir y
elegir los alimentos que incorporara a su dieta; o un individuo que
cuenta con el conocimiento suficiente como para comprender la
diferencia entre un alimento saludable y uno que no lo es. Sin
embargo, esta condicién no representa a toda la poblacién de
nuestro pais ni del planeta. Segtn la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), en 2022, 149 millones de nifios menores de 5 afios
tenian retraso del crecimiento (eran demasiado pequefios para su
edad), 45 millones tenian emaciacién (eran demasiado delgados

para su estatura) y 37 millones tenian sobrepeso u obesidad (todas
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formas de malnutricién) (referencia web 3). Es decir que, si bien
existe una tendencia a la elecciéon de alimentos saludables, esto
unicamente puede ser alcanzado por una parte de la poblacién,

cuyo nivel socioeconémico se lo permite.

En este universo, la difusién de hédbitos de consumo saludables
que trascienden la situacién econdémica (cuando eso es posible, ya
que en la indigencia no hay posibilidad de eleccion), resulta una
alternativa promisoria para impulsar habitos saludables en una
poblacién promedio, que tiene la posibilidad de elegir entre el
consumo de alimentos frescos o ultra-procesados. En este sentido,
los alimentos fermentados artesanales (como, por ejemplo, kefir
de leche, kefir de agua, kombucha) se presentan como alternativas
econdémicas y de elaboracién relativamente sencilla, que
comienzan a incorporarse en las dietas de la poblacién (Merino et
al., 2023). El consumo de estos alimentos, si bien es milenario en
paises asiaticos, ha experimentado un incremento en los dltimos
anos en nuestro pais, (probablemente a causa de la pandemia por
Covid-19) cuando muchas personas comenzaron a interesarse en
la mejora de su sistema inmunitario, al tiempo que permanecian

en sus hogares.

Por otro lado, desde el punto de vista cultural, hay una tendencia
a descuidar los hébitos saludables (al menos los relacionados con
la alimentacién). “Existe una tendencia al abandono de las comidas
caseras en la mesa hogarena, sustituida por el picoteo constante
(se camina bebiendo café, se almuerza sin dejar de trabajar en la
computadora, se come en la calle, en el cine, hasta en el gimnasio)”
(Aguirre, 2019).
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Actualmente nos encontramos frente a una crisis alimentaria que
pone en jaque la satisfaccion adecuada de tal necesidad. Esto se
debe a que, a escala global, la produccién de alimentos se basa en
un modelo productivo extractivista, asociado a habitos
“modernos” de consumo, que tienen un impacto negativo en el
medioambiente, la salud e inclusive en las identidades culturales
de los territorios (May y Ciocchini, 2018). Comiendo sin parar,
estimulados por una industria que produce y vende energia barata
con la sola légica de la ganancia, el criterio de salud debe ser
introducido desde afuera, ya sea por el Estado o la Academia
(Aguirre, 2019).

Uno de los abordajes con los que se trabaja en la UNAJ es
reconocer a la Salud como una “problemidtica compleja”
(Massarini y Schnek, 2015). Con “compleja” no se hace referencia
a la dificultad de abordaje, sino a que requiere la intervencién de
multiples disciplinas, profesiones y/o saberes para su
comprension y resolucion. Las personas vivimos en sociedad,
nuestras condiciones de vida y nuestra salud dependen por lo
tanto de la organizacién de esa sociedad. De acuerdo con esto,
todo lo que se relacione con la salud involucra necesariamente

aspectos sociales.

Entonces, entendiendo la alimentacién y la nutricién como una
problemaitica de salud compleja, la cual no se puede abordar
unicamente desde el punto de vista “bioldgico” (como por ejemplo
el funcionamiento del cuerpo, la etiologia de las enfermedades, o
las cuestiones ambientales) sino que deben tenerse en cuenta

disciplinas que permiten abordar otros aspectos como los

34



Introduccién

psicolégicos individuales y también las dindmicas sociales. Entre
estos aspectos estudiados por las ciencias sociales encontramos las
condiciones de vida y trabajo, la organizaciéon de la sociedad, su
estructura econémica, etc. También encontramos saberes que no
provienen del dmbito cientifico, sino que surgen a partir de las
vivencias y experiencias de las comunidades (saber como se
comunica en un barrio popular, acompafiamiento de jovenes
vulnerados, organizacién popular, etc.). Es importante remarcar
que todos estos saberes son necesarios para abordar la

problemitica integralmente (Massarini y Schnek, 2015).

Nuevamente: el criterio de salud debe ser resignificado, ya sea por
el Estado o la Academia. Es necesario el trabajo inter-disciplinario
para abordar estas temadticas que trascienden la complejidad
intrinseca del propio sistema (en este caso, la microbiota
intestinal) teniendo en cuenta otras variables sociales, culturales,

econémicas y globales.

Esperamos que se encuentre el modo de hacer llegar los
desarrollos que se alcancen en la Academia al mayor nimero de
personas posible. Esperamos que esta obra colectiva sea uno de los

muchos pasos a dar en ese recorrido.
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Capitulo 1

Relevamiento territorial de donantes para
inclusion en estudio sobre microbiota
intestinal

Evelyn Perrone Edelstein!, Natalia Moreira!, Maria FernandaHamet!?,
Micaela Medrano'?

En la introduccién se ha definido a la microbiota intestinal como
el conjunto de microorganismos que colonizan el tubo digestivo,
manteniendo una relacién benéfica reciproca con el sujeto
colonizado. Se tiende a incorporar el concepto de holobionte para
resaltar que tanto el sujeto colonizado como su microbiota
constituyen una entidad ecoldgica, con una relacién estrecha que
se establece desde la vida intrauterina (Collado et al., 2016) hasta
después de la muerte (Martino et al., 2022) y que no se repite entre

individuos de la misma especie (Kolodziejczyk et al., 2019).

! Laboratorio de Alimentos, Salud y Microbiota (LASYM), Instituto Ciencias de la
Salud, UNA]J.

2 Centro de Investigacién y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos
(CIDCA) (CONICET-UNLP-CIC)
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Asi mismo, entendiendo a la salud como la interaccién dindmica
entre lo biolégico, lo mental y lo social, el medio en el que el
individuo estd inmerso cumple un rol fundamental en el proceso
salud - enfermedad, asi como también influye directamente en el
desarrollo, la actividad y el mantenimiento de la microbiota
intestinal, llegando incluso a tener implicancia en la longevidad
(Nieddu et al., 2020). En este sentido, los determinantes sociales
de la salud (entendidos como las condiciones en las que los
individuos nacen, viven, crecen y desarrollan sus actividades de la
vida diaria), son factores que pueden influir de forma negativa o
positiva en el proceso salud - enfermedad, asi como en la
prevencion y el riesgo directo de padecer patologias. El sistema
digestivo es uno de los sistemas que mas interaccién tiene con el
ambiente, por su rol en el intercambio de sustancias para la
produccién de energia, metabolismo y la hidratacién, entre otras
funciones vitales para el organismo. Dichos factores
socioeconémicos condicionan directamente la alimentacién de
los individuos, ya que de estos depende el alcance a una fuente de
agua segura, accesibilidad a alimentos nutritivos e higiene de los
mismos, variedad de la dieta y posibilidad de compra de alimentos
ricos en probidticos, asi como, el requerimiento de tratamientos
antibiéticos en caso de enfermedades bacterianas dadas por el
ambiente, sin dejar de lado, el fenémeno cultural creciente de la
automedicacién con antimicrobianos. Un ambiente de vida
seguro, donde los determinantes sociales sean favorables para el
individuo, donde exista promocién y prevencién en salud, y
medidas ambientales tangibles, mejoraran el acceso a alimentos
seguros y fuentes de agua potable disminuyendo asi la

probabilidad de padecer una enfermedad infectocontagiosa,
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impartiendo beneficios para el cuerpo y también para la

microbiota.

Ciertas patologias de causas no infecciosas, tales como las
enfermedades inflamatorias intestinales (enfermedad de Crohn y
colitis ulcerosa), la enfermedad celiaca, la enfermedad
diverticular, los pdlipos gastrointestinales y el cancer colorrectal
(CCR), entre otras, tiene influencia directa con las alteraciones y
cambios en la microbiota. Por tal motivo, las variaciones de la
microbiota, pueden ser un factor de riesgo para el desarrollo de
las patologias mencionadas anteriormente (Gao et al., 2015; Wu
etal., 2018).

Con el objetivo de indagar sobre los hdbitos de vida de la
poblacién cercana a la UNA]J, se diseni6 y distribuyé una encuesta
autoadministrada a través de la plataforma Google Formularios,
la cual fue difundida mediante redes sociales (Facebook, Instagram
y grupos de WhatsApp) de los investigadores y de las instituciones
académicas involucradas en el estudio: la Universidad Nacional de
La Plata (UNLP) y la Universidad Nacional Arturo Jauretche
(UNAJ). La encuesta estuvo dirigida tanto a personas del dmbito

académico como no académico.

El cuestionario incluia items relacionados con habitos
alimentarios, presencia o ausencia de enfermedades, consumo de
tabaco y alcohol, préctica de actividad fisica, uso de medicamentos
y antecedentes personales y familiares de enfermedades. La
encuesta fue respondida por un total de 163 personas. Los
resultados de la encuesta se analizarin a continuacién en el

presente capitulo.
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Por otro lado, a partir del total de encuestas respondidas, se
seleccionaron aquellos participantes que manifestaron de manera
afirmativa su disposicién a donar muestras bioldgicas y que,
ademads, informaron padecer alguna patologia inflamatoria de
base -como colitis ulcerosa, pélipos intestinales o cincer de colon-
, asi como también se incluyeron individuos que no reportaron
patologias, con el fin de contar con un grupo control. Los
investigadores se contactaron con estas personas y se procedié a
explicarles el objetivo del estudio y el modo de toma de muestra.
Luego, los donantes entregaron la muestra y la nota de
consentimiento informado firmada. Los resultados del analisis de
estas muestras y su utilizacion en ensayos de fermentacion in vitro

seran abordados en el Capitulo 4.

Dentro de las preguntas realizadas en la encuesta, se indagé sobre
el sexo y la edad de los pacientes, ya que el CCR tiene una
incidencia levemente mayor en hombres y en mads del 90 % de los
casos se produce en mayores de 50 afios, con un pico de incidencia
entre los 65 y 75 afios (Instituto Nacional del Céncer, INC, 2016).

El 80 - 90 % de los casos de CCR presenta una lesién precursora,
el polipo adenomatoso o adenoma (Winawer et al., 2003; INC,
2016). Por tal motivo, el antecedente personal o familiar de esta
neoplasia, incrementa estrepitosamente la posibilidad de padecer
CCR. También existen patologias que aumentan de forma radical
el riesgo de sufrir CCR, como las enfermedades inflamatorias
intestinales (Enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), ya que estas
ultimas son unos de los principales factores de riesgo para el
desarrollo de dicha condicién (INC, 2016). Por tal motivo, dentro
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de las preguntas dirigidas a los sujetos de estudio, se indagd sobre
los factores de riesgo anteriormente mencionados, clasificindolos
en dos grandes grupos: modificables, como la alimentacién, el
consumo de alcohol y el tabaquismo, y no modificables tales como
la edad, el sexo, patologias de base (colitis ulcerosa, enfermedad
de Crohn, pdlipos intestinales y enfermedad celiaca) y los

antecedentes heredofamiliares.

En total fueron 163 los participantes del estudio que respondieron
la encuesta entre Abril de 2022 y Abril de 2023, residentes en la
zona de Florencio Varela, Berazategui y Quilmes
mayoritariamente, habiendo un 83 % (N: 138) de mujeres y un 17
% (N: 28) hombres. Los conjuntos etarios fueron clasificados en
grupos divididos desde los 18 a 39 afios (N: 85), 40 a 49 (N: 46),
50 a 60 (N: 23) y 61 afios o0 més (N: 8), teniendo en cuenta que el
riesgo de padecer CCR aumenta con la edad. Entre los 18 y los 39
anos, un 80 % (N: 68) fueron mujeres, entre los 40 y 49 afios, este
grupo ocup6 un 91% (N: 42). Un 14 % de los encuestados tienen
entre 50 a 60 anos, edad en la que se realiza el rastreo de CCR en
personas asintomdticas por protocolo del Ministerio de Salud
(Argentina, 2019), siendo un 78 % mujeres (N: 18). Solo un 5 %
(N: 8) de los sujetos de estudio pertenecen al grupo etario mayor

a los 60 afos.

Un 19 % de los encuestados (N: 30) tiene antecedentes familiares
de cancer colorrectal, uno de los principales factores de riesgo
para padecer dicha patologia. De las treinta personas dentro de
este grupo, un 63 % (N: 19) padece enfermedades que se

evidencian como factores de riesgo para el desarrollo de dicha
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neoplasia (colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, enfermedad

celiaca, diverticulosis y polipos gastrointestinales).

A partir de los resultados de la encuesta pudimos observar que
del total de personas que respondieron, el 53 % reconocié no
tener ninguna patologia intestinal; mientras que el 47 % restante
reconocié tener alguna. Dentro del 47 % que manifesté tener
alguna patologia intestinal, el 10 % de los encuestados
respondieron que tenian “otras patologias” (sin especificar cudl),
y el 12 % seleccion6 mas de una opcion (ej: polipos intestinales y
cancer de colon; gastritis y sindrome de intestino irritable;
diverticulitis y enfermedad celiaca, etc.). Dentro del grupo
restante (es decir, el 25 % con una sola patologia) las patologias
con mayor prevalencia podemos mencionar la enfermedad
celiaca (9 %), diverticulitis (6 %), sindrome de intestino irritable
(5 %), colitis ulcerosa (3 %), cancer de colon (1 %) y pélipos
intestinales (1 %) fueron las patologias con menos prevalencia
dentro de los encuestados. Estos porcentajes corresponden a la
cantidad de individuos que padecen alguna de estas
enfermedades calculado sobre el total de individuos encuestados
(N: 163) (Figura 1).
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PORCENTAJE DE INDIVIDUOS

VARIAS PATOLOGIAS DIVERTICULITIS
GASTROINTESTINALES 6
12°

COLITIS ULCEROSA
3%

POLIPOS
1%

OTROS SIN
ESPECIFICAR
10%

NINGUNA

Figura 1: Porcentaje de individuos que sufren o no distintas
enfermedades dentro del conjunto total de participantes de la

encuesta. Elaboracién propia.

Otro eje para evaluar fue el consumo de sustancias nocivas, como
el tabaco, ya que gran cantidad de evidencia cientifica vincula su
consumo con el desarrollo de casi todos los tipos de patologias
oncoldgicas (Botteri et al., 2020), y particularmente el consumo
de alcohol, que se presenta como un factor de riesgo para el
desarrollo de CCR (Rossi, Anwar, Usman, Keshavarzian y
Bishehsari, 2018). Del total de encuestados, un 25 % (N: 41) son
tabaquistas y un 37 % (N: 60) consume alcohol.

Otro componente importante para el desarrollo del CCR es el
sedentarismo, visto que, acompafniado de una mala alimentacion,
puede generar resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo dos,
ambos factores de riesgo para el desarrollo de dicha patologia. Se

observa plasmado en la encuesta que un porcentaje muy alto de
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personas, 49 % (N: 80), es sedentaria y no realiza ningtn tipo de

actividad fisica.

El 59 % (N: 96) reconocié no consumir probidticos o desconocer
si los consume; el 41 % restante consume productos fermentados
(yogur mayormente N: 41, y en algunos casos, kefir de leche y de
agua N: 8) y se detect6 confusion entre probidticos con alimentos
lacteos. Algunas personas manifestaron desconocer qué son los
probidticos (N: 6).

Otros datos que se recogieron de esta encuesta son aquellos
relacionados a ritmo evacuatorio y caracteristicas de las heces de

acuerdo con la escala de Bristol.

La realizacién de esta encuesta permitié entonces conocer la
situacion de la poblacion regional en cuanto al padecimiento de
enfermedades intestinales, indagar sobre la relacién entre estas
patologias y habitos de vida, y disponer de un banco de donantes
dispuestos a colaborar con muestras para realizar las
fermentaciones in vitro en proyectos de investigacién en curso.
El 30 % de los individuos que respondieron la encuesta
manifestaron la voluntad de donar una muestra, el 40 %
respondi6é que “tal vez” lo haria, y el 30 % restante respondié

negativamente.

De las personas que completaron la encuesta y manifestaron su
voluntad de donar una muestra, se seleccionaron diez donantes,
de los cuales cinco eran individuos control que no cursaban con
ningun tipo de patologia gastrointestinal y cinco eran individuos

que cursaban con afecciones gastrointestinales (colitis ulcerosa)
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y patologias preneoplasicas (pdlipos intestinales). En estos
individuos se relevé informacién sobre las patologias asociadas,
el consumo de carnes, fibras e hidratos de carbono. También se
recabaron datos sobre realizacién de actividad fisica y consumo
de probidticos. La materia fecal se clasificé de acuerdo con la
escala de Bristol. Se verific6 que no hayan consumido
antibidticos en los 6 meses previos al estudio. Los resultados se
reflejan en la Tabla 1. Como puede observarse, y con respecto a
los héabitos alimenticios, encontramos variedad en las respuestas.
Con respecto al consumo de frutas y verduras, el 62,5 % de los
individuos consumen frutas y verduras de 6 a 7 veces por
semana; el 25 % lo hace 2 veces por semana o menos; el 12,5 %
lo hace de 3 a 5 veces por semana. Con respecto al consumo de
carnes, el 62,5 % de los individuos consumen carnes de 3 a 5
veces por semana; el 25 % lo hace 2 veces por semana o menos,
y el 12,5 % (que representa a un solo individuo) no consume.
Con respecto al consumo de fibras, el 50 % de los individuos las
consumen de 6 a 7 veces por semana, el 37,5 % lo hacede 3 a 5
veces por semana y el 12,5 % (un individuo) lo hace 2 veces por
semana o menos. Con respecto al consumo de hidratos de
carbono, el 75 % de los individuos los consumen de 3 a 5 veces
por semana y el 25 % lo hace de 6 a 7 veces por semana. Con
respecto al consumo de probidticos, el 63 % consume probidticos
y un 37 % no los consume. Estos resultados son relevantes ya que
nos permiten conocer los habitos dietarios de las personas
incluidas en el estudio. Los resultados relativos a la respuesta de
la microbiota frente al estimulo de diferentes fuentes de fibra se

muestran en el capitulo 4.
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INDIVIDUO 1 2 3 4a 4b 5 6 7 8 9
EDAD (aiios) 1 3 38 44 48 41 55 59 47 45
Pélipos Pélipos Coliti Sospecha
PATOLOGIA Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna intestinal Pélipos intestinal Ho s de colitis
es es wicerosa ulcerosa
Escala de Bristol 4 4 2 1 1 2 2 1 5 5
OTROS HABITOS DE CONSUMO
FRUTAS 6-7 3-5 3-5 6-7 6-7 6-7 6-7 6-7 2 2
CARNES 3-5 3-5 3-5 4 2 NO 2 3-5 3-5 3-5
FIBRAS 6-7 3-5 3-5 3-5 6-7 6-7 6-7 3-5 2 3-5
HIDRATOS de 6-7 6-7 3-5 3-5 3-5 3-5 3-5 3-5 6-7 3-5
CARBONO
HABITOS DE CONSUMO DE ALIMENTOS (dias por semana)
PROBIOTICOS SI NO NO NO SI NO SI SI NO NO
FUMA NO NO NO SI SI NO NO SI NO NO
ACTIVIDAD NO NO SI SI SI SI NO SI sI NO
FISICA

10)

Datos obtenidos de la encuesta realizada por los individuos (n=

.

Tabla 3

incluidos en el presente estudio. Escala de Bristol: 1: estrefiimiento severo, 2:
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estrefiimiento moderado, 3: saludable, 4: saludable; 5: precursor a la diarrea, 6:

ligera diarrea; 7: diarrea. Elaboracién propia.

Conclusion

Estos resultados nos permitieron conocer la poblacién cercana a
la UNAJ en cuanto a habitos alimenticios y su relacién con
patologias intestinales. Algunas de las personas que respondieron
la encuesta y que manifestaron voluntad de donar, fueron
incluidas en ensayos que se muestran en el capitulo 3 y que son

relevantes para comprender el sistema de estudio.
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Capitulo 2

Modelos de estudio de fermentacion de
fibra y prebioéticos in vitro

Nicolas Simonellit?, Micaela Medrano'2, Analia Abraham?3

La microbiota intestinal humana ha sido uno de los objetos de
estudio mds relevantes de los ultimos afios debido a su estrecha
vinculacién con el estado de salud o enfermedad de los individuos.
A su vez, cada vez es mds numerosa la evidencia que sustenta la
importancia del rol de la dieta en este equilibrio (Gentile y Weir,
2018). Los nutrientes de la dieta son esenciales no sélo para la
salud humana, sino también para la salud y la supervivencia de los
billones de microbios que residen en el intestino humano. Los
microorganismos intestinales utilizan los nutrientes ingeridos
para procesos biolégicos fundamentales, y los resultados
metabodlicos de esos procesos pueden tener importantes

repercusiones en la fisiologia humana.

! Laboratorio de Alimentos, Salud y Microbiota (LASYM), Instituto Ciencias de la
Salud, UNA]J.

2 Centro de Investigacién y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos
(CIDCA) (CONICET-UNLP-CIC).

3 Area Bioquimica y Control de Alimentos, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.
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La microbiota intestinal desempefia un papel en los procesos
metabolicos, fisiolégicos e inmunoldgicos del cuerpo humano, ya
sea mediante el fortalecimiento de la integridad intestinal o la
conformacién del epitelio intestinal (Takiishi, Fenero y Camara,
2017), la obtencién de energia (den Besten et al.,, 2013), la
proteccion frente a patogenos (Biumler y Sperandio, 2016) o la
regulacion de la inmunidad del hospedador (Yoo, Groer, Dutra,
Sarkar, y McSkimming, 2020). Es por esto por lo que resulta
primordial el mantenimiento de un equilibrio en su composicién
que asegure la correcta ejecucion de dichas funciones (Rooks y
Garrett., 2016).

Se ha introducido el concepto de disbiosis para referirse a un
estado de desbalance en la composicién de la microbiota en
términos de diversidad, que puede llevar a aumentar el riesgo de
contraer enfermedades en el hospedador. Sibien se ha encontrado
evidencia que fundamenta lo anterior, no es posible establecer en
concreto qué se entiende por microbiota “saludable” debido a que
solo una fraccién de los microorganismos que residen en el tracto
gastrointestinal humano se han identificado y no es posible
determinar todas las interacciones existentes entre ellos (Hooks y
O’'Malley, 2018). Se ha intentado vincular cambios en las
proporciones de ciertas familias o géneros de microorganismos a
la aparicién de diversas patologias como sindrome metabdlico,
sindrome de colon irritable o enfermedades autoinmunes, pero la
evidencia es insuficiente para asociar el estado de disbiosis ya sea
como causa o como consecuencia de la patologia en cuestién de
manera directa. Mediante la investigacion en funcionalidad de los

microbiomas, se podria demostrar que las diferencias en la
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microbiota pueden emplearse para predecir o mejorar el
tratamiento de enfermedades, y no sélo mostrar que existen
diferencias (Olesen y Alm, 2016). Teniendo en consideracién que
la dieta es uno de los principales factores que influye en el estado
de eubiosis de la microbiota intestinal y su metabolismo tiene una
relacién directa con la salud del hospedador, se torna fundamental
encontrar metodologias que permitan evaluar el impacto de
distintos sustratos en el entorno del microbioma intestinal
humano. La investigacién in vivo en el intestino humano estd
restringida por motivos éticos y se limita principalmente a
condiciones patoldgicas o a ensayos farmacolégicos. De aqui
subyace el interés en desarrollar y perfeccionar modelos in vitro
que emulen condiciones de fermentacién del tracto

gastrointestinal humano.

Una alternativa a los modelos in vivo en humanos son los ensayos
realizados en animales, que tienen como principal ventaja una
menor cantidad de restricciones éticas, asi como ventajas
operativas, entre las cuales se pueden destacar un mayor control
de los parametros ambientales de los ensayos, como lo son la dieta,
administraciéon de farmacos y el estrés, la posibilidad de
seleccionar genéticamente a la poblacion de animales, y la mayor
facilidad para medir variables dado que se puede acceder al
contenido intestinal, asi como los tejidos y drganos de interés post
autopsia, en contraposicién con los modelos humanos. Sin
embargo, cabe destacar que, si bien permiten un acercamiento al
estudio del microbioma en un contexto de organismos vivos, la
fisiologia digestiva de los animales difiere en multiples aspectos de

la humana. Por citar algunos ejemplos, los roedores son

51



Nicolas Simonelli, Micaela Medrano, Analia Abraham

copréfagos (ingieren excremento), presentan diferencias
anatémicas en el tracto gastrointestinal, como la presencia de
pliegues transversales en menos regiones que los humanos y
tienen una menor relacién media entre la longitud del intestino
delgado y el colon (Nguyen, Vieira-Silva, Liston y Raes, 2015); los
cerdos, que suelen ser considerados similares a los humanos,
pueden fermentar mejor las fibras alimentarias que los humanos
ya que presentan una gran abundancia de bacterias celuloliticas en
el intestino, pero la variedad de fibras alimentarias que son
capaces de degradar es menor en comparacién con la microbiota
intestinal humana (Jonathan et al., 2012). A su vez, poseen un
tracto digestivo superior mucho mds colonizado por
microorganismos y un intestino inferior proporcionalmente
mucho més grande en tamafio (Macfarlane y Macfarlane, 2007).
Otra desventaja que presentan los modelos animales es que en
algunas circunstancias requieren de instalaciones especiales para
su manipulacién y suelen ser bastante mas caros que los modelos
in vitro. Los modelos de fermentacién in vitro de microbiota
intestinal humana (MIH) pueden reducir significativamente el
uso de ensayos con animales, lo que es deseable a la luz de las
consideraciones sociales y éticas, y los datos generados pueden

utilizarse para optimizar los protocolos de investigacién in vivo.

Sibien se han empleado diferentes configuraciones de modelos de
microbiota intestinal humana in vitro, se pueden dividir a grandes
rasgos en métodos estaticos y dindmicos. Dentro de los primeros,
se han implementado una serie de modelos de fermentacién por
lotes, en los que el crecimiento de una suspension bacteriana pura

o mixta se realiza en un medio previamente seleccionado sin la
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adicién posterior de nutrientes. Es decir, no se reponen ni
sustituyen componentes del medio de trabajo durante el tiempo
en que dura el ensayo. Estos modelos suelen llevarse a cabo en
sistemas cerrados como tubos de ensayo, botellas o, a mayor
escala, reactores sellados. Las fermentaciones por lotes tienen
como principal ventaja la sencillez, versatilidad y bajo costo para
investigar perfiles metabdlicos de dcidos grasos de cadena corta
(AGCC) derivados del metabolismo activo de distintos sustratos
de la dieta por parte de la microbiota intestinal (Nissen, Casciano
y Gianotti, 2020). Asimismo, proporcionan una primera
evaluacion de los tipos de metabolitos microbianos formados y
ayudan a dilucidar las vias metabdlicas implicadas, permitiendo
analizar répidamente un gran ndimero de sustratos y/o muestras
fecales (Macfarlane y Macfarlane, 2007). El crecimiento
microbiano en estos sistemas depende de la densidad del in6culo
inicial, de la tasa de agotamiento del sustrato y la acumulacién de
metabolitos microbianos téxicos. Una de las principales
limitantes de los modelos de fermentacién en lotes estd en la
incapacidad de evaluar en detalle la dinamica de la comunidad
microbiana y su modulacién metabdlica, debido a que el
agotamiento del sustrato, el descenso del pH y la acumulacién de
metabolitos inhibidores del crecimiento microbiano restringen el
tiempo operativo de las fermentaciones por lotes a sélo algunas
horas e impide que se pueda establecer condiciones de estado
estacionario in vitro (Payne, Zihler, Chassard y Lacroix, 2012;

Isenring, Bircher, Geirnaert y Lacroix, 2023).

Dentro de los sistemas dindmicos tenemos los modelos de

fermentaciéon en cultivo continuo o semicontinuo, que existen
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como sistemas de una o varias etapas y permiten tener mas en
cuenta la naturaleza dindmica de las condiciones fisicoquimicas
del tracto digestivo, para lo cual son necesarios estudios con
tiempos de duracién mas largos que los sistemas estdticos, y se
facilita la reposicion de sustratos y la eliminacién de productos
téxicos indeseables. Al igual que en el modelo in vitro por lotes, en
estos modelos continuos se controlan estrictamente condiciones

como el pH y la temperatura (Payne et al., 2012).

Se han empleado modelos de fermentacién continua en una sola
fase para investigar el mecanismo de la infeccién por Salmonella
en nifos, asi como la colonizacién del intestino de lactantes
(Cinquin, Le Blay, Fliss y Lacroix, 2004). Sin embargo, teniendo
en cuenta que la funcién colénica humana se desarrolla a lo largo
de tres regiones diferentes, el colon ascendente, transversal y
descendente, y que hay evidencia que sustenta la existencia de
diferencias en la actividad metabdlica y las comunidades
microbianas de cada una de ellas (Macfarlane, Gibson vy
Cummings, 1992), actualmente se han desarrollado y se eligen
para trabajar con sistemas continuos de fermentacién aquellos que
son multietapa (Macfarlane, Macfarlane y Gibson, 1998; Cinquin
et al., 2004; Lunken et al., 2017). Se han complejizado los sistemas
de fermentacién continua de tres etapas mediante la inclusién de
las funciones digestivas del huésped in vitro, en pos de simular las
relaciones de diferentes funciones fisioldégicas que ocurren en
intestino humano, el lumen del estémago y el intestino delgado, y
que son dependientes entre si. Uno de los sistemas de digestion
artificial que se pueden destacar es el TIM (TNO intestinal model),

el cual consiste en dos componentes, el TIM-1 que reproduce el
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intestino delgado y sus funciones de secreciéon de bilis, la
motilidad, el pH y la capacidad de absorcién, y el TIM-2 que
simula el colon proximal con su funcionalidad peristaltica y la
absorcién de agua y metabolitos (Minekus et al., 1999). Este
modelo se ha empleado para investigar la supervivencia de
probidticos al pasaje gastrointestinal y su efecto en la microbiota
intestinal humana, el efecto bifidogénico y patrones de
fermentacion de distintos prebidticos, estudios de administracion
de firmacos, asi como para estudios nutricionales avanzados (Van
den Abbeele, Venema, Van de Wiele, Verstraete, Possemiers,
2013; Barker, Abrahamsson y Kruusmigiet, 2014; Verwei,
Minekus, Zeijdner, Schilderink, y Havenaar, 2016; Venema,
Verhoeven, Verbruggen, Espinosa y Courau, 2019). El modelo
SHIME (simulador del ecosistema microbiano intestinal humano)
es otro de los sistemas complejos de gran aplicacién en estudios
de microbioma intestinal humano, y consiste en cinco recipientes
de fermentacién colocados en serie, que funcionan de manera
secuencial. Los primeros reactores simulan el proceso de
ingestion y digestién que tiene lugar en el duodeno/yeyuno vy el
ileon y luego se conectan a un sistema con recipientes que
modelan las tres etapas del intestino grueso (Molly, Vande
Woestyne y Verstraete, 1993). Se han realizado numerosos
estudios empleando este modelo, estudiando el efecto de fibras
dietarias o de productos de desecho industriales en la composiciéon
y actividad de la comunidad microbiana (Van de Wiele, Boon,
Possemiers, Jacobs y Verstraete, 2004; Terpend, Possemiers,
Daguet y Marzorati, 2013; Giuliani et al., 2019). Tiene ventajas
sobre los ensayos en humanos, ya que produce resultados

reproducibles y permite controlar parametros fisiolégicos para el
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estudio mecanicista (Yoo y Chen, 2006). Sin embargo, la funcién
del huésped sélo se reproduce parcialmente, ya que atn faltan
respuestas inmunomoduladoras y neuroendocrinas, asi como que
las bacterias fecales humanas introducidas en los recipientes no
representan exactamente la comunidad de las condiciones in vivo.
Existen varios otros modelos de sistemas continuos multietapa,
como EnteroMix, PolyFermS, ECSIM, SIMGI, modificaciones
del SHIME (TwinSHIME y M-SHIME), entre otros
(Makivuokko, Nurmi, Nurminen, Stowell y Rautonen, 2005;
Grootaert et al., 2009; Feria-Gervasio, Denis, Alric y Brugere,
2011; Van den Abbeele et al., 2012; Zihler Berner et al., 2013).

Dependiendo del modelo de fermentacién in vitro elegido para
estudiar el comportamiento de la microbiota intestinal humana
frente a un determinado sustrato, se suelen emplear diferentes
medios de cultivo adecuados para dicho sistema. Si bien no existe
un consenso para cada modelo o tipo de ensayo, es importante
destacar que el uso de diferentes medios modifica los resultados
obtenidos para un mismo experimento en términos de los
metabolitos obtenidos y/o los perfiles de los mismos, asi como las
poblaciones microbianas cuyo crecimiento es estimulado o
inhibido (Simonelli, 2018). En general, en ensayos de
fermentacion en lote en los que se busca evaluar el efecto de algtin
potencial prebidtico, se suele emplear un medio basal sin hidratos
de carbono, al cual se le adiciona el sustrato de interés y se
inoculan con cepas microbianas especificas o con una suspension
liquida de materia fecal obtenida de voluntarios, para reproducir
el ecosistema microbiano del colon humano (Al-Tamimi,

Palframan, Cooper, Gibson y Rastall, 2006; Aguirre, Ramiro-

56



Modelos de estudio de fermentacién de fibra y prebidticos in vitro

Garcia, Koenen y Venema, 2014; Medrano, Gangoiti, Simonelli y
Abraham, 2020). Las suspensiones preparadas se dispensan en
tubos, frascos o biorreactores y se incuban a una determinada
temperatura durante el tiempo de duracién del ensayo, luego del
cual se trata las muestras segun el protocolo establecido. Cuando
se trabaja con materia fecal humana, los medios de cultivo son
adicionados con nutrientes especificos que estimulan el
crecimiento de microorganismos simulando el contexto del

ecosistema colénico, como hemina, sales biliares y vitaminas.

Otro de los parametros en los cuales no existe un consenso global
y es de suma relevancia en los ensayos de fermentacion in vitro con
materia fecal humana, ya sean en lote o continuos, es la cantidad
de individuos cuya materia fecal se emplea para el experimento.
Algunos autores eligen usar materia fecal fresca obtenida de un
unico donante, mientras que otros preparan un pool con materia
fecal procedente de varios donantes (Aguirre et al., 2014). Uno de
los argumentos para la eleccién de pools es que permite aumentar
la cantidad de inéculo fecal en casos donde se dificulta obtener
grandes cantidades de material. Asimismo, quienes apoyan el uso
de pools de materia fecal sostienen que combinado con el
almacenamiento congelado permitiria el uso repetitivo o la
obtencién de un indculo fecal estandarizado (Aguirre et al., 2015).
Al unificar materia fecal de distintos sujetos de estudio se eliminan
por completo las diferencias interindividuales y se crea una
microbiota que no es representativa del estado real de ninguno de
los sujetos involucrados (De Paepe, Kerckhof, Verspreet, Courtin
y Van de Wiele, 2017; Lunken et al., 2017; Poeker et al., 2018). El

uso de microbiota de diferentes individuos permitira analizar la
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diversidad de respuestas, y el uso de pool permitird obtener
aproximaciones de respuestas globales a diferentes compuestos de
la dieta en forma comparativa. En este sentido, los resultados
experimentales que mostramos en esta obra (Capitulo 3 y
Capitulo 4) fueron obtenidos realizando las fermentaciones in
vitro de manera individual, es decir, sin unificar las muestras en

pools, justamente resaltando la respuesta individual.

Adicionalmente a la procedencia del inéculo fecal, en los modelos
de simulacién in vitro de MIH existe la discusién metodolégica
sobre la posibilidad de utilizar materia fecal congelada en
reemplazo de un indculo fresco. Es preferible utilizar heces frescas
para la inoculacién dado que se aproxima de manera mas fiable a
la situacién in vivo, al producirse la menor pérdida de especies
microbianas representativas de la microbiota colénica. No
obstante, ya sea por restricciones en la logistica de distribucién
geografica de las muestras, para poder realizar varios estudios de
una misma muestra que extiendan el plazo desde su recoleccién
hasta su uso final, o cualquier otra limitacién técnica, puede
requerirse el almacenamiento de las muestras fecales. Los
distintos protocolos de almacenamiento que han sido estudiados
en general consisten en la refrigeracién o congelamiento de las
heces a diversas temperaturas (4°C, -20°C o -80°C), o la
liofilizacién de las mismas, con el agregado de crioprotectores
(glicerol, etanol, trehalosa, maltodextrina, etc.). Se ha evaluado el
efecto de los diferentes métodos propuestos principalmente sobre
la biodiversidad microbiana de la materia fecal y su posterior
funcionalidad bioldgica, especialmente mediante estudios basados

en la secuenciacion del gen 16S rRNA (Choo, Leong y Rogers,
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2015; Gorzelak et al., 2015; Bassis et al., 2017; Ma et al., 2020). Si
bien se ha demostrado que la congelacién de materia fecal es
valida para andlisis de la microbiota mediante métodos de
secuenciacién masiva, el uso de dicha técnica para analizar la
capacidad de fermentar componentes con potencialidad

prebidtica ain no se ha validado.

Es de interés remarcar la capacidad de las bacterias colénicas de
fermentar carbohidratos complejos que generan metabolitos tales
como é4cidos grasos de cadena corta (AGCC) (Musso, Gambino y
Cassader, 2010). Entre ellos se pueden destacar propionato,
butirato y acetato (Louis, Hold y Flint, 2014). Estos AGCC son
rapidamente absorbidos por las células epiteliales en el tracto
gastrointestinal donde participan en la regulacién de procesos
celulares tales como la expresién génica, la quimiotaxis, la
diferenciacién, la proliferacion y la apoptosis (Corréa-Oliveira,
Fachi, Vieira, Sato y Vinolo, 2016). En general, la ingestién de
carbohidratos no digeribles (como fibra y/o prebiéticos) conduce
a un aumento de la fermentacién colénica, aumento del transito
intestinal y la produccién de heces y disminucién del pH de la luz

intestinal.

La produccién o no de estos compuestos dependera de cada fibra
o compuesto prebiético y de la microbiota de cada individuo por
ello uno de los métodos mas utilizados para evaluar la modulacién
de la actividad metabdlica de los compuestos de la dieta es la
cuantificacién de estos compuestos mediante cromatografia
liquida o cromatografia gaseosa (Bengoa, Dardis, Gagliarini,
Garrote y Abraham, 2020; Medrano et al., 2020).
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Conclusion

El uso de modelos in vitro para evaluar cambios en la microbiota
intestinal ha ido evolucionando desde simple modelos en batch a
modelos que intentan imitar las diferentes funciones fisiologicas

de tracto digestivo.

Los modelos simples permiten evaluar el efecto de diferentes
fibras o prebidticos en la microbiota intestinal teniendo la ventaja
de que se pueden seleccionar microbiotas de grupos etarios
especificos o individuos con diferentes estados de disbiosis ya sea
mediante el uso de pool o analizando la respuesta de cada
microbiota en particular permitiendo realizar estudios
comparativos y plantear hipétesis sobre el impacto de compuestos
definidos de la dieta en la microbiota. Tienen la ventaja de ser
menos costosos y complejos pudiendo realizarse en laboratorios

con equipamiento simple.

Ademas, la evaluacion de los metabolitos producidos debido al uso
de un determinado compuesto del alimento por la microbiota
permite conocer aquellos compuestos que contribuyan
positivamente a la biosintesis de AGCC como acetato, propionato
y butirato cuyas efectos biolégicos positivos estin ampliamente

documentados.

Los modelos existentes se han disefiado teniendo en cuenta la
pregunta que se desea resolver. Los modelos continuos son mas
complejos y pretenden simular de manera mds precisa las
funciones del tracto gastrointestinal, aunque ninguno cubre todos

los aspectos (digestion, absorcion, fermentacién por microbiota,
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interaccioén con la célula epitelial). Lo importante, mas alld del
modelo elegido para evaluar la fermentacion de compuestos de la
dieta por la microbiota, es conocer las limitaciones de cada
método para obtener las conclusiones adecuadas al modelo

elegido.
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Capitulo 3

La microbiota individual responde de
manera diferente frente a la fermentacion
de una misma fibra

Maria Virginia Gangoiti!, Nicolas Simonelli>> Micaela Medrano 23,
Analia Abraham3*

Como se mencioné en la introduccién, la composicién de la
microbiota intestinal no se repite entre individuos, y se asemeja a
la huella digital. De acuerdo con esto, es de esperar que la
microbiota de cada persona responda de manera diferente frente
a un mismo estimulo dietario. En nuestro grupo trabajamos con
fibras dietarias prebidticas, en particular, con un polisacarido
producido por bacterias acido licticas (BAL) presentes en los

granulos de kefir de leche. Este polisacarido se denomina kefiran

! Laboratorio de Investigaciones en Osteopatias y Metabolismo Mineral (LIOMM,
FCE-UNLP - CIC-PBA).

2 Laboratorio de Alimentos, Salud y Microbiota (LASYM), Instituto Ciencias de la
Salud, UNA]J.

% Centro de Investigacién y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos
(CIDCA) (CONICET-UNLP-CIC).

4 Area Bioquimica y Control de Alimentos, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.
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y tiene la particularidad de que, debido a sus enlaces quimicos, no
puede ser degradado por las enzimas presentes en nuestro tracto
digestivo, por lo tanto, llega intacto al intestino grueso donde
puede ser fermentado por la microbiota intestinal produciendo
dcidos grasos de cadena corta (AGCC): acetato, propionato y

butirato.

En el presente capitulo mostraremos qué sucede cuando
exponemos diferentes microbiotas intestinales humanas a un
mismo polisacarido, en este caso el kefiran. En una primera parte
hablaremos brevemente de la obtencién del kefiran y su capacidad
de actuar como prebidtico. Luego describiremos las caracteristicas
de las microbiotas intestinales de los individuos que participaron
en este estudio. A continuacién, presentaremos los resultados
obtenidos de las fermentaciones del kefiran por las diferentes
microbiotas. Por ultimo, se comentaridn los resultados mds
destacados de la actividad biolégica principalmente del butirato

sobre células tumorales de intestino.

Importancia de la fermentacion colonica de los polisacdridos

La fibra dietaria puede inducir cambios en la microbiota
intestinal. Dentro de este grupo de polisaciridos no digeribles,
algunos de ellos son capaces de modificar especificamente
determinados microorganismos beneficiosos del colon, como las
bifidobacterias y los lactobacilos. Estos microorganismos
producen AGCC, que tienen un efecto benéfico en la salud del

hospedador.
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Muchos de estos compuestos prebidticos derivan de fuentes
vegetales, pero los polisacaridos sintetizados por BAL también
son candidatos para usarse como ingredientes prebiéticos ya que
son producidos por microorganismos con estatus GRAS
(Generally Recognized as Safe, o generalmente reconocidos como
seguros), por lo que podrian incluirse ficilmente como aditivo en
alimentos funcionales o sinbidticos (Salazar, Gueimonde, de los
Reyes-Gavilan, y Ruas-Madiedo, 2016; Zannini, Waters, Coffey
y Arendt, 2016).

Los alimentos fermentados no sélo contienen los
microorganismos utilizados como iniciadores (ocasionalmente
probidticos), sino que también contienen los metabolitos
producidos por ellos, como los EPS y el lactato, que contribuyen
a la textura y las caracteristicas organolépticas de los productos y
aportan un efecto saludable a estos alimentos fermentados
(Abraham, Medrano, Piermaria y Mozzi, 2010; Garrote,
Abraham y Rumbo, 2015; Caggianello, Kleerebezem y Spano,
2016; Laifio, Villena, Kanmani y Kitazawa, 2016).

Muchos EPS producidos por BAL no son hidrolizados por las
enzimas digestivas humanas por lo que pueden llegar al intestino
grueso e interactuar con las células del hospedador mediante
contacto directo con el epitelio intestinal y/o modulando la
microbiota intestinal y la posterior produccién de metabolitos
con actividad bioldgica. Esta modulacién de la microbiota
intestinal y/o de su metabolismo, al ser censada por las células

epiteliales, podria desencadenar una respuesta
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inmunomoduladora (Medrano, Racedo, Rolny, Abraham y Pérez,
2011).

Kefiran

El kefiran es el EPS producido por BAL presentes en los granulos
de kefir (Rimada y Abraham, 2001). Constituye la matriz de los
granulos de kefir (9-10 %) de donde se puede extraer con un grado
de pureza superior al 99 %. Quimicamente, el kefiran es un
glucogalactano  hidrosoluble ramificado compuesto por
cantidades iguales de D-glucosa y D-galactosa unidas por enlaces
glicosidicos a1-4 y p1-6 y peso molecular superior a 10° Da que
podria usarse como aditivo alimentario porque mejora las
propiedades viscoeldsticas de geles acidos licteos como los
yogures (Rimada y Abraham, 2006), tiene capacidad gelificante
(Piermaria, de la Canal y Abraham, 2008) y forma peliculas

comestibles (Piermaria, Pinotti, Garcia y Abraham, 2009).

Existen muchos estudios realizados para investigar la actividad
bioldgica del kefiran y su efecto positivo en la salud (Moradi y
Kalanpour, 2019). Vinderola y col. (2006) demostraron la
capacidad del kefiran para incrementar la liberacién de IgA y
modificar los perfiles de citoquinas en ratones Balb /c después de
la administracién oral, mientras que Medrano et al. (2011)
demostraron la capacidad de modificar el equilibrio de las células
inmunitarias en el mismo modelo experimental. Por otra parte, se
ha estudiado la fermentacién del kefiran por la microbiota
intestinal con respecto a su efecto bifidogénico, que se demostré
al administrar kefir (Erdogan, Ozarslan, Guzel-Seydim y Tas,
2019) o kefiran (Hamet, Medrano, Pérez y Abraham, 2016) por
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via oral a ratones Balb /c. La capacidad del kefiran para interactuar
con enterocitos humanos cultivados podria ser relevante por el
efecto biolégico que desencadena in situ en la mucosa intestinal
(Medrano, Hamet, Abraham y Pérez, 2009). El efecto del kefiran
en la prevencién del establecimiento de tumores se estudi6 in vivo
hace muchos afios. Shiomi et al. (1982) estudiaron la inhibicién
del crecimiento en tumores inducidos en ratones después de la
administracion oral e intraperitoneal de kefiran 7 dias antes de la
induccién. El crecimiento de los tumores fue inhibido por la
administraciéon oral e intraperitoneal de kefiran. Mais
recientemente, Elsayed et al. (2017) estudiaron in vitrola actividad
citotéxica del kefiran producido por la cepa Lactobacillus
kefiranofaciens subsp kefiranofaciens ATCC 8007 en cultivos
celulares de céncer de cuello uterino (HeLa) y cdncer de higado
(HepG2). El kefiran disminuy6 significativamente la viabilidad
celular (ensayo MTT), de forma dependiente de la concentracion.
Ademais, el efecto antiproliferativo de nanofibras de kefiran en
células de ciancer de mama (MCF-7) se estudié mediante la
medicién de la actividad mitocondrial (ensayo MTT) por Jenab et
al. (2020).

En resumen, el mecanismo de accién de este polisacarido y su
accién benéfica para la salud podrian explicarse a través de tres
mecanismos que actuarian solos o de manera sinérgica: i)
interaccién directa del polimero con las células intestinales; ii)
estimulacién de poblaciones bacterianas benéficas y producciéon
de metabolitos con actividad bioldgica); y/o iii) modulacién del
sistema inmune y respuesta sistémica (Simonelli, Gagliarini,
Medrano, Piermaria y Abraham, 2022).
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El kefiran utilizado en el presente estudio se extrajo como lo
describieron anteriormente Rimada y Abraham (2003) mediante
precipitacién con etanol, centrifugacién y disolucién en agua
destilada caliente. Las soluciones de kefiran con una pureza
superior al 99 % se liofilizaron y se mantuvieron a temperatura

ambiente hasta su uso.

Seleccion de los individuos y muestras de microbiota

Las muestras de materia fecal provenientes de diez nifios sanos
con edades comprendidas entre 4 meses y 3 anos fueron
recolectadas por los padres y entregadas al laboratorio
acompanadas de una nota de consentimiento informado y una
breve encuesta que permitiera caracterizar las materias fecales.
Los datos recabados se presentan en la Tabla 1. El andlisis
pretendia cubrir muestras provenientes de nifios con diferentes
dietas y nacidos por cesédrea o parto natural y que no habian sido
tratados con antibiéticos durante los 3 meses anteriores al estudio.
Las muestras se mantuvieron a 4 °C y se procesaron dentro de las
4 horas posteriores a su deposicién. El disefio experimental fue
evaluado y aprobado por el Comité Central de Bioética de la
Universidad Nacional de La Plata (Mayo de 2017).
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parto natural CS: cesarea; PP: parto prematuro, NT: Nacido a término.

n/a: no aplica; L: dieta lactea; O: dieta omnivora (verduras, frutas,
carne, huevos y yogur); ?: datos desconocidos. ATB: antibiéticos.
Fuente: publicado en Medrano et al. (2020).

Muestras
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Edad (meses) 4 10 12 13 17 18 22 24 24 36
Modo de PN | PN |PN|[PN|PN|CS|PN|CS|PN]|CS
parto
Edad 9 9 9 9 9 9 9 8 9 8
gestacional al
nacer (meses) | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | PP | NT | PP
. . Sl Si
Admisiones | N, | No | No | No | No | No | No No
de hospital NN NN
Amamantado si si si si si si si si si si
Edad hasta
que se n
aliment6 con 5 10 3 12 3 14 5 12 4
leche /a
materna
(meses)
Alimentado | . si si si si si si si si si
con féormula
Edad que
empezo a
tomar leche | n/a 5 6 0 6 2 14 5 12 0
de formula
(meses)
Lechede vaca | No | No No si No si si si si si
Edad que
empezo a
beberleche | n/a | n/a | n/a | 12 | n/a ? 20 ? ? ?
de vaca
(meses)
Dieta L (0] (0) (0] (0) (0) (0) (0) (0] (0]
Afchi.ones No | No | No | No | No | No | No | No | No | No
crénicas
Medicamento | N, | No | No | No | No | No | No | No | No | No
s
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Pri'mogélnlito No | No Si No [ No | No
(Sino: n°de Sq Si Si Si
hermanos | (1) (5) (1) (1)

mayores)

ATBen los 6
meses No Si No No No No No No No | No

previos

Consumo de

probiéticos No | No | No | No | No | No | No | No | No | No

Segin Gomaa (2020) la edad del hospedador afecta
significativamente la composiciéon de la microbiota. La
colonizacion de la microbiota varia segtin la via de parto (vaginal
o cesérea). La colonizacién mdés extensa de la microbiota aparece
inmediatamente después del nacimiento; los primeros
microorganismos que aparecen en el intestino son bacterias
aerébicas pertenecientes al Phylum Proteobacteria. Estos
microorganismos disminuyen la concentracién de oxigeno y
permiten la posterior colonizacién por otras bacterias anaerébicas
pertenecientes a los Phyla Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroides
(Del Chierico et al., 2015).

El periodo mas importante de establecimiento y desarrollo de la
microbiota intestinal es el primer aio de edad. La diversidad
taxondmica es relativamente baja al nacer, pero aumenta con el
tiempo (Schanche et al., 2015). En la infancia (2 a 5 afios), la
composicion de la microbiota intestinal se vuelve mads estable con
multiples miembros de Firmicutes y Bacteroidetes, incluidos
aquellos con capacidad de produccién de butirato (Fouhy et al.,
2019). En las personas de edad avanzada, se produce una
reduccién significativa de bifidobacterias y bacteroides, asi como
de la actividad amilolitica y de la produccién de AGCC. Ademas,

se ha confirmado un mayor nimero de anaerobios facultativos,
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fusobacterias, clostridios y eubacterias (Thompson, Monteagudo-
Mera, Cadenas y Azcarate-Peril, 2015).

Acidos grasos de cadena corta en las muestras de materia fecal
(AGCC) en las muestras de materia fecal

Analizando las proporciones de AGCC y del lactato en las
muestras de materia fecal incluidas en el estudio, se encontraron
algunas variaciones, aunque las muestras se pudieron agrupar en
4 grupos segun la abundancia de estos productos. La agrupaciéon
también podria estar relacionada con la edad de los donantes, el

tipo de alimentos que consumen y su historia personal.

El grupo incluy6 las muestras provenientes de los individuos mas
jovenes (excepto la muestra 4), con edades comprendidas entre 3

y 13 meses (muestras 1,2 y 4).

El grupo II incluy¢ las muestras provenientes de los individuos 6

y 10 (dos bebés nacidos por cesirea).

El grupo III incluyé muestras provenientes de dos individuos de

edad cercana (muestras 5y 7, de 17 y 22 meses, respectivamente).

El grupo IV incluyé las muestras provenientes de los individuos 8

y 9 (24 meses) y la muestra 3 (excepcién, més joven).
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Figura 1: Cantidad de 4cido acético, lictico, propidnico y butirico
presente en muestras fecales de los 10 individuos agrupados por
grupos (I aIV). Eje Y: contenido de 4cidos orgénicos (expresado en
mM; eje X: nimero de individuos. Clave acidos: (0) Lactivo; ()
Acético; (m) Propidnico; (m) Butirico. Adaptado de Medrano et al.,
(2020).

La presencia de acido lactico en los Grupos II, III y IV podria
atribuirse al consumo de yogur en bebés con dieta omnivora
(mayores de 13 meses), donde el yogur es un componente
importante de la dieta. Concomitantemente, un corto tiempo de
ayuno antes de la deposicién (pregunta no incluida en la encuesta
inicial) podria traducirse en altos valores de é4cido lictico
producido por bifidobacterias y lactobacilos, ya que no hubo
tiempo suficiente para ser utilizado como sustrato por bacterias

productoras de propionato o butirato en el colon. La ausencia de
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propionato (Grupo III) o butirato (Grupo IV) podria sustentar
esta hipdtesis (den Besten et al., 2013).

Tal diversidad en los dcidos organicos encontrados en muestras
fecales esta en linea con la evidencia previamente reportada de
variacién interindividual en la microbiota fecal; miltiples perfiles
de AGCC ylactato pueden indicar una microbiota diferente o una
actividad metabdlica diferente del consorcio (Franks et al., 1998;
Ley, Turnbaugh, Klein y Gordon, 2006; Walker et al., 2011;
Kolodziejczyk et al., 2019). Como factores relevantes que influyen
en la microbiota intestinal se pueden mencionar: colonizacién
prenatal (Matamoros, Gras-Leguen, Le Vacon, Potel, y de La
Cochetiere, 2013; Collado et al., 2016; Walker, Clemente, Peter y
Loos, 2017), que podrian verse afectados por infecciones,
consumo de medicamentos, estrés, alimentacién vy
suplementacién con probidticos o prebidticos durante el
embarazo (Rautava, Kainonen, Salminen y Isolauri, 2012); modo
de nacimiento (parto natural o césarea), edad gestacional,
alimentacién inicial (Matamoros et al., 2013). La leche materna es
una via adicional de colonizacién (Pérez et al., 2007) realizada por
la circulacién enteromamaria (Bergmann, Rodriguez, Salminen y
Szajewska, 2014) y se sabe que el microbioma de la leche humana
podria verse afectado por el estado psicosocial postnatal materno
(Ferndndez et al., 2019). A pesar de las diferencias en los perfiles
de AGCC y lactato encontradas entre las muestras iniciales, todas
ellas (de 1 a 10) pudieron fermentar kefiran y producir 4cidos

organicos (Figura 2).

Fermentacion in vitro
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Para estudiar la capacidad de fermentar kefiran por parte de estas
microbiotas, se formulé un medio de cultivo basal sin aztcares
segtin Al-Tamimi et al. (2006). A partir de este medio basal se
prepararon otros medios con la adicién de diferentes fuentes de
carbohidratos en una concentracién final de 300 mg/L. Se
utilizaron kefiran, glucosa (control positivo) y un control
negativo sin el agregado de carbohidratos. Estos medios se
ajustaron a pH 7,0-7,5, se inocularon con muestras fecales diluidas
1/10 (p/v) en medio basal segiin Al-Tamimi et al., (2006) y se
incubaron a 37 °C en condiciones anaerébicas durante 24 y 48

horas.

Andlisis de los productos resultantes de la fermentacion

Algunos de los principales productos del metabolismo de la
microbiota intestinal son los AGCC, incluidos el 4cido acético,
propiodnico y butirico, que se producen mediante la fermentacién
de la fibra por bacterias intestinales, particularmente por
miembros del Phyllum Firmicutes (Schwiertz et al., 2010; Morrison
y Preston, 2016). El acido lactico puede estar presente en trazas o

estar ausente (den Besten et al., 2013).

A pesar de las diferencias en los perfiles de AGCC y lactato
encontradas entre las muestras iniciales de materia fecal de los
donantes, todas ellas pudieron fermentar kefiran y producir
acidos organicos provocando la acidificacién del medio de cultivo
in situ (Figura 2) los cuales fueron determinados por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Después de 24 h
de fermentacion, se evidencid un aumento en la concentracién de

los 4 acidos estudiados, mientras que los perfiles de acidos
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organicos mantuvieron la proporcién molar encontrada en las
muestras fecales iniciales (Figura 1), excepto en el Grupo III,
donde se observé un aumento en la proporcién molar de 4cido

propionico.

Curiosamente, después de 48 h de fermentacién, los perfiles
giraron hacia la abundancia de otros acidos organicos, diferentes
a los iniciales (Figura 2). La produccién de acidos organicos
después de 48 h de fermentacién se realiz6 para agrupar las

muestras de la siguiente manera:

a) una alta proporcion de dcido acético y propidnico: muestras 1

Y5
b) una proporcion elevada de 4cido acético: muestras 7 y 4;

¢) una proporcién elevada de dcido propidnico: muestras 2, 3,9y
10;

y d) ningtin dcido particularmente predominante: muestras 6 y 8.
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Figura 2: Acidos organicos producidos después de 24 y 48 h de
fermentacién de kefiran. Resultados pertenecientes a medios que
contienen kefiran inoculados con muestras fecales de los 10
individuos. Los resultados se agrupan por grupos (I a IV). Eje Y:
contenido de 4cidos orgénicos (mM). Eje X: tiempo (horas). Los acidos
acético, propidnico, butirico y lactico se muestran en columnas. Los
grupos [ a IV se muestran en filas. GRUPO I (azul): individuos: 1,2y
4; GRUPO II (rojo): individuos 6 y 10; GRUPO III (verde): individuos
5y7; GRUPO IV (morado): individuos 3, 8 y 9. Grafico publicado en
Medrano et al. (2020).

Los cambios en los perfiles de AGCC estin relacionados con
cambios en la expresion genética de la microbiota o al
favorecimiento de algunas poblaciones que son capaces de
fermentar la molécula (Hamet et al., 2016; Walker et al., 2011). La
produccién de diferentes perfiles de dcidos organicos a partir de

la fermentacién de kefiran es una sefial de la estimulacién

76



Modelos de estudio de fermentacién de fibra y prebidticos in vitro

diferencial de la microbiota y/o sus vias metabdlicas, ya que fue

significativamente diferente de los medios que contienen glucosa

o de los medios sin azicar (Tablas 2a y 2b).

Tabla 2.a: Produccién de AGCC vy 4cido lactico (expresado en mM)

después de 48 h de fermentacién (medio sin aztcar). Publicado en

Medrano et al. (2020).

Medio GRUPOI GRUPOII | GRUPOIII GRUPO IV
fermentado
sin azucar (48
1 2 4 6 10 5 7 3 8 9
h)
Acido lactico . . 324 | | 028 N
(mM) 0 0 0 0 0 . 0 . 0| o
Acido acético L 17 |17 | 573 154 | 157 | 1,14
(mM) 3.2 * * * 0 * * * 0 0
£EhE 14,9 31,0 364 | 216 | 14 | 19
prtzplon)lco . 0 | o* 0 s | V7] N o . .
mM
LG 2,72 | 4,54 | 4,54 1,13 243 | 1,1
b?tlrl():o *® *® *® 0 * 8,9* 3,5% * 3% 0
mM

*significa diferencias significativas (p<0.05) entre el medio control

glucosa y el medio kefiran para las mismas condiciones experimentales

(Figura 2).
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Tabla 2.b: Producciéon de AGCC vy écido lactico (expresada en mM)
después de 48 h de fermentacién (300 mg/L de medio de glucosa).
Publicado en Medrano et al. (2020).

Medio de GRUPO I GRUPOII | GRUPO III GRUPO IV
glucosa
fermentado
“ah) 1 2 4 6 10 5 7 3 8 9
Acido lactico . . 6,13 | 11,1 .| 190 y . .
(mM) 0 0 0 ; o | © s | 07| 89| 0
Acido . .| 167 | 13,2 22,3 | 17,9
acético (mM) 0 20 * 1% 0 0% 4% 0 0 0
Lty 5,40 | 5,40 2,70 | 15,1 460 | 12,2
propiénico | 20,3 0 5,6 4,9+
(mM) * * * * * *
bAc,‘d." 1,13 | 4,54 | 4,54 9,32 3,14
utirico 0 2.3% 9 9% o* o*
(mM) * * * ) * ’ *

*significa diferencias significativas (p<0.05) entre el medio control
glucosa y el medio kefiran para las mismas condiciones experimentales
(Figura 2).

Vale la pena sefalar que los principales cambios en los AGCC y
los perfiles de lactato se obtuvieron después de 48 h de
fermentacién de kefiran. En este sentido, Lam et al. (2018)
encontraron una correlacién entre el peso molecular (PM) del
polisacarido estudiado y el mantenimiento de su efecto prebidtico.
Estos autores demostraron que galacto-oligosacaridos (GOS) y
fructo-oligosacéridos (FOS) mantuvieron por menor tiempo el
efecto prebidtico (48 h) en comparacion con la inulina (100 h) y
correlacionaron un alto PM con un mayor tiempo de aparicién de
los cambios en la microbiota. Propusieron que los polisacaridos

de alto peso molecular podrian ser ingredientes prebidticos
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alternativos a las férmulas infantiles, siendo por tanto el kefiran

un candidato potencial.

De acuerdo con nuestros resultados, los estudios in vivo del efecto
de la administracién oral de kefiran a ratones Balb /c indican un
efecto bifidogénico después de 48 h de administracién de lacteos,
que se mantuvo hasta por 7 dias (Hamet et al,, 2016). Las
bifidobacterias son sintetizadoras de acido acético y lactico y
ambos 4cidos organicos sirven como sustrato para que otras
bacterias produzcan 4cido propidnico y butirico (Duncan, Louis y
Flint, 2004; Cantu-Jungles, Cipriani, lacomini, Hamaker y
Cordeiro, 2017).

Las vias de produccién de AGCC se comprenden relativamente
bien y se describen en detalle (den Besten et al., 2013; Louis et al.,
2014; Morrison y Preston, 2016). En nuestros resultados, los
valores mas altos de dcido acético a las 24 h y los valores mas altos
de 4cido propidnico y butirico a las 48 h (Figura 2) evidencian que
el dcido acético podria haberse convertido en acido butirico o
propidnico. El propionato probablemente se ha sintetizado a
través de la via de descarboxilacién del succinato, ya que no se
encontré que el lactato fuera lo suficientemente abundante como
para servir como fuente de valores tan altos de propionato,
mientras que el butirato probablemente se haya sintetizado
mediante pequefias cantidades de acetato o mediante la

condensacion de dos moléculas de acetil CoA.
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Evaluacion del impacto de los productos de fermentacién en los
cultivos celulares

Existe suficiente evidencia de que los prebiéticos son capaces de
disminuir la incidencia del cdncer de colon en diferentes modelos
murinos in vivo. Varios autores han encontrado que el
tratamiento prebiético conduce a una disminucién de las lesiones
preneopldsicas (Buddington, Donahoo y Buddington, 2002;
Verghese, Rao y Chawan, 2002; Jacobsen, Poulsen y Dragsted,
2006). Ademis, solo las fibras capaces de generar butirato son
capaces de inhibir la formacién de lesiones preneoplésicas (Perrin,
Pierre y Patry, 2001; Donohoe et al., 2014; Prasad y Bondy, 2019).

Se observé una disminucién de la proliferacién celular y un
incremento en los procesos de muerte celular cuando se
incubaron sobrenadantes que contenian aproximadamente 2,3
mM de écido butirico con células tumorales (Figura 3), lo que esta
en linea con el efecto reconocido del butirato sobre las células
malignas (Sengupta, Muir y Gibson, 2006; Donohoe et al., 2014;
Chapkin, Navarro, Hullar y Lampe, 2020). Dicha concentracién
concuerda con estudios previos, donde a 5 mM, el butirato afectd
especificamente a poblaciones adherentes de células HT-29,
provocando un aumento en el nimero de células que progresan a
un fenotipo diferenciado e iniciando la apoptosis (Heerdt,
Houston y Augenlicht, 1994).

Hasta donde sabemos, no hay evidencia cientifica que demuestre
que el kefiran y los productos fermentados a partir del kefiran
puedan dafar las células intestinales no cancerosas, al menos en

las mismas dosis que las encontradas en el producto fermentado
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(300 mg/L). Esto esté respaldado por el largo tiempo de consumo
de kefir por parte de los humanos (Sharifi et al., 2017) y por
algunos experimentos in vivo, donde la administracién oral a
ratones no mostré ningun dano o inflamacién de las células
intestinales (Vinderola et al.,, 2006; Medrano et al., 2011).
Ademads, no se observé citotoxicidad del kefiran en células

embrionarias de pez cebra no cancerosas (Elsayed et al., 2017).

En cuanto al efecto del butirato (como producto de la
fermentacién del kefiran), su efecto sobre las células HT-29
podria explicarse por la llamada “paradoja del butirato”, que
afirma el doble efecto de este dcido organico, que es un sustrato
tréfico para enterocitos normales, pero induce selectivamente la
apoptosis en células neoplésicas (Donohoe Curry y Bultman,
2013).

Aungque el efecto bioldgico encontrado en nuestros experimentos
podria atribuirse en un principio al butirato (debido a su
capacidad demostrada para inducir procesos de muerte celular en
lineas celulares tumorales), la actividad de los otros acidos
organicos encontrados en el sobrenadante u otros metabolitos no
identificados producidos por la microbiota intestinal, no debe
subestimarse, ya que el acetato y el propionato también fueron
capaces de inducir apoptosis en lineas celulares tumorales
colorrectales, aunque en mucha menor medida que el butirato
(Hague, Elder, Hicks y Paraskeva, 1995). Nuestros hallazgos estin
en linea con tales resultados, como se muestra en los controles

individuales de 4dcidos organicos (Figura 3B).
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Estos resultados (publicados en Medrano et al., 2020) fueron los
primeros en abordar la fermentacién in vitro de kefiran utilizando
como inéculo bacterias provenientes del colon humano, asi como
en primer trabajo en evaluar el efecto biolégico de los metabolitos
producidos. Teniendo en cuenta la relacién propuesta entre EPS,
tejido linfatico asociado a mucosa (MALT) y microbiota (Qi y
Tester, 2020), y a la vista de los resultados presentados en el
presente trabajo, se puede postular que la actividad biolégica del
kefiran podria atribuirse -al menos en parte- a su capacidad de ser
fermentado por la microbiota en una respuesta que depende del
individuo, produciendo acetato, propionato, butirato y lactato,

que tienen un efecto bioldgico sobre las células tumorales

intestinales.
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Figura 3: Actividad bioldgica del medio fermentado con kefiran que

contiene acidos organicos y otros metabolitos. Adaptado de Medrano
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et al. (2020). (A) Porcentaje (%) de células HT-29 provenientes de
adenocarcinoma de colon que proliferaron después de ser incubadas
durante 48 horas con diluciones seriadas de medio fermentado con
kefiran (barras grises, Muestra 7) y medio no fermentado (barras
blancas). Las barras negras representan el medio de control (DMEM).
Las células en proliferacion se cuantificaron mediante un ensayo de
cristal violeta. Los valores representan la media + desviacion estindar.
**indica diferencias significativas entre tratamientos mediante la
prueba t de Student (p<0.05). N=3 (tres experimentos independientes,
por triplicado). (B) Porcentaje (%) de células HT-29 proliferaron
después de ser incubadas durante 48 horas con la misma concentracién
de 4cidos orgdnicos encontrada en la muestra 7 (dilucién 1/3: dcido
butirico 2,3 mM, acético 8 mM y propiénico 1,6 mM) y Acido lactico
1,7 mM. ** indica diferencias significativas entre los controles de
dcidos organicos y el control DMEM comparados mediante la prueba t
de Student (p<0.05). (C) Micrografia representativa de células HT-29
tratadas durante 48 h con sobrenadante neutralizado (dilucién 1/3) de
medio de kefiran fermentado (Muestra 7) que contiene dcidos
orgénicos y tefiidas con yoduro de propidio (Ampliacién: 20X). (D)
Micrografia representativa de células HT-29 tratadas durante 48 h con
sobrenadante neutralizado de medio de control no fermentado y

tefiidas con yoduro de propidio (Ampliacién: 20X).

Conclusiéon

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian que el kefiran
es susceptible de ser fermentado por la microbiota intestinal
humana, como se observé en todas las muestras fecales analizadas.
Este proceso de fermentacién indujo la acidificacién del medio de
cultivo y la produccién de diversos acidos organicos, entre los

cuales el dcido acético fue predominante a las 24 horas, mientras
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que el dcido propidnico y, en algunos casos, el acido butirico,
mostraron un aumento significativo a las 48 horas de incubacién.
La actividad biolégica de una muestra fermentada con alta
concentracién de dcido butirico fue evaluada in vitro sobre la linea
celular tumoral de colon HT-29, observiandose una reduccién en
la proliferacién celular y una activacién de mecanismos asociados

a la muerte celular.

En conjunto, estos hallazgos respaldan el potencial del kefiran
como un sustrato fermentable capaz de generar metabolitos con
posibles efectos beneficiosos sobre la salud humana. Asimismo,
considerando su amplia gama de actividades bioldgicas y su
capacidad para mejorar las propiedades funcionales de los
alimentos, el kefiran se perfila como un biopolimero promisorio
para su aplicacién como aditivo alimentario. Por ultimo, cabe
destacar que la leche fermentada tipo kéfir, elaborada de manera
artesanal en el ambito doméstico, constituye una fuente natural y
accesible de este polisacarido funcional, lo que refuerza su valor

como componente de una dieta saludable.
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Capitulo 4

Comparacion del efecto que tienen distintos
polisacaridos en la microbiota de los
individuos

Natalia Moreiral, Martin Reymar 1, Nicolas Simonelli 12, Judith
Piermaria 2, Micaela Medranol?

Como se mencioné en la introduccién y en capitulos anteriores,
la microbiota intestinal es un ecosistema que no se repite entre
individuos de la misma especie. Esto conlleva a que un mismo
estimulo alimentario, no necesariamente va a tener el mismo
efecto en todos los individuos (Kolodziejczyk et al., 2019; Singh,
Ryu y Unno, 2021).

Como se menciond, el consumo de prebidticos se ha
correlacionado con la capacidad de estimular ciertas poblaciones
de bacterias intestinales productoras de acidos grasos de cadena

corta, y en particular, de butirato (Scott, Martin, Duncan y Flint,

! Laboratorio de Alimentos, Salud y Microbiota (LASYM), Instituto Ciencias de la
Salud, UNA]J.

2 Centro de Investigacién y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos
(CIDCA) (CONICET-UNLP-CIC).
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2014; Oliver et al., 2021). El butirato desempefa un rol clave en
los procesos de regulacién intestinal, y su produccién se
correlaciona con la prevencién del cincer de colon ya que es
sustrato metabdlico para colonocitos “sanos” e induce apoptosis
en colonocitos neoplasicos, lo que se conoce como “la paradoja del
butirato” (Donohoe et al., 2012, 2013; Scott et al., 2014; Chen y
Vitetta, 2018). Se sabe ademds que el butirato tiene un rol
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis intestinal,
mitigando enfermedades inflamatorias (Zhang et al., 2021).
Algunos de los microorganismos productores de butirato son los
representantes de la familia Ruminococcaceae, del género Roseburia
(Duncan et al., 2004; Farup, Rud y Hestad, 2016), y las especies
Faecalibacterium prausnitzii (Sokol et al., 2008) y Clostridium
butyricum (Chen et al., 2020). Estos microorganismos producen
butirato en interaccién con otros microorganismos del
ecosistema intestinal, como consecuencia de la fermentacién de
fibras, gracias al cross feeding, proceso mediante el cual los
productos del metabolismo de ciertos microorganismos son
sustrato para que otros microorganismos generen otros
productos (Louis y Flint, 2017). Es importante resaltar que la
estimulacién de la microbiota por el consumo de fibra prebiética
es inmediata, pudiéndose observar los cambios a las 48 h post
ingestion (Hamet et al., 2016; Lam et al., 2021).

La estimulacion selectiva de diferentes poblaciones bacterianas y
de sus metabolitos depende de la composicién quimica de la fibra
fermentable: enlaces, peso molecular, ramificaciones, presencia de
grupos amino u otros (Gibson et al., 2017). Teniendo en cuenta

ademds que la microbiota individual determina la capacidad de
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fermentar fibras dando respuestas diferenciales con variaciéon
inter-individuos (Hamet et al., 2016; Medrano et al., 2020), se
puede postular que una misma fibra fermentable puede tener
diferente respuesta en diferentes individuos que la consuman. Al
mismo tiempo, para un mismo individuo, se puede seleccionar in
vitro la fibra capaz de inducir un incremento en la produccién de
butirato, para intentar revertir una enfermedad inflamatoria, tal
como se postula en investigaciones que proponen “intervenciones
dietarias personalizadas” (Chen y Vitetta, 2018; Singh et al., 2021).

Por otro lado, se sabe que alteraciones de la microbiota conducen
al estado de disbiosis (ver introduccién). La dieta, el estilo de vida,
el consumo de antibidticos o el proceso de envejecimiento, van a
determinar cambios en la composicion de la microbiota y, como
consecuencia, van a incrementar el riesgo de padecer
enfermedades crénicas no transmisibles teniendo graves
implicaciones para la salud (Kolodziejczyk et al., 2019). En dicho
estado de disbiosis, las bacterias que promueven enfermedades
proliferan, se altera el balance de metabolitos bacterianos y su
concentracién, y se pueden presentar disrupciones en la
modulacién de la inmunidad del hospedador, inflamacién crénica
y aparicién de enfermedades no transmisibles (Satokari, 2015).
Ademais, se reduce la diversidad microbiana y disminuye la
poblaciéon de bacterias estrictamente anaerobias con funciones
protectoras, como la produccién de dcidos grasos de cadena corta
(Walker y Lawley, 2013).

En diversas enfermedades (enfermedad inflamatoria intestinal,

cancer colorrectal, sindrome metabdlico, diabetes) se ha
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observado que el estado de disbiosis lleva a una alteracién de la
funcién de barrera de las células epiteliales y se pone en contacto
el contenido intestinal con otros tejidos, provocando una
respuesta inflamatoria. En las enfermedades con reacciéon
inflamatoria se utilizan firmacos antiinflamatorios, pero no se
trata la disbiosis intestinal ni se restaura la integridad del epitelio,

que es lo que mantiene la homeostasis intestinal.

Los medicamentos antiinflamatorios pueden amortiguar la
inflamacién intestinal de manera efectiva, pero hoy en dia se sabe
que la modulacién de la microbiota intestinal es una alternativa
posible y saludable para la prevencion y el tratamiento temprano
de algunas patologias de origen inflamatorio. El patrén
alimentario establecido en los ultimos anos se centra en el
consumo de alimentos que tengan funcionalidad para la salud y en
el desarrollo de nuevos productos alimenticios, con énfasis en el
uso de microorganismos probidticos, compuestos prebiéticos y
combinacién de ambos (sinbiéticos), entre otros (Hill et al., 2014;
Gibson et al., 2017; Barros et al., 2020).

La modulacién de la microbiota intestinal a través de Ia
intervenciéon dietaria se ha convertido en una estrategia
terapéutica y preventiva emergente para el tratamiento y
prevencién de muchas enfermedades. En los ultimos afos se ha
comenzado a reconocer la relevancia de la respuesta diferencial e
individual, y se propone la implementacién de intervenciones
dietarias personalizadas, basadas en la respuesta individual de la

microbiota, y en que no existe un tnico prebiético favorable para
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todos los individuos que lo consuman (Kolodziejczyk et al., 2019;
Singh et al., 2021).

La microbiota fecal de individuos sin patologias o afectados por
patologias intestinales de tipo inflamatorio puede utilizarse en
estudios para evaluar la respuesta frente a la administracion de
diferentes fuentes de fibra con la consiguiente produccién de
butirato y/o el consiguiente favorecimiento de poblaciones
bacterianas benéficas. De este modo, se podria establecer un modo
de intervencién “personalizado” en la dieta, orientado a la
prevencién, o a la reversion de la enfermedad en etapas

tempranas.

En el marco de proyectos de investigaciéon radicados en la UNAJ
(UNAJ Investiga 2020, UNA]J Investiga 2023), asi como de tesinas
de grado para la carrera de Bioquimica (ICS), se trabajé con
muestras provenientes de individuos adultos con patologias
intestinales de origen inflamatorio. Estos individuos
manifestaron su voluntad de donar muestras luego de completar
una encuesta difundida por redes sociales (Capitulo 1). La
participacion de estas personas en los ensayos es sumamente
relevante, ya que nos permite avanzar en los estudios relacionados

con intervenciones dietarias personalizadas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar y comparar in vitro la
fermentabilidad y el potencial prebidtico de tres polisacaridos
obtenidos de biomasas sub-aprovechadas o producidos por
microorganismos con estatus GRAS, analizando su capacidad
para estimular poblaciones bacterianas especificas y la produccién

de dcido butirico por parte de la microbiota intestinal humana
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proveniente de individuos sanos y con patologias inflamatorias.
Por un lado, se evalud el efecto del glucogalactano proveniente de
granulos de kefir de leche (kefiran), hidrosoluble, compuesto en
partes equivalentes por glucosa y galactosa con uniones de tipo
a1-4 en la cadena principal y 1-6 en las ramificaciones, con un
peso molecular superior a 10° Da (Piermaria et al.,, 2008),
sintetizado por Lactobacillus kefiranofaciens (Hamet et al., 2013).
Por otro lado, se evalu6 el efecto del dextrano presente en
granulos de kefir de agua, un homopolisacirido insoluble
compuesto por glucosa unida por enlaces 1,6 lineal con un bajo
porcentaje de ramificaciones a-1,3 (Fels, Jakob, Vogel y Wefers,
2018). En tercer lugar, se evalué el efecto de betaglucanos

provenientes de paredes de levaduras cerveceras.
Metodologia

1. Muestras de microbiota intestinal

Las muestras de materia fecal provenientes de individuos adultos
con y sin patologias intestinales fueron entregadas al laboratorio
junto con una nota de consentimiento informado, y dentro de las
4 h posteriores a la deposicion. El disefio experimental cuenta con
el aval del Comité Consultivo Central de Bioética de la UNLP
(Diciembre de 2020) y del Comité de ética del Hospital de Alta
Complejidad El Cruce Dr. Néstor C. Kirchner (D00019 Julio de
2023).
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2. Obtencion de polisacaridos (kefiran, dextrano,
betaglucanos)

El kefiran se obtuvo a partir de granulos de kefir de leche CIDCA
AGK1 de acuerdo con Rimada y Abraham (2003) mediante
sucesivos pasos de disolucién en agua destilada caliente y
precipitaciéon con etanol frio. Mediante esta metodologia se
obtiene un polisacirido con un grado de pureza superior al 99%
sin proteinas ni restos de lactosa en su composicién final. El
polimero se deshidraté en un liofilizador Heto-Lab FD (San
Francisco, USA).

La fraccién de dextranos proveniente de los granulos de kefir de
agua se extrajo de acuerdo con Fels et al. (2018). Brevemente, los
granulos fueron escurridos y dispersados en 1 litro de soluciéon
alcalina (pH 10 con NaOH 1M) y se dejaron en agitacién durante
30 min a 60 °C. A continuacidn, la solucién fue neutralizada con
HCl y se centrifugé el extracto resultante a 10.000 xg durante 15
minutos. El pellet fue resuspendido en etanol frio al 96 % e
incubado overnight. Luego, la solucién fue centrifugada a 10.000
xg 15 min y el pellet fue resuspendido en agua destilada caliente
para posteriormente ser liofilizado en las mismas condiciones

indicadas anteriormente.

Los B-glucanos de paredes de levaduras fueron purificados a partir
de crema de levaduras Sacharomyces cerevisiae (Estilo: Golden Ale,
SafeAle S04, Fermentis, Bélgica) donada por una fébrica de
cerveza de La Plata (Dackel). Las levaduras fueron sometidas a un
primer paso de lisis (pH 5.0, 50 °C durante 48 h y 80 °C, 15 min en

agitacion), incubacién con NaOH (1M, 80 °C, 2 h en agitacién),
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centrifugacién, incubacién con acido acético (1M, 2 h, 80 °C),
lavado y secado. El extracto resultante se liofilizé en un Heto-Lab
FD (San Francisco, USA) (Pengkumsri et al., 2017).

3. Fermentabilidad de los polisacaridos in vitro

Para llevar a cabo los experimentos de fermentacién se prepard
un medio de cultivo base segtin Al-Tamimi et al. (2006). A partir
de este medio base se prepararon otros medios a los cuales se les
agregaron los polisaciridos en una concentracién final de 300
mg/L. Se incluy6 un control con glucosa 300 mg/L y un control

sin el agregado de azucares.

Se utilizaron como indculo muestras de materia fecal de adultos
voluntarios afectados por patologias intestinales que no habian
recibido un tratamiento antibidtico en los tltimos 6 meses previos
a la realizacion del ensayo (n=5). Tres de los donantes tienen
antecedentes de polipos intestinales. Uno de ellos, tiene
diagnéstico de colitis ulcerosa, y otro con sospecha de padecerla
(convivientes). Se utiliz6 como control a un donante adulto sin

patologia intestinal.

Con la materia fecal de cada donante se prepar6 un barro fecal
para inocular los medios de cultivo realizando una dilucién 1/10

en el medio de cultivo base.

Los medios de cultivo fueron inoculados con los barros fecales en
una dilucién 1/10 e incubados a 37 °C en condiciones de
anaerobiosis durante 24 y 48 h. En dichos tiempos, se tomaron

alicuotas para la determinacién de acidos organicos producidos.
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4. Cuantificacion de productos de fermentacion

Las alicuotas tomadas de los medios fermentados fueron
centrifugadas y filtradas y se procedi6 a la identificacién y
cuantificacién de acidos grasos de cadena corta utilizando un
cromatégrafo gaseoso (Agilent Technologies, Modelo 7890A,
USA) asociado a una columna DBFATWAX Ul 30 m x 0,25 mm
x 0,25 um. Las condiciones operativas de las corridas fueron: Inlet
280 °C; Split 50:1, flow 1 ml/min; Oven rampa 120°C; 2 min 5 °C
x min hasta 140 °C. Se utilizaron curvas de calibracién
conteniendo d4cidos acético, propidénico y butirico en
concentraciones 0, 5, 7,5 y 10 mM (Sigma Aldrich, USA).
Asimismo, fueron sumadas al analisis las muestras de materia fecal

de cada individuo.

Resultados

Se estudi6 la presencia de dcidos orgdnicos en barros fecales
mediante cromatografia gaseosa (CG). El contenido y cantidad de
acidos organicos en materia fecal inicial fue diferente en todos los
individuos. La distribucién de acidos organicos presentes en la

materia fecal (MF) de los 10 individuos se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1: cantidad de 4cidos orgénicos (mM) presentes en barros fecales
provenientes de los individuos incluidos en el estudio. Las muestras
correspondientes al individuo 4 fueron tomadas en diferentes periodos

de tiempo (4a y 4b). Fuente: elaboracién propia.

Cantidad de acidos en barros fecales (mM)
INDIVIDUO ) ‘ i

ACETICO PROPIONICO BUTIRICO
SANO 1 23+4 35+1,1 0
SANO 2 11,8+ 2,1 51,2 7,5+£0,3
SANO 3 9,2+1,5 05+£0 0
SANO 4a | 9,12+17 716+1,2 561+1,2
SANO 4 | 64+1,1 48+0,8 0,5+0,1
POLIPOS 5 | 98+17 9,36 +2 12,58+ 3
POLIPOS 6 13,5+2,2 4,11 5,54+ 1,25
POLIPOS 7 12,2+1,8 2,2+0,4 1+0,2
COLITIS ULCEROSA 8 152+2 4,4+£0,8 52+1,2
SOSPECHA DE CU 9 | 278+4,1 502+ 1,2 2,3+0,8

Se puede observar que las muestras de materia fecal contienen
diferente proporcién de 4cidos grasos de cadena corta,
observindose que entre estas muestras el contenido de dcido
acético fue mayoritario en todos los individuos respecto a los
demads 4cidos, seguido por el acido propidénico. Con respecto al
acido butirico, fue llamativa su alta concentracién en individuos
con patologias intestinales. El incremento de este dcido en la
materia fecal de pacientes con pdlipos y adenocarcinoma de colon

fue descripta por otros autores (Chen et al., 2021).
Por otro lado, cuando se realizaron las fermentaciones in vitro,
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en el medio conteniendo glucosa, también se observaron
diferencias en cuanto a la produccién de acidos organicos,
particularmente, con el dcido butirico. Las mismas se muestran
en la Tabla 2.

Tabla 2: Concentraciones de dcido butirico en funcién del tiempo en los
medios con glucosa inoculados con los barros fecales de los 10 individuos.

n/d: no determinado. Fuente: elaboracién propia.

Acido butirico (mM)

24 h 48 h
Individuo 1 n/d n/d
Individuo 2 0,38 0,93
Individuo 3 n/d n/d
Individuo 4a 543+1,1 7,95+ 1,6
Individuo 4b n/d n/d
Individuo 5 396 +1.2 1,54£0,9
Individuo 6 1,65+ 1,1 1,65+1,1
Individuo 7 0 1,77+ 1,2
Individuo 8 2,46 £ 1,1 394+1,8
Individuo 9 3,29+ 1,3 427+2,1

Produccion de dcidos orgdnicos en los medios conteniendo los
polisacdridos

Asi como la fermentacién de los medios con glucosa generd
diferentes perfiles de produccién de dacidos organicos, pudo

observarse también que la concentracién de cada uno de los acidos
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no fue equivalente entre individuos para la fermentacién de los

polisacaridos, tal como se describe a continuacién.

Se muestran los resultados correspondientes a los individuos 4
(sin patologia) e individuos con patologias o sospecha de

padecerla (individuos 5 a 9, excepto 7).

Individuo 4

Datos: Sexo femenino - edad 44 afios - sin patologia. Dieta
omnivora. No consume probidticos -realiza actividad fisica
moderada — fuma. Fecha de entrega de muestra: 5 de Septiembre
de 2022. Fecha de analisis de muestra: 5 de Septiembre de 2022.

La microbiota presente en la materia fecal del individuo 4 produjo
acido butirico en todos los medios, tal como se mostré en la Tabla
2 y en la Figura 1. La mayor produccién de dcido butirico se
observ6 a las 48 h de fermentacién, en el medio con dextrano
(5,11 mM) en comparacién con el medio con kefiran (2,76 mM)

y betaglucanos (1,76 mM).
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Figura 1: produccién de 4cido butirico en el tiempo por parte de la

microbiota del individuo 4, en los diferentes medios conteniendo los

distintos polisaciridos. Fuente: elaboracién propia.
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Individuo 5

Datos: Mujer — 41 afos - diagnéstico: poélipos intestinales
(extirpados). Dieta: vegana. Consume probidticos (no especifica
cuales) — practica actividad fisica moderada — no fuma. Fecha de
entrega de muestra: 5 de Septiembre de 2022. Fecha de analisis de

muestra: 5 de Septiembre de 2022.

Cuando la materia fecal de este individuo fue inoculada en los
medios conteniendo los distintos polisaciridos se encontré
distinta cantidad de 4cidos (Tabla 2 y Figura 2). En particular, en
el caso del 4cido butirico, se encontré que la microbiota de este
individuo produjo poca cantidad, en comparacién con el
individuo sin patologia (individuo 4). En los tres medios
conteniendo los distintos polisacaridos, la produccién fue similar,
siendo levemente mayor en el medio conteniendo kefiran (2,05
mM). Esto podria relacionarse con la incapacidad de la microbiota
de este individuo de fermentar estas fibras, probablemente como
consecuencia de una pérdida de diversidad microbiana que podria
deberse, o bien al antecedente de patologia que presenta este
individuo (Wu et al., 2018) o bien a la dieta (vegana), ya que se ha
reportado cierta pérdida de diversidad en la microbiota intestinal
de personas con este tipo de dieta (Trefflich, Dietrich, Braune,
Abraham y Weikert, 2021). De acuerdo con la clasificacién
propuesta por algunos autores, este individuo podria clasificarse
como “no respondedor” a ninguna de las tres fibras incluidas en
este estudio (Kolodziejczyk et al., 2019).
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Figura 2: produccién de icido butirico en el tiempo por parte de la
microbiota del individuo 5, en los diferentes medios conteniendo los

distintos polisaciridos. Fuente: elaboracién propia.
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Individuo 6

Datos: Mujer — 55 afos - diagnoéstico: poélipos intestinales
(extirpados). Dieta omnivora — consume probidticos (kefir de
leche) - practica actividad fisica moderada — fuma. Fecha de
entrega de muestra: Febrero de 2016 (congelada hasta su uso, en

Agosto de 2022); muestra procesada segtin Aguirre et al. (2015).

Como se puede observar en la Tabla 2 y en la Figura 3, para el
individuo 6, el 4cido butirico se encontré en todos los medios
luego de 48 horas de fermentacién. El medio adicionado con
betaglucanos present6 una concentracién de este dcido (3,07 mM)
levemente mayor, en comparacién con los medios conteniendo
dextrano (2,37 mM), y kefiran (2,60 mM). Por otro lado, esta
cantidad es menor a la producida por la microbiota del individuo
4, sin patologia (Figura 1). Nuevamente, al tener el individuo 6 un
antecedente de patologia intestinal, esta diferencia puede deberse
a la disbiosis asociada (Wu et al., 2018). Sin embargo, de acuerdo
con la tendencia observada, se puede proponer que, de las tres
fibras, los betaglucanos serian los polisacaridos capaces de
estimular la produccién de butirato por parte de la microbiota de

este individuo.
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Figura 3: produccién de 4cido butirico en el tiempo por parte de la
microbiota del individuo 6, en los diferentes medios conteniendo los

distintos polisacaridos. Fuente: elaboracién propia.
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Individuo 8

Datos: Masculino - 47 anos - diagndstico reciente de colitis
ulcerosa — no consume probidticos — no fuma - actividad fisica
moderada - dieta omnivora.

Fecha de entrega de muestra: 16 de Diciembre de 2022. Fecha de

andlisis de muestra: 16 de Diciembre de 2022.

Se observé la presencia de acido butirico en todos los medios
(Tabla 2 y Figura 4). La mayor concentracién de 4cido butirico se
encontré en el medio conteniendo betaglucanos (4,09 mM),
seguido por el medio con kefiran (3,4 mM). La menor

concentracién se encontré en el medio con dextrano (2,16 mM).

Figura 4: produccién de 4cido butirico en el tiempo por parte de la
microbiota del individuo 8, en los diferentes medios conteniendo los

distintos polisacaridos. Fuente: elaboracién propia.
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INDIVIDUO 9

Datos: Femenino — 45 anos — sospecha de colitis ulcerosa
(conviviente con individuo 8) — no fuma - no realiza actividad

fisica — no consume probidticos — dieta omnivora.

En el caso del individuo 9, la mayor concentracién de acido
butirico se encontré en el medio conteniendo kefiran (3,27 mM),
seguido por el medio conteniendo betaglucanos (3,13 mM). La

menor concentracién se encontré en el medio con dextrano (2,79
mM).
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Figura 5: produccién de 4cido butirico en el tiempo por parte de la
microbiota del individuo 9, en los diferentes medios conteniendo los

distintos polisacaridos. Fuente: elaboracién propia.
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Estas diferencias observadas en cuanto a la produccién de 4cido
butirico, también se observaron en los perfiles de otros acidos
como el acético, propidnico y otros ramificados. En el caso
particular del dcido acético en lineas generales, su produccién fue
elevada a las 24 h alcanzando valores cercanos a 20 mM en la
mayoria de los individuos. En lineas generales, el dcido acético es
el dcido que se produce primero, y luego gracias al cross-feeding se

utiliza como sustrato para la sintesis de otros (Louis y Flint, 2017).

Con respecto a los dcidos grasos de cadena ramificada (AGCR o
BCFA del inglés Branched-Chain Fatty Acids) encontramos gran
variacién en su produccién entre los distintos individuos. Los
AGCR son una clase de dcidos grasos, en su mayoria saturados
con una o mas ramas de metilo, generalmente ubicados cerca del
grupo metilo terminal. Los aminodcidos valina, leucina e
isoleucina, que resultan del fraccionamiento de las proteinas,
pueden ser transformados por la microbiota intestinal en acidos
grasos ramificados (isobutirato, isovalerato y 2-metil butirato,
respectivamente), los cuales representan aproximadamente un 5
% del total de acidos grasos (AGCC y AGCR) en heces (Verbeke
et al., 2015).

Hasta el momento no hay consenso en la comunidad cientifica
sobre el papel de los AGCR producidos in situ en la salud intestinal
ni sistémica. Por un lado, algunos autores consideran que su efecto
es positivo, ya que se demostré que actian como reguladores de
la absorcién colénica de sodio (Blachier, Mariotti, Huneau y
Tomé, 2007) o tienen un efecto anticancerigeno (Ran-Ressler et

al., 2011; Taormina, Unger, Schiksnis, Torres-Gonzalez y Kraft,

105



Natalia Moreira, Martin Reymar, Nicolas Simonelli, Judith Piermaria, Micaela Medrano

2020), o que mejoran la sensibilidad a la insulina en individuos
con metabolismo alterado (Heimann, Nyman, Palbrink,
Lindkvist-Petersson y Degerman, 2016). Por otro lado, dentro de
los trabajos que consideran que los AGCR tienen un efecto
negativo se pueden mencionar estudios in vitro que sugieren un
efecto en la generacién de ulceras (Sakurazawa y Ohkusa, 2005),
otros donde se encontré que su incremento en materia fecal
podria relacionarse con obesidad (Lange, Proczko-Stepaniak y
Mika, 2023), hiperplasia prostitica benigna (Ratajczak et al.,
2021) o que son marcadores fecales de fermentacién proteica
asociados a la presencia de productos perjudiciales (Verbeke et al.,
2015). En general, se reconoce que los AGCR en materia fecal se
ven reducidos luego del consumo de prebidticos (Alles et al., 1997;
Swanson et al.,, 2002; Mikeldinen, Mikivuokko, Salminen,
Rautonen y Ouwehand, 2007; Rios-Covian et al., 2020;
Marzorati, Ghyselinck, Van den Abbeele, Maruszak y Harthoorn,
2023); por el contrario, se incrementan luego de dietas ricas en
proteinas (Aguirre et al., 2016). En ausencia de un consenso, las
concentraciones fecales de AGCR se consideran sélo como
marcadores de la fermentacién de proteinas bacterianas en lugar
de marcadores de la salud del colon (Kim, Coelho y Blachier, 2013;
Verbeke et al., 2015). Se necesitan mas estudios para comprender
la relacién existente entre la presencia de estos AGCR vy la salud
del hospedador, asi como identificar las poblaciones bacterianas
responsables de su sintesis (Rios-Covian et al., 2020). Cabe
mencionar que, para nuestro conocimiento, no existe reporte de
produccién de dcidos ramificados en ensayos in vitro con estos

prebidticos.
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A vpartir de dos polisacaridos producidos por dos cepas de
Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 y CIDCA 83124 aisladas de
granulos de kefir de leche (Hamet et al., 2013), Bengoa et al.
(2020) evaluaron la produccién de AGCR utilizando pools de
materia fecal de ninos. Encontraron un incremento en la
produccién de dcidos isobutirico e isovalérico en los medios

conteniendo estos polimeros luego de 24 h de fermentacion.

De acuerdo con el analisis de resultados obtenidos en el ensayo de
fermentacion, puede observarse que las mayores concentraciones
de cada uno de los acidos en cada individuo se alcanzaron frente a
la fermentacién de diferentes polisacaridos. Estos resultados
permitirian proponer el consumo de un polisacirido diferente
para cada individuo. Para el caso del dcido butirico, esto se resume
en la Tabla 3.

Tabla 3: Polisaciridos que indujeron la mayor produccién de dcido

butirico para cada individuo estudiado. Fuente: elaboracién propia.

Individuo Polisacarido
4 dextrano
5 kefiran
6 betaglucanos
8 betaglucanos
9 kefiran

De este modo, se comprobd que la respuesta de la microbiota
proveniente de materia fecal de distintos individuos no siempre
responde de la misma manera. Esto estd en concordancia con lo
encontrado previamente en el grupo de trabajo (Hamet et al.,

2016; Medrano et al., 2020). Gracias a estos resultados, se puede
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apreciar la importancia y la presencia de una variabilidad
interindividual en la capacidad de fermentacién de distintas
fuentes de carbono. Esto quiere decir que un mismo polisacarido
puede generar distintos tipos de respuesta en la microbiota de

cada uno de los individuos que la consuman.

De modo interesante, se encontré que estos polisacaridos fueron
capaces de incrementar la produccién de dcido butirico en los
individuos, indicando que es posible inducir la produccién de este
dcido, si se ingiere la fibra adecuada (Zhang et al., 2021). Estos
resultados permiten aportar y confirmar la evidencia cientifica
que se encuentra postulada por diversos autores sobre la
fermentabilidad y la accién prebidtica de los polisacaridos en

estudio.

Para los betaglucanos, se pudo observar por parte de la microbiota
una respuesta positiva en 3 de los cinco individuos incluidos en el
presente trabajo, en cuanto a la produccién de butirato. La
fermentacion in vitro de betaglucanos de levaduras ha sido poco
explorada hasta el momento. Chaikliang et al. (2015) demostraron
la actividad prebidtica de estos polisaciridos en cuanto al
incremento de poblaciones de bifidobacterias utilizando un
modelo de fermentacién in vitro con indculo de materia fecal

humana.

En el caso del kefiran, de modo interesante, indujo un leve
incremento en la produccién de dcido butirico cuando los medios
fueron fermentados por microbiota del individuo con
antecedentes de pélipos (individuo 5). Si bien son necesarios mas

estudios que incluyan un andlisis del microbioma para

108



Comparacion del efecto que tienen distintos polisaciridos en la microbiota de los individuos

confirmarlo, lo hallado indicaria que podria postularse al kefiran
como una fibra que potencialmente podria mejorar o revertir el
estado de disbiosis de algunos individuos. La fermentabilidad del
kefiran por parte de microbiota intestinal humana proveniente de

nifios sanos con dieta omnivora fue demostrada en el Capitulo 3.

Con respecto al dextrano, se pudo observar que es un polisacarido
fermentable por bacterias intestinales. De modo interesante,
unicamente las bacterias presentes en la materia fecal del
individuo sin patologia (individuo 4) fueron capaces de producir
mayor cantidad de acido butirico utilizando este polisacarido
como fuente fermentable. Esto podria indicar que este
polisacarido complejo, con alto peso molecular e insoluble, podria
ser utilizado por microorganismos presentes en ecosistemas cuya
diversidad no se encuentre alterada (eubiosis), aunque son
necesarios mas estudios para confirmarlo. Un estudio reciente
efectuado por Tan et al. (2022), demostré la capacidad de los
polisaciridos sintetizados por una cepa de Liquorilactobacillus
satsumensis aislada de granulo de kefir de agua, de inducir el
crecimiento de bacterias intestinales productoras de dacidos

organicos.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran la
variabilidad intra e interindividual en la fermentabilidad de
distintas fibras dietarias no digeribles siendo una mas favorable
que otra en cuanto a la produccién de acidos organicos para cada
individuo, especialmente, en la produccién de butirato. De esta
manera, estos resultados refuerzan ain mais el potencial de las

intervenciones dietarias personalizadas.
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Conclusion

Se encontré que, en los medios fermentados, las bacterias
intestinales de todas muestras provenientes de todos los
individuos produjeron acidos organicos, presentando diferentes
perfiles de produccién, lo cual evidencia la variacién en la
respuesta de la microbiota inter-individuo frente a Ila
administracién de diferentes fibras. Estos resultados refuerzan el
concepto de la respuesta individual de la microbiota, indicando
que no todas las fuentes de fibra tienen el mismo efecto en la
produccién de metabolitos por parte de la microbiota intestinal.
Por otro lado, demostramos que los dos polisaciridos
provenientes de granulos de kéfir, de leche y de agua, tienen un
efecto diferente en cuanto a su fermentabilidad por parte de
bacterias intestinales. Nuestros resultados contribuyen al
conocimiento del efecto benéfico para la salud que tienen ambos

productos fermentados.

En el presente trabajo se demostré que a partir de subproductos
de la industria alimentaria o de biomasa sub-aprovechada
proveniente de granulos de kefir de leche y de agua, asi como de
paredes de levaduras cerveceras, se pueden aislar polisacaridos,
con un grado de pureza aceptable, utilizando protocolos sencillos
y amigables con el ambiente. Se demostré que estos polisaciridos
pueden ser utilizados como fuente de carbohidratos por bacterias
presentes en materia fecal de individuos con diferentes patologias,

asi como en la de un individuo sin patologia.

Se comprobé al mismo tiempo que la respuesta de la microbiota

frente a la administracién de una misma fuente de fibra puede ser
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diferente entre individuos. Asimismo, la respuesta de Ia
microbiota intestinal estd ligada a las caracteristicas fisicoquimicas
de los polisacaridos administrados, por lo que seria esperable que
la administracién de distintas fibras, pueda llegar a brindar
respuestas diferenciales siendo una mads favorable que otra en
cuanto a la produccién de acidos organicos, especialmente, de
butirato, reforzando el potencial de las intervenciones dietarias

personalizadas.

Los resultados obtenidos constituyen un aporte a la aplicacién de
biopolimeros obtenidos de fuentes naturales para ser
incorporados en alimentos funcionales con un beneficio en la

salud del consumidor.
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Capitulo 5

Prebidticos: efectos dependientes de la
microbiota individual

Micaela Medrano 12, Maria Fernanda Hamet 12

Una de las correlaciones generales que se establecen entre el
consumo de fibra prebidtica y la mejora de la salud, es la
produccién de acidos grasos de cadena corta por parte de las
bacterias intestinales, y en particular de butirato (Scott et al., 2014;
Shimi, 2023). Sin embargo, dicho incremento en la produccién de
butirato estd intimamente relacionado con la composicién de la
microbiota intestinal residente del consumidor, en particular con
la representacién de géneros bacterianos productores de este
dcido organico (Zhang, Li, Yang, Tan y Liu, 2022; Medrano et al.,
2020). Teniendo en cuenta que la composicién de la microbiota
intestinal no se repite entre individuos de una misma especie
(Kolodziejczyk et al., 2019), es de esperar que la microbiota de

todos los individuos no responda del mismo modo al consumo de
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una misma fibra en cuanto a la produccién de butirato (Tannock
y Liu, 2020).

El objetivo de este capitulo es relevar la evidencia cientifica que
sustenta la tendencia de que el efecto de las fibras es
“personalizado” y de que no hay una tnica fibra que es buena para
todos, sino de que el consumo de las mismas deberia proponerse
de manera personalizada. La posibilidad del uso de blends
(Tannock, 2021) de fibras como una alternativa que cubre las
necesidades de la mayoria de los individuos es una alternativa a
considerar, si bien hacen falta estudios que demuestren el efecto

sinérgico de las fibras.

Los estados de eubiosis y de disbiosis han sido discutidos en
capitulos previos, asi como la estrecha relacién que existe entre
disbiosis, patologias intestinales de origen inflamatorio, la
disminucién de poblaciones productoras de butirato (Chen y
Vitetta, 2018). Enfermedades gastrointestinales crénicas, como el
sindrome del intestino irritable, la celiaquia y el cancer
colorrectal, también se han correlacionado con estados de
disbiosis, habiéndose descrito cambios en la composicién de la
microbiota en los individuos enfermos en comparacién con
individuos sanos, en las tres patologias (Carroll, Chang, Park,
Sartor y Ringel, 2010; De Palma et al., 2010; Shen et al., 2010).

Como se menciond, y en lineas generales, la produccién de
butirato por parte de la microbiota intestinal se relaciona con la
ingesta de polisacaridos no digeribles de alto y mediano peso
molecular (Louis y Flint 2017; Zhang et al., 2022; Medrano et al.,

2020) y hay una tendencia ultimamente a la bdsqueda de
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alimentos que favorezcan la produccién de butirato. Por ejemplo,
Zhang et al. (2022) hicieron un relevamiento de polisacaridos
presentes en  alimentos  (galactomananos,  glucanos,
glucomanananos, arabinoxilanos, inulina, pectina, almidén
resistente) y en dicho trabajo proponen qué alimentos con sus
polisaciridos son fermentados y cudles especies productoras de

butirato estarian involucradas (Zhang et al., 2022).

Al mismo tiempo, se han hecho esfuerzos para identificar tanto
los sustratos como cepas de microorganismos hiper productores
de butirato (Chen et al., 2020). Tal es la relevancia que han
adquirido estos microorganismos productores de butirato, que
comienzan a considerarse como nuevos probidticos (novel
probiotics) o probidticos de nueva generaciéon (Van Immerseel et
al., 2010; Boesmans et al., 2018; Perraudeau et al., 2020; Khan et
al., 2023).

Variabilidad de individuos, variabilidad de respuesta

Tal como se viene mencionando, la estimulacion selectiva de
poblaciones bacterianas depende de la composicién quimica de la
fibra (Gibson et al., 2017); concomitantemente, la microbiota
individual determina la capacidad de fermentar fibras dando
respuestas diferenciales con variacién inter-individuos (Hamet et
al.,, 2016; Medrano et al., 2020). Por lo tanto, una misma fibra
puede tener diferente respuesta en diferentes individuos que la
consuman; asi como para un mismo individuo, se puede
seleccionar in vitro la fibra fermentable capaz de inducir un
incremento en la produccién de butirato, para intentar revertir

una enfermedad inflamatoria. Este capitulo se orienta en explorar
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esta nueva corriente de investigaciones que proponen
“intervenciones dietarias personalizadas” (Chen y Vitetta, 2018;
Singh et al., 2021).

Dentro de los polisacaridos con actividad prebidtica que
encontramos en la naturaleza y que se encuentran entre los
alimentos que consumimos, se presenta gran variabilidad (Ruas-
Madiedo, Abraham, Mozzi y de Los Reyes-Gavildn, 2008). Esta
diversidad de polisacaridos esta relacionada con las uniones que
forman parte de las uniones glicosidicas que forman parte de la
cadena principal de cada polimero, la presencia de ramificaciones
0 no, el peso molecular, la solubilidad, la carga, etc. Todas estas
caracteristicas fisicoquimicas van a determinar que estos
polisacaridos puedan o no ser digeridos por las enzimas presentes
en el tracto gastrointestinal, y que puedan o no ser fermentados
por los microorganismos benéficos que habitan en nuestro
intestino grueso: se puede denominar como prebidtico si es
sustrato para las bacterias intestinales benéficas y si confiere un

efecto demostrado en la salud del consumidor.

Esta respuesta estd fuertemente determinada por Ia
heterogeneidad de la microbiota individual méas que por el
sustrato prebidtico ingerido, por lo tanto, se han comenzado a
proponer suplementaciones dietarias de precisién que consideran
la respuesta de la microbiota intestinal de cada individuo. Los
trabajos que proponen estas intervenciones dietarias
personalizadas han comenzado a incrementarse en los dltimos

anos.
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Los estudios que comenzaron a reconocer la variabilidad inter-
individual han adquirido relevancia cuando un grupo de
investigacién encontré en un experimento con animales que un
prebidtico reconocido como es la inulina, no tuvo el efecto
benéfico deseado en ciertos animales usados en la
experimentacion. Los autores concluyeron con sorpresa que una
fibra que es buena para algunos individuos no necesariamente es
buena para todos (Singh et al., 2018). A partir de alli, se comenzé
a reconocer que debido a que tanto la genética del hospedador
como su microbiota intestinal pueden influenciar el éxito de un
tratamiento, existe una urgente necesidad de desarrollar una
medicina de precisién y de personalizar las suplementaciones
dietarias, basadas en el microbioma individual (Wan y Jena,
2019).

En la Tabla 1 se enumeran diversos trabajos cientificos en los que
los autores reconocen que el efecto de un polisacirido con
potencial prebidtico no es necesariamente generalizable a toda la
poblacién. Los avances en la investigacién biomédica y en el
estudio de la microbiota intestinal han permitido establecer que
no existe una unica dieta que resulte beneficiosa para todos los
individuos. Las variaciones interindividuales en la respuesta a las
intervenciones dietarias estan estrechamente relacionadas con la
composicion especifica y tnica de la microbiota de cada persona.
En este sentido, se comenzé a afirmar que la dieta modifica la
composicién del microbioma y funciona de un modo especifico
para cada persona, y se comenzaron a habilitar las estrategias

nutricionales personalizadas (Kolodziejczyk et al., 2019).
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Tabla 1: Trabajos cientificos (ordenados por afio) en los cuales se
demostré (en Trials en humanos, o en modelos animales in vivo) la
respuesta diferencial de la microbiota frente a diferentes estimulos de
prebidticos. GOS: galacto-oligosacaridos; RS: almidén resistente; non-
RS: almiddn no resistente; FOS: fructo-oligosacaridos; XOS: xilo-
oligosacaridos; AGCC: dcidos grasos de cadena corta. Adaptado de
Simonelli, Abraham y Medrano (2024).

Referenci
a

Ano Resultados relevantes

El consumo de GOS increment6 el nimero de
Bifidobacterias en heces, pero solamente en individuos Davis et
“respondedores” (50%). al., 2010

Modelo: Trial en humanos, n=18.

2010

Poblaciones bacterianas especificas fueron
incrementadas por carbohidratos funcionales

especificamente diseiiados (RS2 y RS4). Se encontraron i
Martinez

2010 variaciones inter-individuales que refuerzan el
etal., 2010

abordaje personalizado de la estimulacién de la
microbiota.

Modelo: Trial en humanos, n=10.

Los niveles de butirato encontrados en materia fecal
011 luego del consumo de RS presentaron variaciones McOrrist et
entre individuos. al., 2011

Modelo: Trial en humanos, n=46.

Luego de consumir dietas ricas en fibra y proteinas, se
encontré que la eficacia de las intervenciones dietarias

fue especifica para cada persona; los autores .
Cotillard

2013 concluyeron que la respuesta puede predecirse de
etal., 2013

acuerdo con la riqueza genética de la microbiota
intestinal.

Modelo: Trial en humanos, n=48.

Luego de consumir alimentos con alto contenido de

2014 fibra (harinas integrales, inulina, RS) se encontré que Korpela et
el impacto de la dieta sobre la microbiota y el al,, 2014

metabolismo del hospedador es de cardcter individual y
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depende de la composicién de la microbiota y de los
cambios metabdlicos en el hospedador.

Modelo: Trial en humanos, n=78.

La respuesta frente al consumo de RS de la microbiota
individual presenté variaciones, y se correlaciond

inversamente con la diversidad.

o . Salonen et
2014 Los individuos pueden clasificarse como L 2014
al.,
“respondedores” y “no-respondedores” de acuerdo con
las funciones de su microbiota intestinal.
Modelo: Trial en humanos, n=14.
Lugo de consumir un alimento con fibra, los
individuos incluidos en el estudio respondieron
. . SR Kovatchev
2015 diferente a esta intervencién dietética.
., . a-Datchary
La relacién Prevotella/Bacteroides fue mayor en los
e « N etal,, 2015
individuos “respondedores”.
Modelo: Trial en humanos, n=39.
Los autores observaron una respuesta heterogénea en
o, . i Venkatara
la concentracién de butirato después de la
2016 . man et al.,
suplementacién con RS2. 2016
Modelo: Trial en humanos, n=20.
Respuesta diferencial entre enterotipos Prevotella y
2017 Bacteroides para la fermentacién de FOS y Chen et
arabinoxylanos de sorgo y maiz. al,, 2017
Modelo: in vitro, n=2.
La administracién de un prebidtico reconocido como
es la inulina no tuvo el efecto beneficioso deseado en
ciertos animales, que desarrollaron céncer de higado; Sineh et
ingh e
2018 los autores concluyeron que una fibra que es ) iOI N
al.
beneficiosa para algunos individuos no es ’
necesariamente buena para todos.
Modelo: in vivo (murino), n=15.
La produccién de AGCC in vitro demostré ser
individual, mostrando perfiles inicos de AGCC en cada
. | N Poeker et
2018 muestra y que difieren segtn el sustrato (inulina, L 2018
al.,
betaglucanos, FOS, XOS).
Modelo: in vitro (Sistema continuo PolyFermS), n=2.
2020 Los ratones colonizados con la microbiota fecal de Rodriguez
diferentes individuos obesos respondieron de forma etal., 2020
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diferenciada a la suplementacién con inulina. Los
autores concluyeron que caracterizar la microbiota
intestinal antes de la intervencién dietaria con
prebidticos es importante para mejorar el resultado
positivo.
Modelo: in vivo (ratones C57BL/6] obesos).

2020

La ingesta de RS4 de tapioca y maiz indujo efectos
divergentes y especificos en la composicién del
microbioma en cuanto a la produccién de propionato o
butirato.

Modelo: Trial en humanos; n=10 por grupo.

Deehan et
al., 2020

2020

El consumo de arabinoxilanos provenientes de salvado
de maiz cambié la composicién de la comunidad
bacteriana fecal y promovié el desarrollo de
Bifidobacterium longum, Blautia obeum y Prevotella copri al
tiempo que aumentd las concentraciones de propionato
fecal.

Modelo: Trial en humanos con sobrepeso; n=31.

Nguyen et
al,, 2020

2020

Se inocularon medios conteniendo el glucogalactano
kefiran con materia fecal de 10 nifios sanos. La
produccién de butirato no fue equivalente en los 10
individuos incluidos en el estudio.

Modelo: in vitro, n=10.

Medrano
et al., 2020

2021

Luego de consumir inulina y pectina, se observo la
produccién de diferentes cantidades y proporciones de
AGCC a partir de los mismos sustratos por parte de los

diferentes individuos. Los autores también
demostraron que los fenotipos metabdlicos
microbianos pueden predecirse.
Modelo: Trial en humanos saludables; n= 33.

Gurry et
al,, 2021

2021

Los autores demostraron que la composicién de la
microbiota es decisiva para la produccién de butirato
frente a la fermentacién de RS.

Modelo: in vitro; n=10.

Teichman
ny
Cockburn,
2021

2022

Los autores encontraron que la identidad individual de
la microbiota es el principal determinante de la

respuesta para la produccién de AGCC, antes que la

Holmes et
al., 2022
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identidad de la fibra. Concluyeron que es posible que
las terapias prebidticas requieran una personalizacién.
Fibras: Inulina, GOS, Dextrina.
Modelo: Clinical trial; n=28.

2023

Los autores propusieron un modelo basado en
inteligencia artificial para optimizar las caracteristicas
saludables de las dietas y promover un ecosistema
microbiano favorable mediante el seguimiento de la
ingesta de alimentos y nutrientes, sumado al monitoreo
de pardmetros antropométricos, fisioldgicos y el
estudio de la composicién del microbioma intestinal
después de la implementacién de la intervencién
dietética personalizada.

Modelo: Clinical trial; n=7.

Bianchetti
etal., 2023

2024

Los autores demostraron que el impacto de las fibras en
la composicién de la microbiota intestinal humana ex
vivo depende de la composicién de la microbiota de los

donantes.

Modelo: ex vivo; n=6.

Bonazzi et
al., 2024

Conclusion

Dado que tanto la genética del hospedador como su microbioma

pueden influenciar el éxito o el fracaso de un tratamiento, se

plantea como una posibilidad el desarrollo de intervenciones

alimentarias basadas en la respuesta de la microbiota individual.

El estudio de dicha respuesta es relevante al momento de poder

intervenir de manera responsable en la dieta de las personas, sobre

todo en los casos donde se encuentra con una disbiosis de base.

Esto aplica no solo a las intervenciones con prebiéticos, sino

también a la recomendacion de consumo de otros alimentos

funcionales (probidticos, sinbidticos, otros).
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Conclusiones Generales

En esta obra se presentaron los principales resultados obtenidos
de proyectos de investigacion radicados en UNAJ que
comprenden tanto trabajo en el territorio, como en el laboratorio
y en busqueda bibliografica. Este trabajo fue desarrollado por la
comunidad de docentes, estudiantes, egresadxs de la UNAJ, asi
como por investigadorxs de otras casas de estudio que han

contribuido a la conformacién de este grupo de trabajo.

En la Introduccién y en el Capitulo 1 mostramos que hay un
interés creciente en la poblacién a temas relacionados con la
alimentacién y la salud, donde la microbiota intestinal tiene un rol
conector, ya que gran parte de los alimentos que no podemos
digerir (fibra) sirve como sustrato para el desarrollo de
poblaciones bacterianas benéficas, que producirin metabolitos
con impacto en nuestra salud, como son los acidos grasos de

cadena corta y en particular, el butirato.

La microbiota intestinal constituye un ecosistema que no se repite
entre individuos de una misma especie, ya que dicho ecosistema
es producto de la sumatoria de eventos en el desarrollo de un
individuo, asi como de sus costumbres, hédbitos, estilo de vida,
alimentacién, entre otros factores. Al ser la microbiota intestinal
un ecosistema que no se repite, es razonable que la microbiota de

diferentes personas responda de manera diferente frente a un
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mismo estimulo dietario. Esto fue abordado en el Capitulo 2 de

manera teérica, y demostrado en los Capitulos 3 y 4.

Otra consecuencia de la complejidad de este ecosistema es que,
para un mismo individuo, se puede encontrar una fibra que sea
mas efectiva en cuanto a la produccién de butirato que otra. Estos
estudios pueden realizarse in vitro y permitirian predecir la
respuesta que darian las poblaciones bacterianas presentes en el
colon de una persona frente a la ingesta de una determinada fibra.

Esto fue abordado en los Capitulos 4 y 5.

Retomando la hipétesis de trabajo “la fibra dietaria tiene un
impacto en la composicién de la microbiota intestinal, y que este
efecto depende de la composiciéon basal (inicial) de dicha
microbiota”, luego del recorrido realizado a lo largo de los
capitulos, podemos afirmar que los resultados alcanzados
respaldan la hipdtesis formulada en la introduccién, lo que

permite aceptarla como vélida dentro del marco de este estudio.

Los resultados presentados constituyen wun aporte al
conocimiento que tenemos hasta el momento en nuestros grupos
de trabajo con respecto al estimulo dietario (a través de oligo y
polisacéridos) en cuanto a la produccién de metabolitos de interés
por parte del ecosistema microbiano. El estudio de las poblaciones
que se ven favorecidas frente a dicho estimulo dietario constituye
un aspecto relevante y pendiente que esperamos abordar en

proéximas etapas.

Sin embargo, consideramos que el recorrido transitado merece ser

relatado, reconociendo de este modo a todas las personas
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involucradas, desde investigadores y estudiantes, pero sobre todo,
los individuos que donaron sus muestras para realizar estos
estudios. Esperamos con este trabajo realizar un aporte a la
comunidad cientifica y no-cientifica, habiendo relatado los
avances del grupo de trabajo en el tema, e invitando a quienes
hayan leido nuestro trabajo a seguir interesindose por este

ecosistema del que somos parte.
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Esta obra presenta los resultados de dos proyectos
de investigacion de la Universidad Nacional Arturo
Jauretche (UNAJ), centrados en el impacto de ciertas
fibras alimentarias en la microbiota intestinal. Los
estudios exploran cémo estas fibras, fermentadas por
bacterias benéficas en el colon, promueven la produc-
cién de acido butirico, un compuesto con efectos
positivos en la salud del hospedador. A partir de
muestras provenientes de individuos sanos y con
patologias inflamatorias intestinales, los proyectos
evallan el potencial de estas fibras para restaurar el
equilibrio microbiota-salud en un modelo de fermen-
tacion in vitro.

Ademas, se abordan otros temas vinculados a los
alimentos funcionales, el conocimiento general
sobre éstos y los modelos de estudio utilizados por
la comunidad cientifica. Se discuten también las
variabilidades interindividuales de la microbiota
intestinal y las intervenciones dietarias personaliza-
das, proporcionando un panorama integral para
introducir al lector en este fascinante ecosistema
que todos llevamos dentro.
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