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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad crénica que va en aumento a nivel mundial por
lo que se ha convertido en un problema de salud publica. Por ello, se busca
incluir en la dieta alimentos que ademds de nutrir, tengan un efecto
antiobesogénico. Estudios han reportado el efecto antiobesogénico asociado a la
ingesta de leche fermentada con bacterias 4cido lacticas probidticas especificas,
sin embargo, dicho efecto es cepa dependiente. Por lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto antiobesogénico asociado a la ingesta de leches
fermentadas con cepas especificas potencialmente probioticas de Lactobacillus en
un modelo murino con obesidad inducida. Ratas Sprague Dawley de cuatro a
seis semanas de edad, fueron divididas en seis grupos (n=7). Cinco de ellos
fueron suministrados aleatoriamente con alguna de las leches fermentadas por
cepas de Lactobacillus (2, 4, 6, 7 o 17), mientras que el grupo control fue
suministrado con leche sin fermentar. Los seis grupos recibieron una dieta
hiperlipidica para induccion de obesidad. La ganancia de peso corporal fue
evaluada semanalmente durante 12 semanas y la ganancia de masa grasa fue
evaluada en la onceava semana. Al finalizar el periodo de estudio, las ratas
fueron sacrificadas y se recolectd sangre para su andlisis bioquimico. Los
resultados mostraron que los grupos tratados con la leche fermentada por las
cepas 4, 6 o 17, presentaron una ganancia en peso significativamente (p < 0.05)

menor que el grupo control. Por otro lado, los grupos tratados con leche



fermentada por las cepas 2, 4, 6 0 17, presentaron una menor ganancia de masa
grasa en comparacion al grupo control (p < 0.05). Ademas, los grupos
suministrados con las leches fermentadas por las cepas 6, 7 o 17, presentaron
contenidos de colesterol total significativamente (p<0.05) menores que el grupo
control. Para los niveles séricos de cLDL, todos los grupos tratados con leches
fermentadas fueron significativamente (p <0.05) inferiores al grupo control.
También se demostré que los niveles séricos de insulina y citocinas
proinflamatorias (ITNF-a e IL-6) en todos los grupos tratados con leches
fermentadas fueron significativamente (p < 0.05) menores que el control. En base
a lo anterior, se concluy6 que la ingesta diaria de leche fermentada por las cepas
6 o 17 de Lactobacillus, presentaron un efecto antiobesogénico,
hipocolesterolémico y antiinflamatorio en un modelo murino con obesidad

inducida

Palabras clave: antiobesogénico, efecto hipocolesterolémico y antiinflamatorio,

leche fermentada, bacterias acido lacticas.



ABSTRACT

Obesity is a chronic disease which is increasing and has become a public health
problem that is growing worldwide. Therefore, it is important to look for foods
that in addition to being nutritious, may have an antiobesogenic effect. Studies
have reported the antiobesogenic effect associated to the intake of milk
fermented by specific probiotic lactic acid bacteria (LAB). However, this effect is
strain-dependent. Hence, the aim of this study was to evaluate the
antiobesogenic effect associated to the intake of fermented milk with potentially
probiotic specific strains of Lactobacillus by using an obesity induced murine
model. Sprague Dawley rats, four to six weeks of age, were divided into six
groups (n = 7). Five groups were randomly provided with milk fermented by
Lactobacillus strains (2, 4, 6, 7 or 17), while the control group was administrated
with unfermented milk. Obesity was induced by providing these six groups
with a high fat diet. Body weight gain was evaluated weekly and fat weight gain
was determined at the eleven week. After 12 weeks, the rats were sacrificed and
blood samples were collected for biochemical analyses. The results showed that
groups treated with fermented milk by strains 4, 6 or 17, had a significantly
lower weight gain than the control group (p <0.05). Furthermore, groups treated
with fermented milk by strains 2, 4, 6 or 17, had lower body fat gain than the
control group (p <0.05). Total cholesterol content for groups administered with
fermented milk by strains 6, 7 o 17 were significantly (p <0.05) lower than those
for the control group. Moreover, cLDL content for all groups treated with
fermented milk were significantly (p < 0.05) lower than those for the control
group. It was also shown that insulin and pro inflammatory cytokines (TNF-a e
IL-6) serum levels in all groups treated with fermented milk were significantly

(p < 0.05) lower than those for the control group. Finally, it was concluded that,



in general, the daily consumption of milk fermented by strains of Lactobacillus 6
or 17 showed antiobesogenic, hypocholesterolemic and antinflammatory effects

in a murine model with induced obesity

Keywords: antiobesogenic, hypocholesterolemic or antinflammatory effect,

fermented milk, lactic acid bacteria.
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1. INTRODUCCION

La obesidad es una patologia metabolica que constituye un gran problema de
salud publica a nivel mundial. Debido al rdpido incremento en su prevalencia
en los ultimos afos, es considerada pandemia. De acuerdo a la OMS (2004) la
eliminacion de la obesidad ayudaria a disminuir la prevalencia de diabetes tipo
2 (en un 60%), las enfermedades coronarias (en 20%) y accidente vascular

encefdlico y la prevalencia de hipertension arterial (hasta en un 30%).

Estudios recientes han demostrado que la obesidad no es soélo resultado de la
contribucion genética, los habitos alimentarios o a la falta de actividad fisica,
sino que ademds, la microbiota intestinal constituye un factor ambiental
determinante en el desarrollo de esta patologia. Este vinculo estaria relacionado
con una modulacion, por parte de la microbiota, en la extraccion energética de
los alimentos, la secrecidon de hormonas intestinales, el metabolismo a nivel
periférico y al tono inflamatorio sistémico. Esta hipdtesis nace de la observacion
de que los pacientes obesos presentan una microbiota intestinal distinta a la de

individuos con normo peso (Vijay-Kumar et al., 2010; Farias et al., 2011a).

El mejor tratamiento no quirdrgico para la obesidad frecuentemente
corresponde a cambios en el estilo de vida, alimentacion saludable y ejercicio,
para lograr un optimo funcionamiento bioldgico de las reservas energéticas y

prevenir un Dbalance energético positivo (Farlas et al, 2011b).



Sin embargo, en funcion de la relacion planteada entre la obesidad, el
metabolismo y la microbiota intestinal, el uso de estrategias destinadas a
modular la composicién de la microbiota se ha propuesto como medio alterno
para controlar o reducir el desarrollo de obesidad. La mayoria de los estudios al
respecto se basan en la administracion de probioticos, que son microorganismos
vivos que, cuando son administrados en cantidad adecuada, confieren un efecto

benéfico sobre la salud del huésped (FAO/WHO, 2002).

En este sentido, estudios realizados en modelos murino, en los cuales se
administrd leche fermentada con diferentes cepas probiodticas del género
Lactobacillus, demostraron la reduccion en el tamano de los adipocitos del tejido
adiposo mesentérico y adiposo retroperitoneal. Dichos estudios también han
demostrado reducir los niveles de leptina en suero, lo que sugiere un efecto en
la regulacion del crecimiento del tejido adiposo y posiblemente en la obesidad
(Sato et al. 2008; Kondo et al., 2010). Estos estudios evidencian la posible
influencia de bacterias acido lacticas probioticas especificas en el control del
peso. Sin embargo, aun son necesarios mas estudios para confirmar si la
obesidad se encuentra asociada o no con si la ingesta de leches fermentadas con
bacterias probidticas especificas. Por lo anterior, este trabajo de investigacion
tiene como objetivo evaluar el posible efecto de la ingesta de leche fermentada
por cepas especificas con potencialmente probidticas de Lactobacillus en el

control del peso.



2. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2004) considera la obesidad como
una epidemia global que impacta en todos los grupos de edad. La ENSANUT
(2012) indica que en México alrededor de mil millones de adultos padecen
sobrepeso y 300 millones obesidad, y que a nivel mundial existe 42 millones de
menores de 5 anos con sobrepeso. Para el siglo XXI se espera que la obesidad sea

uno de los proncipales problemas de salud publica.

En México, la Secretaria de Salud (SSA, 2012), define a la obesidad como una
enfermedad sistémica, cronica, progresiva y multifactorial caracterizada por una
acumulacion anormal o excesiva de grasa. En su etiologia se involucran factores
de caracter neuroenddcrino, metabdlicas, genéticas, ambientales y psicdgenas
que derivan en alteraciones en el gasto, aporte energético y utilizacion de la

grasa (Secretaria de Salud, 2012).

La obesidad representa un factor de riesgo para algunas enfermedades crénico-
degenerativas como dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2, hipertension,
enfermedades cardiovasculares y enfermedades cerebro vasculares (Bogsan et

al., 2011), también se relaciona con el cdncer, asma, apnea



del suefio, osteoartritis, neurodegeneracion y problemas en la vesicula biliar

(Delzenne et al., 2011).

2.2 Enfermedades Crénico-Degenerativas Asociadas a la Obesidad

El sindrome metabdlico o sindrome X, es una condicion caracterizada por
obesidad, con una elevada circunferencia de cintura, incremento en los niveles
séricos de triglicéridos, glicémicos, presion arterial y reduccidn del colesterol de

alta densidad (cHDL) (Ver Cuadro 1) (Kadowaki y Yamauchi, 2005).

La obesidad y la hipertension arterial (HTA) estdn asociadas a la disfuncion
endotelial. Dicha disfuncion puede disminuir la secrecion de éxido nitrico (NO),
un importante vasodilatador enddgeno que interviene en la regulacién del tono
vascular, disminuye la agregacion y adhesiéon de plaqueta se inhibe la
proliferacion de células musculares lo que significa un factor de riesgo para la
circulacion en términos de la identificacion de los valores normales de la presion

arterial (Lye et al., 2009).

Ademas, la obesidad estd caracterizada por un aumento en el tejido adiposo y
por ello relacionado con los niveles séricos elevados de colesterol y triglicéridos,
que son consideradas causales por ser de cardcter firme, gradual, constante e
independiente, de otros factores de riesgo. Los niveles de colesterol LDL
(lipoproteinas de baja densidad) presentan una fuerte relacion positiva con la
incidencia de cardiopatia isquémica, mientras que los de colesterol HDL
(lipoproteinas de alta densidad) muestran una fuerte relacion negativa (Palomer

et al., 2005).

Por otra parte, la Diabetes Mellitus tipo 2 es una enfermedad metabdlica

sistémica degenerativa caracterizada por niveles altos de glucosa en la sangre



(hiperglucemia), debido a una produccion insuficiente de insulina, resistencia a
la accion de esta hormona en los tejidos periféricos o de ambas situaciones; es
caracterizada principalmente por poliuria, polidipsia, polifagia y fatiga (ADA.,

2005; Martinez et al., 2011).

Como ya se menciond, la obesidad es un sindrome etiopatogenia multifactorial
caracterizado por un aumento en el tejido adiposo. Este aumento esta
acompanado por patologias como diabetes e hipertension, se ha demostrado
que la pérdida de peso intencional reduce significativamente estas

enfermedades (Katiyar et al., 2011).



Tabla 1. Criterios de diagnosticos del sindrome metabodlico propuestos por la
Federacion Internacional de Diabetes (IDF). Diagnosticado cuando existe

obesidad abdominal y dos 0 mds componentes adicionales.

Componentes Medida Punto de corte
Obesidad abdominal Circunferencia de cintura > 90cm en hombres

> 80 cm en mujeres

Triglicéridos altos Triglicéridos > 150 mg/dL
Colesterol HDL bajo cHDL <40mg/dL hombres
<50 mg/dL mujeres
Presion arterial alta *PA sistolica > 130 mmHg
PA diastolica > 85mmHg
Alteracion en la regulacion > 100 mg/dL en ayunas
de la glucemia Glucemia > 140 mg/dL en PTOG**

Incluye diabetes
*PTOG: Prueba confirmatoria con carga oral de glucosa; cHDL: colesterol de

alta densidad; *PA: presion arterial (Gomez Jiménez et al., 2008)



2.3 Hébitos Alimenticios, Estilo de Vida y Obesidad

En las tultimas décadas, los cambios en el estilo de vida han reducido la
actividad fisica y han promovido el aumentado de la ingesta de alimentos
hipercaldricos. Aunado a esto, otros factores como el uso indiscriminado del
automovil, escaleras eléctricas, control remoto para la television, ascensores,
entre otros, han llevado al ser humano a una vida sedentarias facilitando con
ello el desarrollo de obesidad (Bouchard y Rankinen, 2008; Corsica y Hood,
2011).

Se ha reportado que la disminucién de la actividad fisica, y los habitos
sedentarios en ninos y adolescentes, son costumbres que se conservan en la
edad adulta siendo esto un riesgo para padecer obesidad y por tanto el
desarrollar enfermedades cronicas degenerativas (Amigo-Vazquez et al., 2007).
El tratamiento de nifios obesos debe ser precoz e individualizado ya que la
hipertrofia del tejido subcutaneo y el aumento de grasa visceral son
modificables a través de cambios de habitos como alimentacion y la actividad
fisica, ésto mejora los pardmetros metabdlicos con descenso del tamano de
adipocitos y cambios en la expresion genética, descendiendo el estado

inflamatorio latente de la obesidad (Lannitti y Palmieri, 2010; Santacruz., 2012).

Las principales causas de enfermedades no transmisibles (enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 2, hipertension, etc.) estan relacionadas con un
alto consumo de alimentos hipercaldricos (e.g., alto contenido de grasas y/o
azucares) (Lakdawalla y Philipson, 2002). El genotipo humano se ha ido
modificando por la estimulacion de los genes de obesidad producido por un
medio ambiente obesogénico que facilitan el desarrollo de enfermedades

cronicas (Corsica y Hood, 2011).



En casos especiales, se puede recurrir a una terapia farmacologica y/o
quirurgica; estos procedimientos no son aprobados para nifios o adolescentes,
sOlo es usado en pacientes que finalizan la adolescencia y en adultos. Sin
embargo, estos tratamientos terapéuticos solo son utilizadas como ultimo
recurso (Gonzalez et al., 2009). Debido a los inconvenientes en su uso por su alto
precio y efectos secundarios que estos pueden ocasionar (esteatorreas, aumento
de presion, rebotes, fatiga etc.), se debe recurrir a terapias menos agresivas, pero

efectivas en el tratamiento de la obesidad.

2.3.1 Nuevas Tendencias en la Alimentacion para Reducir la Obesidad

Debido a la necesidad de garantizar una mejor calidad de vida y aumentar la
longevidad de la poblacion, las personas estdn mds conscientes de la relacion
existente entre la dieta y la salud. Esto ha dado paso al desarrollo y
comercializacion de “alimentos funcionales” alimentos que ademads de aportar
nutrientes necesarios para el organismo, ofrecen beneficios a la salud (Granato et

al., 2010; Laparra y Sanz, 2010).

Como ejemplo los de estos alimentos se encuentran ricos en fibras dietéticas,
que son de gran importancia para la salud, ya que algunas enfermedades como
la obesidad han sido relacionadas con un minimo consumo de fibra. Los
mecanismos por los cuales la fibra contribuye al control de peso es por la
disminucién del aporte caldrico de los alimentos y un rdpido efecto de saciedad

(Barceld-Acosta ef al., 2001).

Otros ingredientes o productos con efecto en el control de peso por distintos

mecanismos son:



2.4 Prevencion y Control de la Obesidad

La mejor forma de prevenir la obesidad es la combinacion de ejercicio y una
alimentacion saludable. En caso necesario el tratamiento farmacoldgico para el
control de peso puede ser utilizado como apoyo. Alternativas para el
tratamiento de la obesidad han sido medicamentos como Orlistat y Sibutramina,
ambos farmacos tienen efectos secundarios como el incremento de la presion
arterial, boca seca, constipacion, dolor de cabeza e insomnio por mencionar
algunos (Yun, 2010).También estan los tratamiento quirurgico para la
obesidad que requieren de muchos cuidados ademas de disciplina. Debido a los
altos costos, efectos daninos por reacciones secundarias y que su uso no esta
aprobado por la Agencia de Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA por
sus siglas en inglés) para nifios y adolescentes, los medicamentos estan siendo
reemplazados por productos naturales para el tratamiento de la obesidad. Esto
puede ser una buena alternativa para el desarrollo futuro de tratamientos de

obesidad de forma segura y efectiva (Mayer et al., 2009).

2.5 Relacion de la Microbiota con la Obesidad

Se han evidenciado que los factores exteriores o ambientales estan implicados en
cambios de la microbiota intestinal favoreciendo el desarrollo de obesidad y
enfermedades asociadas, debido a su influencia en las funciones nutricionales,
metabolicas e inmunoldgicas (Sanz et al., 2009). La microbiota que coloniza el
intestino humano ejerce funciones que impacta fuertemente la expresion de
genes en la mucosa intestinal del huésped (Ley et al., 2006, Morales et al., 2010;
Delzenne et al., 2011).



La microbiota intestinal alberga billones de bacterias en el tracto
gastrointestinal, las cuales han evolucionado junto con el ser humano,

adaptandose y conviviendo estrechamente (Delzenne et al., 2011; Frangois et al.,

2011; Marik, 2012).

Por ello, se ha sugerido un posible rol de la microbiota intestinal en las
funciones del higado, cerebro y tejido adiposo; esto vinculado con el desarrollo
de obesidad y enfermedades asociadas (Ley et al., 2006; Santacruz et al., 2009;
Ley, 2010; Delzenne et al., 2011; Hyang et al., 2011; Marik, 2012). Esta hipotesis
nace de la relacién observada en personas con obesidad y normo peso, que

muestran una microbiota intestinal diferente (Farias et al., 2011a).

La microbiota intestinal regula en gran medida la inmunidad innata y
adaptativa, juega un papel importante en las respuestas locales y sistémicas,
por lo que de alguna manera, la alteracion de la microbiota puede influir en la

inflamacién cronica asociada a la obesidad y a otros trastornos metabolicos

(Wolowczuk et al., 2008).

Desde hace tiempo han existido evidencias epidemioldgicas que vinculan la
obesidad y el estado proinflamatorio (Marcos-Gomez et al., 2008). Sin embargo,
no se habia esclarecido una relacion fisiopatoldgica que demostrara como el
exceso del tejido adiposo podria provocar inflamacién crénica (Andrés et al.,

2009).

Por otra parte, estudios en modelo murino axénicos el proceso de colonizacion
aumenta la capacidad del huésped para extraer energia de la dieta y el
almacenamiento de grasa en el adipocito. También se ha observado que el
aumento de microorganismos favorece la expresion de enzimas clave para la

biosintesis de novo de acidos grasos en el higado (Backhed et al., 2010).
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La inoculacién de Bacteroides thetaiotaomicron (microorganismos Gram negativo
comun en la microbiota), después de 14 dias, indujo la expresion de genes
comprometidos en la defensa del organismo y la funcion intestinal (DiBaise et
al., 2008). Ademds, se ha reportado que pacientes humanos con obesidad
presentan mayor cantidad de Bacteroidetes y una menor proporcion de Firmicutes

(Gram positivas) (Figura 19) (Azucona et al., 2009; Ley, 2010).

Microbiota Microbiota

normal alterada
= -
=T oy =
< S
b - E
s Firmicutes @ Bacteroidetes @m Proteobacterias # Inflamacion

Figura 1. Diferencias en la microbiota intestinal de obesos y no obesos

(modificada de Backhed et al., 2010).

Por lo anterior, el desbalance de la microbiota en el organismo podria estar
relacionado con la extraccion de energia de los alimentos, el metabolismo de
acidos grasos y la sintesis de hormonas intestinales que ademds estan
involucradas de alguna forma con la homeostasis energética y la regulaciéon del

depdsito de tejido adiposo (Quigley et al., 2010). Las bacterias fermentan la fibra
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dietética y mucina que generan azucares simples, liberan agua, gases y acidos
grasos de cadena corta, principalmente acetato (60%), propionato (20%) y
butirato (20%). Estos acidos grasos de cadena corta son absorbidos y oxidados,
proporcionando energia para los colonocitos (O'Hara et al, 2006; DiBaise et al.,

2008; Sanz et al., 2009; Morales et al., 2010).

El acetato puede contribuir a la sintesis de colesterol y lipidos en el higado por
la activacion de la acetil-S CoA sintetasa 2 del citosol, mientras que el
propionato puede disminuir o inhibir la sintesis de lipidos provenientes del
acetato, esto se ha observado en hepatocitos de roedores. Tanto el acetato como
el propionato estan involucrados en la regulacién del metabolismo hepatico de
glucosa y la respuesta insulinica (Santacruz, 2012). El butirato presenta efectos
sobre la mucosa por ser la principal fuente de energia para los enterocitos

regulando también el crecimiento celular (Sanz et al., 2009; Morales et al., 2010).

Por otro lado, Cani en el 2009 demostrd que la administracion de una dieta alta
en grasa por 4 semanas, ademads de alterar la microbiota intestinal por bacterias
Gram negativas en ratones, también afecta la funcién de la barrera intestinal al
inhibir la expresion de proteinas que une a las células epiteliales entre si.
Asimismo, el desbalance provoca que los microorganismos consuman Ho>

producido en el colon por la fermentacion para reducir el CO:z hacia metano.

La eliminacién de Hz reduce la presion intraluminal de gas, que promueve el
crecimiento de las poblaciones bacterianas, lo que hace mas eficiente el
almacenamiento de grasa (Turnbaugh et al., 2008; Morales et al., 2010). Este
desbalance es llamado endotoxemia metabdlica, que es determinada por

aumento en los niveles séricos de lipopolisacaridos (LPS) que se relacionan a
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dietas hiperlipidicas y son consideradas como un factor inflamatorio ocasionado

por el aumento en el peso corporal (Cani et al., 2007, Cani et al., 2008).

Se ha reportado que los LPS de la membrana celular de las bacterias Gram-
negativas y los acidos grasos saturados de la dieta, pueden actuar como ligando
del receptor toll-like 4 (TLR4) y receptor toll-like 2 (TRL2), que tienen la funcién
de estimular la liberacion de citocinas inflamatorias endégenas como el factor de
necrosis tumoral (TNF- a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 (IL-1g), tanto en

adipocitos como por macrofagos (Ley et al., 2010).

El epitelio intestinal, el sistema inmune y la microbiota intestinal representan un
sistema funcional encargado del balance dindmico de la barrera intestinal en el
hospedador (Santacruz, 2012). La integridad de la mucosa intestinal obedece a
multiples factores como los fisioldgicos, dieta, edad, consumo de antibioticos y
sobre todo por la microbiota intestinal alojada. La presencia de antigenos
externos y microorganismos patogenos atacan constantemente los sitios activos
para la supresion del sistema inmune, también se encarga de proteger el

equilibrio inmune del hospedador (Cani et al., 2008, Zhu et al., 2011).

Las respuestas locales y sistémicas del sistema inmune innato y adaptativo estan
en gran medida regulados por la microbiota intestinal, por tanto, también
podria influir en la inflamacién crénica de bajo grado asociada a la obesidad y
resistencia insulinica. Los receptores de las células del sistema inmune innato,
como los receptores Toll-like (TLR), activan la inmunidad como respuesta a
estimulos microbianos o derivados de la dieta (proteinas o lipidos) alertando al
sistema inmune. Este activa un ligando, los TLR interactiian con proteinas que

activan la transcripcion de distintos factores (tales como MAPKs y NF-kB) y la

13



sintesis de citocinas y mediadores inmunologicos de la inflamacion (Farias et al.,

2011a).

Por otra parte, investigaciones han mostrado cdémo microorganismos probioticos
pueden modular la formacion del NF-kB en el duodeno humano tras su
consumo. Esto es de particular importancia para el disefio de alimentos
fermentados que contengan cepas probidticas con la capacidad de sobrevivir al
estrés gastrico y producir células efectoras que ayudan en la interaccién de la

respuesta inmunitaria innata (Van Baarlen et al., 2008; Hylckama et al., 2011).

2.6 Productos Fermentados y Componentes Bioactivos Implicados en el
Control de Peso

Los alimentos fermentados son aquellos cuyo procedimiento involucra el
crecimiento y la actividad de microorganismos. La fermentacion de los
alimentos es ampliamente utilizada y en la actualidad existe una gran variedad
de alimentos funcionales. La mayoria de los procesos para la fermentacion de
alimentos han pasado de las practicas artesanales a la industrial. La industria
alimentaria se encuentra en constante busqueda de desarrollos novedosos para
mejorar la aceptacion de alimentos y para la obtencion de nuevos productos.
Los alimentos fermentados y bebidas fermentadas son cada vez mas familiares
para la poblacion y conocen los impactos positivos de la actividad microbiana,
asi como los efectos positivos nutricionales benéficos para la salud (Hylckama et

al., 2011; Van Baarlen et al., 2008).
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Los nutrientes del yogur y otras leches fermentadas se asimilan y aprovechan
mejor que los de la leche, debido a la acidificacion producida durante
fermentacion por las bacterias acido lacticas que espesan hasta darle el sabor y
la consistencia tipica del producto. Esta transformacion aumenta la conservacion
del producto, ademds de que mejoran sus propiedades nutricionales mediante la
biodisponibilidad de nutrientes o por la produccion de sustancias

bioldgicamente activas (Carmuega, 2004; Gonzalez-Cordova et al., 2011).

Los componentes de los productos lacteos fermentados y la relevancia de ellos,

se presentan a continuacion.

2.6.1 Proteinas

Las proteinas son biomoléculas formadas por cadenas lineales de aminoacidos.
Son los compuestos que desempefian mas funciones en las células de los seres
vivos y forman parte de la estructura basica de los tejidos, musculos, huesos, etc.
Asimismo, desempefian importantes funciones metabolicas y reguladoras en la
asimilacion de nutrientes. El consumo de proteinas es de gran importancia y la
fuente primaria de ésta, son los productos de origen animal como los productos

lacteos.

Las proteinas de la leche contienen secuencias de péptidos bioactivos, que son
liberados durante la digestion gastrica, el proceso de fermentacion o por
algunos procesos tecnoldgicos como la maduracion de quesos o leches
fermentadas (Torres-Llanez et al., 2005). Dichas secuencias de péptidos pueden
representar diferentes efectos fisiologicos en el sistema digestivo, endocrino,
cardiovascular, sistema inmune y nervioso (Rodriguez-Figueroa et al., 2012).

También se ha reportado que mediante la ingesta de las proteinas del suero, se
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activan algunos componentes que contribuyen a la regulacion del peso,
enviando sefales de saciedad a corto y largo plazo, éstas son una fuente barata y

de alta calidad nutricional (Luhovyy et al., 2007).

El componente de mayor importancia en el lactosuero debido a su actividad
bioldgica es el glicomacropéptido (GMP) (Requena et al., 2010), el cual se ha

asociado a actividades biologicas como:

Unidn de la toxina colérica

Unidn de la enterotoxina Escherichia coli
Inhibicién de bacterias

Adhesion viral

Supresion de la secrecion gastrica

Promocién del crecimiento de Bifidobacterias

vV V VYV V¥V V VYV V¥V

Modulacidén de la respuesta inmune

Ademas, el GMP induce saciedad, debido a la estimulacion del organismo para
producir colecistoquinina, hormona liberada tras la ingestion de alimentos,
responsable de dar la sensacion de saciedad, lo que contribuye a la reduccion de

peso (Mikkelsen et al., 2006).

2.6.2 Lipidos

Los lipidos son biomoléculas formadas por cadenas alifaticas, saturadas o
insaturadas, en general lineales. Es un importante macronutriente. Provee
sustratos para el recambio energético, es una parte integral de las membranas

bioldgicas y regula la expresion de genes. Los componentes mas importantes de
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los lipidos de nuestra dieta son los triglicéridos, seguidos por los fosfolipidos y

pequenas cantidades de glicerolipidos, esteroles y vitaminas liposolubles.

Existen diversas fuentes de lipidos y una de ellas es la de origen lacteo. Los
lipidos de la leche se concentran en gldbulos grasos de distintos tamafios y
aproximadamente el 97.5% de éstos estan formados por moléculas sencillas de
triglicéridos (Jensen y Kroger, 2000). Estos juegan un papel esencial, y de la
misma forma, controversial en la dieta humana. Las propiedades sensoriales de
los lipidos estan intimamente asociadas con la percepcion positiva del sabor y la
textura de los alimentos (Mattes, 2005). Sin embargo, los lipidos son macro
nutrientes con mayor densidad energética, lo cual al tener un exceso en su
consumo provoca una de las causas principales que conducen a obesidad. En
contraste la digestion de las grasas no es solamente importante para la obtencion
de energia en el organismo, sino que también tiene un papel en la saciedad y en

la regulacién energética (Mourao et al., 2007).

La liberacién de acidos grasos en la primera porcidon del intestino delgado
provoca la secrecion de una amplia gama de neuropéptidos como
colecistocinina y péptido YY, que acttian alterando el vaciamiento gastrico y el

consumo de alimentos (Mattes, 2005).

Desde hace algunas décadas, la grasa presente en los productos lacteos sufre
una mala imagen para los consumidores de los paises industrializados. No
obstante, se ha manifestado interés por ciertos tipos de 4cidos grasos presentes
en la materia grasa de la leche, como el 4cido linoleicos conjugado (CLA por sus
siglas en inglés). El CLA es un acido graso que posee propiedades
anticancerigenas, antilipogénicas, antiobesogénicas, inmunomoduladoras y

antiteratogénicas (De la torre et al., 2006).
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Algunos estudios en humanos y animales de laboratorio han demostrado
reduccion en grasa corporal al ser alimentados con CLA. Ademas estudios in
vitro han demostrado que el CLA inhibe la actividad de la enzima lipoproteina
lipasa y estimula la lipdlisis (DeLany et al., 1999). Adicionalmente, se ha
observado un incremento en la actividad de la enzima carnitin palmitoil
transfersa, lo cual sugiere un aumento en la oxidacion de acidos grasos y un

incremento en la tasa metabolica (Sisk et al., 2001).

2.6.3 Minerales

Estudios han mostrado que los productos lacteos son la fuente mas dietaria
importante de calcio en nuestra dieta (50-98% biodisponibilidad) y se ha
evidenciado que el calcio influye sobre el balance energético. Por lo tanto,
incrementar la ingesta de lacteos se asocia a la reduccién del tejido adiposo y
como consecuencia la reduccion del peso corporal (Pilvi et al., 2010).

Se han planteado diferentes mecanismos que explican el efecto antiobesogénico
del calcio incluyendo:

I. Existe una relacion entre la accion del calcio intracelular con el
metabolismo de los lipidos. Al aumentar la ingesta del calcio en la dieta,
produce una disminucién del calcio intracelular, lo que inhibe asi la
lipogénesis (almacenamiento de grasa en el tejido adiposo) y promueve la
lipdlisis, la oxidacion de lipidos y la termogénesis (Pilvi et al., 2007;

Rodriguez-Rodriguez y Anta, 2010).

Este mecanismo esta relacionado con el descenso de la produccion del

calcitriol por la ingesta de calcio. Esto se traduce en la disminucion de los
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niveles calcitriol con un aumento en la produccion de la proteina
desacoplante 2 (UCP 2), lo que da como resultado un descenso en la
termogénesis debido a dietas hipocaloricas y por lo tanto, produce un
aumento de la apoptosis de los adipocitos (Pilvi et al., 2007). Este ultimo
mecanismo explica el efecto antiobesogénico del calcio mediante la
capacidad de estimular el incremento en la excrecion de acidos grasos en
heces y conjuntamente obteniendo la pérdida de energia (Rodriguez-

Rodriguez y Anta, 2010).

II. También se ha sugerido que el calcio podria disminuir o inhibir la
absorcion de la grasa en el tracto gastrointestinal mediante la
saponificacion y con ello aumentar la pérdida de acidos grasos en heces

(Tejeda-Lépez et al., 2009).

2.7 Cultivos Lacticos Multifuncionales

En la elaboracién de algunos productos lacteos se utilizan microorganismos
llamados cultivos iniciadores, los cuales producen cambios deseables en los
productos. Estos cultivos microbianos pueden ser formados por bacterias acido
lacticas, propionibacterias, levaduras y/o mohos. Los cultivos iniciadores
desempenan un papel multifuncional en los productos lacteos fermentados, ya
que tienen gran capacidad para producir acido lactico, el cual facilita la
separacion del suero en la cuajada y modifica la textura, sabor y aroma de los
quesos y leches fermentadas (Marth y James, 2001). Debido al desarrollo
industrial, se han utilizado distintas especies de bacterias lacticas como cultivos
adjuntos para la produccion del yogur como Lactobacillus acidophilus vy

Bifidobacterium, la inclusiéon de algunas de estas bacterias han demostrado

19



provocar ciertos beneficios para la salud (Aureli et al., 2011). Por ejemplo la
mejora del tracto gastrointestinal, control en los niveles de colesterol, la
disminucidon de la hipertension arterial, combate de diarreas, estrefiimientos,
infecciones urinario, desérdenes inmunoldgicos, intolerancia a la lactosa,
hipercolesterolemia, alergias y algunos tipos de cadncer entre otros(Arribas et al.,

2008; Lannitti y Palmieri, 2010).

Estos microorganismos son llamados probiodticos ya que estimulan el sistema
inmune y ayudan a proteger al sistema digestivo; este efecto protector esta dado
por el antagonismo que impide la multiplicacion de los patdgenos y la

produccién de toxinas que imposibilitan su accién patdgena (Aureli et al., 2011).
2.7.1 Probioticos

En 1907 el bidlogo ruso Metchnikoff propuso que el consumo de
microoganismos vivos a través de leches fermentadas podia justificar la
longevidad de ciertas poblaciones en Europa Oriental. Fuller (1989) definio
probidticos como “complementos alimenticios compuestos de microbios vivos
que afectan benéficamente al huésped al mejorar el equilibrio microbiologico
intestinal” (Lannitti y Palmieri, 2010). Los probioticos son capaces de sobrevivir
a la digestion acida y biliar, colonizar el intestino, y son “generalmente
reconocidos como seguros” (GRAS, por sus siglas en inglés), las bacterias de
mayor estudio pertenecen a los géneros de Lactobacillus y Bifidobacterium
(DiBaise et al., 2008; Lannitti y Palmieri, 2010). Los microorganismos que se
encuentran en el intestino de un hospedero sano es llamada microbiota

intestinal para denotar al conjunto de microorganismos presentes en el

hospedador (Backhed, 2007)
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Por otro lado, han mostrado que animales libres de gérmenes presentan una alta
susceptibilidad a infecciones y enfermedades, lo que indica que una simbiosis
intestinal genera una importante barrera para la colonizacién de patogenos
potenciales, este proceso es llamado “exclusion competitiva” aqui los
microorganismos compiten por un mismo nicho ecoldgico, nutrientes y sitio de

adhesion (Eckburg, et al 2005).

En un estudio realizado por Kadooka et al (2010) en humanos con tendencia a
obesidad, se observé que después del consumo de leche fermentada por
Lactobacillus gasseri SBT2055 (LG2055) administrada durante doce semanas,
presentaron disminucidn en el tejido adiposo. Sin embargo, no es posible definir
si los resultados son exclusivamente debido al efecto de las bacterias o a la leche
debido a que por si sola también puede presentar efecto antiobesogénico. Por
ello, Kadooka et al.,(2011) realizaron otro estudio para esclarecer esta confusion
por ello utilizé leche y leche fermentada (LG2055) en los tratamientos, observo
que la leche fermentada presentd correlacion con el efecto antiobesogénico y
antiinflamario después de su administracion. De la misma forma, se obtuvieron
resultados positivos al evaluar el efecto antiobesogénico con la cepa
Bifidobacterum brevi B-3 en ratas, ademads, se observd una disminucion en los
niveles séricos de colesterol total, glucosa e insulina en ayunas (Kondo et al.,
2010). En la Tabla 2 se presentan otras investigaciones relacionadas con el efecto
sobre el control de peso o/y marcadores tempranos de la enfermedad de

diferentes bacterias probidticas.
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Tabla 2. Efecto en la modulacion de peso corporal asociada a bacterias probioticas

Especie

Lactobacillus
gasseri
SBT2055

Lactobacillus
paracasei ST 11

Lactobacillus
gasseri
SBT2055

Lactobacillus
plantarum
No.14

Lactobacillus
gasseri
SBT2055

Bifidobacterium
breve B-3.

Bifidobacterium
spp.

Lactobacillus
sakei NR28

Lactobacillus
paracasei
subsp.
paracasei NTU
101y 102

Lactobacillus
plantarum
KY1032,
Lactobacillus
curvatus
HY7601

Dosis
(duracion)

6 x 10’ UFC / LF
(4 semanas)

1x 10° UFC /2ml
agua(11
semanas)

Liofilizado de
LF con 6 x 107
UEC /g de
alimento (4
semanas)

1 x 108 UFC/mL
(11 semanas )

5 x 10 UEFC
por ¢/100g de
LF (12 semanas)

108  UFC (8
semanas)

10° UFC/mL /
0.2ml PBS (7
semanas)

108 UFC/mL
/10ul de PBS (8
semanas)

100 - 10w
UFC/mL de LF
de soya (5
semanas)

2x107 -2 x 101
UFC/1 ml PBS
(10 semanas)

Modelo/
dieta

Ratas S-D /
Hipercaldrica

Rata Wistar /
DIO

Ratas S-D,
Zucker
Ratén
C57BL / DIO
/0.2ml
Humanos /
200G de LF
por dia

Raton C57BL
/ DIO

Rata S-
D/DIO

Raton C57BL
/CJ

Ratas Wistar

Ratén C57BL
/ CJ / DIO

Resultados

Reduccién de biomarcadores séricos (cHDL,
glucosa, leptina, triglicéridos) tamafio de
adipocito, sin efecto en adiponectina y el
peso corporal

Reduccién en grasa abdominal, peso
corporal
Reduccién en biomarcadores séricos,

reduccion de peso y tamafio de adipocito en
ambos casos, sin efecto en glucosa y leptina
en las ratas Zucker

Reduccién en biomarcadores séricos excepto
colesterol, peso corporal, tejido
adiposo.

leptina,

d Adiposidad abdominal, Peso corporal,
Colesterol, Glucosa, Leptina.

Reduccion en los biomarcadores séricos,
peso en organos(higado, colon, epididimo),
no hubo

cambios  significativos  en

Adiponectina, Leptinay triglicéridos

Reduccion de peso corporal y grasa visceral,
mejora en la sensibilidad insulina

Reduccién en los biomarcadores séricos y
grasa epididimal

Reduccion en los biomarcadores séricos
aunque el cHDL no se vio afectado,
reduccion en el tamafo de adipocito,
aumento leptina sérica

Reduccion en los biomarcadores séricos
(colesterol HDL, insulina y leptina), peso
corporal y la grasa abdominal,
efecto en los niveles de colesterol total y en
triglicéridos no hubo efecto.

no hubo

Referencia

Sato et al., 2008

Tanida et al.,
2008

Hamad et al,
2009

Takemura et al.,
2010

Kadooka et al.,
2010

Kondo et al.,

2010

An et al., 2011

Jietal., 2012

Bao-Hong et al.,
2013

Do-Young et al.,
2013

DIO; dieta para induccién de obesidad, LF; leche fermentada, S-D; Sprague Dawley
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3. HIPOTESIS

La ingesta de leche fermentada con cepas especificas de Lactobacillus
potencialmente probioticas tiene efecto antiobesogénico en un modelo murino

con obesidad inducida.
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4. OBJETIVOS

General
Evaluar el efecto antiobesogénico por la ingesta de leches fermentadas con cepas
especificas de Lactobacillus potencialmente probioticas en un modelo murino con

obesidad inducida.

Especificos

1. Determinar la ganancia de peso en ratas Sprague Dawley con obesidad
inducida durante 12 semanas bajo tratamiento con leches fermentadas con
cepas especificas de Lactobacillus potencialmente probioticas.

2. Determinar el efecto en los valores séricos del colesterol HDL/LDL,
triglicéridos y glucosa en ratas Sprague Dawley en tratamiento.

3. Evaluar el efecto de la administracion de las leches fermentadas en los
niveles de citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-«), asi como, los niveles de
insulina y leptina en suero sanguineo.

4. Evaluar el efecto de la administracion de las leches fermentadas sobre la
masa de grasa en ratas con obesidad inducida mediante el uso

densitometria de rayos X (DXA).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Bacterias y Condiciones de Cultivo

Las cinco bacterias acido lacticas (BAL) empleadas en este estudio (Tabla 3)
pertenecieron al Laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos y
Calidad y Autenticidad de Alimentos, de la Coordinacién de Tecnologia de
Alimentos de Origen Animal (CTAOA) del Centro de Investigacion en
Alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD). Dichas cepas fueron previamente
aisladas a partir de queso Cocido artesanal. Catalogadas con potencial

probidtico por Santiago-Lépez (2011)

Tabla 3. Bacterias acido lacticas potencialmente probioticas empleadas en el

estudio.
Codigo de la cepa BAL
2 Lactobacillus fermentum
4 Lactobacillus pentosus
6 Lactobacillus pentosus
7 Lactobacillus pentosus

17 Lactobacillus pentosus

Las cepas fueron proporcionadas en glicerol (50% v/v), y fueron reactivadas en

caldo MRS (pH 6.2, De Man, Rogosa and Sharpe, MRS Difco™).
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Las cepas activadas fueron propagadas con dos subcultivos que involucraron un

indculo (1%) e incubar a 37 °C por 24h (Santiago-Lopez, 2011).

5.2 Preparacion de Leches Fermentadas

La preparacion de las leches fermentadas para los tratamientos de las ratas se
llevo a cabo segun el método descrito por Gonzalez-Cordova et al (2011) con
algunas modificaciones. Estas leches fermentadas fueron preparadas una vez

por semana durante las 12 semanas de tratamiento.

La leche usada para el tratamiento fue leche descremada en polvo Organic
Valley® USDA Organic Grande A (La Farge, WI, EUA). La leche se reconstituyo
al 10% (p/v) y se esterilizo a 110 °C por 10 minutos. El inoculo fue preparado
mediante dos subcutivos inoculado (3% (v/v) cada cepa por separado en 15mL
de leche estéril. Este incubada a 37 °C por 18 y 12 h respectivamente. Esto ultimo
con la finalidad de obtener una concentracion de 10°-10” unidades formadoras
de colonias por mililitro (UFC/mL) y ser utilizada para la inoculacion de la leche
fermentada final incubada a 37 °C por 18 horas. La leche fermentada fue
colocada en refrigeraciéon (4 — 10°C). La cuenta microbiana se determiné
mediante la técnica de vaciado en placa empleando agar MRS (DE MAN,
ROGOSA, SHARPE marca Sigma) Las placas fueron incubadas durante 48 h a
37 °C.
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5.3 Andlisis Fisicoquimicos de las Leches Fermentadas

Se realiz¢ el andlisis fisicoquimico de grasa y proteina a la leche fermentada por
triplicado. La grasa fue determinada por el método de Babcock (989.04) de la
AOAC (2000) y la proteina por el método de microkjeldahl (991.20) de la AOAC
(2000). En el caso de Calcio, Magnesio y Potasio fue por el método oficial de

analisis (EPA 3052, 962.09, AOAC 1998).

5.4 Experimento in vivo

Se utilizaron 49 ratas machos Sprague Dawley (Laboratorios Harlan México), de
4 - 6 semanas de edad (150 a 250g de peso corporal). Cada uno de ellos fue
alojado en jaulas individuales bajo ambiente controlado con ciclos de luz y
oscuridad de 12 horas. Las ratas tuvieron un periodo de adaptacién de una
semana con dieta estandar (Laboratorios Harlan México con niimero de catalogo
2018S) (NOM-062). Después de la adaptacion, las ratas fueron divididas en 8
grupos. Posteriormente, se inici6 la introduccion del alimento hiperlipidico
mezclandola con el alimento estdndar por un periodo de dos semanas de
adaptacion. Se inicié con el 10% de la comida hiperlipidica y el resto de la dieta
estandar hasta llegar al 100% de la dieta hiperlipidica (10, 25, 50 y 75 y 100%)

por 10 dias.

Posterior a la adaptacion, las ratas fueron administradas con 1ml de la leche
fermentada por via orofaringea, diariamente por 12 semanas con una canula
para rata No. 20 (figura 2). El peso fue monitoreado en una balanza marca

OHAUS® modelo Triple Beam de 0.1g a 610g, una vez por semana por la tardes
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(considerando que las ratas son nocturnas) con 3 a 4 horas de ayuno para evitar
variaciones por el consumo de alimento. Al cumplir las 12 semanas de
tratamiento, las ratas fueron sacrificadas usando la técnica de puncion cardiaca,

después de un ayuno de 12 h.

Se recolectd sangre para los andlisis seroldgicos, la cual permanecié en hielo de
30 a 60 minutos, después fue centrifugada en una centrifuga Eppendorf modelo
5417R por 20 min a 2000 rpm (371g) a 4 °C. Posteriormente, el suero fue
separado y usado para andlisis de lipidos y glucosa y el resto fue almacenado a
—20 °C para su uso futuro. Posteriormente se procedi6 a la extraccion de algunos
tejidos (adiposos perirenal y epididimal) y érganos. Los tejidos adiposos fueron
colocados en formol al 10% y almacenados para su posterior uso. El higado,
rifidn, testiculos y corazon fueron colocados en bolsas individuales y

almacenados a -20 °C (Kondo et al., 2010).

Figura 2. Forma de administracion de leche fermentada
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5.5. Calculo del Numero de Muestra

El niimero de muestra de ratas empleadas en este trabajo se calculd con un nivel

de confianza del 95% utilizando la siguiente ecuacién (a = 0.05, Z =1.96).

4(za +zB)o?

2n = 52

Donde Z = 95% confianza = 1.96, d = 0.03, 3 =(0) x (media), o =0.05.

Los datos usados para determinar el nimero de muestra fueron tomados de
un estudio de referencia semejante realizado por Yukio Kadooka et al (2011). El

numero resultante de este calculo fue de 7 ratas por tratamiento

5.7 Densitometria de Rayos X (DXA)

La técnica de DXA permite la visualizacion directa de grasa sin el sacrificio de la
rata. La determinacion de grasa corporal se hizo una semana antes del sacrificio
de las ratas en los laboratorios de nutricion de la Universidad de Sonora por la
técnica de imagen con el densitometro HOLOGIC™, (modelo Explorer).
Después del ayuno de 4 horas, las ratas se anestesiaron con pentobarbital
sddico, la dosis administrada fue la mas baja en base a su peso (50 - 70 mg / Hg,
intra peritoneal (IP)) (figura 3). Una vez que las ratas fueron anestesiadas, se
colocaron en una base de carton con la espalda y las piernas bien estiradas y fijas

al carton (Kondoh et al., 2008).
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Figura 3. Sitio de puncion para anestesia intraperitoneal
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5.8 Dieta para Induccion de Obesidad

El alimento hipercalorico- lipidico para la induccion de obesidad fue adquirido
en Research diets, Inc (New Brunswick, New Jersey, USA). La cantidad
necesaria se calculd en base al niumero de ratas y el tiempo del estudio, con la

siguiente formula:

(numero de ratas) x (consumo diario en g) x (dias de consumo)= Kg de dieta

base.

La composicion del alimento se encuentra especificada en la tabla 4, la cual
muestra el contenido caldrico de proteinas, carbohidratos y grasa por gramo de

alimento que fue consumido.

Tabla 4. Composicion de la dieta hiperlipidica

Macronutrientes Concentracion (%)  Calorias (Kcal / g)
Proteina 20 1.048
Carbohidratos 20 1.048
Grasa 60 3.144
Contenido energético (Kcal/g) - 5.24

Formulada en E. A. Ulman, Ph.D., Research Diets, Inc.
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5.9 Cuantificacién de los Niveles séricos de Lipidos, Glucosa, Citocinas ( IL-6,
TNF-alfa) y Hormonas (insulina y leptina)

La concentracion de los niveles séricos de glucosa, triglicéridos, colesterol total y
HDL fueron determinados con un kit enzimatico Randox (Randox laboratories,

Inglaterra) en un equipo clinico semiautomatico MicroLab100 (Merk).

5.9.1. Glucosa

La determinacién de glucosa en suero sanguineo se realiz6 con el kit GL2614 A
de laboratorios Randox (Randox laboratories, Inglaterra) en un equipo clinico

semiautomatico MicroLab100 (Merk).
Triglicéridos

La determinacion de los niveles de triglicéridos en suero sanguineo fue
realizado con el kit TR 1697 de laboratorios Randox (Randox laboratories,

Inglaterra). en un equipo clinico semiautomatico MicroLab100 (Merk).
5.9.2. Colesterol Total y HDL

Las determinaciones de colesterol total y HDL fueron realizadas mediante el
sistema enzimatico colesterol oxidasa/peroxidasa. Los kit empleados fueron CH

199 y HDL CH 3811 de laboratorios Randox (Randox laboratories, Inglaterra).
5.9.3. Insulina

La determinacion de insulina en suero sanguineo se realizé utilizando un kit de
ELISA 80-INSRT-E01 ALPCO® Diagnostics, el cual es un inmunoensayo

amplificado mediante enzimas de tipo sandwich. En el ensayo los estandares,
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controles y muestras se incubaron con un anticuerpo con insulina en una micro
placa de 96 pocillos siguiendo las recomendaciones y cuidados del proveedor.
La medicion de la absorbancia fue a una longitud de onda de 450 nm en un
espectrofotometro spectra MAX 3 Multi-Mode Microplate Reader Molecular
devices, LLC. La absorbancia medida es directamente proporcional a la
concentracion de la insulina presente. Para calcular la concentracion de insulina

en las muestras problema se construy6 una curva estandar.
5.9.4. Leptina

Se determinaron los niveles de leptina en suero sanguineo utilizando un kit de
ELISA Rat Leptin KRC2281 Invitrogen™ (Life Technologies Corporation), el
cual es un inmunoensayo amplificado mediante enzimas de tipo sandwich. En
el ensayo los estandares, controles y muestras se incubaron con un anticuerpo
con leptina en una micro placa de 96 pocillos siguiendo las recomendaciones y
cuidados del proveedor. La medicién de la absorbancia fue a una longitud de
onda de 450nm en un espectrofotémetro spectra MAX 3 Multi-Mode Microplate
Reader Molecular devices, LLC. Para calcular la concentracién de leptina en las

muestras problema se construy6 una curva estandar.

5.9.5. IL-6 y TNEF- alfa

Ambas citocinas se cuantificaron en suero sanguineo utilizando un kit de ELISA
Invitrogen™ (Life Technologies Corporation), basado en un inmunoensayo
amplificado mediante enzimas de tipo sandwich. En el ensayo los estandares,
controles y muestras se incubaron con un anticuerpo en una micro placa de 96
pocillos siguiendo las recomendaciones y cuidados del proveedor. La medicién
de la absorbancia fue a wuna longitud de onda de 450 nm en un

espectrofotometro spectra MAX 3 Multi-Mode Microplate Reader Molecular
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devices, LLC. Para calcular las concentraciones de citocinas en las muestras

problema se construyo una curva estandar.

5.10 Analisis Estadistico

Los resultados correspondientes al peso corporal y consumo semanal de
alimentos fueron analizados mediante un disefio en bloques al azar. Las
variables de respuesta fueron la ganancia en peso corporal y masa grasa de los
animales y el factor de bloqueo fue el tiempo. Los niveles séricos de lipidos y
glucosa, hormonas y citocinas, asi como el peso de cada 6rgano y tejido, fueron
analizados mediante un disefio completamente al azar. Todos los resultados
fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
significancia del 95% con el uso del paquete estadistico NCSS 2007. La
determinacion de las diferencias significativas se realizd mediante la prueba de

Fisher.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Preparacion de Leches Fermentadas

Se utilizaron 5 cepas de Lactobacillus (2, 4, 6, 7 y 17) para la fermentacién de leche
que correspondieron a cada tratamiento, a las cuales se les evalu6 la
concentracion viable celular bacteriana a las 0 y 18 horas de fermentacién, asi
como a los 7 dias de almacenamiento (a 4°C) posterior a la fermentacion. Dicho
monitoreo se realizo con el fin de confirmar la viabilidad bacteriana y de esta

forma asegurarse de que la poblacion se mantuviera durante el almacenamiento.

Los resultados se muestran en la Figura 4, en donde se puede observar un
incremento de 6.4 a 8.0 Logio UFC/mL del tiempo 0 a las 18 horas. A su vez, esta
ultima concentracion se mantuvo hasta los 7 dias de almacenamiento. Lo
anterior garantiz6 que a partir de un mismo lote de leche fermentada, se
realizara una administracion homogénea durante toda la semana para todos los
tratamientos. Estos valores se encuentran dentro lo establecido por el CODEX
(2011) para microorganismos especificos (= 6 Logi UFC/ml), para brindar el

efecto esperado.
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Figura 4. Cuenta total en agar MRS de las BAL en las leches fermentadas.
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6.2 Analisis Composicional de las Leches Fermentadas

La tabla 5 muestra la composicidon de macronutrientes (proteina, grasa y
carbohidratos) y micronutrientes (calcio, magnesio y potasio) de las leches
fermentadas por las diferentes cepas. Los resultados indicaron que las leches
fermentadas con las diferentes cepas no presentaron diferencias significativas
(p>0.05) en composicion de macro y micro nutrientes. Ademas, el contenido
energético no fue significativamente diferente (p>0.05) entre las leches
fermentadas y varid6 en un rango de 1.03-1.05 Kcal/mL. Estos resultados
garantizaron que el aporte calorico brindado por las leches fermentadas fuera

equivalente.

6.3 Experimento in vivo

El tamafio de muestra fue de siete ratas por grupo, uno control positivo para
obesidad (DIO) alimentado con dieta para induccion de obesidad, un grupo
control negativo (DN) alimentado con una dieta estandar, un grupo alimentado
con DIO mas leche sin fermentar, y 5 grupos mas a los cuales, ademas de la
dieta DIO, se les administré leche fermentada con la cepa de BAL

correspondiente.
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Tabla 5. Analisis composicional de leches fermentadas por BAL

Cepa de BAL
Componente
17 7 6 4 2
Proteina (%) 35.84 35.24 36.62 38.29 35.37
Grasa (%) ND ND ND ND ND
Carbohidratos (%) 65.08 65.32 63.38 62.03 63.38
Calcio (mg/dL) 1.38 1.35 1.37 1.32 1.33
Magnesio (mg/dL) 0.10 0.10 0.105 0.10 0.10
Potasio (mg/dL) 1.69 1.68 1.77 1.70 1.73
Contenido energético (Kcal/mL) 1.05 1.03 1.03 1.04 1.03

ND; No detectada
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En la Figura 5 se muestra la ganancia de peso semanal durante el experimento
para el control positivo de obesidad (DIO) y el control negativo (DN). En
nuestro modelo experimental, la obesidad se alcanzo entre la 3% y 4* semana
después de iniciar la administracion de leches fermentadas. Segun datos
reportados por Harlan Laboratories, INC (Indianapolis, IN, USA, 2006), el peso
corporal normal para ratas Sprague Dawley de nueve semanas de edad, deberia
variar de 250 a 300 g y se ha reportado que una ganancia en peso mayor a 85g al
peso corporal basal de referencia, es considerado un estado de obesidad (Farley

et al., 2003).

En la Figura 6 se muestra la ganancia de peso corporal semanal acumulada por
los grupos tras la administracion de leche sin fermentar (L, como grupo control)
y leches fermentadas con las cepas de Lactobacillus (2, 4, 6, 7 o 17, como
tratamientos). El monitoreo de la ganancia de peso fue determinada una vez a la

semana entre las 12:00 y 15:00 h.

Los resultados mostraron que todos los grupos tratados con leche fermentada
presentaron menor ganancia en peso que el grupo control (L) (p<0.05). Ademas,
los grupos tratados con la leche fermentada por las cepas 4, 6 o 17, presentaron
una ganancia en peso significativamente menor que el grupo L (p <0.05). Los
grupos tratados con leche fermentada con las cepas 2 o 7, no mostraron
diferencias significativas en comparacion al grupo L (p>0.05); sin embrago, es
importante resaltar que las ganancias de peso corporal promedio de estos dos

tratamientos fueron menores que el grupo control.
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Figura 6. Ganancia de peso corporal acumulado en las ratas durante las 12 semanas de administracion con leches
fermentadas por diferentes cepas de BAL.

Tratamientos con diferentes superindices indican diferencias significativas entre grupos (p<0.05).

2,4,6,7,17: Cepas de BAL (Lactobacillus) usadas para la fermentacion de leche.

L: Leche sin fermentar, como tratamiento control.
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El efecto en la disminucion de la ganancia en peso para los grupos
administrados con las leches fermentadas se empez6 a observar a la tercera
semana de tratamiento. Otras investigaciones han mostrado un efecto desde la
tercera semana de tratamiento para el caso de roedores (Kondo et al., 2010) y

desde la octava semana para el caso de humanos (Kadooka et al., 2010).

Se ha reportado que las leches fermentadas con bacterias probioticas modifican
la microbiota intestinal y que esta a su vez podria estar relacionada con la
regulacion del peso (Tulika et al.,, 2013). Sin embargo, los mecanismos
propuestos coinciden en que posiblemente el efecto esté asociado a la supresiéon
del apetito con péptidos inductores de saciedad, a la produccion de acido
linoleico conjugado y a la modificacion de la termogénesis y absorcion de

lipidos (Tulika et al., 2013).

En la Figura 7 se muestra la ingesta caldrica semanal para cada grupo durante el
periodo de estudio. Se presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre
grupos durante las 12 semanas de estudio, siendo el grupo L, el de mayor
ingesta caldrica y significativamente diferente al resto de los grupos que fueron
administrados con leches fermentadas. También, se observéd que durante el
periodo de tratamiento, la ingesta caldrica presentdé un comportamiento con
tendencia a una ligera disminucion conforme transcurrio el tiempo. A excepcion
de la semana 10, en la cual se mostréd una ingesta caldrica menor, fuera de
tendencia, lo cual pudo deberse a que en esa semana se realizd una reubicacion

de los animales.

La Figura 8 presenta la ingesta caldrica promedio por grupo en las 12 semanas.
Los grupos administrados con las leches fermentadas por las cepas 4 o 17 fueron

los que presentaron una ingesta caldrica significativamente menor a los demas
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grupos (p<0.05), seguidas por los grupos 2, 6 y 7, los cuales no fueron

significativamente (p>0.05) diferentes entre si (Figura 8).

Por otro lado, los grupos tratados con leche fermentada por las cepas 2,4, 6 0 17,
presentaron una menor ganancia de masa grasa en comparacion al grupo L (p <
0.05) (Figura 9). Ademas, es importante resaltar que los grupos tratados con la
leche fermentada por las cepas 2 o 4 presentaron una menor ganancia de masa
grasa, a pesar que presentaron mayor ganancia de peso corporal, lo cual podria
deberse a una mayor ganancia de peso en masa magra. Considerando los
resultados mostrados en las Figuras 6, las leches fermentadas con las cepas 4, 6 o
17 fueron las que mostraron un mayor efecto antiobesogénico y se observo una
relacion directa entre el consumo caldrico, la ganancia de peso y la ganancia de

masa grasa.

En la tabla 6 se muestra el peso del higado, corazén, rifidén y tejidos epididimo y
perirenal (asociados al almacenamiento de grasa) en las ratas con los diferentes
tratamientos. No se presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre los
tratamientos y el grupo control para los pesos de corazon, rindn y los tejidos
epididimal y perirenal. Sin embargo, se presentaron pesos del higado
significativamente (p <0.05) menores para los grupos tratados con leche

fermentada con las cepas 7 0 17.

En la tabla 7 se muestran los niveles séricos de lipidos y glucosa de las ratas al
finalizar las 12 semanas de tratamiento. No se presentaron diferencias
significativas (p>0.05) entre los tratamientos con las cepas 4, 6, 7 0 17 y el grupo
control para la concentracidon de glucosa. Para colesterol total, los niveles séricos
significativamente menores al grupo control, se encontraron en los grupos

tratados con leches fermentadas por las cepas 6, 7 o 17. Sin embargo, solo el
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nivel de triglicéridos séricos del grupo tratado con la leche fermentada con la
cepa 7, fue significativamente (p<0.05) menor que el grupo control. Por otro
lado, aunque el grupo tratado con leche fermentada con la cepa 4 presentd una
menor ganancia de peso y masa grasa que el control, este grupo presento nivel

de triglicéridos significativamente (p<0.05) mayor al grupo control.
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Figura 7. Ingesta caldrica semanal consumida durante 12 semanas de administracion con leche fermentada por BAL.
Los datos muestran el promedio de la ingesta caldrica total en cada semana. Diferentes superindices indican diferencias

significativas (p<0.05) entre tratamientos durante las 12 semanas de estudio.
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Figura 8. Ingesta caldrica consumida durante 12 semanas de administracion con leche fermentada por BAL.

Los datos muestran el promedio de la ingesta caldrica total semanal. Diferentes literales entre barras indican diferencias
significativas (p<0.05) entre tratamientos durante las 12 semanas de estudio.

46



100 ~

Grasa (g)

17 7 6 4 2 L

Tratamiento

Figura 9. Ganancia total de masa grasa de ratas en tratamiento con leche fermentada con BAL por 12 semanas.

Los datos representan al promedio + EE. Barras con diferente literal indican diferencias significativas (p<0.05).
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Tabla 6. Peso de Organos, y tejidos asociados al almacenamiento de grasa, de ratas después de 12 semanas de

administracion con leches fermentadas por BAL.

Tratamiento Higado (g) Corazon (g) Tejido Epididimal (g) Rifién (g) Tejido Perirenal (g)
17 13.62 +0.942 1.51+0.15° 10.33 +1.922 2.82+0.312 10.30 +3.512
7 12.53 + 3.472b 1.45+0.322 12.22 +1.632 2.60+0.442 10.60 +1.302
6 15.65 +1.67 € 1.40 £ 0.262 11.46 +1.832 294 +0.222 9.26 £2.022
4 15.51 +1.32°¢ 1.51+0.152 10.06 +1.532 2.71+0.252 10.36 +£2.942
2 17.60 + 1.46% 1.48 +0.152 11.96 +2.292 291+0.222 12.53 +4.782
L 17.25 + 2.42¢ 1.54+0.012 11.63 +3.182 3.00 £0.252 10.86 +2.502

Los resultados indican el promedio + DE. Diferentes superindices en una columna son estadisticamente diferentes

(p<0.05).



En el caso de cHDL, los niveles mas altos, pero iguales (p >0.05) al grupo control
fueron presentados por los grupos con leches fermentadas por las cepas 4 o 2.
Para los niveles séricos de cLDL, todos los grupos tratados con leches
fermentadas fueron significativamente (p<0.05) inferiores al grupo control. Por
ultimo, los valores obtenidos para cVLDL (very-low-density lipoprotein, por sus
siglas en inglés) de los grupos tratados con leche fermentada 6, 7 o 17 fueron

iguales al control (p>0.05).

Estudios realizados anteriormente mostraron una reduccién de colesterol total y
cLDL en suero sanguineo en ratas administradas con leches fermentadas con
Lactococcus lactis (Rodriguez-Figueroa et al.,2013). Este efecto podria traducirse
en una reduccion de riesgo para el desarrollo de enfermedades de origen
cardiovascular (Sato et al., 2008, Hamad et al., 2009, Kondo et al., 2010, Chung-Yi.
et al., 2010).
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Tabla 7. Niveles séricos de lipidos y glucosa de ratas después de 12 semanas de administracion con leches fermentadas

por BAL.
Tratamiento Glucosa Triglicéridos Colesterol cHDL cLDL cVLDL
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
17 157.96 +17.702 80.50 + 5.792P 88.50 £5.49 @ 20.73+1.48>  4580+324%  16.00+1.122
7 189.85 +25.832 56.50 + 4.08? 102.00 +11.84%>  19.45+1.45°> 60.80+8.18%>  13.66+1.10°
6 178.16 +16.59 2 66.00 + 2.623P 96.60 + 9.543b 15.90 £0.928  62.40+7.492 13.33 +0.557
4 195.83 +17.592 161.33 £11.47°¢ 116.00 + 4.35°¢ 27.68 +1.33¢  65.20 +4.61° 32.30 +2.29°
2 290.90 + 41.81° 153.83 + 13.28°¢ 114.50 + 5.84 27.70+1.30°  45.60+3.692  31.50+3.25P
L 171.33 £10.622 84.50 + 8.66° 125.50 + 6.95¢ 27.63+1.77¢  86.60 £5.70¢ 16.83 + 1.667
DN 187.07 £17.122 53.33 +4.13? 102.16 + 4.812b 22.36+2.89>  68.83 +5.04° 10.66 + 0.88?

Los resultados indican el promedio + EE. Diferentes superindices en una columna son estadisticamente diferentes

(p<0.05).
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Figura 10. Niveles séricos de insulina (a) y leptina (b) en ratas después de 12 semanas de tratamiento.
17,7, 6, 4 y 2: grupos con DIO mas leche fermentada por cepas de BAL; L: grupo con DIO mas leche sin fermentar; DN:
grupo con DN mas agua. Los resultados indican el promedio + EE. Diferentes literales entre barras indican diferencias

significativas (p<0.05).
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En la Figura 10 se muestran los niveles séricos de insulina y leptina de las ratas
bajo los diferentes tratamientos después de las 12 semanas. En el caso de la
insulina, se mostraron niveles séricos significativamente (p<0.05) menores al
grupo control para los grupos tratados con leche fermentada por las cepas 4,6 7
o 17 (Figura 10a). Asimismo, estos grupos presentaron niveles de insulina

iguales (p>0.05) al grupo consumiendo una dieta normal (DN).

Estos resultados se han presentado de igual forma en otros estudios por el
consumo de leches fermentadas. Por ejemplo, Kondo y colaboradores (2010)
encontraron que después de la administracion diaria de Bifidobacterium breve B-3
en ratones C57BL/6] con obesidad inducida con una dieta alta en grasa,
resultaron con una reduccion de los niveles séricos de insulina. La es una de las
hormonas mas importantes en la regulacion de la homeostasis energética, es
secretada por el pancreas y controla actividades celulares clave tales como la
utilizacién de la glucosa, la sintesis del glicogeno, triglicéridos, proteinas y
leptina. Ademads, en humanos, los niveles circulantes de insulina y leptina son

proporcionales al porcentaje de masa grasa (Kelesidis et al., 2009).

En el caso de los valores séricos de leptina, estos siguieron una tendencia
semejante a los niveles de insulina, aunque para esta hormona, los grupos
consumiendo la leche fermentada con las cepas 4, 6 , 7 o 17, no fueron
diferentes (p>0.05) al grupo control L (Figura 10b). Efectos similares se han
encontrado en otros estudios con la administracion de leches fermentadas, lo
cual confirma que la reduccion en la masa grasa y en el peso corporal esta
asociada a la reduccion de los niveles séricos de leptina (Sato et al., 2008, An et

al., 2011, Boa-Hong et al., 2013).
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La leptina es una hormona que se expresa principalmente en los adipocitos pero
también ha sido detectada en el hipotalamo, pituitaria, placenta, musculo
esquelético y el tracto gastrointestinal. Esta hormona circula en el torrente
sanguineo y juega un papel importante en la regulacion de la homeostasis
energética. Se ha reportado que al presentarse una elevacion en la acumulacion
de grasa en los adipocitos, los niveles de leptina en sangre tienden a
incrementarse, por ello los niveles séricos de leptina estdn estrechamente

relacionados al porcentaje de grasa corporal (Santacruz, 2012).
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Figura 11. Niveles séricos de citocinas TNF- a (A) y IL-6 (B) en ratas después de 12 semanas de tratamiento.

17,7, 6, 4 y 2: grupos con DIO mas leche fermentada por cepas de BAL; L: grupo con DIO mas leche sin fermentar; DN:
grupo con DN mas agua. Los resultados indican el promedio + EE. Diferentes literales entre barras indican diferencias

significativas (p<0.05).
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En la Figura 11 se muestran los niveles séricos de citocinas TNF- a (a) e IL-6 (b)
de las ratas después de las 12 semanas de tratamiento. Los niveles séricos de
TNF-a, de los grupos administrados con leches fermentadas fueron
significativamente (p<0.05) menores al grupo control (L) y al grupo con la dieta
normal (DN). Por otro lado, los grupos administrados con leches fermentadas
por las cepas 4, 6, 7 o 17, mostraron niveles séricos de IL6 significativamente
(p<0.05) menores al grupo control (L) y no fueron diferentes a los niveles del
grupo en la dieta normal (DN). Las citocinas TNF-a (a) e IL-6 (b), son moléculas
segregadas por los adipocitos. Estos son células endocrinas muy activas que
segregan numerosas proteinas y péptidos bioactivos conocidos como
adipocinas, las cuales actian a nivel local y sistémico, por lo que el tejido
adiposo es considerado un verdadero érgano endocrino. Se ha reportado que la
IL-6 tiene una funciéon muy importante en el metabolismo de la glucosa y de los
lipidos y su nivel en sangre esta relacionado positivamente con el IMC y la masa
grasa corporal total por lo que niveles altos de IL-6 estdn asociados a un estado

proinflamatorio (Kelesidis et al., 2009).

Existen algunas cepas de bacterias dcido lacticas probidticas que presentan la
capacidad de atenuar las rutas inflamatorias reduciendo la sintesis de citocinas
pro inflamatorias como TNF-a e IL-6, disminuyendo asi, la endotoxemia en
plasma o tejido adiposo (Ma et al., 2008). Por lo tanto, puede influir en la
inflamacién crénica de bajo grado relacionada a la obesidad. En el presente
estudio se observd que los niveles de ambas citocinas pro inflamatorias se
vieron reducidas en comparacion al grupo control (L) después de la
administracion diaria de leches fermentadas por Lactobacillus, lo cual sugiere
que hubo una disminucion endotoxémica. Finalmente, la disminucién de las

citocinas proinflamatorias, la reduccién de ganancia en peso corporal y masa
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grasa, estuvo asociada con el consumo de leches fermentadas con las cepas 4, 6,
o 17. Sin embargo, la leche fermentada con las cepa 4 resulté en un nivel de
triglicéridos significativamente (p<0.05) mas alto que el grupo control. Por lo
anterior, las leches fermentadas con las cepas 6 y 17 fueron las que resultaron en
una menor ganancia en peso corporal y masa grasa, y un mejor perfil

bioquimico en suero sanguineo con una reduccion en el estado de inflamacion.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que las ratas con obesidad inducida y tratadas con
leches fermentadas por cepas especificas de Lactobacillus presentaron menor
ganancia en peso y masa grasa que el grupo control. Ademas, el consumo diario
de leches fermentadas con las cepas 6 o 17 mostraron un mayor efecto
antiobesogénico, hipocolesterolémico y antiinflamatorio que la leche sin
fermentar. Aunque actualmente se han propuesto diferentes mecanismos por
medio de los cuales el consumo de leches fermentadas con bacterias acido
lacticas probidticas especificas podrian ejercer el efecto antiobesogénico, aun se
desconoce exactamente el o los mecanismos asociados. Algunos de las rutas
reportadas estan relacionados con la supresién del apetito por péptidos
inductores de saciedad, a la produccion de 4cido linoleico conjugado y a la
modificacion de la termogénesis y absorcion de lipidos por la modificacion de la
microbiota intestinal. Por lo anterior, es necesario realizar investigacion que

conduzca a descifrar los mecanismos involucrados.
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