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RESUMEN

El acido linoleico conjugado (CLA) es un término colectivo referido a la
mezcla de isbmeros del acido linoleico (LA). EI CLA ha sido estudiado por su
capacidad de conferir efectos benéficos sobre la salud. Sin embargo, el CLA
no se encuentra en concentraciones suficientes en los alimentos para ejercer
dichos efectos. Por lo que se han planteado estrategias para incrementar su
concentracion en los alimentos. Una de estas estrategias ha sido aprovechar
la capacidad de algunas bacterias acido lacticas (BAL) para sintetizar CLA
en leche. Ademas, se ha visto que algunas BAL tienen la capacidad de
sintetizar CLA a nivel intestinal. Por lo anterior resulta de interés estudiar y
seleccionar BAL con ambas capacidades para incrementar la concentracion
de CLA disponible en la dieta. Por lo anterior, el objetivo general fue estudiar
el efecto antiinflamatorio de leches fermentadas con bacterias acido lacticas
potencialmente probiéticas y productoras de &cido linoléico conjugado en
ratas estimuladas con una endotoxina. Los resultados mostraron que 4 de las
13 cepas estudiadas mostraron capacidad de sintetizar CLA en leche y estas
conservaron dicha capacidad al ser expuestas a condiciones gastrointestinales
simuladas (Lactobacillus fermentum J20, Lactobacillus fermentum J23, L. plantarum
J25 y Lactobacillus pentosus J26). Por otro lado, se encontré que la administracién
de leches fermentadas con L. fermentum J20, L. fermentum J23 o L. plantarum J25
a ratas Wistar estimuladas con LPS como endotoxina, disminuyeron
significativamente (P<0.05) los niveles de las citocinas IL-6 y TNF-a en sangre y la
temperatura fisiol6gica rectal en relacion con el grupo control. La administracion de
leches fermentadas con estos Lactobacillus presentaron un efecto antipirético y
antinflamatorio en un modelo murino. Ademas se demostré que estas cepas fueron
capaces de adherirse a la mucosa intestinal. Las leches fermentadas con las cepas
L. fermentum J20, L. fermentum J23 y L. plantarum J25 podrian ser utilizadas
como coadyuvantes en el tratamiento de la inflamacién causada por las

endotoxinas.

Palabras clave: Acido linoleico conjugado, bacterias &cido lacticas, leche

fermentada, citocinas, efecto antiinflamatorio.



ABSTRACT

Conjugated linoleic acid (CLA) is a mixture of isomers derived from
linoleic acid (LA). CLA has been studied since it confers beneficial health
effects. However, CLA is not present in enough concentrations in food to be
able to give the desired effect. Consequently, different strategies have been
proposed for increasing CLA concentration in foods. One of these strategies
has been the use of lactic acid bacteria (LAB) which are able to synthesize
CLA in milk. Furthermore, it has been also shown that some LAB are able to
produce CLA in the intestine. Therefore it is of interest to study and select
LAB which are not only able to produce CLA in milk but are also able to
produce CLA in the intestine in order to increase CLA concentration in the
diet. Thus, the objective of this research was to study the antiinflamatory
effect of fermented milk by potentially probiotic CLA producing LAB in rats
challenged with an endotoxin. CLA production by potentially probiotic LAB
and its anti-inflammatory effect in rats stimulated with an endotoxin. Results
showed that 4 out of 13 strains tested showed ability to synthesize CLA in
milk, and retained this ability when exposed to simulated gastrointestinal
conditions (Lactobacillus fermentum J20, Lactobacillus fermentum J23,
Lactobacillus plantarum J25 and Lactobacillus pentosus J26). Furthermore,
when milk fermented with L. fermentum J20, L. fermentum J23 or L. plantarum
J25 was administered to Wistar rats challenged with LPS as endotoxin, levels
of IL-6 and TNF -a in blood and physiological temperature significantly
(P<0.05) decreased in relation to levels in the control group. The
administration of fermented milk with these Lactobacillus showed an
antipyretic and anti-inflammatory effect in a murine model. Additionally, it was
also shown that these strains were able to adhere to the intestinal mucosa.
Therefore, fermented milk with strains L. fermentum J20, L. fermentum J23 and

L. plantarum J25 could be used as coadyuvants in the treatment of inflammation

caused by endotoxins.

Keywords: Conjugated linoleic acid, lactic acid bacteria, fermented milk,

cytokines, antiinflammatory effect.



INTRODUCCION GENERAL

El término acido linoleico conjugado (CLA) hace referencia a un grupo
de isémeros del acido linoleico (LA), de los cuales, los isbmeros 9-cis, 11-
tras y 10-trans, 12-cis son los que han mostrado actividad biologica
comprobada (Belury, 2002). EI CLA se encuentra de manera natural en
alimentos derivados de animales rumiantes, tales como leche y carne. La
sintesis de CLA es llevada a cabo por los microorganismos existentes en el
rumen de estos animales, en particular, se debe a una bacteria identificada
como butyrivibrio fibrisolvens, responsable de sintetizar la enzima linoleato
isomerasa, la cual toma como sustrato al LA durante el proceso bioquimico

de la biohidrogenacion para sintetizar CLA (Ogawa et al., 2005).

A lo largo de dos décadas se han reportado una gran variedad de
efectos benéficos para la salud cuando los isémeros 9-cis, 11-tras y 10-
trans, 12-cis han sido administrados en la dieta de animales de laboratorio y
en humanos (Park, 2009). Dentro de dichos efectos benéficos se encuentran
la actividad anticarcinogénica, antiobesogénica, antiaterogénica,
antiinflamatoria y antidiabetogénica (Belury, 2002; O'Shea et al., 2004;
Bhattarcharya et al., 2006; Churruca et al., 2009; Park, 2009). Para que se
presenten estos efectos benéficos se ha estimado que se necesitan
consumir 3.5 g de CLA por dia (Ip et al., 1994); sin embargo, el contenido de
CLA en los alimentos no es suficiente (Chin et al., 1992), por lo que la
ingesta de CLA es limitada (Fremman et al., 2002; Nunez y Torres, 2010).
Por lo anterior, surgi6o la alternativa de sintetizar CLA por reacciones
quimicas para usarlo como suplemento en la dieta (Rocha-Uribe y
Hernandez, 2004).

El CLA generado por sintesis quimica es la fuente de CLA que ha sido
mas utilizada como fuente de CLA en la dieta de animales de laboratorio y
en humanos (Churruca et al., 2009). Sin embargo, se ha demostrado que el

CLA producido por este método, genera una mezcla de isbmeros de los



cuales, algunos de ellos no presentan actividad bioldgica comprobada, por lo
tanto, se les consideran no deseables (Kapoor et al., 2005; Hernandez-
Mendoza et al., 2009). Ademas, se ha mencionado que el CLA generado por
sintesis quimica podria contener residuos toxicos de los solventes utilizados
para su elaboracion (Kapoor et al., 2005). Por ello, han surgido diferentes
estrategias para aumentar el contenido de CLA en la dieta. En patrticular,
algunos estudios han demostrado que ciertas bacterias acido lacticas (BAL),
incluidas algunas probidticas, han mostrado capacidad para sintetizar CLA a
partir de aceites vegetales o de LA en medio de cultivo (Puniya et al., 2009;
Pandit et al., 2012). Por lo anterior, se ha considerado que la utilizacién de
BAL especificas con capacidad de sintetizar CLA podria ser una alternativa
para aumentar la concentracion de CLA en la dieta, utilizando a la leche
fermentada como vehiculo. Sin embargo, a la fecha no hay reportes en los
cuales se haya evaluado el efecto de las leches fermentadas con BAL
productoras de CLA sobre la salud en modelos animales o en humanos. Por
otro lado, existe evidencia que indica que la implantacion de BAL
productoras de CLA a nivel intestinal, pueden promover la salud en modelos
animales y humanos, aunque la evidencia que existe al respecto es muy
escasa (Wall et al., 2009; Lee et al., 2007; Lee y Lee, 2009). Considerando
que las bacterias probidticas biogeneradoras de CLA poseen la capacidad
para implantarse a nivel intestinal, es razonable suponer la posibilidad de
incrementar la cantidad de CLA en organismos monogastricos a través de la
administracion e implantacion de cepas especificas en el intestino, y a través
de la administracion de una leche fermentada con cepas productoras de
CLA.

Por otro lado, las infecciones pueden ocasionar sepsis Yy
posteriormente shock séptico provocando fallos en los o6rganos y
posteriormente la muerte, presentandose principalmente en nifios (Doldan-
Pérez, 2008), personas de edad avanzada o en personas recién operadas
(Carrasco-Loza et al., 2005). Por lo que, este trabajo de investigacion
describe el uso de leches fermentadas con BAL productoras de CLA en un
modelo murino con inflamacién inducida (endotoxina), como una estrategia

para reducir la inflamacién.
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INTEGRACION DEL MANUSCRITO

La informacién de esta tesis esta dividida en 4 capitulos, los cuales se

muestran resumidos a continuacion:

Capitulo 1.

Actividad biolégica del &cido linoleico conjugado (CLA) y estrategias
paraincrementar laingesta de CLA en la dieta de humanos.

J. Sosa-Castafieda, A. Hernandez-Mendoza, A.F. Gonzélez-Cérdova, B.

Vallejo-Cordoba.

En este capitulo se presenta una revision sobre la evidencia cientifica
disponible del CLA. Se abordaron las tematicas sobre las principales fuentes
de CLA en los alimentos, su sintesis en los animales rumiantes y
monogastricos y su incorporacion y metabolismo. También se actualizé la
informacion sobre la ingesta poblacional de CLA y la seguridad sobre su
consumo. Por otro lado, se abordaron los efectos biolégicos del CLA sobre la
salud, asi como sus mecanismos de accion. Ademas, se describi6 y se
resumieron las estrategias que han sido consideradas para aumentar el CLA
en la dieta de humanos: 1) produccion por sintesis quimica y su uso como
suplemento; 2) produccién por bacterias acido lacticas y por lipidos
estructurados y 3) produccion por manipulacion de la dieta de los animales
rumiantes. Este capitulo se encuentra en revision por la Revista Mexicana de

Ingenieria Quimica.

Capitulo 2.

Produccion de éacido linoleico conjugado (CLA) por bacterias acido
lacticas (BAL) y su efecto benéfico para la salud.

Sosa-Castafieda, Jesus; Hernandez-Mendoza, Adrian; Gonzalez-Cordova,

Aardn Fernando; Vallejo-Cordoba, Belinda.



En este capitulo se reviso la informacion disponible sobre el uso de
bacterias acido lacticas para aumentar la disponibilidad de CLA en la dieta
de humanos. Se abordaron dos temaéticas, la primera relacionada con la
sintesis exdgena de CLA, que es la que ocurre en la leche, quesos, medios
de cultivo, etc. La segunda relacionada con la sintesis enddégena de CLA, la
cual ocurre a nivel fisiologico (intestinal). Ademas se discutieron los efectos
benéficos asociados a la produccion exdogena y endogena de CLA. Este
capitulo se encuentra aceptado para su publicacion en la Revista
INTERCIENCIA.

Capitulo 3.

Seleccién de cepas de Lactobacillus por su capacidad para producir
CLA en leche y adherirse al tracto gastrointestinal.

J. Sosa-Castafieda, P. Y. Heredia-Castro, A. Hernandez-Mendoza, H.
Astiazaran-Garcia, H. S. Garcia, A. F. Gonzéalez-Cérdova, B. Vallejo-
Cordoba.

En este capitulo se presenta la seleccion de bacterias &cido lacticas
en base a su capacidad para producir CLA en leche y por conservar dicha
capacidad bajo condiciones gastrointestinales simuladas. Ademas se
demostré que dichas cepas fueron capaces de adherirse al epitelio intestinal
de ratas por lo que se supone que son capaces de producir CLA a nivel
intestinal. Este capitulo se encuentra en revisién por la Revista Journal of

Dairy Science.

Capitulo 4.

Efecto antiinflamatorio asociado al consumo de leches fermentadas
con Lactobacillus productores de acido linoléico conjugado (CLA) en
un modelo murino

J. Sosa-Castafieda, A. Herndndez-Mendoza, P. Y. Heredia-Castro, A. F.

Gonzalez-Cérdova, B. Vallejo-Cordoba.

En este capitulo se evalué el efecto antiinflamatorio por la
administracion de leches fermentadas con las cuatro cepas de Lactobacillus
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seleccionadas por su capacidad de producir CLA en leche y en condiciones
gastrointestinales simuladas, en un modelo murino estimulado con
lipopolisacarido como endotoxina. Tres de las cuatro leches fermentadas
evaluadas fueron capaces de disminuir los niveles de IL-6 y TNF-a en el
modelo murino. Ademas, la administracion de leche fermentada con estas
tres cepas fueron capaces de disminuir la temperatura fisidlégica. Este
capitulo se encuentra en revisidn por la Revista Mexicana de Ciencias

Pecuarias.



HIPOTESIS

Leches fermentadas con bacterias acido lacticas potencialmente
probioticas y productoras de acido linoléico conjugado promueven un efecto

antiinflamatorio en ratas estimuladas con una endotoxina.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto antiinflamatorio de leches fermentadas con
bacterias acido lacticas potencialmente probiodticas y productoras de acido

linoléico conjugado en ratas estimuladas con una endotoxina.

Objetivos especificos

1.- Evaluar y seleccionar cepas de Lactobacillus potencialmente probioticas

con capacidad de producir CLA en leche.

2.- Evaluar la capacidad de las cepas de Lactobacillus seleccionadas para
producir CLA en un modelo gastrointestinal in vitro.
3.- Determinar la capacidad de las cepas de Lactobacillus de adherirse a la

mucosa intestinal en un modelo murino.

4.- Evaluar los niveles de marcadores de inflamacion séricos, interleucinas
IL-6 y TNF-a, ante la exposicion a una endotoxina de ratas administradas
con leche fermentada con cepas de Lactobacillus productoras de CLA.



CAPITULO 1. Actividad biolégica del &cido linoleico conjugado (CLA) y
estrategias para incrementar la ingesta de CLA en la dieta de humanos.

J. Sosa-Castanieda, A. Hernandez-Mendoza, A.F. Gonzalez-Co6rdova, B.
Vallejo-Cordoba. Articulo en revision por la Revista Mexicana de Ingenieria

Quimica.

Resumen

El acido linoleico conjugado (CLA) ha llamado la atencion de la comunidad
cientifica durante las dltimas dos décadas debido a la diversidad de efectos
benéficos para la salud que confiere cuando es consumido en la dieta. En
humanos, la sintesis de CLA es limitada, por el contrario los animales
rumiantes son los principales sintetizadores, es por ello que el CLA se
encuentra principalmente en la leche, carne y sus derivados. No obstante,
los alimentos no cubren los requerimientos necesarios para que se
presenten los efectos benéficos. Por lo anterior, se han sugerido diferentes
estrategias para incrementar su contenido en la dieta. Dichas estrategias
comprenden la isomerizaciéon del &cido linoleico, bien por procesos
enzimaticos, sintesis quimica o mediante el uso de bacterias acido lacticas
(BAL) que presentan capacidad de conjugar los dobles enlaces de este
acido graso. Asi mismo, se ha contemplado la produccién de lipidos
estructurados enriquecidos con CLA, o por medio de la modificacion de la
alimentacion de los animales rumiantes. Este trabajo presenta una revision
de los efectos biologicos del CLA vy el potencial que ofrecen las diferentes

estrategias para incrementar la disponibilidad de CLA en la dieta.
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Resumen:

El &cido linoleico conjugado (CLA) ha llamado la atencién de la comunidad
cientifica durante las udltimas dos décadas debido a la diversidad de efectos
benéficos para la salud que confiere cuando es consumido en la dieta. En humanos,
la sintesis de CLA es limitada, por el contrario los animales rumiantes son los
principales sintetizadores, es por ello que el CLA se encuentra principalmente en la
leche, carne y sus derivados. No obstante, los alimentos no cubren los
requerimientos necesarios para que se presenten los efectos benéficos. Por lo
anterior, se han sugerido diferentes estrategias para incrementar su contenido en la
dieta. Dichas estrategias comprenden la sintesis quimica en condiciones alcalinas, la
sintesis por bacterias &cido lacticas (BAL), la sintesis de lipidos estructurados y por
medio de la alimentacién de los animales rumiantes. Este trabajo presenta una
revision de los efectos bioldgicos del CLA y el potencial que ofrecen las diferentes

estrategias para incrementar el contenido de CLA en la dieta.
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Abstract:

Conjugated linoleic acid has called the attention of the scientific community
during the last two decades due to the diversity of beneficial health effects conferred
when ingested in the diet. In humans, synthesis of CLA is limited, by contrast,
ruminant animals are the main producers and this is the reason why CLA is found
mainly in milk, meat and their products. Regardless, food does not cover the
requirements necessary for the beneficial effects to occur. Therefore, different
strategies have emerged to increment its content in the human diet. The strategies
considered are chemical synthesis in alkaline conditions, synthesis by lactic acid
bacteria, synthesis of structured lipids and strategic feeding of ruminant animals.
This paper presents a review of the biological effects of CLA and the potential that

different strategies offer for increasing CLA content in the human diet.

Keywords: Conjugated linoleic acid, chemical synthesis, synthesis by BAL,

synthesis of structured lipids; feeding ruminant animals.
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1. Introduccién

ElI CLA es una mezcla de isomeros geométricos y posicionales del &cido
linoleico (LA) los cuales se encuentran principalmente en alimentos derivados de
animales rumiantes, tales como leche y carne. Su presencia se debe a un proceso
llamado biohidrogenacion, el cual es producto de la flora microbiana existente en el
rumen de estos animales (Chin y col.,, 1992, Belury, 2002, Sieber y col., 2004,
ParkyPariza, 2007, Baddini Feitoza y col., 2009, Andrade y col., 2012). Por el contrario,
en animales monogastricos y en humanos, la sintesis de CLA es muy limitada (Dugan y
col., 2004, Villeneuve y col., 2007). Diversos estudios han demostrado que el aumento
del consumo de CLA en la dieta de animales monogastricos puede reducir el riesgo de
padecer ciertos tipos de cancer, reduce el tejido graso y aumenta el tejido magro;
disminuye el riesgo de padecer diabetes; previene la arterosclerosis, fortalece el sistema
inmune y disminuye la inflamacién (Belury, 2002, O'Shea y col., 2004, Bhattacharya y
col., 2006, Churruca y col., 2009, Park, 2009). A la fecha, no se ha establecido la dosis
de CLA necesaria para obtener los efectos benéficos en humanos, sin embargo,
basandose en datos obtenidos de modelos murinos se ha estimado que el consumo de 3.5
g de CLA por dia para personas de 70 kg podria ser suficiente para ofrecer un efecto
protector contra el cancer (Ip y col., 1994). No obstante, aunque los productos lacteos
son la principal fuente de CLA en dieta de humanos y la concentracion de CLA en los
alimentos se presenta en un rango de 0.2 a 8.8 mg/g de grasa (Chin y col., 1992, Prandini
y col., 2007), algunos estudios han puesto en evidencia que el consumo diario de CLA
en las personas esta por debajo de lo recomendado, presentandose en un rango de 36 a
440 mg de CLA/dia (FritscheySteinhart, 1998, NunesyTorres, 2010). Por lo anterior, se
han planteado diferentes estrategias para ayudar a incrementar el contenido de CLA en
la dieta de humanos. La isomerizacion del LA en condiciones alcalinas es un método
comdnmente usado para preparar CLA para consumo humano (Rocha-
UribeyHernandez, 2004, Kapoor y col., 2005). Estudios recientes han sugerido que el
uso de BAL especificas podria ayudar a incrementar la cantidad de CLA en productos
lacteos fermentados (Sieber y col., 2004, Andrade y col., 2012), mientras que otras

investigaciones han sugerido el uso de lipidos estructurados con alto contenido de CLA
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(Adamczak y col., 2008). Otro método utilizado es la suplementacion de alimentos ricos
en &cidos grasos poliinsaturados en la dieta de animales rumiantes para obtener leche y
carne con mayor contenido de CLA (Gagliostro, 2005, Pordomingo y col., 2012). El
objetivo de esta revision es presentar la informacion disponible sobre los efectos
bioldgicos del CLA y presentar el potencial de las diferentes estrategias para
incrementar el contenido de CLA en la dieta de humanos.

2. Antecedentes (fuente de CLA, sintesis, incorporacion y metabolismo)

El CLA fue descubierto accidentalmente por el grupo del Dr. Pariza, quienes
fueron los primeros en reportar el efecto anticancerigeno de extractos derivados de la
carne (ParizayHargraves, 1985, Ha y col., 1987). EI CLA es una mezcla de isbmeros
geomeétricos (cis/trans) y posicionales (localizacion de los dobles enlaces) del LA (cis-9,
cis-12 C18:2, omega-6) y estd compuesto por una cadena hidrocarbonada formada por
18 atomos de carbono, mismos que poseen enlaces dobles conjugados principalmente en
los carbonos 6,8; 7,9; 8,10; 9,11; 10,12; 11,13 y 12,14. El término conjugado se refiere a
la separacion de un enlace doble precedido de un enlace sencillo, seguido de otro doble,
alternancia a la cual se le denomina “conjugacion” (-CH=CH-CH=CH-) (MacDonald,
2000, Belury, 2002, Adamczak y col., 2008, Andrade y col., 2012). Teéricamente, se
pueden formar 54 isomeros de CLA, pero a través de la utilizacion de métodos analiticos
modernos, solo 17 de ellos han sido identificados en los alimentos, de los cuales, los
isomeros cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12 (c9, t11 y t10, c12) son los que poseen
actividad bioldgica comprobada (Figura 1) (Bhattacharya y col., 2006, Adamczak y col.,
2008, Churruca y col., 2009, Andrade y col., 2012). El isémero c9, t11, también llamado
“acido ruménico”, es el de mayor abundancia en los alimentos, representando
aproximadamente el 90% del CLA total en leche y el 75% en carne (Adamczak y col.,
2008, Andrade y col., 2012). La concentracion de CLA en los alimentos fluctua en el
rango de 0.2 a 8.11 mg/g de grasa Yy depende del contenido inicial de CLA de la leche,
del procesamiento del alimento, de la raza, de la especie y del tipo de dieta con el que
fueron alimentados los animales (Chin y col., 1992, Gagliostro, 2005, Prandini y col.,
2007, Nascimento y col., 2009). En la Tabla 1 se muestra un resumen de las
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investigaciones donde se evalla el contenido de CLA en algunos alimentos derivados de

animales rumiantes.

La presencia de CLA en leche y carne de rumiantes se debe principalmente a dos
fuentes: a la bioconversion del LA por los microorganismos ruminales y a través de la
desaturacion del &cido trans- vaccénico en la gldndula mamaria, siendo esta Ultima, la
principal fuente de CLA en leche (Sieber y col., 2004). La sintesis de CLA a nivel
ruminal se genera a través de un proceso enzimatico llamado biohidrogenacion, siendo
el Butyrivibrio fibrisolvens una de las bacterias ruminales responsables de este proceso
(Ogawa y col., 2005, BaumanyLock, 2006), en el cual, se pueden utilizar LA o &cido
linolénico (LNA) como sustrato. La sintesis de CLA inicia con la isomerizacion del
doble enlace c12 a una configuracion t11, resultando en un &cido graso dienoico
conjugado, es decir CLA (c9, t11 C18:2), o trienoico conjugado c9, t11, c15 C18:3
segun sea el caso (BaumanyLock, 2006). Después, el &cido graso trienoico es reducido
en el doble enlace ¢9, lo cual genera un acido graso t11, c15 C18:2. Posteriormente, el
cl15 del acido graso trienoico y el c9 del acido graso dienoico (CLA) se reducen
generando acido trans-vaccenico (t11, C18:1), el cual, al ser absorbido por las papilas
del rumen no continua con el proceso final de biohidrogenacién (reduccién del doble
enlace t11 para generar acido estearico, C18:0); y es sintetizado a CLA (c9, t11, C18:2)
en glandula mamaria a través del sistema multienzimatico desaturasa. Este sistema
incluye NADH, citocromo bs reductasa, citocromo bs acil CoA sintasa y A°-desaturasa,
siendo esta Gltima la enzima responsable de la sintesis de CLA en tejido (Figura 2)
(Ntambi, 1999, KhanalyDhiman, 2004, Sieber y col., 2004, BaumanyLock, 2006). Otros
isdémeros de CLA también son formados en el rumen vy tejido, por ejemplo el t11, c13 es
sintetizado en el rumen a partir del LNA (su ruta es desconocida) y el t7, c9 es
sintetizado en tejido por el complejo enzimatico de la A°-desaturasa utilizando como
precursor al t7 C18:1 formado en el rumen por el proceso de biohidrogenacion a partir
de &cido oleico (Collomb y col., 2006). A diferencia de los rumiantes, en animales
monogastricos y en humanos, la flora microbiana (responsable del proceso de
biohidrogenacion) no se encuentra en cantidades apreciables o tan altas (Dugan y col.,
2004, Villeneuve y col., 2007), es por ello, que la sintesis de acido trans-vaccénico a
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CLA en tejido es la principal fuente de CLA en estas especies (Banni, 2002, Loor y col.,
2002, KhanalyDhiman, 2004).

La absorcion de CLA a nivel intestinal en animales monogastricos alimentados
con aceites ricos en CLA depende de la posicion del CLA en el triacilglicérido (TAG),
es decir, si el CLA se encuentra en las posiciones exteriores es mejor absorbido y es
utilizado principalmente como fuente de energia, mientras que, si se encuentra en la
posicién central (sn-2) sera depositado en tejido (Chardigny y col., 2003). Por otro lado,
el grado de absorcion de los isomeros de CLA en su forma libre es muy similar y la
configuracion geométrica y posicional no tiene influencia sobre su absorcién (Straarup y
col., 2005, Tsuzukiylkeda, 2007). Una vez que el CLA dietario es absorbido en el
intestino delgado pasa a los tejidos, encontrandose en todas las clases de fosfolipidos
analizados incluyendo fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol,
fosfatidilserina y cardiolipina (Sugano y col., 1997, Kramer y col., 1998, Banni, 2002).
Ademas, se ha reportado que el CLA se incorpora principalmente en la posicion sn-2 del

fosfolipido, siendo tal incorporacion no especifica (ParkyPariza, 2007).

En otros estudios se ha reportado que el CLA incorporado en tejido es
metabolizado como otros acidos grasos. Metabolitos elongados y/o desaturados de CLA
han sido detectados en tejidos de animales monogastricos suplementados con CLA
(Sebedio y col., 1999, Banni, 2002). Ademas, se han detectado &cidos grasos conjugados
de 12, 14 y 16 carbonos, posiblemente productos de la B-oxidacién del CLA (Park y col.,
2005, Ringseis y col., 2006).

3. Efectos biologicos del CLA

Se ha demostrado que el CLA suprime el desarrollo de tumores en un amplio
rango de modelos animales, incluyendo cancer de mama, prostata, colon, estdbmago, piel
y pulmén (Bhattacharya y col., 2006, Churruca y col., 2009, Park, 2009). Ademas,
ambos isémeros c9, t11 y t10, c12, asi como sus mezclas han mostrado actividad

anticancerigena (Ip y col., 2002, Hubbard y col., 2003, Churruca y col., 2009). Se ha
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sugerido que el CLA no solo reduce la iniciacién, promocion y progresion de tumores,
sino que también reduce la metastasis, relacionando al CLA con la reduccion de la
produccidn de eicosanoides; interferencia con las vias de sefializacién celular; inhibicion
de la sintesis de DNA; promotor de apoptosis e inhibidor de angiogénesis, reduciendo la
matriz de metaloproteinasas y factores de crecimiento endoteliales vasculares (Lee y
col., 2005, Bhattacharya y col., 2006, Kelley y col., 2007, Park, 2009).

La capacidad del CLA para reducir el tejido graso también ha sido demostrada en
animales de laboratorio. El primer reporte fue realizado por Park y col. (1995).
Posteriormente fue confirmado que el isdmero responsable de esa actividad era el t10,
cl2 (Bhattacharya y col., 2006, ParkyPariza, 2007, Park, 2009) y que los efectos se
veian con mayor claridad en roedores(WangyJones, 2004). Se sugirio que tal efecto es el
resultado de multiples mecanismos, dentro de los cuales se incluyen: incremento en el
gasto energético; reduccion en la acumulacion de lipidos en el tejido adiposo y/o
diferenciacion de adipocitos; incremento de apotosis en el tejido adiposo; modulacién de
adipocinas y citocinas tales como leptina, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
adiponectina o interleucinas (IL); e incremento de la B-oxidacion de acidos grasos en el
musculo esquelético (Bhattacharya y col., 2006, ParkyPariza, 2007, Park, 2009).
También se ha demostrado que el CLA puede prevenir enfermedades cardiovasculares
reduciendo lesiones arterioesclerdticas en conejos y hamsteres (Lee y col., 1998,
Kritchevsky y col., 2004, Park, 2009). Ademas se ha reportado que el CLA reduce el
colesterol total, triacilglicéridos (TAGSs) y colesterol LDL; y aumenta el colesterol HDL
en modelos animales (Kritchevsky y col., 2000, McLeod y col., 2004, Bhattacharya y
col., 2006, Park, 2009). Los cambios en el perfil de lipidos han sido observados con una
mezcla de isébmeros y con los isomero ¢9, t11 y t10, c12 por separado (Churrucay col.,
2009). A la fecha, no estd del todo claro el rol de los isomeros de CLA en la
arterioesclerosis y los efectos en la disminucion de lipidos, pero se presume la
participacion del receptor activador de la proliferacion de peroxisomas (PPAR, clave
para la lipogénesis); proteina de union al elemento de respuesta de los esteroles
(SREBPs, clave para la sintesis y elongacion de acidos grasos); y/o estearoil CoA
desaturasa (SCD, clave para la formacion de colesterol y TAGs) (Choi y col., 2001,
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Nagao y col., 2003, Bhattacharya y col., 2006, Park, 2009). También se ha demostrado
que una mezcla de isémeros c9, t11 y t10, c12 (50:50) 6 el isdbmero t10, ¢12 disminuyen
la presion arterial en modelos animales (Nagao y col., 2003, Inoue y col., 2004,

Bhattacharya y col., 2006), sugiriendo que este efecto esta ligado al isomero t10, c12.

En otras investigaciones se ha demostrado que el CLA puede favorecer y
modular algunas funciones especificas del sistema inmune y mediadores de la
inflamacion. Por ejemplo, citocinas proinflamatorias, citocinas antinflamatorias,
eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos), Oxido nitrico, inmunoglobulinas y
linfocitos (O'Shea y col., 2004, Bhattacharya y col., 2006, Churruca y col., 2009).
Algunos estudios sugieren que el CLA fortalece el sistema inmune aumentado los
niveles de inmunoglobulinas de clase IgA, 1gG e IgM; ademaés, incrementa la
proliferacion de linfocitos B (Sugano y col., 1997, Yamasaki y col., 2000, Yamasaki y
col., 2003, O'Shea y col., 2004) y linfocitos T de tipo CD8+ (Bassaganya-Riera y col.,
2003). También se ha visto que los isomeros c9, t11 y t10, c12 disminuyen algunos
mediadores de la inflamacion, como la expresion y sintesis de citocinas proinflamatorias
(TNF-a, IL-6, IL-1P) y prostaglandinas (PGE;), ademéas de aumentar la activacién del
PPAR-y y la proliferacion de linfocitos T de tipo CD8+ en cerdos (Changhua y col.,
2005, Lai y col., 2005). El isdmero que ha sido reportado por tener mayor actividad ha
sido el t10, c12 (Changhua y col., 2005). Los mecanismos que podrian estar implicados
en este efecto son la activacién y modulacién de los factores de transcripcion nuclear de
la familia de los PPARs y la inactivacion del factor de transcripcion nuclear NFkB

(O'Sheay col., 2004, Bhattacharya y col., 2006).

Por otro lado, se ha reportado que el CLA favorece la absorcion de calcio (Kelly
y col., 2003, KellyyCashman, 2004) e incrementa la masa 6sea (Bhattacharya y col.,
2006). Este efecto se ha relacionado al consumo de CLA de la dieta y la densidad
mineral de los huesos en mujeres posmenopausicas suplementadas con calcio,
sugiriendo que el isébmero c9, t11 y no el t10, c12 es el que probablemente estuvo
involucrado en el efecto benéfico por ser el isomero mas consumido en la dieta

(Brownbill y col., 2005). El papel que juega el CLA en la salud de los huesos hasta el
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momento es desconocido, pero basado en evidencias indirectas, se ha propuesto que su
efecto se puede deber a la disminucion de la osteoclastogénesis, la regulacion negativa
de las PGE_, la regulacidn de la leptina y por la reduccién de citocinas proinflamatorias
como el TNF-a, IL-1y la IL-6 (Bhattacharya y col., 2006).

Otros estudios han demostrado que el CLA puede mejorar la sensibilidad a la
insulina sugiriendo con ello un efecto antidiabetogénico (Bhattacharya y col., 2006). Se
ha reportado por Houseknecht y col. (1998) que una mezcla de isémeros c¢9, t11 y t10,
c12 (50:50) normalizé la tolerancia a la glucosa y disminuy0 la hiperinsulemia. Ademas,
en otras investigaciones se ha reportado que la mezcla de los isémeros ¢9, t11 y t10, c12
(50:50) vy el isdbmero t10, c12 mejoran la tolerancia a la glucosa, mientras que con el
isbmero c9, t11 no se observd este efecto (Henriksen y col., 2003, Churruca y col.,
2009).

4. Seguridad en el consumo de CLA

Existen reportes en los cuales se ha puesto en evidencia que el isémero t10, c12
puede disminuir la sensibilidad a la insulina mostrando un efecto negativo para la salud
al favorecer el posible desarrollo de diabetes (Park, 2009). Sin embargo, el efecto
negativo del CLA no se manifiesta al utilizar una mezcla en proporcion 1:1 de los
isdmeros ¢9, t11 y t10, c12, ademéas también existen reportes donde se evidencia que el
isdbmero t10, c12 puede prevenir el desarrollo de diabetes (Houseknecht y col., 1998,
Henriksen y col., 2003) mostrando actividad benéfica para la salud. A la fecha, sigue
existiendo polémica sobre el posible efecto negativo del CLA en lo referente a la
resistencia a la insulina. Por otro lado, hasta el momento existe la inquietud por otros
efectos negativos como la lipodistrofia y el higado graso, que pueden ser el resultado de
la movilizacién prolongada de la grasa corporal, asi como una mayor sintesis de acidos
grasos en el higado, sin embargo, estos efectos pueden ser reversibles al dejar de
consumir CLA (Churruca y col., 2009, Park, 2009). Debido a la controversia generada
en base a la evidencia, no se ha logrado elucidar de manera concluyente que el consumo

de CLA sea dafiino para humanos.
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5. Consumo de CLA dietario

Diferentes estudios han estimado la ingesta diaria de CLA en la dieta de
humanos. ElI consumo de CLA ha sido estimado en base a la dieta habitual de las
personas o en base a la ingesta de productos lacteos y carne de rumiantes (Tabla 2). En
Alemania el consumo de CLA se estimé en 440 y 360 mg/dia para hombres y mujeres
respectivamente (FritscheySteinhart, 1998), mientras que en Estados Unidos se estimado
en 210 y 150 mg/dia para hombres y mujeres respectivamente (Ritzenthaler y col.,
2001). En otro estudio realizado en Alemania el consumo de CLA para mujeres fue
estimado en 320 mg/dia (Fremann y col., 2002), y en el sureste de Brasil fue de 36
mg/dia (NunesyTorres, 2010). Aunque la dosis de CLA requerida para que se presenten
los efectos benéficos en humanos, a la fecha no ha sido establecida, se sugiere que el
consumo de 3.5 g de CLA para una persona de 70 kg seria suficiente para ejercer un
efecto protector contra el cancer (Ip y col., 1994). Con base en lo anterior, resulta
evidente que la cantidad diaria de CLA que consumen las personas no cubre los

requerimientos necesarios para que se presenten los efectos benéficos.

6. Estrategias para incrementar el contenido de CLA en la dieta

Diversas estrategias han sido consideradas para incrementar el consumo de CLA
en la dieta de humanos. La isomerizacion de CLA por sintesis quimica en condiciones
alcalinas (por ejemplo, hidréxido de sodio o hidroxido de potasio) fue desarrollada en
las etapas iniciales de las investigaciones en las que se requerian grandes cantidades de
CLA para realizar estudios con animales de laboratorio (Chin y col., 1992, Rocha-
UribeyHernandez, 2004). La concentracion final de CLA obtenida por este método
depende del contenido de LA de la materia prima utilizada. Generalmente, las
preparaciones son elaboradas a base de aceite de girasol, aunque también se ha utilizado
el aceite de cartamo, aceite de ricino y aceite de canola (Gaullier y col., 2002, Kapoor y
col., 2005, Villeneuve y col., 2007, Goli y col., 2008, Blasi y col., 2012). La ventaja de
este método es su eficiencia para generar CLA y se han reportado rendimientos en

productos comerciales para consumo humano que van en un rango de 54.2 a 95%,
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ademas, su produccién es econdmicamente rentable (Gaullier y col., 2002, Rocha-
UribeyHernandez, 2004, Kapoor y col., 2005). Sin embargo, una desventaja de este
método es que genera una mezcla de isémeros, de los cuales, algunos de ellos no
presentan actividad biologica comprobada, ademas, la cantidad y proporcién de los
isomeros de CLA también es variada. Se ha reportado que en algunos productos
comerciales para consumo humano contienen mezclas de 4 isémeros (8, c10, c9, t11,
t10, c12 y cl1, t13), ademas de otros isomeros cis, cis y trans, trans (Gaullier y col.,
2002). Debido a la identificacion de los dos isémeros bioldégicamente méas activos (c9,
t11 y t10, c12) se han introducido al mercado nuevos productos, sin embargo, a pesar de
los avances los productos comerciales todavia contienen isomeros indeseables (Rocha-
UribeyHernandez, 2004, Kapoor y col., 2005). Ademas, se menciona que la sintesis
quimica en condiciones alcalinas pudiera contener residuos toxicos de los solventes
utilizados, como por ejemplo, etilenglicol, alcohol t-butirico, dimetil formamida o
dimemetil sulféxido (Kapoor y col., 2005). Sin embargo, la mayoria de los estudios que
demuestran los efectos benéficos para la salud que proporciona el CLA han sido
realizados utilizando CLA generado por sintesis quimica (Belury, 2002, Bhattacharya y
col., 2006, Churruca y col., 2009, Park, 2009). Por lo anterior, se especula que una
posible causa en la variacion de los resultados de esas investigaciones, se podria deber a
la composicion y proporcién de los isomeros del CLA empleados en las dietas (Blasi y
col., 2012). Sin embargo, la mayoria de los efectos benéficos atribuidos al CLA se han
realizado con CLA generado por este método y a la fecha no se ha demostrado que su

consumo cause problemas a la salud.

Una alternativa que se ha planteado para incrementar el contenido de CLA en la
dieta, es por medio de la utilizacion de BAL productoras de CLA. Algunos estudios han
demostrado que diferentes BAL son capaces de sintetizar CLA a partir de LA libre
(Kishino y col., 2002, Lee y col., 2003) o esterificado (Puniya y col., 2008, Puniya y col.,
2009), asi como de la grasa de leche (Pandit y col., 2012). Ademas, se ha reportado que
la capacidad de las BAL para sintetizar CLA es cepa dependiente (Liu y col., 2011,
Pandit y col., 2012) y que tal capacidad se puede ver afectada por la temperatura, tiempo
de incubacion, pH y concentracion del sustrato (Hernandez-Mendoza y col., 2009) lo
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cual ha intensificado la busqueda de nuevas cepas de BAL para este fin. EI empleo de
BAL productoras de CLA ha logrado incrementar los niveles de CLA en productos
lacteos fermentados (Meraz-TorresyHernandez-Sanchez, 2012) incluyendo leche
fermentada (Tabla 3) (Alonso y col., 2003), yogurt (Akalin y col., 2007), queso (Van
Nieuwenhove y col., 2007b, Abd El-Salam y col., 2011) y crema (Domagata y col.,
2009) (Tabla 4). Por lo anterior, la sintesis de CLA por BAL representa una fuente extra
de CLA en la dieta de humanos utilizando a la leche como matriz alimentaria. Sin
embargo, este método también presenta algunas desventajas, ya que se ha mencionado
que a través del proceso de fermentacion se produce CLA libre lo sugiere que podria
ocasionar cambios en la acidez y conferir un sabor desagradable en el producto
(Adamczak y col., 2008). Ademas, se ha mencionado que los productos lacteos
fermentados con BAL productoras de CLA proporcionan baja cantidad de CLA
(Andrade y col., 2012), sin embargo no deja de ser una fuente extra de CLA en los
alimentos. La ventaja de este método es que se pueden generar isbmeros especificos de
CLA, asi como altas proporciones de los isomeros biologicamente mas activos (Ogawa y
col., 2005). Hasta el momento, los estudios que evaltan los efectos benéficos de las
BAL productoras de CLA son muy escasos, Y ninguno evalla el efecto benéfico de las
leches fermentadas fortificadas con CLA microbiano, sin embargo, se ha estudiado la
utilizacion de las BAL productoras de CLA implantadas a nivel intestinal y se ha
demostrado que Bifidobacterium breve NCIMB 702278 en combinacion con aceite de
girasol present6 actividad antiinflamatoria en cerdos, ademas se detect6 la incorporacion
del isébmero c9, t11 en los fosfolipidos de las células de higado en esos mismos cerdos
(Wall y col., 2009), lo que sugiere la participacion del CLA como posible mecanismo de
accion. Por otro lado, Lactobacillus rhamnosus PL60 en combinacion con una dieta alta
en grasa mostro actividad antiobesogénica en ratones, ademas fue detectada la presencia
del isémero t10, c12 en suero de sangre (Lee y col., 2006). En otro estudio,
Lactobacillus rhamnosus PL60 en combinacion con una dieta habitual también mostrd
efecto antiobesogénico en humanos y fue detectada la presencia de los isomeros c9, t11
y t10, c12 en suero de sangre (LeeyLee, 2009). Por otro lado, Lactobacillus plantarum
PL62 en combinacion con una dieta alta en grasa, tambien mostro actividad

antiobesogénica en ratones (Lee y col., 2007). Por lo anterior, la implantacion directa de
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las BAL productoras de CLA en el intestinito tiene la ventaja de favorecer el aporte
constante de CLA a través de la fermentacion en el intestino (Lee y col., 2007, O'Shea y
col., 2012) y los efectos benéficos de este método ya han sido demostrados en modelos
animales y humanos, aunque los estudios al respecto son muy escasos, lo que sugiere

mas estudios de este tipo al respecto.

Otra estrategia considerada es la sintesis de lipidos estructurados (TAGs o
fosfolipidos ricos en CLA), en la cual, se utilizan lipasas especificas que bajo ciertas
condiciones (medio anhidro) operan como una “sintetasa”, es decir, permite la union de
un acido graso en una molécula de glicerol (Valenzuela B y col., 2002). Las reacciones
utilizadas para la sintesis de lipidos estructurados con alto contenido de CLA son la
acidolisis (Garcia y col., 2001, Alim y col.,, 2008, Blasi y col.,, 2009), la
transesterificacion (Kim y col., 2001, Kim y col., 2001, Torres y col., 2003, Villeneuve y
col., 2007) y la esterificacion (Blasi y col., 2008, Hong y col., 2011). En investigaciones
recientes la sintesis de lipidos estructurados han reportado rendimientos hasta del 90%
(Tabla 5), ademas se han utilizado para preparar alimentos como la margarina (Goli y
col., 2009) aunque se ha sugerido que su uso en alimentos debe ser acompafiado de un
buen antioxidante debido a su baja estabilidad oxidativa (Timm-Heinrich y col., 2004,
Lee y col., 2006). La sintesis de lipidos estructurados tiene la ventaja de aprovechar las
propiedades tecnoldgicas de los propios lipidos (capacidad emulsificante, textura, sabor,
etc.), asi como utilizarlos como fuente rica de CLA. Ademaés, ofrece la incorporacion
selectiva de CLA en ciertas posiciones del glicerol, lo cual hace al producto mas
atractivo para la nutricion (Adamczak y col., 2008). Por ejemplo, si el CLA se encuentra
esterificado en la posicion central del triglicérido (sn-2) y en las posiciones exteriores
(sn-1 y sn-3) se encuentra acido laurico, se podria garantizar una 6ptima absorcion de
CLA (Villeneuve y col., 2007). Otra ventaja de este método es que se ha reportado que
los lipidos estructurados no mostraron toxicidad en ratones (Hong y col., 2009). Sin
embargo, una desventaja es su alto costo, por lo que se requiere de mas investigaciones
para lograr una produccion rentable (Torres y col., 2003). Por otro lado, en ratones se ha
visto que los lipidos estructurados ricos en CLA pueden ser absorbidos en el intestino

delgado (Straarup y col., 2005, Tsuzuki y col., 2006) y solo un estudio ha evaluado el
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efecto benéfico de los lipidos estructurados. Lee y col. (2005) reportaron que ratones
alimentados con lipidos estructurados (0.6% de CLA) disminuyeron los niveles totales

de colesterol y triglicéridos, y aumentaron los niveles de colesterol HDL.

Otro método que ha sido considerado es la modificacion del contenido de CLA
en la leche y carne de animales rumiantes. El tipo de dieta puede influir positivamente
en la concentracion final de CLA (principalmente c9, t11) en leche y carne de las
diferentes especies de rumiantes utilizados para la alimentacion humana (Raes y col.,
2004, Gagliostro, 2005, Collomb y col., 2006, Elgersma y col., 2006). La
suplementacion con aceites vegetales (girasol, cartamo, lino, oliva, canola, etc.) ricos en
acidos grasos poliinsaturados, principalmente en LA (C18:2) o LNA (C18:3) ha
mostrado ser un método efectivo para incrementar los niveles basales de CLA en leche
de bovino (Flowers y col., 2008, Benchaar y col., 2012), de cabra (Mir y col., 1999,
Bouattour y col., 2008) y de oveja (Reynolds y col., 2006, Gomez-Cortes y col., 2008).
Ademas, el aceite de pescado rico en acidos grasos poliinsaturados, también incrementa
el contenido de CLA en leche de bovino (Donovan y col., 2000, Baer y col., 2001,
Shingfield y col., 2006), de oveja (Mozzon y col., 2002, TsiplakouyZervas, 2013) y de
bufalo (Patifio y col., 2012). La mezcla de ambos tipos de aceites (vegetal y de pescado)
ha mostrado ser efectiva para incrementar el contenido de CLA en leche de bovino
(AbuGhazalehyHolmes, 2007, AbuGhazaleh, 2008, Brown y col., 2008). Por otro lado,
el grano de maiz puede incrementar los nivele de CLA en leche de oveja y cabra
(Tsiplakou y col., 2010). Ademas, el tratamiento con calor de las semillas de oleaginosas
ricas en LA podria ser favorable para liberar el aceite y lograr un buen contacto con las
bacterias ruminales e incrementar significativamente los valores de CLA en leche
(Chouinard y col., 2001, Gagliostro, 2005). La alimentacion con pasturas también
incrementa el contenido de CLA en leche de bovino (Rego y col., 2004, Morales-
Almaraz y col., 2010, Lahlou y col., 2014), bafala (Tyagi y col., 2007) y oveja (Dervishi
y col., 2012, Joy y col., 2012) y ha mostrado ser mas efectiva que la alimentacién con
raciones sin pastura cuando fue suplementado aceite de girasol en la dieta de bovinos
(Vahmani y col., 2013). Ademas, al adicionar sales calcicas de acidos grasos a la dieta
con pasturas incremento la cantidad de CLA leche de bovino en un 366% (Gagliostro,
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2005). Por otro lado, la utilizacion de orujo de uva y hojas de olivo en la dieta de ovejas
aumentd la concentracion de CLA en leche, sin embargo, en leche de cabra no se

observo este efecto (TsiplakouyZervas, 2008).

Por otro lado, la utilizacién de pasturas también ha sido eficiente para
incrementar la cantidad de CLA en carne de bovino (Lorenzen y col., 2007, Garcia y
col., 2008, Pordomingo y col., 2012), asi como la utilizacion de aceite de girasol y aceite
de linaza (Mapiye y col., 2013). También la mezcla de pasturas y concentrados a base de
granos mostraron ser mas eficientes que la alimentacion a base de solo concentrado
(Alfaia y col., 2009) y la inclusion de semillas de lino en la dieta de bovinos también
incrementd el contenido de CLA en carne (De La Torre y col., 2006) asi como las
semillas de linaza y girasol (Mapiye y col., 2013). Por otro lado la alimentacion de
ovejas a base de pasturas resultaron ser mas eficientes para incrementar la cantidad de
CLA en la carne en comparacion con una dieta a base de granos (Scerra y col., 2011).
Por otro lado, la suplementacion con aceites vegetales ha incrementado la cantidad de
CLA en carne de bovino (Lorenzen y col., 2007), cordero (Santos-Silva y col., 2003) y
oveja (Ivany col., 2001) y el uso de semillas de lino también incrementa el contenido de
CLA en carne de oveja (Noci y col., 2011). Una ventaja de este método es que la
suplementacion con aceites vegetales incrementa el contenido de CLA y grasa butirica
en leche (Flowers y col., 2008). Por el contario, una desventaja es que el aceite de
pescado o sales célcicas de acidos grasos insaturados pueden disminuir el contenido de
grasa butirica en la leche (Gagliostro, 2005, Brown y col., 2008, Patifio y col., 2012).
Ademas, el empleo de este tipo de estrategias puede incrementar el costo de produccion,
tanto para el ganado de leche como para el de carne. Por otro lado, resulta interesante
resaltar que la elaboracion de quesos utilizando leche con alto contenido de CLA
obtenida de bovinos alimentados con aceite de girasol y la utilizacion de cultivos
iniciadores productores de CLA en la elaboracion de queso, potencializé el contenido de
CLA en 2.6 veces (Mohan y col., 2013), lo que sugiere que la combinacion de
estrategias puede ser muy favorable para incrementar el contenido de CLA en los

alimentos.
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Las investigaciones donde se evalla el efecto de productos lacteos, leche o carne
de bovinos enriquecidos con CLA sobre la salud, utilizando este método, son muy
escasos. Roy y col. (2007) reportaron que conejos blancos de Nueva Zelanda
alimentados con mantequilla rica en CLA obtenida de la leche de bovino alimentados
con aceites vegetales ricos en acidos grasos poliinsaturados, tendié a reducir los
depdsitos de grasa en la aorta, mientras que (Chinnadurai y col., 2008) reportaron que las
mantequillas clarificadas ricas en CLA obtenidas de leche de bufalas suplementadas con
aceite de cacahuate y las suplementadas con aceite de mostaza disminuyeron la
incidencia de tumores mamarios inducidos artificialmente en ratas. Por otro lado,
Chinnadurai y col. (2013) reportaron que la mantequilla clarificada rica en CLA
obtenida de leche de bufalas alimentadas con aceite de cacahuate disminuy6 el
contenido de triglicéridos y colesterol total, ademas aumento el colesterol HDL en ratas.
Mientras que, Reynolds y col. (2013) reportaron actividad antidiabetogénica en ratones
Ob/ob alimentados con carne de bovino rica en CLA, la cual fue obtenida de animales

alimentados a base de pasturas frescas, aceite de pescado y aceite de girasol.

7. Conclusién.

Los efectos benéficos que confiere el CLA cuando es incluido en la dieta de
animales de laboratorio se ha confirmado durante las ultimas dos décadas. Sin embargo,
el CLA no se encuentra en las cantidades adecuadas en los alimentos. Debido a esto, se
han desarrollado diferentes estrategias para incrementar la ingesta de CLA en la dieta.
La sintesis quimica en condiciones alcalinas es la estrategia tecnolégica que hasta la
fecha se ha utilizado para la produccion de CLA por ser econdmica y eficiente. Sin
embargo, el mercado actual es exigente y prefiere el uso de estrategias que no utilicen
compuestos toxicos como el etilenglicol, t-butyl alcohol, dimetil sulfoxido o dimetil
formamida. Por el contrario, las BAL productoras de CLA y el manejo de la
alimentacion de los animales rumiantes son métodos naturales que han demostrado ser
efectivos para incrementar su produccion y promover la salud en modelos animales y
humanos, aunque los estudios que se tienen al respecto son muy escasos. Hasta donde es

de nuestro conocimiento, no se encontré evidencia que indique que los lipidos
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estructurados ricos en CLA contengan trazas de residuos toxicos. Por lo tanto, se
requieren de mas estudios que evallen esta Ultima estrategia. En conclusion, existen las
estrategias necesarias para aportar una fuente extra de CLA en la dieta de humanos, y las
cuatro estrategias que hasta la fecha han sido consideradas han mostrado ser efectivas

para promover la salud en modelos animales y humanos.
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1082  Figura 2. Sintesis de CLA en rumen y gldndula mamaria a partir de LA y LNA.
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Tabla 1. Concentraciéon de CLA en alimentos derivados de animales rumiantes

Fuente Concentracion de CLA Referencia 1095
Leche oveja 1.17 - 2.97 g/100g de grasa Gagliostro y col. (2005) 1096
Leche cabra 0.59 - 3.24 g/100 g de grasa Gagliostro y col. (2005) 1097
Leche bovino 6.5 - 8.5 mg/g de grasa Nunez vy col. (2010) 1098

Yogurt oveja
Yogurt cabra

Yogurt bovino

0.76 g/100 g de grasa
0.522 g/100g de grasa
0.859 ¢/100g de grasa

Serafeimidou y col. (2013) 1099
Serafeimidou y col. (2012) 1100

Serafeimidou y col. (2012) 1101

Queso oveja
Queso cabra

Queso bovino

0.907 - 2.780 mg/g de acidos grasos
0.690 - 0.710 mg/g de acidos grasos
0.750-0.840 mg/g de &cidos grasos

Abd EI-Salam y El-Shibiny (202492
Abd El-Salam y EI-Shibiny (201493
Adb El-Salam y col. (2011) 1104

Mantequilla
Crema
Carne cordero

Carne bovino

4.0 - 5.5 mg/g de grasa

1.78 - 1.95 ¢/100 g de &cidos grasos
5.6 mg/g de grasa

5.37 - 6.31 mg/g de grasa

Nunez y col. (2010) 1105
Avilez y col. (2009) 1106
Chin y col. (1992) 1107

Do Nascimento Yy col. (2009)
1108
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1117

1118

Tabla 2. Consumo dietario de CLA en humanos

Pais Alimentos Ingesta de CLA (mg/dia) Referencia

Alemania Dieta habitual 360 Jahreis (1997)

Alemania Dieta habitual 440 H- 360 M Fritsche y Steinhart (1998)
Suecia Dieta habitual 160 H Jiang y col. (1999)
Canada Dieta habitual 15-174 Ensy col. (2001)

Estados Unidos Dieta habitual 210H-150 M Ritzenthaler y col. (2001)
Alemania Dieta habitual 320 M Fremann y col. (2002)
Union Europea Lacteos 140 H- 380 M Wolff y Precht (2002)
Francia Dieta habitual 210H-180M Laloux y col. (2007)
Chile Lacteos 30 - 240 Avilez y col. (2009)
Brasil Lacteos 36 Nunez y col. (2010)

H= Hombres; M=Muijeres.
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1120
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1122

Tabla 3. Lacteos fermentados con BAL productoras de CLA

Producto lacteo fermentado Sustrato Concentracion de CLA Referencia

Leche fermentada:
Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium LA 90 - 198.6 mg/L Van Nieuwenhove y col. (2007a)
Lactobacillus AG 5.67 — 10.53 mg/g de grasa Puniya y col. (2008)
Lactobacillus AG 2.73 - 11 mg/L Puniya y col. (2009)
Lactobacillus AG 142.22 — 188.64 mg/100 g de grasa Salamon y col. (2009)
Lactobacillus, Propionibacterium, Leuconostoc, ASL 4.52-21.6 mg/L Adb El-Salam y col. (2010)
Lactococcus, Enterococcus
Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium LA, AG 8.01 -41.62 mg/L Rodriguez-Alcalay col. (2011)
Pediococcus, Bifidobacterium, Lactobacillus, SN 0.43 —0.87 g/100g de acidos grasos Pandit y col. (2012)
Lactococcus

Dahi (CI, L. acidophilus, L. casei ) SN 10.5 mg/g de grasa Yadav y col. (2007)

Yogurt (ClI, L. acidophilus La-5, B. animalis Bb-12 SN 2.07-6.01 mg/g de grasa Akalin y col. (2007)

Yogurt (CI, B. animalis subsp. lactis) SN 1.18-1.85 g/100g Florence y col. (2009)

Yogurt (CI, L. acidophilus, B. animalis subsp. lactis) SN 0.5-1.1 g/100 g de grasa do Espirito Santo y col. (2012)

Crema (CI) SN 3.81-4.13 mg/g de grasa Domagala y col. (2009)

Queso (CI, L. rhamnosus, L. casei, S. thermophilus) AG 4.9 6.9 mg/g de grasa Van Nieuwenhove y col. (2007b)

Queso (CI, L. acidophilus, L. casei) AS 0.76-0.86% é&cidos grasos Abd El-Salamy col. (2011)

Son mezclas de bacterias que incluyen un cultivo iniciador y un probidtico productor de CLA. ClI, cultivo iniciador; LA, acido linoleico; AG, aceite de

girasol; ASL aceite de sésamo lipolizado; AS, aceite de soya; SN, sin fuente de LA.



1123

1124
1125
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1128

Tabla 4. Lipidos estructurados con CLA

Lipido estructurado  Sustrato/Sistema de reaccion 'R (%) Referencia

Fosfatidilcolina Lecitina de soya, CLA/Acidolisis 85.8 Baeza-Jimenez y col. (2012)
Triacilglicerol sn-1,3-DAG, CLA/Esterificacion 81.5 Blasi y col. (2008)
Lisofosfatidilcolina sn-1,2-Fosfatidilcolina, CLA/Esterificacion 70 mol Hong vy col. (2011)
Triacilgricerol Glicerol, CLA/Esterificacion 90 Hong y col. (2012)

Diacilglicerol Aceite de soya, CLA/Re-esterificacion 84 Hernandez-Martin y Otero (2009)
Triacilgliceridos Glicerol, CLA, &cido caprico/Acidolisis 73.2 Maurelli y col. (2009b)
Triacilglicerol Aceite de canola, CLA/Aciddlisis 26.6 mol  Goli y col. (2008)

Triacilglicerol sn-1,3-DAG, CLA/Aciddlisis 46.3 Blasi y col. (2009)
Triacilglicerol sn-1,3-DAG, CLA/Aciddlisis 47.5 Maurelli y col. (2009a)

Lipido estructurado sn-1,3-DAG, CLA/Aciddlisis 39.45 Rocha-Uribe y Hernandez, (2004)
Fosfolipido Fosfatidilcolina, CLA/Aciddlisis 16 Hossen y Hernandez (2005)
Triacilglicerol Glicerol, CLA/Esterificacién 76 mol Huesca-Toral y col. (2005)

! R, rendimiento. CLA, mezcla de isémeros de &cido linoleico conjugado; DAG, diacilglicerol.
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Tabla 5. Contenido de CLA en leche y carne de rumiantes alimentados con diferentes dietas

Especie Propdsito Alimentacion Concentracion de CLA Referencia
Bovinos Leche Dieta 0.71 g/100g de &cidos grasos Donovan y col. (2000)
Dieta+AP 2.53 g/100g de acidos grasos
Leche Racion mezclada 0.59 ¢g/100g de &cidos grasos Bargo y col. (2006)
Pastura 1.21 g/100g de &cidos grasos
Leche Pastura 0.8 g/100g de &cidos grasos AbuGhazaleh, (2008)
Pastura+AP+AG 1.6 g/100g de &cidos grasos
Leche Concentrado 0.66 g/100g de &cidos grasos Brown y col. (2008)
Pastura+AP+AL 2.56 g/100g de &cidos grasos
Leche Pastura 1.76 g/100g de acidos grasos Murphy y col. (2008)
Pastura+AP 2.16 g/100g de &cidos grasos
Pastura+AG 1.87 g/100g de &cidos grasos
Pastura+AP+AG 2.36 g/100g de &cidos grasos
Leche Dieta 0.71 g/100g de &cidos grasos Lahlou y col. (2014)
Pastura 1.06 g/100g de acidos grasos
Oveja Leche Dieta 6.9 mg/g de grasa Mozzon y col. (2002)
Dieta+AP 29.8 mg/g de grasa
Leche Concentrado 2.4 g/kg de grasa Atti y col. (2006)
Pastura 10.4 g/kg de grasa
Leche Pastura 0.71 g /1009 de grasa Reynolds y col. (2006)
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Bufala

Bovino

Leche

Leche

Leche

Leche

Leche

Leche

Carne

Carne

Carne

Carne

Pastura+tAS+AAM

Concentrado

Concentado+SL

Concentrado+SG

Dieta
Dieta+AS

Dieta

Dieta+SL+AG

Concentrado
Pastura
Concentrado
Forraje
Pastura
Pastura+AP
Forraje
Forraje+SL
Dieta
Pastura
Concentrado
Pastura

Dieta

2.80 g/100g de grasa

11 g/kg de acidos grasos

17 g/kg de &cidos grasos

25 g/kg de acidos grasos

1.04 g/100g de acidos grasos
3.44 g/100g de &cidos grasos
0.47 g /1009 de grasa

0.85 g /100g de grasa

15.88 umol/g de grasa

50.25 umol/g de grasa

7.7 mg/g de grasa

17 mg/g de grasa

3.83 mg/g de grasa

7.14 mg/g de grasa

4 g/kg de &cidos grasos

6.7 de acidos grasos

0.25 g/100g de acidos grasos
0.46 g/100g de acidos grasos
11.7 mg/100 g de musculo fresco
14.4 mg/100 g de musculo fresco

2.85 mg/g de grasa

Zhang y col. (2006)

GAmez-Cortés y col. (2008)

Lunay col. (2008)

de Renobales y col. (2012)

Tyagi y col. (2007)

Patifio y col. (2012)

Abharoni y col. (2004)

Poulson y col. (2004)

Dannenberger y col. (2005)

Lorenzen y col. (2007)
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1132

1133
1134
1135
1136
1137

Carne

Oveja Carne

Carne

Carne

Pastura

Pastura+AS
Concentrado
Concentrado+pastura
Pastura

Dieta

Dieta+tAG
Concetrado
Concetrado+AAM+AS
DietatMG

Dieta+AC

Dieta+AL

Dieta+SC

Dieta+SL

5.24 mg/g de grasa
9.38 mg/g de grasa
2.65 mg/g de grasa
5.76 mg/g de grasa
5.14 mg/g de grasa
3.9 mg/g de lipidos
5.2 mg/g de lipidos
0.43 g/100g de &cidos grasos
0.61 g/100g de &cidos grasos
0.82 g/100g de &cidos grasos
0.95 g/100g de &cidos grasos
0.98 g/100g de &cidos grasos
1.24 g/100g de acidos grasos

1.41 g/100g de &cidos grasos

Alfaiay col. (2009)

Ivany col. (2001)

Radunz y col. (2009)

Noci y col. (2011)

AP, aceite de pescado; AL, aceite de linaza; AG, aceite de girasol; AS, aceite de soya; AAM, aceite de alga marina; SL, semilla de lino; SG, semilla de

girasol; AC, aceite de camelia; SC, semilla de camelia; Concentrado, alimento a base de granos; Dieta, alimento formulado y balanceado.
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Capitulo 2. Produccion de acido linoleico conjugado (CLA) por bacterias acido
lacticas (BAL) y su efecto benéfico para la salud

Sosa-Castafieda, Jesus; Hernandez-Mendoza, Adrian; Gonzalez-Cordova,
Aaréon Fernando; Vallejo-Cordoba, Belinda. Articulo aceptado en la revista
INTERCIENCIA.

Resumen

El acido linoléico conjugado (CLA) es un lipido bioactivo que se encuentra de
forma natural principalmente en alimentos derivados de animales rumiantes. Se
ha demostrado que la suplementacién con CLA ejerce efectos positivos en la
salud en una amplia variedad de modelos in vivo, sin embargo, este no se
encuentra en cantidades suficientes en los alimentos. Por lo anterior, se han
propuesto estrategias para incrementar la disponibilidad de CLA en el
organismo por medio de procesos biotecnoldgicos. Una de estas estrategias ha
sido el empleo de bacterias acido lacticas (BAL) productoras de CLA en los
alimentos. Otra ha sido, a través de la ingesta de BAL, que por sus
caraceristicas particulares, una vez implantadas en el intestino, producen CLA.
Este trabajo presenta una revision de las investigaciones realizadas sobre la
produccién enddgena (a nivel intestinal en organismos monogastricos) de CLA
y exdgena en alimentos lacteos fermentados. Ademas, presenta el potencial del

CLA para promover efectos benéficos en la salud humana.
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RESUMEN

El acido linoléico conjugado (ALC) es un lipido bioactivo que se
encuentra de forma natural principalmente en alimentos derivados de animales
rumiantes. Se ha demostrado que la suplementacion con ALC ejerce efectos
positivos en la salud en una amplia variedad de modelos in vivo, sin embargo,
este no se encuentra en cantidades suficientes en los alimentos. Por lo anterior,
se han propuesto estrategias para incrementar la disponibilidad de ALC en el
organismo por medio de procesos biotecnolégicos. Una de estas estrategias ha
sido el empleo de bacterias &cido lacticas (BAL) productoras de ALC (BAL-ALC)
en los alimentos. Otra ha sido, la ingesta de BAL, que por sus caraceristicas
particulares, una vez implantadas en el intestino, producen ALC. Este trabajo
presenta una revision de las investigaciones realizadas sobre la produccién
enddgena de ALC a nivel intestinal en organismos monogastricos y exdégena en
alimentos lacteos fermentados. Ademas, presenta el potencial del ALC para
promover efectos benéficos en la salud humana.

Palabras clave: acido linoleico conjugado, bacterias acido lacticas, alimentos
lacteos fermentados, efectos benéficos en la salud.

1. INTRODUCCION

El ALC es un grupo de acidos grasos poliinsaturados que se encuentra
de manera natural en una amplia variedad de alimentos como is6émeros
geométricos y posicionales del acido linoleico (AL). Los principales organismos
productores de ALC son los animales rumiantes, y esto se debe principalmente
a la bioisomerizacion del AL por la compleja microflora ruminal que poseen. Es
por ello, que el ALC se puede encontrar de forma natural en la carne de res y
cordero, asi como en los productos lacteos derivados de la leche de estos
animales (Park y Pariza, 2007; Baddini Feitoza et al., 2009; Andrade et al.,
2012).
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Diversos estudios, principalmente realizados en modelos animales, han
demostrado que el ALC posee efectos benéficos para el organismo, dichos
efectos incluyen, disminucion del riesgo de padecer cancer, prevencion de
enfermedades cardiovasculares; disminucién del tejido graso y aumento del
tejido muscular y masa 6sea; aumento de la produccién de anticuerpos e
interferones y disminucién del proceso inflamatorio a través de la regulacion de
citocinas pro-inflamatorias y prostaglandinas (O'Shea et al., 2004; Changhua et
al., 2005; Bhattacharya et al., 2006). Dichos efectos biologicos se le han
atribuido principalmente a los isémeros cis-9, trans-12 (c9, t11) y trans-10, cis-
12 (t10,c12) (Obregon y Valenzuela, 2009; Soto-Rodriguez et al., 2011). Sin
embargo, estudios realizados sobre el consumo de ALC en los alimentos,
sugieren que la ingesta diaria esta por debajo de la dosis necesaria para ejercer

los efectos benéficos (Ritzenthaler et al., 2001).

Debido a que el contenido de ALC presente en los alimentos no provee la
cantidad suficiente para cubrir los requerimientos necesarios para inducir dichos
beneficios y que en organismos monogastricos como el humano, no se generan
cantidades importantes de ALC, se han buscado diferentes alternativas que
ayuden a cubrir dichos requerimientos. Aunque la isomerizacion alcalina del AL
es un método industrial cominmente usado para preparar ALC para consumo
humano, este método presenta algunas desventajas, como presencia de
residuos téxicos y baja proporcion de los isébmeros biolégicamente activos
(Gaullier et al., 2002; Rocha-Uribe y Hernandez, 2004; Hernandez-Mendoza et
al., 2009, Blasi et al., 2012).

En los Ultimos afos, algunas investigaciones han demostrado que las
BAL, principalmente probioticas, han mostrado capacidad de sintetizar ALC in
vitro, generando altas proporciones de los isdbmeros mas activos biolégicamente
(Ogawa et al., 2005; Andrade et al., 2012). Esto ofrece interesantes
posibilidades para la elaboracion de productos lacteos fermentados con BAL-
ALC. Ademas, el uso de BAL-ALC probioticas posibilitd el hecho de aumentar

58



93
94
95
9%
97
98
99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

los niveles de ALC en el organismo a través de la ingesta directa de estas
bacterias. El objetivo de esta revisibn es presentar una actualizacion de la
informacion disponible sobre las BAL-ALC a través de sintesis enddgena
(implantacién a nivel intestinal) y exdgena, por su produccion en la leche como
matriz alimentaria. Ademds, analiza el potencial de estos métodos para
incrementar la disponibilidad de ALC en el organismo para promover efectos

benéficos en la salud.

2. ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (ALC)

El ALC es una mezcla de isbmeros geométricos (cis/trans) y posicionales
(localizacion de los dobles enlaces) del acido linoleico (AL) (4cido 9, 12-
octadecadienoico) que se puede encontrar en alimentos como los lacteos y
carnicos. El isbmero de mayor abundancia en los alimentos es el c9, t11 (acido
ruménico), el cual representa mas del 80% del total de ALC, y su concentracion
depende de la fuente y procesamiento del alimento (Chin et al., 1992;
Gagliostro, 2005; Bhattacharya et al., 2006).

Estudios previos realizados con ratas, ratones, cerdos y conejos, han
demostrado que el ALC posee una amplia variedad de propiedades benéficas
para el organismo cuando es incluido en la dieta como suplemento
(Bhattacharya et al., 2006; Park, 2009; Churruca et al., 2009). En afos
recientes, gracias a los avances tecnoldgicos, se ha venido estudiando el efecto
de los isébmeros de ACL por separado, principalmente los isébmeros c9, t1l y
t10, cl2, evidenciando que los efectos benéficos son inducidos y/o
potencializados por algun isomero en particular (Cuadro 1). Sin embargo, la
mayoria de estos estudios se han realizado utilizando ALC producido por
sintesis quimica (Park, 2009). Por lo que, la biogeneracion de ALC por medio
de BAL, ya sea de manera enddgena en el intestino de monogastricos o
exodgena en el alimento o en ambos, constituye una alternativa para incrementar

la disponibilidad de ALC en el organismo.

59



124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

3. SINTESIS DE ALC

Para proposito de esta revision, se considera a la sintesis enddgena
como toda aquella biosintesis de ALC que ocurre a nivel fisiolégico en el
intestino de monogastricos por accion de las BAL. En algunos estudios se ha
visto que la flora bacteriana intestinal de humanos tiene la capacidad de
sintetizar ALC in vitro (Oh et al., 2003; Coakley et al., 2003; Alonso et al., 2003;
Conte-Junior et al., 2007; Mclintosh et al., 2009; Gorissen et al., 2010). Por lo
que, con la finalidad de potenciar la produccién de ALC a nivel intestinal, se ha
estudiado el efecto de la inoculacién de animales monogéstricos con BAL. En
un estudio in vivo se detect6 el isbmero t10, c12 en suero de ratones sometidos
a una dieta alta en grasa, después de la inoculacion por tres semanas de una
cepa especifica de L. rhamnosus PL60 (Lee et al., 2006a). En otro estudio, se
detectd el isbmero c9, tll en tejido de ratones y cerdos inoculados con
Bifidobacterium breve NCIMB 702258 y suplementados con AL y aceite de
girasol (Wall et al., 2009). De manera similar, se detectaron los isomeros c9,
t11; t9, cl1l y t10, cl2 en tejido de ratones inoculados con Butyrivibrio

fibrisolvens y una dieta rica en AL (Fukuda et al., 2006).

Por otro lado, para incrementar aun mas la concentracion de ALC en el
organismo, se inocularon cepas recombinantes de Lactobacillus, que
expresaban altas cantidades de linoleato isomerasa, en ratones con dieta
suplementada con AL y se observé cuatro veces mas cantidad del isémero t10,
c12 en tejido, que cuando se utilizé una cepa no productora (Rosberg-Cody et
al., 2011). En estudios con humanos, se detect6é L. rhamnosus PL60 (productor
de ALC in vitro e in vivo) en heces después de una semana de ingesta y los
isbmeros c9, t11 y t10, c12 en suero después de 21 dias de administraciéon (Lee
y Lee, 2009). En base a lo anterior, es evidente que es posible aumentar la
disponibilidad de ALC en el organismo, y en particular, proporcionar los
iIsomeros biolégicamente mas activos a través de la implantacion de BAL

especificas a nivel intestinal. Sin embargo, debido a que tanto la produccion de
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ALC, como la capacidad de implantacién en el intestino, es dependiente de la
cepa, la busqueda de nuevas cepas de BAL-ALC, continta siendo un érea de

investigacion con gran potencial para ser explorada

Se considera a la sintesis exdégena como todos aquellos cambios o
incrementos en el contenido de ALC que no ocurren a nivel fisiolégico y que son
producidos por las BAL en un medio de cultivo o en un alimento. Ademas, para
fines de esta revision se consideraron a los isémeros ¢9, t11y t10, c12 como los
principales isomeros de AL sintetizados por las BAL. Se ha visto que las BAL
aisladas de distintos origenes son capaces de sintetizar ALC bajo diferentes
condiciones de fermentacion (Owaga et al., 2001; Ham et al., 2002; Coakley et
al., 2003; Alonso et al., 2003; Gorissen et al. (2010). Sin embargo, también se
ha reportado que no todas las BAL poseen esa capacidad, aunque pertenezcan
al mismo género y a la misma especie y que la produccion de ALC es

dependiente de la cepa (Kishino et al., 2002).

Diferentes estudios han evaluado la capacidad productora de ALC de
ciertas BAL en medio de cultivo suplementado con una fuente de AL como
sustrato bajo diferentes condiciones de temperatura, tiempos de incubacién y
pH (Cuadro 2) (Lin et al., 2003; Alonso et al., 2003; Lee et al., 2003 a, b; Song
et al. 2005; Roman-Nufez et al., 2007; Hernandez-Mendoza et al., 2009; Lui et
al., 2011; Dubey et al., 2012). Las BAL-ALC son mas susceptibles o disminuyen
su crecimiento celular por efecto del AL, lo que sustenta la hipotesis de que la
isomerizacion del AL es un mecanismo de desintoxicacion (Jenkins y Courtney,
2003).

Otras investigaciones han reportado la capacidad de cepas de BAL para
sintetizar ALC utilizando como medio de cultivo leche descremada
suplementada con una fuente de AL (Cuadro 3). Algunos investigadores han
fortificado leche con diferentes concentraciones de AL (Pandit et al., 2012;

Nieuwenhove et al., 2007a), aceite de girasol (Kim y Lui, 2002; Puniya et al.
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2008; Salamon et al. 2009; Puniya et al. 2009; Rodriguez-Alcala et al., 2011) y
aceites hidrolizados (Xu et al., 2004; El-Salam et al., 2010; Dubey et al. 2012;
Ye et al. 2013). Se ha demostrado que la produccion de ALC es mayor cuando
el aceite es hidrolizado y que la grasa de leche produce mayor concentracion de
ALC que el aceite de soya (Xu et al., 2004). Ademas, se ha reportado que la
suplementacion con aceite hidrolizado favorece la concentracion celular (El-
Salam et al. 2010).

Con la finalidad de incrementar la concentracion de ALC, se ha explorado
el uso de co-cultivos y prebiéticos en leche. Una mezcla de microorganismos
puede incrementar la produccion de ALC en relacién al uso de cultivos puros
(Ye et al., 2013). Ademas, el uso de prebidticos con co-cultivos incrementa la
producciéon de ALC (Oliveira et al., 2009) y con cultivos puros mejora
significativamente la bioconversion de AL a ALC (Hennessy et al., 2009). El uso
de suplementos como extracto de levadura o caseina hidrolizada, puede
mejorar la bioconversion de AL a ALC en leche (Hennessy et al., 2009), aunque
el uso de algunos aditivos como la sucrosa, lactosa, fructosa y cloruro de sodio
pueden disminuir la concentracién de ALC (Lin et al., 2000).

La concentraciéon de ALC en los productos lacteos fermentados esta
influenciada por la cantidad inicial de ALC en leche, tipo de procesamiento, BAL
utilizadas en la fermentacion y prebiéticos (Prandini et al., 2007; do Espirito
Santo et al.,, 2012). La variabilidad en la actividad enzimatica de los cultivos
iniciadores en los productos lacteos fermentados ha sido identificada como un
factor que puede contribuir a las diferencias en el contenido de ALC (Sieber et
al., 2004) y se ha visto que cepas especificas pueden incrementar la produccién
en estos productos (Akalin et al., 2007). Por lo anterior, las investigaciones se
han enfocado en la busqueda de nuevas cepas de BAL capaces de incrementar
el contenido de ALC en los productos lacteos fermentados (Cuadro 4). Por el
contrario, otro estudio reporto que el contenido de ALC en leche fermentada con
cultivos iniciadores y probidticos no mostro cambios (Gorissen et al., 2012), lo
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cual podria deberse a que la produccién de ALC es dependiente de la cepa
utilizada.

La fortificacion con aceites (girasol y aceite de sésamo) y la fermentacion
con cultivos iniciadores y probiéticos influencié la concentracion de ALC en
guesos (Nieuwenhove et al.,, 2007b; El-Salam et al., 2011; Lima Alves et al.,
2011). También se ha estudiado el efecto de diferentes aceites sobre la
produccion del ALC en crema fermentada con cultivos iniciadores y probioticos
(Ekinci et al., 2008; Domagala et al., 2009). Sin embargo, es importante sefialar
que la sintesis de ALC a partir de aceites puede estar influenciada por la
cantidad de AL que aporta el aceite y a la capacidad de las bacterias para
sintetizar esterasas que hidrolicen el aceite y liberen al LA del triglicérido para
dejarlo en su forma libre, pues este hecho implica un paso extra en la sintesis
de CLA por las enzimas microbianas (Holland et al., 2005; Rodriguez-Alcala et
al., 2011).

4. EFECTOS BENEFICOS DE BAL PRODUCTORAS DE ALC

Los efectos benéficos del ALC se han demostrado cuando este se usa
como suplemento obtenido quimicamente y cuando este es producido por BAL
probiéticas en el intestino de monogastricos. Entre los diferentes efectos
benéficos de BAL-ALC probiéticas en modelos animales se encuentran el efecto
antiobesogénico (Lee et al.,, 2006a; Lee et al., 2007; Lee y Lee, 2009) y el
antiinflamatorio (Wall et al., 2009). Se ha demostrado que ratones tratados por 8
semanas con una dieta alta en grasa (45%) e inoculados con Lactobacillus
rhamnosus PL60, productor de los isémeros c9, t11 y t10 in vitro, disminuyeron
el peso corporal sin disminuir la ingesta de energia, o que causé una
disminucién significativa del tejido adiposo con respecto a los ratones
alimentados solo con la dieta alta en grasa. Ademas, fue detectada la presencia
del isébmero t10, c12 (1.906 pg/mL) en suero de sangre solo en los ratones

tratados con la BAL-ALC lo que sugiere la participacion del ALC como el
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principal mecanismo de accién (Lee et al., 2006a). Utilizando esta misma cepa
de BAL-ALC en cuatro voluntarios alimentados con una dieta habitual mas 1
gramo (10'? UFC/mL) de bacterias liofilizadas por 21 dias, se encontré que los
niveles séricos de leptina disminuyeron, en comparacion con el estado basal de
los mismos individuos. Ademas los niveles en suero de sangre del isébmero 9c,
tll se presentaron en un rango de 1.69 a 10.19 pug/mL en estado basal e
incrementaron en un rango de 1.76 a 23.31 pg/mL después de 21 dias de
tratamiento. Mientras que, los niveles séricos del isomero t10, cl12 se
presentaron en un rango de 0 a 2.68 pg/mL e incrementaron en un rango de
0.71 a 3.42 pg/mL después de 21 dias de tratamiento, sugiriendo que tal efecto
fue debido al ALC (Lee y Lee, 2009). Por otro lado, Lactobacillus plantarum
PL62 productor de los isomeros c9, t11 y t10, c12 in vitro, en combinacién con
una dieta alta en grasa (45%), disminuyd los niveles de glucosa total en sangre
y triglicéridos, asi como los pesos del tejido adiposo blanco epididimal, inguinal,
mesentérico, perirenal y el peso de los ratones, en comparacion con los ratones
alimentados solo con la dieta alta en grasa. Aunque en este estudio no se
evalué la presencia de ALC incorporado en los ratones se asume que el efecto
fue debido al ALC microbiano (Lee et al., 2007). Por otro lado, Wall et al. (2009)
reportaron que en ratones inmunodeficientes con colitis inducida tratados por 10
semanas con AL y Bifidobacterium breve NCIMB 702258 productora del
isbmero c9, t11, no disminuyeron los niveles de TNF-q, IL-6 e Interferon gamma
(INF-y) en esplenocitos de bazo con respecto a los tratados con AL. Sin
embargo, se encontraron 2.4 veces mas cantidad del isémero c9, t11 en tejido
hepatico y 2 veces mas cantidad en tejido del intestino grueso. Cabe sefialar
qgue los autores reportaron 2.4 veces mas cantidad de CLA en heces en los
ratones tratados con la BAL-ALC y AL con respecto a los tratados con solo AL.
Lo anterior sugiere que posiblemente el efecto benéfico no se presento debido a
gue el ALC no fue eficientemente absorbido. Por lo tanto es de suma
importancia tomar en cuenta el lugar en donde se implantard la BAL-ALC,
siendo lo deseable que se implantara en el intestino delgado y no en el intestino

grueso. Por otro lado, en cerdos tratados con esta misma bacteria y
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suplementados con aceite de girasol por 21 dias se encontré que los niveles de
las citocinas IL-1[3, IL-8 e IL-12 disminuyeron, mientras que los niveles de IL-10
aumentaron y los niveles de INF-y no presentaron cambios. Por lo anterior, los
autores concluyeron que esta bacteria probidtica presentd un efecto
antiinflamatorio, ademas se detectd la incorporacion del isémero c9, t11 en los
fosfolipidos de las células de higado en esos mismos cerdos, lo que sugiere la

participacion del ALC como posible mecanismo de accion (Wall et al., 2009).

También se han demostrado diferentes efectos benéficos de las BAL-
ALC en lineas celulares, tales como efecto anticarcinogénico (Kim et al., 2002,
Lee et al.,, 2006b; Ochoa et al., 2004; Rosberg-Cody et al.,, 2007) y
antiinflamatorio (Ewaschuk et al.,2006; Kim et al., 2008; Hwang et al., 2012).

Aunque algunos autores han demostrado que los cultivos iniciadores y
bacterias probioticas pueden contribuir a incrementar el contenido de ALC en
alimentos lacteos fermentados (Yadav et al., 2007; Akalin et al., 2007; Florence
et al., 2009), no se han reportado estudios en modelos in vivo que evalten el
efecto benéfico del ALC biogenerado por BAL através de la ingesta de leche
fermentada. Algunas investigaciones han mostrado que el consumo de leches
fermentadas puede disminuir los niveles de colesterol LDL y aumentar el
colesterol HDL, asi como promover la actividad antioxidante en sangre, la cual
esta relacionada con un efecto protector contra el cancer (Ebringer et al., 2008).
También se han demostrado los beneficios de las leches fermentadas tales
como el efecto antimutagénico en lineas celulares (Guzel-Seymid et al., 2006),
la capacidad para inhibir el crecimiento de ciertos tipos de tumores en modelos
animales (Perdigon et al., 2002) y la mejora del sistema inmune (Vinderola et
al., 2005a; 2005b; 2006).

Un método eficiente para incrementar la ingesta de ALC en la dieta para
humanos es aumentar la concentracion de ALC en productos lacteos

fermentados usando BAL con potencial para producirlo. Los probidticos pueden
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ofrecer la ventaja de producir ALC en alimentos lacteos fermentados, asi como
su produccion a nivel intestinal una vez que estos microorganismos son
implantados (Lee et al., 2007). Hasta donde es de nuestro conocimiento, no hay
estudios que demuestren los efectos benéficos en la salud, de las BAL-ALC
utilizando lacteos fermentados como vehiculo y su efecto biolégico una vez

implantadas en el intestino.

5. CONCLUSIONES

Aunque se ha demostrado que la suplementacién con ALC ejerce efectos
benéficos en la salud, este no se encuentra en cantidades suficientes en los
alimentos para ejercer dichos efectos. Sin embargo, existen las estrategias
para incrementar la disponibilidad de este importante compuesto en el
organismo por medio de su produccion a través de la fermentacién por BAL.
Mucho de los esfuerzos se han enfocado en la busqueda de nuevas cepas de
BAL-ALC y las diferentes condiciones que potencian su produccion, ya sea de
manera exdégena (en medio de cultivo, leche o producto lacteo fermentado) o de
manera enddgena (en el intestino). Ademas se han estudiado los efectos
benéficos que estas BAL probidticas ejercen tras su ingesta como tales. Sin
embargo, son muy pocos los estudios en los cuales, se report6é la capacidad
productora de ALC de BAL en productos lacteos fermentados y no se
encontraron estudios que evallen el efecto benéfico de ALC en la salud
utilizando un alimento lacteo fermentado como vehiculo. El uso de BAL-ALC
probidticas en productos lacteos fermentados podria proporcionar una doble
fuente de ALC, por su produccién exdgena en el alimento y por su produccién
endogena a nivel intestinal una vez consumido el alimento. Por lo anterior, seria
muy importante, estudiar el efecto benéfico en la salud de productos lacteos
fermentados como vehiculo de BAL-ALC en modelos in vivo.
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Cuadro 1. Efectos biolégicos benéficos en la salud de los isémeros de ALC*

Efecto bioldgico c9, t11 t10, c12 Referencias

Anti-cancerigeno + + Bhattacharya et al. (2006); Park, (2009); Churruca et al. (2009)

Disminucion de la masa grasa - + Bhattacharya et al. (2006); Park y Pariza, (2007); Park, (2009)

Anti-aterogénico - + Kritchevsky et al. (2004); Park, (2009)

Anti-diabetogénico + + Ryder et la. (2001); Henriksen et al. (2003); Churruca et al. (2009)
Yamasaki et al. (2003); Bassaganya-Riera et al. (2003); O"Shea,

Modulacién del sistema inmune + + (2004)

Anti-inflamatorio + + Changhua et al. (2005); Lai et al. (2005)

*Efecto significativo (+); Sin efecto significativo ( - ).
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Cuadro 2. Produccion de ALC por bacterias acido lacticas en medio de cultivo fortificado con una fuente de AL

Género

Rango de CLAmg L™

Referencias

Propionibacterium

Enterococcus, Pediococcus, Propionibacterium, Lactobacillus

Lactobacillus
Lactobacillus

Bifidobacterium

Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc

Bifidobacterium

Propionibacterium

Streptococcus, Lactactobacillus, Bifidobacterium

Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Bifidobacterium

Lactobacillus

Lactococcus, Bifidobacterium, Lactobacillus

Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus,

Propionibacterium

1600
70 — 3410
300
175
1-2421
105.7 - 1135
577
78.8
17-35.9
17.4
623
108
40.7 - 53.5
141.8

3.89 -8.57

8 -300

Rainio et al. (2001)

Kishino et al. (2002)

Lee et al. (2003a)

Lee et al. (2003b)

Coakley et al. (2003)

Ando et al. (2003)

Song et al. (2005)

Wang et al. (2007)
Nieuwenhove et al. (2007a)
Roman-Nunez et al. (2007)
Zeng et al. (2009)
Hernandez-Mendoza et al. (2009)
Gorissen et al. (2010)

Lui et al. (2011)

Rodriguez-Alcald et al. (2011)

Hennessy et al. (2012)

78



656

657

658

659

660

Cuadro 3. Produccion de ALC por bacterias acido lacticas en leche con adiciéon de un sustrato de AL

Género Sustrato* Concentracion de CLA Referencia
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc LA 63 —105.5mg L™ Lin et al. (1999)
Lactobacillus LA 54.31-116.53mg L™ Alonso et al. (2003)
Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium LA 90-198.6 mg L™ Nieuwenhove et al. (2007a)
Lactobacillus AG 2.73-11mglL™ Puniya et al. (2009)
Lactobacillus, Propionibacterium, Leuconostoc, ASL 452 -21.6 mg L* El-Salam et al. (2010)

Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium

LA, AG
Lactobacillus AG
Lactobacillus AG
Lactobacillus, Propionibacterium, Enterococcus AS, ASH
Pediococcus, Bifidobacterium, Lactobacillus,
Lactococcus SN

8.01-41.62mgL*

5.67 — 10.53 mg g de grasa

142.22 — 188.64 mg 100g™ de
grasa

0.42 — 1.64 g 100g™ de &cidos
grasos

0,43 - 0,87 g 100g™ de &cidos
grasos

Rodriguez-Alcala et al.
(2011)

Puniya et al. (2008)

Salamon et al. (2009)

Xu et al. (2004)

Pandit et al. (2012)

*AL, acido linoleico; AG, aceite de girasol; ASL aceite de sésamo lipolizado; AS; aceite de soya; ASH, aceite de soya

hidrolizado; SN, sin sustrato.
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661 Cuadro 4. Produccién de ALC por co-cultivos* especificos en productos lacteos fermentados

Tipo de

producto Sustrato*  Aditivos Concentracion de CLA Referencia

Dahi SN 10.5 mg g™ grasa Yadav et al. (2007)
Yogurt SN Prebidticos 2.07-6.01 mg g* grasa Akalin et al. (2007)
Yogurt SN 1.18-1.85 g 100g™ Florence et al. (2009)

do Espirito Santo et al.
Yogurt SN Fibra 0.5-1.1 g 100g-1 grasa (2012)
Crema SN 3.81-4.13mg g’ grasa Domagala et al. (2009)
Queso AG 4.9 6.9 mgg™*grasa Nieuwenhove et al. (2007b)
0.76-0.86% del total de acidos

Queso AS grasos El-Salam et al. (2011)

*Los Co-cultivos son mezclas de bacterias que incluyen un cultivo iniciador y un probidtico.

*AG, aceite de girasol; AS, aceite de soya; SN, sin sustrato.
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Capitulo 3. Seleccion de cepas de Lactobacillus por su habilidad para producir
CLA en leche y adherirse al tracto gastrointestinal. Articulo en revision por la
revista Journal of Dairy Science.

J. Sosa-Castaiieda®, P. Y. Heredia-Castro!, A. Hernandez-Mendoza®, H.
Astiazaran-Garcia®, H. S. Garcia®, A. F. Gonzélez-Cérdova®, B. Vallejo-
Cordoba.

Resumen

El acido linoleico conjugado (CLA) es un lipido bioactivo que ha demostrado
proporcionar efectos beneficiosos sobre la salud; sin embargo, la cantidad que
se consume en los alimentos no es suficiente para que se presenten los efectos
benéficos deseados. Por lo tanto, para aumentar el consumo de CLA en la dieta
se ha explorado la manera de aumentar su contenido en los productos lacteos
por medio de la fermentacion de la leche con bacterias acido lacticas
especificas (BAL). Ademas, algunas BAL pueden ser capaces de sobrevivir a
las condiciones gastrointestinales, adherirse a la mucosa intestinal y producir
CLA, aumentando con esto su disponibilidad. Por lo tanto, el objetivo de este
estudio fue seleccionar BAL con capacidad de producir CLA en leche
descremada adicionada con &cido linoléico y bajo condiciones gastrointestinales
simuladas. Adicionalmente, se evalu6 la capacidad de las BAL que produjeron
CLA para adherirse a la mucosa intestinal en un modelo murino. Los resultados
mostraron que solo cuatro de trece cepas de Lactobacillus evaluadas sélo
fueron capaces de producir CLA en leche (13.44+0,78 a 50.9+0.26 pg/mL).
Ademas, estas cuatro cepas fueron capaces de sobrevivir en condiciones
gastrointestinales simuladas, asi como adherirse a la mucosa intestinal de ratas
Wistar después de siete dias de inoculacién oral con bacterias marcadas con
fluorescencia. Por lo anterior, estas cuatro cepas de Lactobacillus no solo
fueron capaces de incrementar la concentracion de CLA en leche, sino que

también fueron capaces de producir CLA bajo condiciones gastrointestinales
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simuladas por lo que podrian proporcionar efectos benéficos para la salud si se
usaran para la fabricacion de productos lacteos fermentados.
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ABSTRACT

Conjugated linoleic acid (CLA) has been shown to provide beneficial effects on health;
however, the amount consumed in food is far from being the one required for the desired
effects. Thus, increasing CLA consumption by exploring ways to increase its content in
dairy foods, by fermenting milk with specific lactic acid bacteria (LAB) offers an
interesting alternative. Additionally, some LAB may be able to adhere to the intestinal
mucosa and further increase CLA availability. Therefore, the objective of this study was
to select BAL with the ability to produce CLA in skim milk and in simulated
gastrointestinal conditions. Additionally, the ability of selected CLA producing LAB to
adhere to the intestinal mucosa in a murine model was assessed. Results showed that
from thirteen strains of Lactobacillus tested, only four strains were able to produce CLA
in skim milk (13.44 £ 0.78 to 50.9+ 0.26 pg/mL). Furthermore, these four Lactobacillus
strains were able to survive in simulated gastrointestinal conditions, as well as to adhere
to the intestinal mucosa of Wistar rats after seven days of oral inoculation with
fluorescently labeled bacteria. Accordingly, these four Lactobacillus strains may provide
health benefits if used for the manufacture of fermented dairy foods.

Keywords: lactic acid bacteria, conjugated linoleic acid, fermented milk.

1. INTRODUCTION

CLA is a mixture of positional and geometric isomers of linoleic acid (LA, cis-9,
cis-12, C18:2), with the isomers cis-9, trans-11 (c9, t11) and trans-10, cis-12 (110, c12)
being those which have been shown to provide beneficial effects on health. These
include anti-carcinogenic, anti-inflammatory, anti-obesogenic and anti-cholesterolemic
effects (O'Shea et al., 2004, Bhattacharya et al., 2006, Park, 2009).

It has been reported that milk and dairy products are the foods with the highest
CLA content (Chin et al., 1992, Prandini et al., 2007). CLA concentration in milk ranges
from 0.20 to 3.7 g/100g fat (Hernandez-Mendoza et al., 2009). However, CLA
concentration in milk is dependent on feed (Chouinard et al., 2001, Hernandez-Mendoza
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et al., 2009), oil supplementation (Flowers et al., 2008, Benchaar et al., 2012) and breed
(Hernandez-Mendoza et al., 2009). Thus, fermenting dairy foods with specific CLA-
producing LAB appears to be a good strategy for increasing CLA consumption in the
diet.

Some studies have shown that CLA may be synthesized by specific LAB in MRS
broth (Coakley et al., 2003, Hernandez-Mendoza et al., 2009, Liu et al., 2011), milk
(Van Nieuwenhove et al., 2007a, Rodriguez-Alcala et al., 2011, Pandit et al., 2012),
cream (Domagata et al., 2009), yoghurt (Akalin et al., 2007, Florence et al., 2009, do
Espirito Santo et al., 2012) and cheese (Van Nieuwenhove et al., 2007b, Lima Alves et
al., 2011). In addition, it has been shown that specific BAL may be able to produce CLA
in the intestinal tract in animal models (Wall et al., 2009) or in humans (Lee and Lee,

2009) after its administration as a freeze-dried product.

Since CLA production is strain dependent (Kim and Liu, 2002), the search for
new LAB capable of producing CLA in milk and in the intestinal tract, may be of
interest for the manufacture of fermented dairy foods. Therefore, the objective of this
research was to look for LAB strains capable of producing CLA in milk and in simulated
gastrointestinal conditions. Additionally, the ability of selected CLA producing LAB to

adhere to the intestinal tract of Wistar rats was assessed.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Materials and chemicals

Nonfat dry milk (NFDM) (USDA organic grade A) was from Organic Valley (La
Farge, WI). MRS (De Man, Rogosa, and Sharpe) broth was obtained from BD-Difco
Laboratories (Detroit, MI). Linoleic acid (LA), phosphatidylcholine, methanolic
hydrochloric acid, chloroform, methanol and anhydrous sodium sulfate were obtained
from Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO). Methyl 9(Z), 11(E)-octadecadienoate and
methyl 10(E), 12(Z)-octadecadienoate analytical standards were from Matreya LLC
(Pleasant Gap, PA)
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2.2. Lactic Acid Bacteria

All thirteen wild Lactobacillus strains were obtained from the dairy laboratory of
CIAD (Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C., Hermosillo,
México) culture collection. Lactobacillus were activated in MRS broth at pH 6.5. Fresh
cultures were used for the experiments after preparing three subcultures (24, 20 and
18h). MRS broth was inoculated with 1% culture and incubated at 37 °C.

2.3. Screening of CLA-producing strains in MRS broth or skim milk

A 7.5 % solution of phosphatidylcholine in linoleic acid (LA) micellar solution
was prepared (Hernandez-Mendoza et al., 2009). Then, 2% of LA micellar solution was
added to 40 mL of either MRS broth (LA-MRS) or reconstituted nonfat dry milk (LA-
RNFDM) (10%). LA-MRS or LA-RNFDM were sterilized at 121 °C for 15 min and 110
°C for 10 min, respectively. Finally, LA-MRS or LA-RNFDM were inoculated with a
fresh culture (1 %) and incubated at 37 °C for 48 h with a water bath shaker (Lab-Line
Instruments, INC, Melrose Park, IL) set at 200 rpm. After this incubation period samples

were analized for CLA content by gas chromatography (GC).

2.4. CLA determination

Samples (2 mL) lipid fraction was extracted with 20 mL of a mixture of
chloroform and methanol (2:1) (Folch et al., 1957). Subsequently, the lipids were
reconstituted in 200 pL of chloroform and 1 mL of 1 N methanolic hydrochloric acid
was added. The mixture was allowed to react for 30 min at 60 °C. The methylation
reaction was stopped by addition of 200 pL of distilled water. The fatty acid methyl
esters were extracted twice in hexane (1 mL), and the hexane was desiccated by addition
of anhydrous sodium sulfate (Hernandez-Mendoza et al., 2009). Then, fatty acid methyl
esters (1 pL) were injected into an Hewlett Packard 6890 GC system equipped with a
flame ionization detector (Wilmington, DE) and a SP-2560 capillary column (100 m x
0.25 mm, 0.2 um thickness) (Supelco, Bellefonte, PA). The injector and the detector
temperatures were 240 and 260 °C, respectively. Helium was used as the carrier gas with
a constant flow of 1.5 mL/min with a split ratio of 1:5. The temperature program was as
follows: 140 °C for 4 min, then to 176 °C at 9 °C/min, then to 180 °C at 2 °C/min. The
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total run time was 70 min. Analytical standards methyl 9(Z), 11(E)-octadecadienoate
and methyl 10(E), 12(Z)-octadecadienoate were used for the identification and
determination of CLA. For CLA quantitation, a five point standard curve was

constructed.

2.5. Viable counts under simulated gastric and intestinal conditions

Simulated gastric and intestinal solutions were prepared according to the method
reported by Cruz-Pacheco et al. (2010). Then, 10 mL fresh culture were centrifuged at
5000 rpm for 15 min at 4 °C and washed twice with saline phosphate buffer (PBS) at pH
7.2. The cell pellet was resuspended in 10 mL of gastric solution and incubated at 37 °C
for 3 h. Viable counts were made in MRS agar plates before (0 h) and after 3 h of
exposure to the simulated gastric solution. On the other hand, 100 mL of the simulated
intestinal solution were inoculated with 1 % of fresh culture and incubated at 37 °C for
24 h. Viable counts were made in MRS agar plates after 0, 2, 4, 6, 8, 12 and 24 h. The

results were expressed as colony forming units per milliliter (CFU/mL)

2.6. CLA production in simulated gastrointestinal conditions

To simulate the gastrointestinal conditions in a continuous model, 45 mL of MRS
broth were inoculated with 1% of fresh culture and incubated for 18 h at 37°C. The cell
pellet was harvested after centrifugation at 5000 rpm, washed twice with PBS and
resuspended in 4.5 mL of PBS. Subsequently, 6 mL of simulated saliva solution were
added, the pH was adjusted to pH 6.5 with 1 M HCI and the solution was incubated for 5
min at 37 °C. After this time, 12 mL of simulated gastric juice were added, the pH was
adjusted to 3 with 1 M of HCI and the solution was incubated for 2 h at 37 °C. Finally,
18 mL of simulated intestinal juice solution containing 0.2% of LA micellar solution
were added, the pH was adjusted to pH 6.5 with 1 M of NaHCOj3 and the solution was
incubated for 24 h at 37 °C (Kabak and Ozbey, 2012). Saliva, gastric and gastrointestinal
solutions were prepared according to the protocol described by Fernandez de Palencia et
al. (2008).
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2.7. Labelled bacteria

LAB were grown in MRS broth and incubated for 18 h at 37 °C, then, the cell
pellet was harvested after centrifugation at 5000 rpm for 15 min at 4 °C, and washed
twice with PBS. LAB cultures were adjusted in suspension to a concentration of 10°
LAB/mL with PBS and labelled with 50 uM (per mL of cell suspension) of a fluorescent
dye 5-(and -6)-carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFDA-SE) at 37 °C for
20 min. Finally, LAB were washed with PBS to remove excess dye (Duangjitcharoen et
al., 2009). The labelled LAB were observed in a fluorescence microscope Axio Scope
Al Carl Zeiss (Gottingen, Germany) equipped with a 450-490 nm filter and a 100 x/1.25
oil WD = 0.22 M27 immersion objective (A-Plan, Carl Zeiss). Images were analyzed

using Zen 2012 lite software (Carl Zeiss).

2.8. In vivo adhesion assay

Seven weeks old Wistar male rats (n = 10) (Harlan Teklad, Inc, México City)
were inoculated orally with 1 mL of 10° labelled CFU/mL for 7 days with an intra
gastric tube. After this period, the rats were sacrificed and the small intestine was
removed and washed with sterile distilled water and sterile PBS, to remove residual
blood. Subsequently, the inside of the small intestine was washed with sterile PBS to
remove organic matter and cut into three parts (duodenum, jejunum and ileum) (Lee et
al., 2004). Finally, the three sections of the small intestine were stained with

hematoxylin-eosin and observed by a fluorescence microscope Axio Scope Al.

3. RESULTS

3.1. Screening of CLA-producing strains in MRS broth or skim milk

None of the thirteen Lactobacillus was able to produce CLA in LA-MRS broth,
however, four strains were able to produce CLA in LA-RNFDM (Table 1). CLA
concentration produced by these four strains of Lactobacillus ranged from 13.44+0.78 to
50.9+0.26 pg/mL. The most productive strain was L. fermentum J20 and the least
productive strain was L. pentosus J26 (P<0.05). While L. fermentum J23 and L.
plantarum J25 strains produced 19.98 +1.03 and 23.53%£1.94, respectively. The
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proportion of the CLA isomers produced by the strains was also strain dependent. L.
fermentum J20 produced 80.6 % of c9, t11 and 19.4% of t10, c12 isomers; L. fermentum
J23 produced 31.29% of c9, t11 and 68.71% of the t10, c12 isomers; L. plantarum J25
produced 71.5% of c9, t11 and 28.5 % of t10, c12 isomers; and L. pentosus J26
produced only the 9, t11 isomer.

3.2. Viable counts under simulated gastric and intestinal conditions

Figure 1 shows the CFU/mL of the four Lactobacillus producing CLA in LA-
RNFDM, before and after exposure to simulated gastric conditions. Results showed that
strains L. fermentum J23 strain and L. plantarum J25 showed no significant difference
after 3 h of being subjected to gastric conditions with respect to time 0 h (P>0.05),
although cell concentration decreased by 0.5 and 0.72 logarithmic cycles, respectively.
While strains L. fermentum J20 and L. pentosus J26 significantly decreased their cell
concentration by 1.11 and 1.14 logarithmic cycles (P<0.05). Figure 2 shows the
CFU/mL of the four Lactobacillus when exposed to simulated intestinal conditions for
24 h. The results showed that the four Lactobacillus remained viable for 24 h in
simulated intestinal juice conditions, although L. fermentum J23 and L. plantarum J25
decreased in 0.49 and 0.74 logarithmic log cycles, while L. fermentum J20 strain and L.
pentosus J26 decreased in 0.75 and 0.73 logarithmic log cycles. However, differences
between their growth in simulated intestinal juice and MRS broth at 24 h were not
significantly different (P>0.05).

3.3. Production of CLA in simulated gastrointestinal conditions

L. fermentum J20 and J23 produced 4.33+0.42 pug/mL and 2.55+0.35 pug/mL of
CLA, respectively, showing no significant difference between them (P>0.05) (Figure 3).
On the other hand, L. plantarum J25 and L. pentosus J26 produced 15.05+0.76 pg/mL
and 36.96+3.24 pg/mL of CLA, respectively, and were significantly different from L.
fermentun J20 and J23 strains (P<0.05) (Figure 3).
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3.4. In vivo adhesion assay

Figure 4 A, C and E show histological sections the duodenum, jejunum and
ileum of rats treated with labelled bacteria, while Figure 4 B, D and F show the
fluorescence emitted by labelled bacteria in these same segments of the small intestine.
The presence of fluorescence in the tissue was associated to intestine adhesion,
therefore, the results showed that J20, J23, J25 and J26 strains were able to adhere to the
rats intestinal mucosa.

DISCUSSION

LAB’s ability to produce CLA is due to a detoxification mechanism because LA
is generally more toxic to bacteria that CLA (Nieman, 1954, Wang et al., 2007). This
study found that only four Lactobacillus were able to synthesize CLA in LA-RNFDM,
additionally, all four strains produced a biologically active isomer. Others investigations
have reported that LAB isolates from different niches have also been able to produce
CLA in skim milk containing LA and the amount of CLA produced was also strain
dependent and varied from 2.73+0.07 to 131.63£5.82 pg/mL (Alonso et al., 2003,
Puniya et al., 2009). The results of this study indicated that L. fermentum J20 was the
strain that was able to produce the most CLA content (50.9£0.26 pg/mL) at 48 h of
fermentation. Other authors have reported that L. plantarum-2 and L. acidophilus Ki
produced 17.54 and 0.89 pug/mL, respectively of CLA in milk at 48 h (Rodriguez-Alcala
et al., 2011), whereas L. acidophilus O16 and L. casei E10 produced 54.31+4.13 and
71.36£2.75 pg/mL at 24 h of fermentation (Alonso et al., 2003). Therefore, the results
indicated that the ability of LAB to synthesize CLA in LA-RNFDM and the amount
produced is dependent on the strain under study. On the other hand, it is interesting to
point out that none of the strains were able to produce CLA in LA-MRS broth. In other
studies, the production of CLA by Lactobacillus strains was two or three-fold higher in
milk than in MRS broth, and all evaluated strains were able to produce CLA from high
LA levels (1000 mg/mL) in milk (Van Niewenhove et al., 2007a). It has been reported
that many milk compounds, like proteins, could neutralize the negative effects of fatty
acids on bacterial metabolism, which could explain bacterial growth in milk even at high
concentrations of LA and higher CLA production (Andrade et al., 2012).
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The survival of lactobacillus to gastrointestinal conditions is very important
since allows to colonize and maintain the production of CLA in the intestine. The stress
of gastric juice is the first barrier that must endure the bacteria before arriving to the
intestine, and these conditions can modify the intracellular pH of bacteria and cause
death (Kajfasz and Quivey, 2011). The four bacteria producing CLA were able to grow
under simulated gastrointestinal conditions. Other studies have reported similar results to
those obtained in this study; for example, four strains of L. fermentum ( IMAU60129,
IMAUG60092, IMAUG008 and F6), decreased one logarithmic cycle after being subjected
to the stress of simulated gastric juice for 3 h, whereas seven L. fermentum strains
decreased an average of 2 logarithmic cycles (Bao et al., 2010). On the other hand, it has
also been reported that L. casei DSPV 318T showed to be highly resistant to simulated
gastric juice (Frizzo et al., 2006). Apparently, this resistance to low pH could be
dependent on the complex enzymatic H*-ATPase (Musikasang et al., 2009). In addition,
other studies have reported less BAL stress resistance in comparison to that found in this
study. For example, L. plantarum subsp. plantarum WCFS1 decreased 5 logarithmic
cycles, while L. plantarum subsp. plantarum DPC6429 decreased 8 logaritmic cycles

upon exposure to simulated gastric juice (Guidone et al., 2014).

Additionally, the four bacteria under study were able to grow under simulated
intestinal conditions. Similar results have been reported with 11 strains of
Propionibacterium which remained viable and without significant changes in cell
concentration after being subjected to stress in simulated intestinal juice (P>0.05), while
P. freudenreichii CSCC2207 and P. acidopropionici 341 showed a decrease in their cell
concentration (P<0.05). However, in that study the pH used was of 8 and exposure to
simulated intestinal juice was for 4 h (Huang and Adams, 2004). In other study, L.
acidophilus M92 showed high susceptibility since viable counts decreased three
logarithmic cycles after being exposed to simulated intestinal juice for 4 h (Kos et al.,
2000). It is argued that LAB’s susceptibility could be related to its low capacity to
hydrolyze bile salts by the action of the bile salt hydrolase enzyme (Moser and Savage,
2001, Begley et al., 2005, Taranto et al., 2006). Thus, results found in this study

indicated that the ability to tolerate gastric or intestinal conditions is strain dependent.
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Moreover, the four Lactobacillus strains maintained the ability to produce CLA
in simulated gastrointestinal conditions, although the production of CLA in milk was
significantly larger than the production of CLA in simulated gastrointestinal conditions
for J20, J23 and J25 strains (91.49, 87.23 and 36.03%, respectively). On the other hand,
it is interesting to note that J26 produced a higher amount of CLA in simulated
gastrointestinal conditions than in milk (63.63%). Roman-Nunez et al. (2007) studied
the effect of bile acid (sodium glycolate) in the increase of CLA content. In that study, it
was reported that there was a possibility that the cell membrane proteins were

dissociated by bile acids and therefore a higher amount of CLA was produced.

The intestinal adhesion capacity of the four CLA producing Lactobacillus strains
was shown in the duodenum, jejunum and ileum. The histological sections of intestinal
tissue after inoculation with labelled LAB showed similar results to those reported by
Valeur et al. (2004). Unlike others studies in which stool samples are taken, or where
intestinal scrapings were performed, the method used in this study allows to visually

detect the bacteria implanted in the intestine.

CONCLUSIONS

The results of this study indicated that L. fermentum J20, L. fermentum J23, L.
plantarum J25 and L. pentosus J26 were capable of producing CLA in reconstituted
nonfat dry milk. Also, these strains showed capacity to grow and produce CLA under
simulated gastrointestinal conditions, and to adhere to the rats intestinal mucosal,
suggesting that these strains could produce CLA in the intestine. Further studies are
under way for testing the health benefits that may be conferred by the administration of

these Lactobacillus in fermented milk.
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Table 1. CLA producing Lactobacillus in reconstituted nonfat dry milk containing

linoleic acid.
CLA (pg/mL)

Strain Code c9, t11 t10, c12 CLA
Lactobacillus fermentum J10 - - -
Lactobacillus fermentum J20  42.63+0.91° 8.27+0.64* 50.9+0.262
Lactobacillus fermentum J23 7.73+052° 1125+051° 19.98+1.03

Lactobacillus pentosus J24 - - -
Lactobacillus plantarum J25  13.72+0091° 9.81+1.02° 2353+1.94°
Lactobacillus pentosus J26 1344 +0.78° 0° 13.44 +0.78°
Lactobacillus pentosus J27 - - -
Lactobacillus fermentum J28 - - -
Lactobacillus pentosus J211 - - -
Lactobacillus fermentum J212 - - -
Lactobacillus pentosus J214 - - -
Lactobacillus pentosus J217 - - -
Lactobacillus fermentum J218 - - -

Different literal indicates significant difference between columns (P<0.05).
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472 Figure 1. Cell viable counts of Lactobacillus strains in simulated gastric conditions.
473  Different letter indicates significant difference (P<0.05).
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Cell viable counts of Lactobacillus strains in simulated intestinal conditions
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501  Figure 3. CLA production of Lactobacillus strains in simulated gastrointestinal
502  conditions. Different letter indicates significant difference (P<0.05).
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517  Figure 4. Labelled bacteria with CFDA-SE adhered to the intestinal tissue of rats. A)
518  Duodenal intestinal tissue without fluorescence (5x); B) Duodenal intestinal tissue with
519  fluorescence (5x); C) Jejunum intestinal tissue without fluorescence (10x); D) Jejunum
520 intestinal tissue with fluorescence (10x); E) lleum intestinal tissue without fluorescence
521  (10x); F) lleum intestinal tissue with fluorescence (10x).
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Capitulo 4. Efecto antiinflamatorio asociado al consumo de leches fermentadas
con Lactobacillus productores de &cido linoléico conjugado (CLA) en un modelo

murino. Articulo en revision por la Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias

J. Sosa-Castaiieda’, A. Hernandez-Mendoza®, P. Y. Heredia-Castro!, H. F.
Astiazaran-Garcia?, H. S. Garcia®, A. F. Gonzélez-Cérdova®, B. Vallejo-
Cordobal’

Resumen

El acido linoleico conjugado (CLA) ha mostrado conferir efectos benéficos sobre
la salud, sin embargo, su concentracién es baja en los alimentos. La utilizacién
de bacterias &acido lacticas (BAL) productoras de CLA se ha planteado como
una estrategia para la elaboracion de leches fermentadas con mayor
concentracion de CLA que la presente naturalmente en la leche. Sin embargo,
no se ha explorado si las leches fermentadas con cepas de BAL productoras de
CLA confieren un efecto benéfico para la salud. Por lo anterior, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar el efecto antiinflamatorio por la administracion de
leches fermentadas con cuatro BAL productoras de CLA en un modelo murino.
Los resultados mostraron que la administracion de leches fermentadas con L.
fermentum J20, L. fermentum J23 o L. plantarum J25 a ratas Wistar,
disminuyeron los niveles de IL-6 y TNF-a en suero de sangre y la temperatura
fisiol6égica (P<0.05) después de la estimulacion con una endotoxina. Por lo que
se concluyé que la administracion de leches fermentadas con estos

Lactobacillus presentaron un efecto antipirético y antinflamatorio.
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Resumen

El acido linoleico conjugado (CLA) ha mostrado conferir efectos
benéficos sobre la salud, sin embargo, su concentracion es baja en los
alimentos. La utilizacion de bacterias acido lacticas (BAL) productoras de CLA
se ha planteado como una estrategia para la elaboracion de leches
fermentadas, con mayor concentracion de CLA, que la presente naturalmente
en la leche. Sin embargo, no se ha explorado si las leches fermentadas con
cepas de BAL productoras de CLA confieren un efecto benéfico para la salud.
Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto
antiinflamatorio  por la administracion de leches fermentadas con BAL
productoras de CLA en un modelo murino. Los resultados mostraron que la
administracion de leches fermentadas con Lb. fermentum J20, Lb. fermentum
J23 o Lb. plantarum J25 a ratas Wistar, disminuyeron los niveles de IL-6 y TNF-
a en suero Y la temperatura fisiolégica (P<0.05) después de la estimulacion con
una endotoxina. La administracion de leches fermentadas con estos

Lactobacillus (Lb.) presentaron un efecto antipirético y antinflamatorio.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, Acido linoleico conjugado, Leches

fermentadas, Efecto Antiinflamatorio y Antipirético.
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Anti-inflammatory effect of milk fermented by CLA producing

Lactobacillus in a murine model

Abstract

Conjugated linoleic acid (CLA) has shown to confer beneficial effects on
health, however, it is not present in sufficient amounts in foods. Thus, the use of
CLA producing lactic acid bacteria (LAB) has been proposed as a strategy for
the manufacture of fermented milk with higher CLA concentration than that
naturally present in milk. However, the beneficial effect of fermented milk with
CLA producing LAB has not been explored. Therefore, the objective of this
research was to evaluate the anti-inflammatory effect of fermented milk
containing CLA producing LAB in a murine model. Results showed that the
administration of fermented milk with Lb. fermentum J20, Lb. fermentum J23 or
Lb. plantarum J25 to Wistar rats decreased the levels of IL-6 and TNF-a in
plasma and the physiological temperature (P<0.05) after stimulation with an
endotoxin. Thus it was concluded that the administration of fermented milk with

these Lactobacillus (Lb.) presented an antipyretic and anti-inflammatory effect.

Keywords: Bacteria lactic acid, Conjugated linoleic acid, Fermented milks, Anti-

inflammatory, antipyretic.
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Introduccion

La tendencia del consumidor por adquirir productos que no solo nutran
sino que también ayuden a prevenir enfermedades ha aumentado en los ultimos
afios (1). Un ejemplo de estos alimentos son los productos lacteos, por ser la
fuente mas importante de CLA en la dieta (2). El CLA es una mezcla de
isbmeros geométricos y posicionales derivados del LA que ha mostrado
capacidad anticancerigena, antiinflamatoria y antihipertensiva, ademas de
reducir el tejido adiposo y el colesterol LDL y aumentar el colesterol HDL (3-8).

Debido a que el CLA no se encuentra en cantidades suficientes en los
alimentos (9-11), algunas investigaciones se han enfocado en estudiar la
capacidad que tienen diferentes BAL para sintetizar CLA en medio de cultivo
(12, 13) y aumentar la cantidad de CLA en leche fermentada (14, 15) y yogurt
(16, 17). Ademas, se ha demostrado que liofilizados de algunas BAL
productoras de CLA al ser suministradas a animales (18) o humanos (19)
fueron capaces de producir CLA en el intestino.

Algunas cepas de BAL o sus metabolitos son benéficas al hospedero y
pueden interactuar con las células del sistema inmune innato y regular la
respuesta pro-inflamatoria y antiinflamatoria a través de la produccién de (20).
Por otro lado, el choque séptico y la inflamacion sistémica causada por
endotoxinas asociadas a patdgenos sigue causando una alta mortalidad en
pacientes (21). En este particular, algunos estudios han investigado el efecto
antiinflamatorio que tienen algunas BAL como resultado del choque séptico
inducido por el lipopolisacérido (LPS) en ratones (20). Sin embargo, en este
estudio el efecto benéfico antiinflamatorio fue atribuido a la estructura celular de
las BAL y sus metabolitos actuando sinergisticamente, sin hacer ninguna
relacion con la produccion de CLA.

En estudios previos en nuestros laboratorios, se encontr0 que cuatro
cepas nativas de Lactobacillus (Lb.) aisladas de queso artesanal con
propiedades tecnoldgicas importantes, presentaron la capacidad de sintetizar
CLA en leche descremada adicionada con acido linoléico (LA) y conservaron

esa capacidad al ser expuestos a condiciones gastrointestinales simuladas
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(publicacion en revision). Ademas estas mismas cepas presentaron adhesion al
tracto intestinal de ratas Wistar. Por lo que, el uso de estos Lactobacillus
capaces de producir CLA en leche adicionada con LA podria proporcionar un
efecto benéfico para la salud. Hasta donde es de nuestro conocimiento, no se
ha evaluado el efecto antiinflamatorio de la administracion de leche fermentada
con BAL productora de CLA en modelos animales. Por lo anterior, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar el efecto antiinflamatorio por la administracion de
leches fermentadas con Lactobacillus productores de CLA a ratas Wistar

estimuladas con LPS como endotoxina.

Materiales y Métodos

Origen y activacion de las cepas

Se utilizaron 4 Lactobacillus aisladas de queso artesanal de Sonora,
México. Las cepas fueron identificadas en estudios previos como Lb. fermentum
J20, Lb. fermentum J23, Lb. plantarum J25 y Lb. pentosus J26 y se encuentran
en el cepario del Laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos
del Centro de Investigaciéon en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (Hermosillo,
Sonora, México). Las bacterias fueron propagadas en caldo MRS a pH 6.5
(DIFCO™, Sparks, MD, USA). Se realizaron 3 subcultivos inoculados al 1%, el
primer y segundo subcultivos fueron incubados por 24 h a 37 °C, mientras que

el tercer subcultivo fue incubado por 18 h para la obtencion de un cultivo fresco.

Preparacion de las leches fermentadas

Leche descremada (Organic Valley, USA) fue reconstituida al 10% y
esterilizada a 110 °C por 10 min. Posteriormente, la leche fue inoculada con
cultivos frescos (10° UFC/mL) de los diferentes Lactobacillus bajo estudio.
Finalmente, la leche fue incubada por 48 h a 37 °C. Para el caso de las leches
suplementadas con LA (Sigma-Aldrich, USA), estas fueron suplementadas con
0.2%
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Manejo de los animales y disefio experimental

Se utilizaron 72 ratas machos de la cepa Wistar (Harlan, México) con un
peso promedio de 231.70 + 6.98 g. Las ratas fueron seleccionadas de manera
aleatoria para formar 12 grupos de 6 animales por grupo (Cuadro 1). Las ratas
tuvieron libre acceso al alimento y al agua. Las condiciones de alojamiento
fueron a 25 °C con un fotoperiodo de 12 h de luz. Antes de iniciar el
experimento las ratas tuvieron 7 dias de adaptacion para reducir el estrés y
estabilizar su metabolismo. Posteriormente, las ratas fueron inoculadas
diariamente con 1 mL de cada tratamiento por 7 semanas (Cuadro 1). La
concentracion final de BAL presentes en las leches fermentadas con o sin
fuente de LA fue de 108 UFC/mL. Al finalizar las 7 semanas, todos los grupos
fueron inyectados via subcutanea con una dosis de 7.5 mg/kg de peso de LPS
resuspendida en agua estéril (Escherichia coli 0111:B4, Sigma-Aldrich, USA).
Se utilizé6 un disefio experimental completamente al azar. Los datos fueron
analizados por un ANOVA y se realizd la comparaciéon de medias por la prueba
de Tukey-Kramer, ambos a un nivel de significancia de 0.05. El andlisis de los
datos se realiz6 por el programa estadistico NCSS versién 2007 (NCSS, LLC,
USA).

Temperatura fisioldgica

La temperatura de las ratas fue tomada con un termémetro digital por via
rectal por 1 min utilizando vaselina como lubricante, antes y después de la
estimulacién con LPS. La temperatura fue tomada en los tiempos 0, 1, 2, 4, 6,
8, 10, 12 y 24 h y fue expresada como AT. Los cambios en la temperatura
fisiologica fueron calculados a partir de la siguiente ecuacion: AT = Tt - TO,
donde Tt corresponde a las temperaturas después de la estimulacién con LPS y

TO corresponde a la temperatura antes de la estimulacion con LPS.

Cuantificacion de citocinas IL-6 y TNF-a
Se utilizaron los kits comerciales IL-6 Rat ELISA kit y TNF-a Rat ELISA
kit (LifeTechnologies, USA) para la cuantificacion de citocinas proinflamatorias
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en suero. La cuantificacion se hizo siguiendo el protocolo recomendado por el
proveedor. Las muestras de sangre fueron colectadas por puncién cardiaca a
las 24 h posterior a la estimulacién con LPS y fueron reposadas por 24 h a 25

°C previo a la recoleccion de suero.

Resultados y Discusion

Durante las 7 semanas de administracion de las leches fermentadas, no
se observé presencia de diarrea ni modificaciones en los pesos corporales de
las ratas en los grupos tratados (P>0.05). Al finalizar las 7 semanas de
tratamiento, las ratas pesaron en promedio 356.88 + 11.11 g y la temperatura
fisiol6gica de las ratas sanas se mantuvo en 36.6 + 0.13 °C. En la semana 7 se
indujo sepsis con LPS de E. coli para simular una infeccion bacteriana
sistémica. Los resultados mostraron que después de 2 h pos-estimulacion las
ratas presentaron sintomas clinicos como exudacion ocular, letargia y pelo
erizado. Ademas, se observo un incremento de la temperatura fisiologica, lo que
indic6 que la endotoxina estimulo al sistema inmune.

La Fig. 1 muestra las temperaturas fisioldgicas de las ratas después de la
estimulacion con LPS. Los resultados mostraron que en los tiempos 2,4y 6 h la
temperatura fisiolégica tuvo un incremento significativamente menor en los
grupos suministrados con leches fermentadas L(J20), L(J20) + LA, L(J23),
L(J23) + LA, L(J25) y L(J25) + LA (P<0.05), con respecto a los grupos testigo
(D, L, L+LAyYyL+ CLA) Yy los grupos L(J26) o L(J26) + LA. Ademas, no se
observaron diferencias significativas entre las leches fermentadas (P>0.05). Los
grupos tratados con leche fermentada, con excepcién del grupo administrado
con L(J26) o L(J26) + LA, tuvieron un menor aumento en la temperatura
fisiologica que los grupos testigo, y estas diferencias variaron con un AT de 0.2
a 3.0 a traves de las 24 h (Figura 1). Por ultimo, a las 24 h post-estimulacion
todos los grupos presentaron el mismo incremento en la temperatura fisioldgica
(P>0.05). Por lo que, el efecto antipirético fue atribuido a la ingesta de las
leches fermentadas con las cepas Lb. fermentum J20, Lb. fermentum J23 y Lb.

plantarum J25. Por otro lado, hasta donde es de nuestro conocimiento, no
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existen reportes en donde se haya evaluado la temperatura fisiol6gica en
modelos murinos suministrados con leches fermentadas con BAL y desafiados
con patdgenos o endotoxinas. Sin embargo, los resultados encontrados en este
estudio fueron similares a los reportados por (22) para lechones inoculados con
Lb. rhamnosus GC y desafiados con Escherichia coli K88, los cuales no
incrementaron su temperatura fisiologica a diferencia de los lechones no
tratados con L. rhamnosus GC.

La Fig 2. muestra los niveles séricos de las citocinas proinflamatorias
TNF-a e IL-6 a las 24 h post-estimulacion con LPS. Los resultados mostraron
que los grupos tratados con leches fermentadas L(J20), L(J20) + LA, L(J23),
L(J23) + LA, L(J25) y L(J25) + LA presentaron menor incremento en la
concentracion sérica de TNF-a e IL-6 con respecto a los grupos testigo (D, L, L
+ LA, L + CLA) y los grupos L(J26) o L(J26) + LA (P<0.05). Por otro lado, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos que recibieron leche
fermentada (L(J20), L(J23) y L(J25)) y leches fermentadas adicionadas con LA
(P>0.05). Por lo anterior, la disminucién en la concentracion del TNF-a e IL-6
podria ser atribuida a la administracion de las leches fermentadas con las cepas
Lb. fermentum J20, Lb. fermentum J23 y Lb. plantarum J25 y esta disminucion
no se vio incrementada cuando a la leche se le adicion6 LA como sustrato para
la produccion de CLA. Por ello, el efecto antiinflamatorio de las leches
fermentadas de este estudio no podria ser atribuido al CLA producido por la
adicion de LA. Aunque estas cepas (J20, J23 y J25) fueron capaces de producir
CLA (20.0-51.0 mg/L) en leche adicionada con LA (publicacién en revision), es
posible que las concentraciones de CLA producidas por los Lactobacillus no
hayan sido suficientes para mostrar un efecto antiinflamatorio en el modelo
murino. Es importante sefalar que la cepa (J26), que produjo la menor
concentracion de CLA (13.4 mg/L) en leche (publicacion en revision), no
presentd efecto antipirético o antiinflamatorio. Por lo anterior, no se descarta
gue una posible inflamacibn aguda inducida en los animales de

experimentacion, haya podido enmascarar el efecto antipirético o
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antiinflamatorio esperado atribuible al CLA producido por los Lactobacillus J20,
J23 y J25 en leche fermentada adicionada con LA.

Por otro lado, el efecto antiinflamatorio de las leches fermentadas podria
estar asociado a las BAL per se (23, 24) o a otros componentes de la leche
fermentada que pudieran ser capaces de modular la respuesta inmune tales
como péptidos bioactivos (25, 26) y/o exopolisacéridos (27, 28). Se ha
reportado que Lactobacillus reuteri CRL1101, redujo la inflamacion durante un
choque endotbéxico con LPS inducido en ratones y que este beneficio fue
atribuido a la bacteria per se y a los compuestos excretados por la bacteria en
el medio de cultivo (20). Los niveles de TNF-a e IL-6 en plasma de los animales
tratados con la cepa CRL1101 fueron significativamente reducidos con respecto
a los animales no tratado con la cepa. Por otro lado, otros estudios han
mostrado que la administracion de leches fermentadas con L. casei CRL 431 a
ratones, disminuyeron tumoraciones inducidas artificialmente (29). También fue
reportado que los niveles séricos de TNF-a y de IL-6 disminuyeron
significativamente en ratones con cancer de colon tratados con leche
fermentada con L. helveticus R389 (30). De manera similar, en este estudio los
niveles séricos de TNF-a y de IL-6 disminuyeron cuando las ratas fueron
administradas con leche fermentada con cepas de L. fermentum J20, L.
fermentum J23 y L. plantarum J25 y sometidas a una inflamacién sistémica

inducida con una endotoxina.

Conclusiones e implicaciones

En este estudio, las leches fermentadas con las cepas L. fermentum J20,
L. fermentum J23 y L. plantarum J25 mostraron efecto antiinflamatorio y
antipirético en ratas estimuladas con una endotoxina. Sin embargo, dichos
efectos benéficos no pudieron ser potenciados con la adicion de LA en la leche
como sustrato para la produccién de CLA. Por lo anterior, es necesario realizar
estudios in vivo para elucidar si el efecto benéfico de la administracion de estas
leches fermentadas fue debido a la bacteria per se y/o a los metabolitos

producidos por ésta, en el extracto libre de células.
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Cuadros y graficas

Cuadro 1. Tratamientos suministrados, adicional a la dieta estandar, en el
modelo murino bajo estudio

TRATAMIENTOS CODIGO
Agua D
'Leche L
“Leche + LA L+LA
*Leche + CLA L+CLA
“Leche fermentada con J20 L(J20)
“Leche fermentada con J20 + LA L(J20) + LA
“Leche fermentada con J23 L(J23)
“Leche fermentada con J23 + LA L(J23) + LA
“Leche fermentada con J25 L(J25)
“Leche fermentada con J25 + LA L(J25) + LA
“Leche fermentada con J26 L(J26)
‘Leche fermentada con J26 + LA L(J26) + LA

Leche reconstituida sin fermentar. ?Leche reconstituida adicionada con 0.2%
de LA sin fermentar. 3Leche reconstituida adicionada con 50.45 ppm de CLA
comercial (Tonalin® CLA, GNC, USA) sin fermentar. “Leche reconstituida
adicionada con 0.2% de LA o sin fuente de LA y fermentada con alguna BAL
bajo estudio (J20, J23, J25 o0 J26). J20=Lactobacillus fermentum J20; J23=L.
fermentum J23; J25=L. plantarum J25; J26= L. pentosus J26.
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CONCLUSIONES

» En este estudio, los Lactobacillus con potencial probidtico aislados de
“queso Cocido” (L. fermentum J20, L. fermentum J23, L. plantarum J25 vy L.
pentosus J26) mostraron la capacidad de sintetizar CLA en leche
descremada adicionada con acido linoleico, pero no en medio de cultivo
(caldo MRS). Lo cual sustenta la hipétesis de que las proteinas de la leche

podrian estar ejerciendo un efecto protector para las bacterias.

» Por otra parte, a pesar de que las condiciones digestivas evaluadas
redujeron la capacidad de sintesis de CLA de L. fermentum J20, L.
fermentum J23 y L. plantarum J25, los 4 Lactobacillus productores de CLA
en leche descremada mostraron la capacidad de sintetizar CLA en
condiciones gastrointestinales simuladas. Adicionalmente, ya que todas las
cepas lograron adherirse a las células del epitelio intestinal de las ratas, los
resultados sugieren que estos 4 Lactobacillus podrian sintetizar CLA en

leche y podrian producir CLA a nivel intestinal.

» Las leches fermentadas con las cepas L. fermentum J20, L. fermentum J23
y L. plantarum J25 mostraron efecto antiinflamatorio y antipirético en un
modelo murino estimulado con una endotoxina. Sin embargo, dichos
efectos benéficos no pudieron ser relacionados con la adiciébn de acido
linoleico en la leche como sustrato para la produccion de CLA. Esto,
posiblemente debido al potente estimulo generado por la endotoxina. Por lo
cual se recomienda evaluar éstos Lactobacillus en ratas estimuladas con
una concentracion mas baja de endotoxina. El efecto antipirético observado
en las primeras horas posterior a la estimulacion con la endotoxina, sugiere

gue el efecto antiinflamatorio mas importante ocurrié en las primeras horas,
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lo cual evidencia la necesidad de evaluar los niveles de citocinas

antiintlamatorias en las primeras 6 horas después de la estimulacion.

El efecto antiinflamatorio de estos Lactobacillus pudo ser resultado de la
participacion de diferentes metabolitos como exopolisacaridos, péptidos
inmunomoduladores, o a los componentes de la pared celular de la propia
bacteria. Por lo anterior, esta investigacion abre la posibilidad de estudiar
otros posibles mecanismos de accién, por ejemplo, evaluar el efecto de los
extractos de leche fermentada libre de células para determinar si el efecto
antiinflamatorio fue debido a péptidos inmunomoduladores, o evaluar la
administracion de los Lactobacillus en una solucién salina, para elucidar si
el mecanismos de accion fue por los componentes de la pared celular de

las bacterias.
Finalmente, las leches fermentadas con las cepas L. fermentum J20, L.

fermentum J23 y L. plantarum J25  podrian ser utilizadas como

coadyuvantes en el tratamiento de la inflamacion causada por endotoxinas.
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