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Introduccioén

1. La Enfermedad Inflamatoria intestinal

El término Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIll)
engloba fundamentalmente a dos entidades patoldgicas: la
enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU). Ambas se
caracterizan por manifestar una inflamacién crénica del intestino,
con periodos de exacerbacion seguidos de intervalos mas o

menos prolongados de remision de los sintomas.

En la colitis ulcerosa el proceso inflamatorio afecta
exclusivamente al colon. La inflamacién esta confinada en la
mucosa y submucosa (Fig.1.1 y 2.2), se inicia en el recto y, de
forma continua y simétrica, se extiende proximalmente a otros
segmentos del colon. En la enfermedad de Crohn, cualquier parte
del tubo digestivo puede estar afectada, desde la boca hasta el
ano, de forma focal, segmentaria, y discontinua, si bien las
localizaciones mas habituales son el ileon terminal y diversos
segmentos del colon. En esta enfermedad, el proceso inflamatorio
puede abarcar todo el espesor de la pared del tubo digestivo (Fig.
1.2 y 2), desde la mucosa a la serosa, con la consiguiente

aparicion de fisuras, fistulas o abscesos.

El término de colitis indeterminada fue introducido para
describir las piezas de colectomia que presentaban
caracteristicas histolégicas que no son definitorias de colitis
ulcerosa ni enfermedad de Crohn'. En un reciente estudio

prospectivo de base poblacional se ha podido observar como a
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los 2 anos del diagnéstico de colitis indeterminada, un 33% de
ellos eran diagnosticados de colitis ulcerosa y un 17% de

enfermedad de Crohn?.

Fig. 1—A) Imagen ana-
tomopatoldgica de la
colitis ulcerosa. Se ob-
serva inflamacion de la
mucosa, tlceras super-
ficiales, distorsion de
criptas y deplecicn de
célulay caliciformes. B)
Imagen endoscdpica de
la colitis wlcerosa.
Afectacidn sigmoidea,
donde se observan le-
siones continuas, ¥ una
mucosa eritematosa,
granular y edematosa.

Fig. 1.1 Imagen anatomopatoldgica de la colitis ulcerosa

A) B)

Fig. 2—A) Imagen ana-
tomopatoligica de la
enfermedad de Crohn.
Se observan granulomas
no caseificantes y agre-
gados linfoides. B) Ima-
gen endoscopica de la
enfermedad de Crohn.
Se observa mucosa de
aspecto empedrado con

"’.‘j W

_{4 R

aftas y pseudopélipos.
Fig. 1.2 Imagen anatomopatoldgica de la Enfermedad de Crohn
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1.1 Etiopatogenia

La etiologia de estas enfermedades sigue considerandose
desconocida, aunque las evidencias actuales indican que la
interaccion de distintos factores ambientales, inmunolégicos y
dietéticos en un individuo genéticamente predispuesto, genera la
aparicion del proceso inflamatorio intestinal. Entre los factores de
tipo ambiental destacan la flora bacteriana residente y otros
antigenos luminales como son los procedentes de la dieta, que
jugarian un papel clave en la patogenia del dafo tisular en la

|3,4

enfermedad inflamatoria intestina , que explicaria la mayor

incidencia en las areas urbanas de los paises industrializados °.

;

(1) (2)

Fig. 2.1 y 2.2 Principales lugares de afectacion en la Enfermedad de Crohn (a) y lo

colitis ulcerosa (b)

Independientemente de la causa que la genera, esta
establecido que antigenos presentes en el lumen originan una

respuesta inmune exagerada y descontrolada ®que se caracteriza
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por una activacion de la sintesis y liberacibn de numerosos
mediadores proinflamatorios: eicosanoides como el leucotrieno
B4 (LTB4), el factor activador plaquetario (PAF), radicales libres y
citoquinas proinflamatorias tales como las interleuquinas (IL) 1,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, el interferén- y (IFN-y) y el factor de

necrosis tumoral (TNF)’.

El dano generado en el epitelio intestinal, hace que pierda
su papel de barrera y permite el paso de sustancias antigénicas
hacia la lamina propria, activando aun mas la respuesta inmune.
Se produce una alteracion en la funcionalidad intestinal, tanto en
la motilidad como en la absorcion de agua y electrolitos,
responsable de algunos de los sintomas caracteristicos de estas

patologias®.

1.2 Factores dietéticos de riesgo en la Ell

Son muchos los estudios que han tratado de encontrar
relaciones directas o indirectas entre alimentos y Ell. En este

sentido:

El azucar refinado aumenta el riesgo de desarrollar EC y
CU, pero mas en el EC que en CU, *'°las frutas disminuyen el

riesgo padecer de EC y CU''2"3 |as verduras disminuyen el

riesgo padecer EC y cu'"%.16.17

C18,19 ,20

, la fibra disminuye el riesgo

padecer E , la grasa aumenta el riesgo de padecer de EC
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y CU?""??|as comidas rapidas aumenta el riesgo de padecer EC y
CuU®,

Existe gran variedad de deficiencias observadas en
pacientes con Ell ?*. El 65-75 % de pacientes con EC muestran
peso por debajo de lo normal. Ademas, la pérdida de peso puede
ser muy acentuada en los enfermos hospitalizados que han

tenido una exacerbacion repentina de la EC.

En pacientes con la enfermedad crénica, con frecuencia se
ha observado desgaste muscular, y afectacion de la inmunidad
celular, con una mayor sensibilidad a la infeccion y una

cicatrizacion deficiente®.

Asimismo, se observan carencias de oligoelementos y
vitaminas, (Tabla 1) sobre todo en aquellos pacientes que han
tenido periodos prolongados de diarrea y vomitos. Incluso cuando
los pacientes con EIl parecen estar bien alimentados, pueden

mostrar dichas deficiencias en minerales y vitaminas.?®%’
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Tabla1. Prevalencia de deficiencias nutricionales en la Ell

Enfermedad de Crohn Colitis ulcerosa

(%) (%)

Pérdida de peso 65-75 18-62
Hipoalbuminemia 25-80 25-50
Anemia 60-80 66

Hierro 39 81

Vitamina B, 48 5
Acido félico 54 36
Calcio 13 ND
Magnesio 14-33 ND
Potasio 6-20 ND
Vitamina A 11 ND
Vitamina C 12 ND
Vitamina D 75 35
Vitamina K 10-25 ND

Zinc 10-50 ND

Adaptado de Driscoll y Rosenberg
ND, no disponible

A menudo se observa anemia, siendo su incidencia
superior al 80 %, % no por una deficiencia dietética, sino mas
probablemente debido a la deficiencia de hierro causada por la
pérdida de sangre por las lesiones gastrointestinales. Otras
causas que pueden justificar la anemia incluyen la deficiencia en

acido foélico relacionada con la toxicidad de la sulfasalazina, la
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enfermedad del intestino delgado proximal. y la inflamacion

crénica sin cualquier deficiencia alimenticia identificable. 2%

1.3 Papel de los antioxidantes y la fibra en la Ell

- Antioxidantes: Estudios epidemiolégicos han puesto
en evidencia el papel que tienen los alimentos de origen vegetal
en la prevencion de numerosas enfermedades. Los
antioxidantes naturales presentes en estos alimentos, entre los
que destacan los flavonoides, pueden ser responsables de esta

actividad.

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular
que se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal.
Pueden mejorar los estados de diarrea aguda y cronica a traves
de la inhibicion de la secrecion y motilidad intestinal y también
ser muy utiles en la reduccién del dano inflamatorio crénico en el
intestino, protegiéndolo del estrés oxidativo y preservando la

funcién de la mucosa.

Los flavonoides se proponen como agentes terapéuticos
en el tratamiento de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal, en la
que factores diversos promueven una reaccion inmunoldgica
exacerbada y descontrolada que conduce a una inflamacién
cronica del intestino. La consecuencia es una alteracion de la

funcionalidad intestinal, tanto en la motilidad como en la
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absorcion de agua y electrolitos, responsable de algunos de los

31,32

sintomas caracteristicos de estas patologias como diarrea,

dolor abdominal, malnutricion, etc.

Ademas, los flavonoides son compuestos dotados de una
baja toxicidad®®, que presentan unas caracteristicas idoneas
para ser considerados como compuestos antiinflamatorios

aplicables en la Ell ya que:

- Inhiben distintas enzimas cuya expresion y/o actividad se
encuentran incrementadas en los procesos

inflamatorios™*.

- Disminuyen la actividad de diversas células del sistema
inmune, tal y como se ha podido comprobar en distintos

ensayos in vitro® %

- Son compuestos  que presentan propiedades
antioxidantes y/o antirradicalarias in vitro®’; habiéndose
demostrado para algunos de ellos la capacidad de
incrementar el contenido intestinal de glutation cuando se
administran a ratas normales por via oral, protegiendo el
intestino del dafno de tipo lipoperoxidativo que puede
generarse cuando existe una superproduccion de

radicales libres®® 3.
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Son diversos los mecanismos propuestos de la actividad

antiinflamatoria intestinal de los flavonoides:

A) Propiedades antioxidantes y/o antirradicalarias.

Los flavonoides mejoran el estado de estrés oxidativo
asociado al proceso inflamatorio intestinal inducido

experimentalmente*®*’

ya que reducen la deplecién de glutation
o disminuyen el contenido coldnico de malonildialdehido (MDA),
dos de los marcadores bioquimicos indicativos del grado de
peroxidacioén lipidica en el tejido intestinal. Este efecto puede
considerarse de gran interés, dado que los radicales libres,
incluyendo los derivados del oxigeno y los del nitrégeno,
desempefian un papel importante en la etiopatogénesis de la Ell

en humanos™.

B) Actuacion sobre el metabolismo del oxido nitrico (NO).

En condiciones fisioldgicas se generan pequefias
cantidades de NO por parte de la isoforma constitutiva de la
oxido nitrico sintasa (cNOS), que ejerce un efecto protector
directo en las fases iniciales del proceso inflamatorio intestinal,
principalmente al inhibir la interaccién entre el leucocito y el
endotelio vascular asi como al reducir la permeabilidad
epitelial*>**. Por el contrario, la sintesis de NO se incrementa en
situaciones de inflamacién cronica, principalmente como
consecuencia de la expresion de la isoforma inducible de la
oxido nitrico sintasa (iNOS). La produccion de NO da lugar a un

efecto lesivo como consecuencia de su interaccidon con el anién
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superoxido, generando especies reactivas como el peroxinitrito,
que ocasiona una situacién de estrés oxidativo y dafio tisular®.
Es posible que los efectos farmacolégicos de los flavonoides
estén relacionados con el metabolismo del NO ya que pueden
preservar las funciones beneficiosas del NO, al captar
directamente aniones superéxido *° y por tanto impedir la
interaccion con el NO generado; también, los flavonoides son
capaces de inhibir la expresion de la iINOS*"; y, por ultimo,
actlian como potentes captadores de radicales peroxinitrito*®. En
consecuencia, los flavonoides pueden prevenir los efectos
perjudiciales generados por el NO en situaciones de inflamacion

intestinal.

C Inhibicién de la actividad lipoxigenasa y reduccion en la

produccion de leucotrieno B4 (LTB4).

El LTB4 es un mediador inflamatorio con una importante
funcién en la Ell; de hecho, la inhibicién de su sintesis*® o el
bloqueo de su receptor® se traduce en efectos beneficiosos en
la colitis experimental. Los flavonoides reducen la produccién de

LTB4 coldnico,

El LTB4 esta implicado en la patologia de la Ell, dado que
facilita la quimiotaxis de los neutrdfilos, su adherencia vy
desgranulacion en el colon inflamado®'. Como consecuencia de
la activacién del sistema NADPH oxidasa y de la accion
posterior de la mieloperoxidasa (MPO) se generan cantidades

masivas de superoxido y acido hipocloroso, responsables de
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fendmenos de citotoxicidad directa en el tejido intestinal, lo que
a su vez facilita la liberacion adicional de distintos mediadores
proinflamatorios®2. En la mayoria de los estudios con flavonoides
en modelos de colitis experimental se observa una reduccion
significativa en la actividad mieloperoxidasa coldnica, enzima
que se encuentra predominantemente en los granulos
azurofilicos de los neutréfilos y que es considerada como

marcador sensible de la infiltracion leucocitaria®.

D) Inhibicion de la produccion de citocinas

proinflamatorias: TNF-a e IL-6

Por su capacidad de inhibir la fosforilacién de residuos de
tirosina en proteinas, la expresion génica mediada por el factor
de transcripcion NFkB y la subsiguiente produccion de citocinas
proinflamatorias. Existen numerosos compuestos fendlicos con
actividad antiinflamatoria mediada por la inhibicion de NFkB en
varios tipos celulares®, efecto que se ha demostrado también en
estudios in vivo>®>*®. Existen estudios que demuestran que la
activacion del NFkB es sensible al estrés oxidativo, como por
ejemplo la exposicion a peroxido de hidrégeno (H20;), y que
esta activacion puede ser modulada por compuestos
antioxidantes®’. Esto resulta interesante desde el punto de vista
de la inflamacioén intestinal puesto que esta demostrado que los
radicales libres juegan un papel muy importante en esta

58 , 59

enfermedad tanto en humanos como en modelos

experimentales de colitis®®. Los flavonoides a menudo poseen
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actividad antioxidante, reduciendo el numero de especies
reactivas del oxigeno, de forma que constituirian inhibidores

inespecificos de dicho factor de transcripcion.

Por todo lo anteriormente mencionado, los flavonoides
previenen el dafo coldnico agudo cuando se administran antes
del agente lesivo (acido acético o TNBS), y facilitan la
recuperacion del tejido colénico dafiado en la fase semicronica
del proceso inflamatorio cuando se administran una vez inducido

el dano.

Los radicales libres del oxigeno ejercen efectos
deletéreos sobre las células epiteliales. Varios estudios han
puesto de manifiesto la existencia de niveles menores de
antioxidantes y vitaminas en la mucosa intestinal y plasma de
pacientes con enfermedad de Crohn®'. Esto se ve apoyado por
varios estudios controlados en pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal crénica suplementados con vitamina Cy E
en los que se objetivéd un aumento de los niveles en sangre de

estas vitaminas y un descenso del estrés oxidativo®.

En otro estudio en pacientes con Enfermedad de Crohn, se
evalud la suplementacion de una dieta normal con una férmula
rica en compuestos antioxidantes o con acidos grasos omega 3.
Las concentraciones de vitamina C y E asi como la actividad
superoxido dismutasa aumentaron después de la inclusién de los
suplementos antioxidantes. Los acidos grasos omega 3

disminuyeron de forma significativa los niveles de &acido
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araquidonico, lo que condujo a la atenuacion de la produccién de

eicosanoides con actividad proinflamatoria.

Otros estudios han demostrado las ventajas de estos
suplementos en la disminucion de la necesidad de corticoides. El
uso de suplementos orales enriquecidos con aceite de pescado,
fructooligosacaridos, vitamina C, vitamina E y selenio en adultos
con brote leve-moderado de colitis ulcerosa consigue una mejor
respuesta clinica asi como un descenso en las dosis de

corticoides requeridas®.

No obstante se recomienda que los suplementos de
antioxidantes se deberian utilizar combinando varios de ellos, ya
que el uso de antioxidantes unicos a dosis altas no es seguro
desde el punto de vista bioquimico ya que todos ellos interactuan
en la cadena de defensa contra los radicales libres. No obstante,

se necesitan mas estudios en este campo.

- Fibra y prebidéticos: El término fibra incluye un conjunto
de compuestos muy variadas que se caracterizan por la
imposibilidad de ser digeridas por las enzimas digestivas
humanas. Incluyen fructoligosacaridos  (FOS), inulina,
oligosacaridos, polisacaridos no almidonados, polisacaridos no
fermentables derivados del almidén como la peptina, celulosa,

hemicelulosa, pectinas y almiddn resistente...

Sus efectos beneficiosos se asocian principalmente con la

formacion de acidos grasos de cadena corta en el colon aunque
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algunos tienen efectos bioldgicos beneficiosos por si mismos. Los
prebioticos son carbohidratos no digeribles que estimulan el
crecimiento y metabolismo de las bacterias protectoras entéricas

endégenas. Muchos forman parte de la fibra dietética

Diversos estudios® con pacientes con EC que ingieren
dietas ricas en fibra han mostrado una menor tasa de admision en
hospitales y cirugia en comparacion con pacientes en los que la
dieta no fue intervenida. El resultado sugiere que el tratamiento
con una dieta rica en fibra tiene un efecto beneficioso sobre el

curso clinico de la EC.

En base a dichas afirmaciones se ha realizado el presente
Estudio que constituye esta Tesis con animales de
experimentacion, utilizando dos fibras dietéticas con diferentes
tasas de fermentacion: fructooligoscaridos (FOS) (Beneo ®-95) y
el almidoén resistente (Fibersol ®-2), que fueron administradas a
ratas sanas y ratas con colitis inducida mediante el acido

trinitrobenzenesulfénico (TNBS).
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2. La fibra dietética. Concepto y propiedades generales.

El término fibra dietética hace referencia a muy diversos
compuestos de origen vegetal que son ingeridos en la dieta
humana y que no pueden ser digeridos por las enzimas no
microbianas del tracto gastrointestinal. Es un término
quimicamente dificil de definir, puesto que en su composicion
incluye una gran variedad de sustancias, siendo la mayoria

carbohidratos complejos.

La fibra dietética fue inicialmente definida por Burkitt y
Trowell (1975) como “los carbohidratos complejos de la dieta de
origen vegetal que no son digeridos en el intestino delgado y
que llegan al colon”. Un ano mas tarde, Trowell revisé esta
definicion afirmando que la fibra dietética “son los polisacaridos
y la lignina de las plantas que no pueden ser digeridos por las
enzimas humanas” ®. El “U.S. Expert Panel on Dietary Fiber’
definio en 1987 la fibra dietética como “los componentes
endogenos de las plantas que resisten la digestion por las
enzimas digestivas humanas”. Posiblemente, la definicion que
mas se acerca a los conocimientos actuales fue dada por
Cummings, uno de los grandes expertos en fibra, que establecid
que ‘el citoesqueleto de los vegetales es lo que podemos
denominar fibra vegetal o dietética; una sustancia
aparentemente inerte que puede ser fermentada por algunas
bacterias, pero no desdoblada por las enzimas digestivas
humanas, por lo que resulta inabsorbible. Tiene unas

caracteristicas muy dispares segun la especie vegetal de
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procedencia y, dentro de ella, segun la variedad” (Redondo,
1999D).

En relacion con las propiedades de la fibra dietética, éstas
se derivan de sus componentes, y en definitiva van a determinar
los efectos atribuidos sobre el organismo tras su ingesta. Entre

las propiedades principales podemos destacar:

a) Es un conjunto muy heterogéneo de moléculas

complejas de origen vegetal.

La fibra es una mezcla compleja de diversos
componentes procedentes, basicamente, de la pared de las
células vegetales. La forman compuestos polisacaridos entre los
que se incluyen celulosa, hemicelulosas y pectinas, asi como
compuestos no polisacaridos como la lignina. Algunos
polisacaridos que no forman estrictamente parte de las paredes
celulares son considerados también como componentes de la
fibra; este es el caso de las gomas, que son secretadas por las
plantas como respuesta a las agresiones o lesiones que sufre, y
de los mucilagos, que estan presentes en el tegumento de las
semillas asi como en determinadas algas. Otras sustancias
también presentes en las plantas no son consideradas por todos
los autores constituyentes de la fibra, este es el caso de: fitatos,
cutinas, saponinas, lecitinas, proteinas, ceras, taninos vy

siliconas®®. (Tabla 2)
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Tabla 2. Componentes mayoritarios de la fibra dietética.

Polisacaridos

No
polisacaridos

Estructurales

Poco
fermentables

Celulosa
Hemicelulosas

Lignina

Muy Hemicelulosas

fermentables Pectinas
No Muy Gomas
estructurales |fermentables Mucilagos

b) Tiene capacidad para adsorber sustancias organicas e

inorganicas.

Todas las fibras, en un medio acuoso, son capaces de
captar agua hasta un limite, que va a depender en gran medida
de sus distintos constituyentes. La adsorcion de agua se
produce por fijacion a la superficie de la fibra o por atrapamiento
en el interior de su estructura macromolecular. La diferente
capacidad para fijar el agua nos permite diferenciar dos tipos de
fibra: insoluble y soluble. Las fibras insolubles captan poca agua
y forman mezclas de baja viscosidad. Se incluyen la celulosa, la
lignina, que es el componente mas hidrofobico de todas las
fibras, y algunas hemicelulosas. Por el contrario, las fibras
solubles, cuando se ponen en contacto con el agua, forman

geles o mezclas de consistencia viscosa ya que atrapan el agua
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en el reticulo de su estructura. Se incluyen las gomas, los

mucilagos, hemicelulosas y pectinas.

Si bien en la mayoria de los vegetales predomina la fibra

insoluble, las proporciones de ambos tipos de fibra dependen

del vegetal en cuestidén, asi como de su grado de maduracion.

(Tabla 3)

Tabla 3. Solubilidad y fermentabilidad de las fibras.

Principalmente
solubles

Solubles+Insolubles|

Principalmente
insolubles

Fermentables|

Pectina
Goma guar

(>70%) Goma arabiga
Tragacanto
Parcialmente Agar

fermentables

Plantago ovata

Plantago ovata

Salvado de trigo

(10-70%) | (cuticulas) (semillas) Celulosa
No Carragenina
fermentables Karaya Lignina
(<10%)

Ademas del agua, la fibra también tiene capacidad para

fijar otras sustancias, tanto organicas como inorganicas, que

pueden quedar atrapadas en el interior de su estructura o

ligadas por enlaces quimicos. Esto puede generar la menor

absorcion de los distintos principios inmediatos ingeridos en la
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dieta conjuntamente con la fibra. Desde el punto de vista
nutricional, el ligero incremento en la excrecion de estos
compuestos con las heces no es importante y, sin embargo,
puede ser de gran utilidad para el control de algunas
enfermedades, como la diabetes y la hipercolesterolemia.
También se ha descrito la capacidad de secuestrar e
incrementar la eliminacion de sales biliares, con interesantes
implicaciones terapéuticas. Por ultimo, es capaz de retener y
facilitar la eliminacion de vitaminas y de determinados minerales:
calcio, fésforo, cinc, hierro y magnesio. Estos ultimos efectos no
plantean problemas de consideracion cuando la ingesta de fibra
es moderada y en sujetos con una dieta equilibrada, aunque
habria que tenerlo en cuenta en dietas con un alto contenido en
fibra y bajo valor nutricional, asi como cuando se administren

suplementos de fibra®’.

c) Es inatacable por los fermentos y las enzimas
digestivas, pero parcialmente fermentada por las bacterias del

colon.

De acuerdo con lo apuntado en las diferentes
definiciones, el sistema enzimatico humano no es capaz de
atacar o digerir las distintas sustancias que componen la fibra,
por lo que la mayor parte llega al intestino grueso de forma
inalterada. Por el contrario, las bacterias del colon, y gracias a la
asociacién de numerosas enzimas de gran actividad metabdlica,
son capaces de fermentar en mayor o menor medida la fibra,

dependiendo de su composicién quimica y de su estructura. De
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hecho, es el principal sustrato para la fermentacion de la flora
bacteriana coldnica; sin embargo, no todos sus constituyentes
son metabolizados en igual medida, permitiendo Ia
diferenciacién entre fibra poco fermentable y muy fermentable
(Stephen et al., 1983) (Tabla Ill).

Las fibras poco fermentables, como la celulosa y la
lignina, son bastante resistentes a la degradacion bacteriana en
el colon y son excretadas casi intactas por las heces. Por el
contrario, las fibras muy fermentables, como las hemicelulosas y
el almidon resistente, son fermentadas rapida y completamente

por la flora del colon.

Este proceso fermentativo se inicia en el ciego, donde se
almacenan los contenidos intestinales durante cierto tiempo. Las
moléculas complejas son desdobladas a hexosas, pentosas y
alcoholes, que ya no pueden ser absorbidos a estas alturas del
intestino. Estos compuestos generados sirven de sustrato a
otras colonias bacterianas que, a su vez, las degradan a acido
lactico, agua, CO,, Hy, metano y acidos grasos de cadena corta
(AGCC), principalmente acetato, propionato y butirato % La
produccion de estos AGCC reviste gran interés y es uno de los
puntos donde se centra la investigacién actual de muchos de los

efectos beneficiosos de la fibra dietética®®.

Es importante tener en cuenta que la degradacién total o
parcial de la fibra en el colon no s6lo depende del tipo de ésta,
sino también de la velocidad con que se realiza el transito a lo

largo del mismo; en el caso de un transito rapido, la cuota de
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degradacion es mas pequefia que si acontece de forma lenta™ .
También encontramos diferentes grados de fermentacién en el
caso de que la fibra se encuentre en los alimentos o bien se

administre aisladamente.

2.1 Efectos fisioldgicos de la fibra dietética sobre el aparato

digestivo.

Al contrario de lo que podria pensarse, la fibra dietética no
es un componente inerte de la dieta, ya que desarrolla una serie
de acciones a lo largo del aparato digestivo que son muy

importantes para su funcionamiento normal.

Sus efectos fisioldgicos mas notables se observan en el

estomago, el intestino delgado y el colon.

2.1.1 Efectos de la fibra dietética sobre el estomago.

La fibra, por regla general, retarda el vaciamiento gastrico
debido a su poder de captacion de agua que provoca un
aumento de la viscosidad de su contenido. Esto permite que los
acidos del estbmago se mezclen bien y se tamponen con los
alimentos y la propia fibra, lo que hace que el pH en el duodeno
no sea tan bajo. Este efecto se ve potenciado por el hecho de
que una comida rica en fibra es mas voluminosa y requiere una
mayor masticacion, lo que conlleva una mayor salivacion y por

tanto, un aumento del pH del bolo alimenticio”" .
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Por otra parte, el consumo de fibra proporciona una mayor
sensacion de saciedad por el mayor volumen de los alimentos
asi como por el retraso del vaciamiento gastrico, lo que puede
ser util para el control de la ingesta calérica y el mantenimiento

del peso corporal ™.

2.1.2 Efectos de la fibra dietética sobre el intestino

delgado.

En esta porcién del tubo digestivo se llevan a cabo la
mayor parte de los procesos de absorcién de los alimentos. La
fibra, por su capacidad de captacidon de sustancias tanto
organicas como inorganicas, puede evitar, disminuir o retrasar la
absorcion de nutrientes por las vellosidades intestinales. Esta
propiedad es particularmente interesante para el tratamiento de

la diabetes y de la hipercolesterolemia™.

Ademas, se ha descrito que la fibra dietética ejerce un
efecto determinante en la morfologia de los enterocitos. Asi, una
dieta exenta de fibra mantiene un patron inmaduro de las

vellosidades, ™

mientras que la suplementacion con pectina
(fibra soluble) conduce a incrementar la altura de las

vellosidades y la profundidad de las criptas’®.

2.1.3 Efectos de la fibra sobre el colon. (Fig.3)

Se ha postulado que la ingesta de fibra es indispensable
para el correcto funcionamiento del intestino grueso.
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a) La fibra desempefia un papel determinante en el proceso

normal de evacuacion de los contenidos fecales’® 7

- Incrementa el volumen de las heces y les da
consistencia pastosa, debido a su capacidad para

captar agua y favorecer el crecimiento bacteriano.

- Acelera el transito por incrementar el volumen de
heces, lo que disminuye las contracciones colonicas
segmentarias y estimula los movimientos de

propulsion.

b) La produccion de AGCC, en especial de butirato,
desempena un papel importante en la funcionalidad de

los colonocitos.

Los AGCC que se forman con la fermentacion son acidos
grasos volatiles. El 90-95 % de los AGCC son: acetato (Cy),
propionato (Cs) y butirato (C4), en una proporciéon de 60:25:15,
respectivamente, si bien ésta se puede alterar por cambios en la
dieta”. En menor proporcién (5-10 % del total de AGCC) se
producen valerato (Cs), hexanoato (Cs) y los acidos grasos

ramificados isobutirato (iC4) e isovalerato (iCs)"®

Dado que la fermentacion ocurre principalmente en el
ciego y en el colon ascendente, donde el sustrato fermentable
es mas abundante, las concentraciones de AGCC son mayores
en las primeras porciones del colon y van disminuyendo hacia la

parte distal del recto *°
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Estos AGCC son, en su mayor parte, absorbidos
rapidamente en el colon aunque el mecanismo exacto de
absorcion no se conoce. En la actualidad se piensa que la
absorcion de los AGCC por la mucosa coldnica se produce por
difusion pasiva a través de la membrana plasmatica y/o
mediante el concurso de un transportador (SCFA/H") localizado

en la membrana apical de los colonocitos®'.

Los AGCC son la principal fuente de energia para los
colonocitos (Roediger, 1980a), siendo el butirato el preferido®?.
Este es oxidado hasta acetil CoA que se incorpora al ciclo el
acido citrico y proporciona de este modo la energia & El
metabolismo de los AGCC por parte del colonocito produce,
entre otras cosas, cuerpos ceténicos, CO, y agua, que son muy
importantes para una buena funcion de la mucosa del colon, ya
que intervienen en mecanismos como la produccion de moco, la
absorcion de iones, la formacion de bicarbonato y, como ya se
ha indicado, la produccién de energia. También es importante el
efecto que ejercen sobre la motilidad del colon al estimular la

contractilidad®*.
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LUZ INTESTINAL HIGADO

MUCOSA

colANICA Obtencién de Energia

Acetato Acetil-CoA
Propionato Propionil-CoA
Butirato

4 HMGCoAReductasa

N2

M Energia

M Crecimiento y Diferenciacién

Fig. 3. Esquema de los efectos de los AGCC producidos por la fermentacién de la fibra
dietética por la flora bacteriana colénica sobre el organismo
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Mientras que el butirato se oxida casi en su totalidad en el
colonocito, el acetato y el propionato pasan a circulacion portal y
en el higado se incorporan a distintas vias metabdlicas: el
acetato participa en la lipogénesis 8 y el propionato en la

gluconeogénesis %

3. Fibray salud.

Clasicamente, la fibra se ha considerado conveniente
para prevenir el estrefimiento, sin reparar en su utilidad para
cualquier otro propésito. En la actualidad, ademas del
importante papel que ejerce en la fisiologia normal
gastrointestinal, se ha descrito que el consumo de alimentos
ricos en fibra puede prevenir determinadas situaciones
patolégicas y desempefar un papel fundamental en su
tratamiento, bien como medida coadyuvante, bien como terapia

principal.

Esta idea surgio en los anos 70, cuando diversos estudios
epidemioldgicos encabezados por los doctores Burkitt y Trowell
sugirieron que la fibra podia presentar beneficios adicionales
para muchas enfermedades propias del mundo occidental, que
acunaron bajo el concepto de “enfermedades de la opulencia”:
enfermedades cardiacas, diabetes, piedras en la vesicula,
diverticulitis, apendicitis, hernia de hiato, hemorroides, varices,

estrefiimiento crénico y cancer de colon®’.
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Como la fibra esta constituida por una mezcla compleja
de sustancias, es dificil establecer una relacion directa entre sus
efectos y una patologia concreta. De hecho, se ha descrito que
los distintos tipos de fibra (soluble e insoluble, fermentable y no
fermentable) pueden tener distintas acciones sobre el
organismo. Por otra parte, hay que tener en cuenta que en los
alimentos ricos en fibra también existen otras sustancias como
vitaminas, minerales o antioxidantes que podrian contribuir a
algunos de los efectos beneficiosos relacionados con su
consumo. En este sentido, cuando se ingieren alimentos ricos
en fibra se sustituyen aquellos ricos en grasa y proteinas por
otros mas saludables. Igualmente se ha establecido una
correlacién entre la ingesta de una dieta rica en fibra con habitos
de vida mas sanos (ejercicio fisico, dieta baja en calorias, menor

consumo de alcohol y de tabaco...).

Teniendo en cuenta estos hechos, los expertos proponen
un mayor consumo de alimentos ricos en fibra como cereales,
legumbres, verduras y frutas, mejor que administrar unicamente

suplementos.

La recomendacion del consumo de fibra diaria en EEUU
debe oscilar entre 25 y 38g/dia®, dependiendo del contenido
caldrico de la dieta®®. Asi, se considera que las personas que
consumen 2000 Kcal deben ingerir unos 25 g/dia. La fibra
consumida debe ser equilibrada entre soluble e insoluble (25 %
y 75 %, respectivamente), por lo que se recomienda que

provenga de todos los tipos de alimentos que la contienen.
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La cantidad de fibra que se ingiere en los paises
desarrollados es muy inferior a la recomendada, sobre todo en
el norte de Europa y América. En Estados Unidos el consumo
medio en la poblacién adulta es de 15 g/dia®®. En Espafia,
aunque es mayor, estd un 15-20 % por debajo del

recomendado®’.

Los paises del sur de Europa han presentado,
tradicionalmente, una ingesta de fibra mayor que el resto de
paises occidentales, debido a la Dieta Mediterranea propia de la
zona®. Sin embargo, habitos erréneos importados, junto a las
comidas rapidas o precocinadas, estan desplazando al menu

mas sano del mundo.

Seria necesario recuperar los habitos alimenticios de la Dieta
Mediterranea, que se caracteriza por la abundancia de
elementos vegetales como pan, pasta, verduras, legumbres,
frutas y frutos secos; aceite de oliva como principal fuente de
grasa; consumo de pescado, aves de corral, productos lacteos y
huevos; pequefas cantidades de carnes rojas y moderadas

cantidades de vino, durante las comidas (Fig. 4).

61



Introduccioén

Consumo Moderado
Azucaras

1-3 porciones
Aceites v grasas

2- Spm-n:mnas
Leche, yogqure
Y quesg

2-3 porciones

Carnes, aves,
pescadeo, huavo

¥ Nueces

2-5 porciones

2-4 porciones L]
. Vegetales

Frutas

3-10 PORCIONES: Grupo de pan, cereal, arraz y pastas

Fig. 4. Piramide de la dieta mediterranea

4. LafibraylaEll

Dado que los AGCC, en general, y el butirato, en
particular, participan en el funcionamiento intestinal normal y
constituyen la principal fuente de energia para el colonocito, se
ha intentado establecer una correlacion entre la Ell y la
alteracién en la produccion de AGCC. Algunos estudios han
encontrado que en los pacientes con CU las concentraciones de
AGCC en el lumen colénico son inferiores a las normales®, lo
que se puede deber a la ingesta de una dieta pobre en fibra que
alteraria la flora bacteriana colénica y la homeostasis entre las

bacterias y los colonocitos que conduciria a la inflamacion®. Por
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el contrario, otros ensayos no han encontrado ninguna diferencia

en este sentido®.

Por otra parte, los estudios encaminados a determinar si
el metabolismo de los AGCC esta alterado en estas

enfermedades también son contradictorios.

En 1980, se vio que los colonocitos obtenidos de
pacientes con colitis ulcerosa fulminante tenian reducida la
capacidad para oxidar el butirato®, y de esta observacién surgié
la hipétesis de que la colitis se caracteriza por un déficit
energético que conduce a la muerte celular y la inflamacion
cronica. Esta hipdtesis se vio reforzada con los estudios
desarrollados por Roediger y Nance?” que establecieron un
modelo experimental de inflamacién intestinal basado en el
bloqueo de la B-oxidacion mitocondrial del butirato que asemeja
a la colitis ulcerosa, lo que indica que un fallo en el metabolismo
del butirato conduciria al desarrollo de la patologia. Aunque
estudios posteriores confirmaron los resultados%, otros no han
descrito la existencia de defecto alguno en el metabolismo del

butirato en colonocitos procedentes de pacientes con El1%; 1%

Teniendo en cuenta todos estos estudios se pensd que
una opcion terapéutica en la Ell podia ser elevar los niveles
luminales de butirato a la normalidad o incluso proporcionar una
concentracion superior a la fisiolégica que superara el bloqueo
parcial del metabolismo del butirato. Con esta idea se
empezaron a probar los enemas de AGCC y de butirato, que

ademas del efecto sobre el funcionamiento normal del
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colonocito, podria tener, segun distintos estudios in vitro,
actividad antiinflamatoria al inhibir la activacién del factor de
transcripcion NF-kB, un factor regulador de la produccién de
citoquinas proinflamatorias'®', lo cual podria contribuir al efecto
beneficioso en estas patologias. De hecho, distintos ensayos
clinicos han valorado la efectividad de la administracién de
enemas de AGCC, o de butirato solo, a sus pacientes con
colitis.'® Aunque los resultados iniciales fueron prometedores,
los ensayos clinicos posteriores no han permitido ratificar el
efecto antiinflamatorio intestinal ' ' probablemente derivado

del bajo cumplimiento del tratamiento al tratarse de enemas.

Para obviar estas dificultades, otra forma de incrementar
los niveles intracolénicos de AGCC es la administracion via oral
de fibra dietética fermentable ya que constituye una fuente de
AGCC."%"% En 1978 hubo un primer estudio del efecto de la
fibra dietética (salvado de avena) en el mantenimiento de la
remision de la colitis ulcerosa’’ . La conclusién de este estudio
fue que el salvado de avena no prolongaba el tiempo de
remision de la enfermedad. La ausencia de efecto terapéutico
podia atribuirse a que se trata de una fibra insoluble, poco
fermentable y, por tanto, que no aumenta en gran medida la
producciéon de butirato, siendo su principal efecto el aumento de

la masa fecal.

Posteriormente, en 1991, se llevd a cabo un ensayo
clinico en el que se estudido el efecto de las cuticulas de

Plantago ovata en pacientes con colitis ulcerosa en remision'®.
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Se demostré que éstas eran eficaces a la hora de aliviar los
sintomas de los pacientes, muy similares a los del Sindrome del
Intestino Irritable. La mejora mas significativa fue Ila
normalizacion del transito intestinal, por lo que la respuesta
favorable se podria explicar, principalmente, por su impacto en
la motilidad gastrointestinal. En este caso, dado que las
cuticulas de Plantago ovata son fibra principalmente soluble y
fermentable, su administracion incrementa la produccién de
AGCC, sobre todo en el colon ascendente, los cuales serian los

responsables del efecto beneficioso.

En 1998, se realizé un estudio en pacientes con colitis
ulcerosa activa en el que se investigo la seguridad y eficacia de
la administracion de 30 g/dia de fibra procedente de cebada
germinada (GBF)'®. Los pacientes experimentaron una mejoria
en los parametros clinicos estudiados y se observd un

incremento en la concentracion fecal de butirato.

Mas recientemente, en 1999, se ha realizado un estudio
controlado multicéntrico, comparando la eficacia de las semillas
de Plantago ovata con la mesalazina o con la combinacién de
Plantago ovata y mesalazina para mantener la remision clinica
en la colitis ulcerosa '"°. Los resultados de este estudio
sugirieron que las semillas de Plantago ovata son bien toleradas
por los pacientes con colitis ulcerosa inactiva y que pueden
tener una eficacia equivalente a la mesalazina en el
mantenimiento de dicha remision. En este estudio se midieron

las concentraciones fecales de AGCC y se vio que en los
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pacientes tratados con semillas de Plantago ovata estaba
incrementada la concentracion de butirato, lo que sugiere que
este tipo de fibra se fermenta lentamente a lo largo de todo el
colon, manteniendo niveles elevados de butirato incluso en el
colon distal, lo que seria beneficioso para el tratamiento de la
colitis ulcerosa localizada en los segmentos finales del intestino

grueso.

Otro tipo de fibras solubles muy fermentables, como la
pectina o la goma guar, originan gases y cantidades importantes
de AGCC en el colon ascendente, que son absorbidos de forma
completa a este nivel, por lo que sélo cantidades pequefas de
los mismos alcanzan el colon distal y no se aprecian cambios en

la concentracion fecal de AGCC'.

Los ensayos encaminados al estudio del mecanismo de
accién de la fibra dietética en el tratamiento de estas patologias
se han llevado a cabo en modelos experimentales de
inflamacion intestinal. EI GBF ha mostrado efectos beneficiosos
en el tratamiento de la colitis experimental inducida por sulfato
de dextrano en ratas''? y en el modelo de colitis espontanea en
ratas transgénicas HLA-B27'". La administracién de este tipo
de fibra incrementé la concentracion del contenido cecal de
butirato y acetato, disminuy6 el dafo en el epitelio coldnico y
tuvo ademas efectos antiinflamatorios, al inhibir la unién del NF-
kB al ADN y la produccion de IL-8. En el modelo experimental de
colitis inducida por acido acético en ratas se ha estudiado el

efecto de la administracion intracoldnica de Lactobacillus reuteri
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y avena''®. Se obtuvo un efecto terapéutico éptimo con la
combinacion, mientras que la avena sola no obtuvo efecto.
Estos resultados se pueden explicar por la capacidad de estas
bacterias de modular la flora intestinal, que puede estar alterada
cuando existen trastornos funcionales o inflamacién en este
organo, y por el incremento en los niveles de AGCC en el lumen
colénico, debido a la mayor fermentacién inducida por los

probidticos.
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OBJETIVOS

Un prebidtico es definido como un ingrediente alimentario
que es selectivamente fermentado por las bacterias presentes
en el lumen intestinal, principalmente compuesto por
carbohidratos, que tras su ingesta origina cambios especificos
tanto en la composicion como en la actividad de la microbiota
intestinal y que confiere beneficios sobre la salud del
hospedador''™. Sin embargo, estos efectos beneficiosos que los
prebioticos ejercen sobre la salud deben ser demostrados para
cada uno de ellos, y dependeran en gran medida de sus

propiedades quimicas y de las dosis administradas.

La fibra dietética, al presentar como una de sus
principales caracteristicas la de no ser digerida por las enzimas
digestivas humanas, pero si fermentada por la microbiota
intestinal, es considerada como un compuesto que puede
presentar efectos de tipo prebidtico, lo que contribuye de forma
definitva en sus efectos beneficiosos. Por ejemplo, su
fermentacion por parte de la microbiota intestinal se puede
traducir en un aumento de la biomasa del lumen intestinal, y el
consiguiente incremento del peso de las heces y de su
frecuencia de excrecidn, que justificaria el efecto positivo sobre
el estrefimiento que clasicamente se le ha atribuido a la fibra
dietética.’® 1"’

Ademas, la fermentacion de la fibra dietética por la

microbiota intestinal produce acidos grasos de cadena corta
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(AGCC), principalmente acetato, propionato y butirato, que
claramente contribuyen a sus propiedades beneficiosas, y en las
que destacan las propiedades inmunomoduladoras del butirato a
través de interacciones con los mediadores y las células

involucradas en la respuesta inmune intestinal.'"®

Se pueden distinguir varios tipos de fibras dietéticas en
funcion de su capacidad de ser fermentadas, dependiendo en
gran medida de la longitud de las cadenas de carbohidratos que
los componen, tal y como ha sido demostrado en sistemas de
fermentacion in vitro ''°. En este sentido se ha demostrado que
los fructooligosacaridos de cadena corta (FOS) son fermentados
rapidamente, mientras que los prebidticos de cadena larga como
inulina o el almidoén resistente son fermentados mas lentamente,
observaciones que han sido confirmadas in vivo para ambos

tipos de fibras.'?,'?!

En consecuencia, esta velocidad de fermentacion
determinaria la region especifica del intestino grueso donde los
efectos seran mas claros. Asi, los FOS serian mas activos en
las primeras porciones del intestino grueso mientras que el
almidon resistente alcanzaria la parte mas distal del colon. De
hecho, Le Blay y col, propusieron que la administracion de FOS
o almidon o fécula de patata cruda, provocan diferentes cambios
en el peso de los contenidos humedos, las poblaciones de
bacterias y los metabolitos en el ciego, el colon proximal y distal,

asi como en las heces: en comparacion con el almidon
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resistente, los FOS duplican el grupo de productos de la
fermentacion en el ciego, como es el lactato, mientras que la

situacion es la contraria en la parte distal del colon'??,

En consecuencia, cada prebidtico muestra propiedades
particulares que deben ser consideradas antes de su potencial
uso en el tratamiento de enfermedades intestinales. Asi, los
prebidticos rapidamente fermentables serian en teoria
particularmente utiles en aquellas patologias que afectan a la
parte proximal del intestino grueso, mientras que los prebioticos
de lenta fermentacién deberian ser utilizados para aquellas
patologias intestinales que afectaran a las zonas mas distales

del intestino®.

No obstante, una asociacion de diferentes prebidticos
con propiedades fermentativas complementarias podria resultar
muy util cuando se desee un efecto en todas las regiones del
intestino grueso. De acuerdo con todo esto, el presente estudio
pretende evaluar el efecto potencial y sinérgico de la

combinacion de dos prebidticos con diferentes cinéticas de

fermentacion: fructooligosacaridos (FOS) (Beneo®-95) y almidon

resistente (Fibersol®—2). Con este objetivo se evaluaron los
efectos que la administracion conjunta de estas dos fibras tienen
sobre ratas sanas, analizando los efectos que pudieran ejercer
sobre las caracteristicas de los contenidos intestinales, en ciego
y colon, asi como sobre la composicion de la microbiota

intestinal.
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Ademas, y con el objetivo de evaluar el impacto de esta
combinacion prebidtica en una enfermedad intestinal con una
respuesta inmune alterada, los diferentes prebidticos han sido
también ensayados en el modelo de colitis experimental
inducida con acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) en ratas.
Este modelo se caracteriza por una inflamacién intestinal en el
segmento coldénico asociada con una respuesta inmune
exacerbada, en los que diferentes prebidticos como la fibra

dietética y la lactulosa, han mostrado efectos beneficiosos.'?*2°
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MATERIAL Y METODOS

ENSAYOS IN VIVO

Estos estudios se realizaron de acuerdo con las directivas
de la Convencion para la proteccion de los animales vertebrados
usados en experimentacion y con otros fines cientificos
establecidas por la Union Europea (85/ETS123; 86/609/EEC),
asi como con la Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio promulgado por los Institutos Nacionales de Salud.
Los protocolos de cuidado y tratamiento fueron aprobados por el
Comité Institucional de cuidados y usos de animales de la

Universidad de Granada (Espafa).
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1. EVALUACION DEL EFECTO PREBIOTICO TRAS LA
ADMINISTRACION DE LOS PRODUCTOS OBJETO DE
ENSAYO:

1.1. Productos objeto de ensayo

Los Fructooligosacaridos (FOS) (Beneo®-95) utilizados en
la investigacion fueron suministrados por  Orafti (Tienen,
Bélgica) mientras que el almidon resistente (Fibersol®-2) fue
adquirido a ADM, Matsutani Chemical Industry Co., Ltd (Decatur,
lllinois, USA).

1.2 Reactivos

Los reactivos utilizados en los ensayos fueron

suministrados por Sigma Chemical (Madrid, Espafia).

1.3. Animales de experimentacion

Los animales utilizados en estos estudios fueron ratas
albinas hembra de la cepa Wistar de 180-200 gramos de peso,
suministradas por el Servicio de Animales Experimentacién de la
Universidad de Granada. Se mantuvieron en el estabulario del
laboratorio al menos 7 dias antes de iniciar los experimentos, a
una temperatura de 22+2 °C y con un ciclo de luz-oscuridad de
12 horas. Las ratas fueron alojadas individualmente en cubetas

de makrolon con lecho de viruta, dispuestas en estantes de
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acero inoxidable. Durante las dos semanas previas a ser
sometidas al proceso colitico, fueron alimentadas con la
correspondiente dieta para roedores (dieta Panlab A04)
suministrada por Panlab S.A. (Barcelona, Espafa) y agua

corriente ad libitum.

Todos los animales se mantuvieron en condiciones

especificas libres de patégenos

1.4 Diseno experimental (Fig. 5)
Las ratas fueron asignadas al azar en cuatro grupos:

- Grupo control sano (n=30). Recibié una dieta normal de
pienso en pellets e ingesta ad libitum durante 14 dias. Se
sacrificaron en este momento 10 animales con una sobredosis

de halotano.

- Grupo tratado con FOS (2 g/rata/dia), (n=20): recibid
una dieta ad libitum de pienso durante 14 dias. Se sacrificaron
en este momento 10 animales con una sobredosis de halotano.

Los FOS se incorporaron al agua de bebida.

- Grupo tratado con almidon resistente (2 g/rata/dia),
(n=20): recibié una dieta ad libitum de pienso durante 14 dias.
Se sacrificaron en este momento 10 animales con una
sobredosis de halotano. El almidon resistente se le incorporé al

agua de bebida.
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- Grupo tratado con la mezcla de FOS y Almidon
resistente (37.5% FOS y 62.5% almidon resistente) (2 g/rata/dia)
(n=20): recibié una dieta ad libitum de pienso durante 14 dias.
Se sacrificaron en este momento 10 animales con una
sobredosis de halotano. La mezcla se incorporé al agua de
bebida.

El peso de los animales, el agua bebida y la ingesta de
alimentos se registraron diariamente durante todo el
experimento, y cada 4-6 dias se evalud la produccion de heces,
su contenido en agua y la consistencia de las mismas, a fin de

evaluar el potencial efecto laxante de los prebiodticos.
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2. INDUCCION DE COLITIS EXPERIMENTAL MEDIANTE
AcIDO TRINITROBENCENOSULFONICO (TNBS) Y
ADMINISTRACION DE LOS PRODUCTOS OBJETO DE
ENSAYO

2.1. Productos objeto de ensayo

Los Fructooligosacaridos (FOS) (Beneo®-95) utilizados en
la investigacion fueron suministrados por  Orafti (Tienen,
Bélgica) mientras que el almidén resistente (Fibersol®-2) fue
adquirido a ADM, Matsutani Chemical Industry Co., Ltd (Decatur,
lllinois, USA).

2.2 Reactivos

Los reactivos utilizados en los ensayos fueron

suministrados por Sigma Chemical (Madrid, Espafia).

2.3. Animales de experimentacién

Los animales utilizados en estos estudios fueron el resto
de ratas que se utilizaron para el estudio del efecto prebidtico de

ambas fibras descrito anteriormente
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2.4 Diseno experimental (Fig. 5)

El resto de las ratas utilizadas para el estudio del Efecto
prebidtico continuaron asignadas en sus mismos grupos,
subdividiéndose el grupo control sano en dos grupos de 10

animales tal y como aparece a continuacion:

- Grupo control sano (n=10). Estuvieron en ayunas la
noche del dia 14 tras lo cual se les administré 0.25 mL de
solucion salina el dia 15 y se continué con su alimentacién

normal durante 7 dias mas hasta su sacrificio.

- Grupo control colitico (n=10). Estuvieron en ayunas la
noche del dia 14, tras lo cual se les administré 0,25 mL de TNBS
el dia 15 continué durante 7 dias mas con su alimentacion

normal hasta su sacrificio.

- Grupo tratado con FOS (2 g/rata/dia), (n=10):
Estuvieron en ayunas la noche del dia 14, tras lo cual se les
administré 0,25 mL de TNBS el dia 15 TNBS y se continu6 con
su alimentaciéon normal 7 dias mas hasta su sacrificio. Los FOS

se incorporaron al agua de bebida.

- Grupo tratado con almidon resistente (2 g/rata/dia),
(n=10): Estuvieron en ayunas la noche del dia 14, tras lo cual se
les administré 0,25 mL de TNBS el dia 15 TNBS y se continué
con su alimentacion normal 7 dias mas hasta su sacrificio. El

almidon resistente se le incorporo6 al agua de bebida.
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- Grupo tratado con la mezcla de FOS y Almidon
resistente (37.5% FOS y 62.5% almidon resistente) (2 g/rata/dia)
(n=20): Estuvieron en ayunas la noche del dia 14, tras lo cual se
les administré 0,25 mL de TNBS el dia 15 TNBS y se continu6
con su alimentacion normal 7 dias mas hasta su sacrificio. La

mezcla se incorporo al agua de bebida.

El peso de los animales, el agua bebida y la ingesta de
alimentos se registraron diariamente durante todo el
experimento, y cada 4-6 dias se evalud la produccién de heces,
su contenido en agua y la consistencia de las mismas, a fin de

evaluar el potencial efecto laxante de los prebiodticos.

A los grupos de animales que se les administré el TNBS
para inducirles la colitis, se utilizé el método descrito inicialmente
en el afio 1989'% con algunas modificaciones incorporadas por

nuestro grupo de investigacion.

Para ello, los animales fueron sometidos a un periodo de
ayuno de 24 horas, después del cual fueron anestesiados
ligeramente con halotano y se procedié a la administracion rectal
de 0,25 ml de wuna solucion de 10 mg de acido
trinitrobencenosulfénico (TNBS) en etanol al 50 % (v/v). La
instilacién se realizé introduciendo un catéter de teflon (2 mm de
grosor) 8 cm desde el ano, manteniendo a los animales en
posicion supina hasta la recuperacion de la anestesia. La

solucién de TNBS se preparé a partir de un liofilizado de la
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solucion comercial de origen consistente en una disolucidn

acuosa al 5 % p/v.

Dado que se han descrito variaciones en la respuesta en
funcién del lote comercial de TNBS'? | todos los experimentos

se realizaron con TNBS de un mismo lote.

Al grupo de ratas del control sano, en lugar de TNBS, se

les administré 0,25 ml de solucién salina.

Tratado
mezcla
FOsAR |

)(20&?’&0

Fig. 5 Disefo experimental del Estudio del efecto prebidtico (sombreado
verde) y de la actividad antiinflamatoria (sombreado azul) de ambas fibras.
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3. EVALUACION DEL EFECTO PREBIOTICO DE LAS
FIBRAS

Los contenidos del ciego y colon fueron recogidos en
condiciones asépticas después del sacrificar los animales y
divididos en partes alicuotas para estudiar la humedad fecal, el
pH vy las concentraciones bacterianas (Bifidobacterias,

Lactobacilos, Aerobios mesdfilos y Enterobacterias).

3.1 Determinacion del porcentaje de agua en heces

El porcentaje de agua de los contenidos Iuminales, se
calculé6 por diferencias de peso entre las heces frescas
(inmediatamente después de la coleccion) y tras su secado

(manteniéndolas en estufa durante 24 h en 65 ° C).

3.2 Determinacién de los valores de pH en heces

Para la medida del pH, los contenidos fecales de colon y
ciego, fueron suspendidos en el agua, procediéndose a
continuacion a la medida del pH mediante la utilizaciéon del pH-
metro GLP21-21.

3.3 Determinaciones bacterianas en heces

Los estudios microbiolégicos se realizaron sobre las
muestras del contenido de luminal, que fueron pesadas,
homogeneizados y diluidos en serie en el agua de peptona
estéril. Las diluciones homogéneas de la serie 10 fueron
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plateadas sobre medios de cultivo especificos para Lactobacillus
(medio MRS., Oxoid) o Bifidobacterium (medio MRS.
suplementado con 0.5 mg/L dicloxacilina, 1 g/L LiCl y 0.5 g/L el
hidrocloruro de L-Cisteina) e incubadas en condiciones
anaerobias en una estufa anaerobia durante 24-48 h a 37 ° C.
Después de la incubacion, el recuento final de colonias fue
expresado como log1p de unidades formadoras de colonias (UFC)

por gramo de heces.

Finalmente, una muestra del contenido coldnico se utilizd

para el aislamiento de ARN, como se describe mas adelante.
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4. EVALUACION DE EFECTO ANTINFLAMATORIO
INTESTINAL EN EL MODELO DE TNBS DE COLITIS DE
RATA

4.1. Valoracién del proceso inflamatorio intestinal

Una vez que las ratas fueron sacrificadas, mediante
sobredosis de halotano, el colon fue extraido asépticamente,
observandose la existencia o no de adhesiones entre el intestino
grueso y los érganos adyacentes. A continuaciéon fue colocado
sobre una placa enfriada con hielo y se procedié a su limpieza

retirando los restos de grasa y las adhesiones mesentéricas.

El colon se abrid longitudinalmente, se extrajeron los
contenidos coldnicos, para las medidas de concentraciones
microbiolégicas y de la produccion de los acidos grasos de
cadena corta (AGCC). Luego se lavéo con solucion salina
isotdnica y se determind su peso y su longitud bajo una tension
constante de 2 gramos. Posteriormente, un observador ajeno al
desarrollo del experimento valor6 el dafo macroscopico de
acuerdo con el criterio descrito en el afio 1995'%, poniéndose de
manifiesto la presencia o no de las distintas caracteristicas del

proceso inflamatorio (Tabla 4).
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IDM Dafio colonico
0 Puntos Colon normal
1 Punto Hiperemia localizada, sin ulceras
Ulceracion sin hiperemia ni engrosamiento en la
2 Puntos . .
pared intestinal
3 Puntos Ulceracion con un punto de inflamacién
4 Puntos Dos 0 mas puntos de ulceracion e inflamacion
Grandes zonas de dafio, inflamacién y
5 Puntos - -
ulceracion con una extensién mayor de 1 cm
6.10 Grandes zonas de dafio tisular con una
extensiéon mayor de 2 cm, afiadiéndose 1 punto
Puntos

(hasta 10) por cada cm adicional de dafio

Tabla 4. Escala de valoracién del indice de dafo macroscépico (IDM)
descrito por Bell et al., (1995) en el modelo de colitis experimental inducido
por TNBS en ratas.

4.2 Estudios histolégicos

En todos los casos se tomaron muestras transversales del

tejido coldénico (0,5 cm de longitud) para la realizacion de los

correspondientes estudios histolégicos. Para ello, las muestras

obtenidas se fijaron durante tres dias en una solucién

tamponada de formaldehido (al 4% en tampodn fosfato, pH 7,2).

Posteriormente se deshidrataron con etanol en concentraciones
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crecientes hasta alcohol absoluto, se incluyeron en parafina, y

con ayuda de un microtomo se obtuvieron cortes de 3-5 ym de

grosor que fueron tefidos con hematoxilina-eosina, para su

evaluacién histolégica mediante microscopia dptica'®®. (Tabla 5)

Tabla 5. Escala de valoracion del dafio histolégico descrita por Stucchi et al.,

(2000) en el modelo de colitis experimental inducido por TNBS en ratas.

Epitelio de la Ulceracion: ninguna (0), leve (1), moderada
mucosa (2), intensa transmural (3)
Criptas Actividad mitética en: tercio inferior (0),

tercio medio leve (1), tercio medio
moderada (2), tercio superior (3)

Infiltrado leucocitario
Deplecion de moco

Lamina propia

Infiltrado plasmocitico
Infiltrado leucocitario

Vascularizacion

Deposicion de
fibrina

Ninguna (0), mucosa (1), submucosa (2),
transmural (3)

Submucosa

Infiltrado leucocitario
Edema

Escala de valoracion: 0, ninguno; 1, leve; 2, moderado; 3, severo.
Puntuacion _maxima: 30.
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4.3 Determinaciones bioquimicas

El colon posteriormente fue dividido en diferentes
segmentos para determinaciones bioquimicas: actividad
mieloperoxidasa (MPO), factor de necrosis tumoral (TNF) y
concentraciones de interleukina 1 (IL-1), asi como la expresién

de 6xido nitrico sintasa inducible (iINOS).
Otra segmento se uso para el aislamiento de ARN.

Todas las medidas bioquimicas fueron realizadas dentro de
la primera semana a partir del tiempo de coleccion de la muestra

y fueron realizadas por duplicado

4.3.1 Determinacion de la actividad mieloperoxidasa

La determinacién de la actividad mieloperoxidasa (MPO) en
colon se realizo por el método descrito en el afio1984'*°. Esta
enzima se utiliza como marcador de la infiltracion de neutrdfilos,
aunque no es una enzima estrictamente especifica de estos

fagocitos.

Los fragmentos de colon fueron dispuestos sobre una placa
Petri enfriada con hielo y picados con tijeras durante
aproximadamente 15 segundos. A continuacién, se
homogeneizaron en tampon de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) al 0,5% (p/v) en tampdn fosfato

salino (50 mM, pH=6,0), con una dilucion final de 1:20 (p/v) en
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un homogeneizador Heidolph hasta obtener un aspecto uniforme.
El HTAB actua como detergente, lo que facilita la liberacion de la
enzima MPO de los granulos azurdfilos de los neutrofilos, donde
se encuentra almacenada. Seguidamente, el homogenado se
sonico durante 10 segundos y se sometio a un triple proceso de
congelacion-descongelacion que facilitd la ruptura de estructuras
celulares, favoreciendo también la liberacion de la enzima. Tras
la ultima descongelacion se centrifugd el homogenado a 7000 G
durante 10 minutos a 4°C y se procedio a la determinacion de la
actividad MPO siguiendo la cinética de la reaccion frente al agua
oxigenada. Para ello, en una placa de 96 pocillos se afiadieron
50 ul del sobrenadante a 150 ul del reactivo de coloracion
preparado de forma extemporanea, y compuesto por clorhidrato
de o-dianisidina (0,167 mg/ml) y perdxido de hidrogeno al 0,066%
en tampén fosfato (50 mM, pH=6,0). El incremento de
absorbancia se determind a 450 nm en un espectrofotometro
Microplate Reader (Bio-Rad). La actividad MPO se calculé por
interpolacion en una curva patron, realizada con
mieloperoxidasa procedente de neutréfilos humanos. Una
unidad de MPO (U) se define como la cantidad necesaria para
degradar 1mmol/minuto de perdxido de hidrégeno a 25°C. Los

resultados se expresan como U/g tejido fresco.
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4.3.2. Determinacion de la biosintesis colénica de TNFa
elL-1B

Para la determinacion de estos parametros bioquimicos se
realiz6 un procedimiento simple de extraccion de forma
inmediata (<1 h) a la obtencién del 6rgano™’. Los fragmentos de
colon se picaron con unas tijeras sobre una placa Petri con hielo
durante 15 segundos y fueron incubados en tampdn fosfato
sédico (10 mM, pH 7,4) en proporcién 1:5 (p/v) a 37°C durante
20 minutos con agitacion constante. A continuacion las muestras
fueron centrifugadas a 9000 G durante 5 minutos a 4°C y se
congelé el sobrenadante obtenido a -80°C. Para Ila
determinaciéon de la concentracién de TNFa e IL-1B se utilizaron
kits comerciales de ELISA suministrados por Amersham
Biosciences, Reino Unido (LTB4) y R&D Systems, Reino Unido
(TNFa e IL-1B). Los resultados se expresan como pg/g de tejido

fresco.

4.3.3 Determinacion de la expresion de o6xido nitrico

sintasa inducible

La determinacion de la expresion de d6xido nitrico sintasa inducible
(INOS) se realizé en colon mediante Western blot. Para ello, se utilizaron
los fragmentos de colon que previamente habian sido congelados a -80
°C, éstos fueron descongelados, picados y homogeneizados en
proporcion 1:5 (p/v) durante 1 minuto en PBS con dodecil sulfato sédico
(sodium dodecy! sulfate, SDS) al 0,1%, desoxicolato sodico al 0,1% y
Triton X-100 al 1%, conteniendo inhibidores de proteasas (aprotinina,

1,10-fenantrolina, iodoacetamida, fluoruro de fenilmetilsulfonilo).
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Seguidamente, los homogenados fueron centrifugados a 10000 G durante
10 minutos. Tras determinar el contenido en proteinas por el método del
BCA, los sobrenadantes (100 ug) fueron hervidos durante 4 minutos en
tampén de carga Laemli 5x (Tris-HCI 0,2 M, pH 6,8, SDS 5%, 2-
mercaptoetanol 8,8% (v/v), glicerol 37,5%, azul de bromofenol 60 ug/ml) y
sometidos a electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 6%. Como indicadores del peso molecular, se utilizé una
mezcla de proteinas previamente marcadas con un colorante (Bio-Rad,

Hercules, CA, EEUU). Las proteinas fueron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa (PROTAN®, Schlecher & Schuell, Alemania), que
posteriormente fue bloqueada durante al menos una hora a
temperatura ambiente con leche desnatada al 5% (p/v) en
tampodn Tris salino (tris buffer saline, TBS) conteniendo Tween-
20 al 0,19% (v/v) (TBS-T). Transcurrido el bloqueo, las
membranas se sometieron a tres lavados con TBS-T durante 5
minutos, y fueron expuestas a las correspondientes diluciones
de anticuerpo incorporado en albumina de suero bovino al 5%
(p/v) en TBS-T. La incubacion con un anticuerpo primario
(1:2000) frente a iINOS (Transduction Laboratories, Becton
Sickinson Biosciences, Madrid, Espafa), se realizé durante toda
una noche a 4°C. Un anticuerpo primario frente a B-actina se
empled como control de carga. Tras tres lavados de 5 minutos
con TBS-T, las membranas fueron incubadas con anticuerpo
conjugado con peroxidasa IgG anti-conejo (1:3000) durante 1
hora. Las bandas resultantes fueron detectadas por
quimioluminiscencia (NEM Life Science Products, Zaventem,
Bélgica) y cuantificadas por densitometria mediante el programa

informatico Scion Image (Scion Corporation, U.S.A.).
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4.3.4 Extraccion y cuantificacion de ARN total

El ARN total de las muestras de colon se extrajo utilizando
como reactivo el TRIzol® (Invitrogen Life Technologies),
siguiendo las instrucciones del fabricante, y fue transcrito
inversamente  utilizando cebadores oligo(dT) (Promega,
Southampton, Reino Unido). La PCR Semicuantitativa se realiz6
con cebadores especificos (Tabla 6). El analisis por RT-PCR se
realizd en ciclos menores de 35 usando los cebadores de
limpieza para el gen B-actina como referencia comparativa. La
reaccion de PCR se realizé usando Go Tag® DNA polimerasa
(Promega) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
Las mezclas de PCR se desnaturalizaron a 95 ° C durante 3 min,
seguido de 22 a 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 ° C durante
1 min, alineamiento a 55-60 ° C durante 45 s, y extension a 72 °
C durante 1 min y una extension final a 72 ° C durante 10 min.
Los productos PCR fueron analizados por electroforesis en

agarosa al 1% que contenga gel de bromuro de etidio.

Tabla 6. Secuencias Primarias utilizadas para la reaccion en cadena de la polimerasa

Gen Sentido Antisentido Bp

5’- 5-GGATGAACACGCCAGTCGCC-
TNFa 468
CGAGTGACAAGCCCGTAGCC-3* 3

IL-18 5-CATCTTTGAAGAAGAGCCCG- 5-AACTATGTCCCGACCATTGC-3' 497
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IL-17

MCP-

IL-10

CINC-

ICAM-

MUC-

TFF-3

5-TGGACTCTGAGCCGCATTGA-

3!

5’-

CACTATGCAGGTCTCTGTCACG-

3

5' -CCTGCTCTTACTGGCTGGAG-

3!

5-GGCAGGGATTCACTTCAAGA-

3!

5-AGGTATCCATCCATCCCACA-

3!

5-

GCTCAATCTCAGAAGGCGACAC-

3a

5-ATGGAGACCAGAGCCTTCTG-

3

5-GACGCATGGCGGACAATAGA-

3!

5-

CTGGTCACTTCTACAGAAGTGC-3

5'-GGCAACCCAAGTAACCCTTA.3

5’-GCCATCGGTGCAATCTATCT-3’

5-AGTGTCTCATTGCCACGGAG-3’

5’-

CCAGATAACAATGATGCCAGAGC-

3

5’-ACAGCCTTGTGCTGACTGTA-3’

94

245

434

214

205

386

875

403
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5-AATCGTGCGTGACATCAAAG-
5’-ATGCCACAGGATTCCATACC-3’

actin 3

200

4.3.5 Determinacion de Acidos Grasos de Cadena Corta
(AGCC)

Para cuantificar las concentraciones de AGCC en el
contenido luminal del colon, las muestras fueron
homogeneizadas con 150 mM NaHCO3 (pH 7,8) (1:5, p / v) en
una atmosfera de argdn. Las muestras fueron incubadas durante

24 horas a 37 ° C y almacenadas a -80 ° C hasta la extraccion.

Para extraer los AGCC, 50uL del patron interno de acido 2-
methylvaleric (100 mM), 10 yL de &acido sulfurico y 0,3 mL de
cloroformo se agregaron a 1 mL del homogenizado vy, a
continuacién, se centrifugdé a 10.000 g durante 5 mina 4 ° C. Los
sobrenadantes se deshidrataron con sulfato de sodio anhidro y
se centrifugaron 10.000 x g por 5 min a 4 ° C. Mas tarde, 1 uL
del sobrenadante se diluy6 (1:33) e inoculé en un cromatégrafo
de gases (Perkin-Elmer Autosystem GC-FID) equipado con una
columna capilar (60 CPWAX 52CB m x 0,25 mm, 0,25 micras,
Varian). El nitrégeno se utilizd6 como el transportador y gas, con
un caudal de 1 mL / min. La temperatura de inyeccion fue de
250 ° C. Las concentraciones de acetato, butirato y propionato

se calcularon automaticamente a partir de las areas de los picos
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usando el programa Star Chromatography WorkStation program
(version 6, Varian) que estaba conectado on-line al cromatografo
GC-FID.

4.3.6 Estudios microbiolégicos

Los estudios microbiologicos se realizaron en el contenido
del colon como se describe anteriormente. Ademas, las
enterobacterias y bacterias aerobias totales se determinaron
mediante el uso de placas de contaje Petrifiim(3M, St. Paul, MN)

especificas para cada grupo de bacterias.
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RESULTADOS

1. EVALUACION DEL EFECTO PREBIOTICO DE LA
COMBINACION DE OLIGOSACARIDOS Y ALMIDON
RESISTENTE EN ANIMALES SANOS.

1.1 Parametros Generales

La inspeccion ocular diaria de los animales revel6 que la
administracion durante dos semanas a ratas sanas de los dos
tipos de fibras, almidén resistente o FOS, bien de forma aislada
0 en asociacion, no se tradujo en ningun signo de toxicidad.
Igualmente, tampoco se puso de manifiesto la presencia de

diarrea en estos animales.

Sin embargo, todos los grupos tratados experimentaron
una disminucion de su peso corporal en comparacion con el
grupo control sin tratamiento prebidtico. Esta reduccion fue
evidente a partir del siguiente dia del inicio del ensayo en todos
los grupos, si bien solo se mantuvo durante todo el tiempo que
duré esta experiencia en aquellos animales que recibieron el
almidon resistente o la mezcla de ambas fibras. Sin embargo, en
el grupo de ratas que recibieron FOS hubo una recuperacién del
peso corporal, siendo nuevamente evidente esta disminucion a

partir del noveno dia de administracién. Es importante destacar

99



Resultados

que la administracion conjunta de las dos fibras se tradujo en
una ganancia de peso significativamente inferior a la mostrada
por cada uno de los grupos que recibieron cada una de las fibras

por separado (P<0.05 vs. grupo control. (Fig. 6).

16 -

14 -
o 12
0
o 10 -
3 g ==¢==Control
o
g 6 - == FOS
S 4 1 ! Alm. Resist.
o -
g 2 L =>4=Mezcla
X 0 -

24 0 3 6 9 12 14

-4 -

Dia

Fig. 6 Efectos de la ingesta de fructool®gosacéridos (FOS) (BENEO® P95) (29,
dia), almidén resistente (RS) (Fibersol™-2) (2 g / dia), o su mezcla (2 g / dia),
durante dos semanas, en el incremento de peso de ratas. (No se incluyen los
simbolos relativos a la estadistica para una mejor visualizacion de la grafica).

La menor ganancia de peso observada en los diferentes
grupos de animales tratados con las fibras, solas o en
combinacion, esta probablemente relacionada con la menor
ingesta de alimento observada en todos los grupos tratados con

las fibras en comparacion con el grupo control (Fig. 7).
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Fig. 7 Efectos de la ingesta de fructooligosacaridos (FOS) (BENEO®-P95) (2g/
dia), almiddn resistente (RS) (Fibersol®-2) (2 g / dia), o su mezcla (2 g / dia),
durante dos semanas, sobre la ingesta de alimentos. (No se incluyen los
simbolos relativos a la estadistica para una mejor visualizacién de la grafica).

1.2 Evaluacion del peso de las heces y de su

contenido en agua

Ninguna de las fibras administradas, de forma separada o
conjunta, modific6 de forma significativa el peso de las heces
durante las dos primeras semanas de su administracion. Sin
embargo, la administracion de la mezcla de las dos fibras
incrementd de forma significativa el contenido de agua en heces,
en comparacion con aquellas excretadas por las ratas del grupo

control o que recibieron el almidon resistente (Fig. 8).
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Fig. 8 Efectos de la ingesta de fructooli%osacéridos (FOS) (BENEO®-P95) (2
I dia), almidén resistente (RS) (Fibersol -2) (2 g / dia), o su mezcla (2 g / di:
durante dos semanas. en el contenido en aaua (%) de las heces.

Tras el sacrificio de los animales a las dos semanas de
tratamiento con las diferentes fibras, se evalud la proporcion de
agua en los contenidos intestinales del ciego y del colon. Los
resultados revelaron que, en el ciego, la administracion conjunta
de FOS y almidon promovié un mayor contenido de agua en
estos contenidos luminales en comparacion con cualquier otro
grupo experimental. En el caso de los contenidos del intestino
grueso, aunque la administracion de FOS o de almiddn
resistente por separado indujo un aumento significativo en el
porcentaje de agua en comparacion con el grupo control, en el

grupo de animales que recibié la combinacion de ambas fibras
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se observd un porcentaje significativamente mayor de agua.
(Tabla 7).

1.3 Determinacion del pH en los contenidos

intestinales

Los valores del pH de los contenidos intestinales se
modificaron por la administracion de la mezcla de las dos fibras,
reduciéndolos de forma significativa tanto en el ciego como en el
colon en comparacion con el grupo control no tratado o con las
ratas que recibieron almidon resistente. La administracion de
FOS provocoé una disminucion significativa de los valores del pH
sélo en el colon en comparacion con el grupo control no tratado,
sin mostrar diferencias estadisticas con el grupo tratado con la

mezcla en ambos segmentos del intestino estudiados (Tabla 7).

Tabla 7. Efectos de la ingesta de fructooligosacaridos (FOS) (Beneo®-P95)
(2 g/dia), almidon resistente (Fibersol®-2) (2 g/dia), o su mezcla (2 g/dia), a
las dos semanas, sobre el porcentaje de agua y valores de pH en los
contenidos del ciego y colon en las ratas.

CIEGO COLON
Grupo (n=10) % agua pH % agua pH
Control 74,1+1,9a|6,23 + 0,10a|66,3 + 2,5a |6,39+0,11°
FOS 75,3 £ 1,2a|6,04 £ 0,16a,b (74,9 + 1,5b |598+0,14°

+

Alm. Resist. |76,4 +0,6a(6,42 + 0,10a|73,3 +2,0b |6,53+0,13°

Mezcla 81,2 +,3b|5,86 + 0,12b (80,9 + 1,8¢c |6,09£0,17°

I+

Los datos se expresan como media + error estandar. Los superindices con
letras distintas muestras diferencias significativas entre los grupos (P<0,05).
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1.4 Evaluacion de la flora bacteriana

El analisis microbiolégico mostré que el tratamiento con
las diferentes fibras, bien de forma aislada o en asociacion,
origind una modificacién en la composicidon de la microbiota
intestinal, al cuantificar el contenido de lactobacilos y de
bifidobacterias. Asi, tanto el grupo tratado con FOS como el de
la mezcla, promovieron un significativo incremento en el numero
de bifidobacterias y lactobacilos en los contenidos coldnicos y en
el ciego. La administracion de almidon resistente unicamente
aumento de forma significativa la poblacién de bifidobacterias en
el colon. (Tabla 8).

Tabla 8. Efectos de la ingesta de fructooligosacaridos (FOS) (Beneo®-P95) (2
g/dia), almidon resistente (RS) (Fibersol®-2) (2 g/dia), o su mezcla (2 g/dia),
durante dos semanas, sobre las concentraciones de lactobacilos y
bifidobacterias en los contenidos del ciego y el colon en ratas.

CIEGO COLON

Lactobacilo Bifidobacteria Lactobacilo Bifidobacteria
Grupo s s s s

(n=10)
(log CFU) (log CFU) (log CFU) (log CFU)

Contro
[

FOS 9,57 +0,06° 9,43+0.13° 9,62+0,07° 9,51+0,19°

9,26 +
0,10%°¢

Mezcla 9,30+0,04° 940+0.10° 9,65+0,09° 9,37 +0,15°

9,07+0,13* 8,84+0.13* 9,41+0,09° 8,99+0,12°

RS 9,06 £0.5* 9,37 £0,05° 9,40+0,11°

Los datos se expresan como media + SD. Los superindices con letras
distintas muestras diferencias significativas entre los grupos (P<0,05).
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1.5 Evaluacion de la expresién colénica de TFF-3 y
MUC-2

Las funciones de los TFF-3 funciones no estan
claramente definidas, pero parece ser que pueden estar
relacionadas con la proteccion de la mucosa intestinal de las
agresiones. Estas proteinas estabilizan la capa mucosa y
afectan a la cicatrizacién del epitelio'. Las proteinas MUC-2
son secretadas en la superficie de la mucosa intestinal por las
células caliciformes del epitelio. Estas proteinas, junto con
pequeias cantidades de otras proteinas relacionadas con la
mucina, se polimeriza en un gel del cual el 80% de su peso son
oligosacaridos con cadenas laterales que se afiaden como
modificaciones post-traduccionales de las proteinas de la
mucina. Este gel proporciona una barrera mucosa insoluble que

sirve para proteger el epitelio intestinal'®* .

El analisis de las muestras de tejido colénico por RT-PCR
reveld que todas las ratas que recibieron las fibras dietéticas
aumentaron la expresion de TFF-3 y MUC-2 en comparacion
con las ratas no tratadas, siendo mas evidente esta mayor
expresion en el grupo de ratas tratadas con la mezcla de FOS y

almidon resistente. (Fig. 9.1, 9.2y 9.3).
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CONTROL FOS ALM. RESIST. MEZCLA

Beta -ACTINA = w

MUC-2

TFF-3

Fig. 9.1 Efectos de la ingesta de fructooligosacaridos (FOS) (Beneo ®-P95) (2
g / dia), almidon resistente (RS) (Fibersol ® -2) (2 g / dia), o su mezcla (2 g /
dia), durante dos semanas, sobre los marcadores con funcion de barrera del
colon. MUC-2 v TFF-3. La exoresidon aénica se analizd nor RT-PCR.

S
@©
b= = Control
o]
S FOS
2 ]
® B Alm. Resist.
-]
(=3
S I Mezcla
0,2 -
0

Grupo

Fig. 9.2 Efectos de la ingesta de fructooligosacaridos (FOS) (Beneo ®-P95) (2 g /
dia), almidoén resistente (RS) (Fibersol ® -2) (2 g / dia), o su mezcla (2 g / dia),
durante dos semanas, sobre los marcadores de funcién de barrera del colon
MUC-2. La expresion génica se analizé por RT-PCR.
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B Alm. Resist.

" Mezcla

Grupo

Fig. 9.3 Efectos de la ingesta de fructooligosacaridos (FOS) (Beneo ®-P95) (2
g / dia), almidén resistente (RS) (Fibersol ® -2) (2 g / dia), o su mezcla (2 g /
dia), durante dos semanas, sobre los marcadores de funcién de barrera del
colon TFF-3. La expresién génica se analizé por RT-PCR.
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2. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA INTESTINAL DE LA
COMBINACION DE FRUCTOOLIGOSACARIDOS Y ALMIDON
RESISTENTE EN EL MODELO DE COLITIS EXPERIMENTAL
INDUCIDA MEDIANTE TNBS EN RATAS.

2.1 Caracterizacion del modelo de colitis experimental

Los mecanismos implicados en la iniciacion vy
perpetuaciéon de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) no se
conocen con exactitud, aunque se han sugerido como
principales componentes patoldgicos, la susceptibilidad genética
del individuo, un sistema inmunoldgico alterado, un estilo de vida
poco saludable y factores ambientales, principalmente la flora

bacteriana intestinal **

. A pesar de que no existen modelos
animales que reproduzcan con fidelidad la etiopatogenia de la
Ell, el conocimiento adquirido a través de estos estudios
experimentales nos ha permitido comprender aspectos
relacionados con la aparicion del brote inflamatorio y con el

curso de la patologia en humanos.

Ademas, estos modelos experimentales de inflamacién
intestinal permiten hacer aproximaciones a nuevas estrategias
terapéuticas en fase preclinica. Entre los diferentes modelos
desarrollados destaca el de la de colitis experimental inducida
por el TNBS, que ha sido ampliamente utilizado en la evaluacién
preclinica de diferentes terapias farmacologicas'**'*¢. Asimismo,
este modelo de inflamacion experimental también ha sido
utilizado para la evaluacibn de maniobras de tipo dietético
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potencialmente aplicables en el tratamiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal en humanos. En este sentido, distintos
estudios experimentales en este modelo han apoyado el posible
efecto beneficioso que los acidos grasos n-3 pueden ejercer
para atenuar el proceso inflamatorio, probablemente gracias a
su capacidad de modular la sintesis de eicosanoides de tipo
proinflamatorio. Igualmente, tanto compuestos procedentes de la
dieta con propiedades antioxidantes, como bacterias probidticas
y alimentos prebidticos, también han mostrado ser eficaces para
reducir la lesion inflamatoria intestinal inducida en el colon de los
animales de experimentacién tras la instilacion rectal de
TNBS.137’138’139

La colitis inducida por la administracion rectal de un
enema de TNBS con etanol (al 50% en agua) fue descrita por
primera vez en ratas por Morris y cols.™. Este modelo se ha
reproducido en otras especies animales como en ratones y
conejos. En general, existe una variabilidad en el curso clinico
de esta patologia entre cepas de animales de la misma especie
y entre diferentes especies. Un s6lo enema de TNBS llega a
provocar una colitis de hasta 8 semanas de duracién en las
lineas de ratas mas susceptibles, mientras que los ratones se
muestran mas resistentes a la induccion de la lesion

intestinal.'41142

En la descripcion inicial de este modelo de colitis

experimental se procedia a la induccién del dano coldnico
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mediante la administracion de una dosis unica de 30 mg de
TNBS en etanol al 50%. En el presente estudio se ha reducido la
dosis a 10 mg con objeto de que el proceso inflamatorio
inducido sea mas facil de modular mediante el tratamiento con lo
prebidticos objeto de nuestro estudio. De hecho, y en
comparacion con los resultados previos de nuestro grupo de
investigacion asi como con los obtenidos por otros autores, la
administracion de 10 mg de TNBS provoca un dafio en el
intestino grueso de los animales de laboratorio cualitativamente
similar al inducido con 30 mg, aunque cuantitativamente

menor143.

Se ha propuesto que el dafo inflamatorio que se
desarrolla sobre la mucosa intestinal en este modelo de colitis
experimental participa de forma determinante la capacidad del
etanol en romper la barrera epitelial intestinal, lo que facilitaria el
contacto entre antigenos Iluminales colénicos y la lamina
propia.™* El resultado de este efecto seria, en consecuencia, la
instauracion de una fase inicial del proceso inflamatorio con la
participacion de macrofagos y neutrofilos, que se encuentran
activados por una gran variedad de estimulos y que generan,
entre otros mediadores, grandes cantidades de metabolitos
derivados del oxigeno altamente reactivos. ' Los efectos
perjudiciales sobre la mucosa intestinal se pueden ver
agravados por el efecto lesivo directo generado por el TNBS,
que una vez que accede a la mucosa intestinal, es también

capaz de generar per se metabolitos derivados del oxigeno

110



Resultados

como el anion superdxido y H,0,'°. Adicionalmente, el TNBS se
comporta como un hapteno, por lo que puede modificar la
estructura de las proteinas de la superficie celular al unirse
covalentemente a residuos de lisina y tirosina, lo que provocaria
también una activacion exagerada de la respuesta inmune

mediada por macréfagos y linfocitos T. '

La evaluacion global del proceso inflamatorio intestinal se
realizd6 mediante parametros de caracter general como el peso
de los animales, el consumo diario de comida y bebida, asi
como la consistencia de las heces y la presencia de sangre en
éstas. Tras el sacrificio de los animales, se procedio al analisis
histolégico de los segmentos colénicos, tanto macroscopica
como microscopicamente, asi como a la determinaciéon de
distintos marcadores bioquimicos involucrados en el proceso

inflamatorio intestinal inducido con el TNBS

La evolucién del proceso inflamatorio intestinal durante
semana siguiente a la induccion de dano se caracterizé por una
disminucién progresiva del peso corporal en todos los grupos de
animales coliticos, hasta el momento del sacrificio. Esta pérdida
de peso generalizada se puede explicar por la anorexia sufrida
por los animales, manifestada por un descenso en el consumo
de comida, en comparacion con el grupo de animales sanos.
Ademas, se puso de manifiesto la excrecion de heces de
consistencia diarreica en la mayoria de los animales con

inflamacion intestinal.
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Tras el sacrifico de los animales siete dias después de la
induccion del dafio mediante la administracion del TNBS, se
puso de manifiesto la existencia de un proceso inflamatorio en el
intestino grueso, caracterizado por la presencia de estenosis,
adherencias (90%) y engrosamiento de la pared intestinal. En
relacion con esto ultimo, se pudo comprobar que la relacidon
peso / longitud del colon se incrementd significativamente en
mas del doble en los animales coliticos en comparacion con los
animales sanos. (Tabla 7). Una vez limpiado el colon de sus
contenidos intestinal, la evaluacion macroscépica del dafo
mediante un observador ajeno al desarrollo del experimento de
acuerdo con el criterio descrito en el afio 1995 (Tabla 8),
reveld la existencia de una lesidon continua, fundamentalmente
en el colon distal, con importantes areas de necrosis y de
inflamaciéon transmural que afectaba a wuna longitud de

aproximadamente 4 cm en el segmento intestinal (Tabla 9).

Tabla 9. Valores de los parametros macroscépicos de los animales sanos y

de los controles coliticos.

indice de Adhesiones Relacion
Daio (%) Peso/Longitud
Macroscoépico (mg/cm)
(0-10)
Sano O 0 71 O + 52
Control 7 (65-8)* 90* 1759 + 108*

*P<0,01 vs Grupo sano

112




Resultados

El estudio histologico de las muestras procedentes del
grupo control revelo la existencia de numerosos signos de lesion
inflamatoria que afectaba a todas las capas del intestino. De
forma general, este estudio microscopico puso de manifiesto
una ulceracion importante de la mucosa intestinal, viéndose
afectada en mas del 75% de su superficie, con una importante
necrosis del epitelio. En aquellas zonas en donde se mantiene la
mucosa, se observa la existencia de hiperplasia de las criptas,
junto con una severa deplecidn del contenido mucoso de las
células caliciformes. Es caracteristica la existencia de un
importante infiltrado inflamatorio constituido principalmente por
neutréfilos, aunque aparecen también linfocitos y macroéfagos,
en menor numero que las células polimorfonucleares. En la
submucosa, el componente inflamatorio mayoritario son las
células mononucleares, si bien la existencia de numerosas
células polimorfonucleares es patente. En esta zona del tejido
intestinal existe una vascularizacion de grado moderado a
severo. El infiltrado inflamatorio también se extiende hacia la
capa muscular, constituido principalmente por células
mononucleares (linfocitos y macréfagos), y en menor numero
polimorfonucleares, aunque éstos aparecen también entre las
fibras. La existencia de edema también es constatable, junto con
una afectacion severa de la serosa, con la presencia de

numerosas células inflamatorias y neovasos.

El proceso inflamatorio intestinal inducido con el TNBS

también se evidencié bioquimicamente, con una alteracién de
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los distintos marcadores inflamatorios analizados. En este
sentido, los animales del grupo control presentaron un
incremento significativo de la actividad mieloperoxidasa (MPO)
colénica, en comparacion del grupo sano (Tabla 10). Esto es
indicativo de la gran infiltracion leucocitaria, principalmente de
neutrofilos, que se pudo observar al realizar los
correspondientes estudios histolégicos mediante microscopia

Optica.

Asimismo, la produccién de las citocinas proinflamatorias
TNFa e IL-1B, se incrementd significativamente en los
segmentos coldnicos procedentes de los animales del grupo
control en comparacion con el grupo de animales sano (Tabla
10), que puede justificarse por la importante infiltracion de
células mononucleares (linfocitos y macréofagos) que tiene lugar
en el tejido inflamado, tal y como se ha descrito anteriormente

microscopicamente.

Tabla 10. Valores de los parametros bioquimicos de los animales sanos y de los
controles coliticos

MPO TNFa IL-1B

(unidades/qg) (pg/g tejido) (pg/g tejido)
Sano 21,2+3,9 250 2500
Control 122,9+6,7 510 24000
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Igualmente, la expresion de la enzima inducible iINOS se
vio drasticamente incrementada en el tejido intestinal procedente
de los animales del grupo control en comparacién con los

animales normales (Figura 10).

Sanc Control TNBS

wactins.
iNOS - gm—

El analisis de la expresidon de distintos marcadores
inflamatorios mediante RT-PCR, puso de manifiesto que el daiho
intestinal inducido por el TNBS se asocid con un incremento en
la expresion de la citocina proinflamatoria IL-17 junto con un
descenso en la citocina de caracter antiinflamatorio 1L-10. (Fig.

11y 12).

Sano Control

B-actina - — D

IL-10 —
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Sano Control

p.actina e e eeas

n-17 oD e

Cuando se analizaron mediadores relacionados con la
infiltracion leucocitaria, como ICAM-1(Fig. 13), CINC-1 (Fig. 14)
y MCP-1 (Fig. 15), se pudo comprobar un incremento en su
expresion en el tejido intestinal inflamado en comparacion con el

grupo de animales sin dafo intestinal.

Sano Control

B-actina = e emms
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B-actina e e e

onc: [
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Sano Control
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Por el contrario, la expresién de la proteina TFF-3 (Fig.
16), involucrada en las funciones de preservacion de barrera del
epitelio intestinal, estaba significativamente reducida en los

animales coliticos frente a los del grupo sano.

Sano Control

ﬂ—actina | m—— D

v/

Por ultimo, el analisis de los contenidos intestinales
procedentes de los animales del grupo colitico puso de
manifiesto que el proceso inflamatorio colénico inducido por el
TNBS afectd a la microbiota intestinal, asi como a su capacidad
fermentativa. En este sentido, el recuento de las poblaciones

bacterianas beneficiosas, lactobacilos y bifidobacterias, se
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redujo significativamente en el grupo colitico control en
comparacion con los animales sanos, junto con un incremento,
también significativo, de bacterias aerobias y de enterobacterias,
poblaciones bacterianas potencialmente patégenas (Tabla 11).
En consecuencia, la relaciéon entre bacterias beneficiosas y
bacterias potencialmente patogenas, es significativamente
menor en el grupo de animales a los que se les administrd el

TNBS en comparacion con las ratas sanas.

Tabla 11. Valores de los parametros microbiolégicos de los animales sanos y
de los controles coliticos

Lactobacilos | Bifidobacterias Asroblos Enterobacterias
(log.
(log. ufc/g) (log. ufc/g) ufclg) (log. ufc/g)
Sano | 9,37+0,04 9,10 + 0,06 76015; 6,50 £ 0,2
Control | 8,97 +0,02 8,69+ 022 76413; 7.08+012

En lo referido con la produccion de los Acidos Grasos de
Cadena Corta (AGCC), cabe destacar su menor produccion en
los contenidos coldnicos procedentes de los animales coliticos al
comparar sus niveles con los obtenidos con los del grupo de

animales no coliticos. (Tabla 12)
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Tabla 12 Valores de los AGCC de los animales sanos y de los controles

coliticos
Acetato Propionato Butirato
(Mmol/g (umol/g (Mmol/g
contenido) contenido) contenido)
Sano 204,4 + 30,1 84,291 439+53
Control 100,1 + 22,5 485+ 10,3 20,2+3,2

2.2 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

intestinal de las fibras dietéticas y sus asociaciones.

2.2.1 Parametros Macroscopicos

El pretratamiento de las ratas coliticas con las diferentes
tipos de fibras dietéticas produjo una mejora del proceso
inflamatorio inducido por TNBS en comparacion el grupo control
no tratado. Este efecto antiinflamatorio se evidencio
macroscopicamente por un dafio coldnico significativamente
menor en comparacion con el grupo de ratas control (P <0.05);
(Tabla 13), debido a una reduccion significativa en la extension
del segmento intestinal con necrosis y/o inflamacion como

consecuencia de la administracion de TNBS/etanol.
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Tabla 13 Efecto preventivo de la ingesta de fructooligosacaridos (FOS)
(Beneo®-P95) (2 g/dia), almidon resistente (Fibersol®-2) (2 g/dia), o su mezcla
(2 g/dia) sobre el indice del dafio macroscopico, relacién peso/longitud,
porcentaje de adhesiones y actividad mieloperoxidasa (MPQO) en la colitis

experimental inducida por TNBS en ratas.

o Actividad
Indice de
Grupo daio Pesol/longitud| Adhesiones MPO
(n=10) |mMacroscopicol  mg/cm) (%) (unidades/g)
(0-10)
No- b c
colitico 0 71,0+5,.2 0 21,2+39
Control a a a a
TNBS 7 (6,5-8) 175,9 + 10,8 90 122,9 + 67
FOS 6,5(5-7,5)° | 158,6 +11,3° 80° 72,5+ 10,9°
Almidon | g 5580 | 1451+ 4.4° 70° 102,2 + 5,9°°
resistente
Mezcla 6 (5-7)° 145,1 £ 12,4° 20° 89,6 +7,8

El indice de dafio macroscépico para cada rata se asigné de acuerdo con los
criterios indicados por Bell et al en 1995; los datos se expresan como
mediana (rango). Los superindices con letras distintas muestras diferencias
significativas entre los grupos (P<0.01) (Mann-Whitney U-test). Los valores
correspondientes a la relacion peso /longitud colénica y la de la actividad
MPO se expresan como media + error. Los superindices con letras distintas
muestran diferencias significativas entre los grupos (P<0,05). (Bonferroni t-
test). En la columna correspondiente a los porcentajes de adhesiones, los
superindices con letras distintas muestras diferencias significativas entre los
grupos (P<0,05) (test de chi-cuadrado).

Sin embargo, este efecto beneficioso fue mas evidente en
aquellas ratas coliticas tratadas con la combinacion de las dos
fibras dietéticas. En este sentido, ademas de reducir la
extension de la lesion inflamatoria en el colon, este grupo mostré
una disminucion significativa en el porcentaje de adherencias
entre el intestino y los 6rganos adyacentes, en comparacion con

todos los otros grupos coliticos.
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Por ultimo, ningun tratamiento fue capaz de reducir la

relacion peso/longitud colénica (Tabla 7).

2.2.2 Parametros Histologicos

El analisis de las muestras intestinales procedentes del
grupo de animales tratados con FOS (Fig. 17) revel6 una
evidente recuperacion del proceso inflamatorio intestinal
inducido con el TNBS, asignandoles un indice de dafo

microscépico de 13 (9 — 19), significativamente inferior al

mostrado para el grupo control sin tratamiento (p<0,05)

Inimales sanos

Grupo animales control
colitico

Fig. 17 Estudio histoloégico comparativo de los FOS vs los animales sanos y
los controles instilados con TNBS
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De forma general, en estas muestras la ulceraciéon de la
mucosa es inferior al 25%, y unicamente en dos muestras esta
comprendida entre el 50 y el 75% de la superficie de la mucosa.
En la mayoria de las muestras analizadas el infiltrado de células
inflamatorias en la lamina propia es leve y esta constituido
principalmente por células polimorfo nucleares. Ademas, el
epitelio de la mucosa esta preservado y solo se observa una
ligera dilatacion de las criptas. Aunque la inflamacion se
extiende a lo largo de las distintas capas intestinales, lo hace de
forma moderada en submucosa y leve en la capa muscular,
manifestandose la presencia de linfocitos, macrofagos y células
plasmaticas, aunque siempre de caracter leve. Igualmente, se
observa un incremento moderado en el numero de vasos de la
submucosa. Por ultimo, en estas muestras el edema en la capa

muscular es leve y no aparece afectacion de la serosa.

En relacidn con el grupo que recibio el almidén resistente
(Fig. 18), se observa también una recuperacion del epitelio,
aunque en menor medida que en el grupo anterior tratado con
FOS, de forma que el indice de Dafio Microscépico asignado fue
de 22,5 (18 - 28) (p<0,05 frente al grupo colitico control).

La ulceracion de la mucosa se extiende en la mayoria de
las muestras evaluadas entre el 25 y 50%, mientras que en una

de las muestras la zona de ulceracion de la mucosa es superior
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al 75%. Sin embargo, como sucedia en el grupo anterior y a
diferencia del grupo control, la presencia de células inflamatorias
en la lamina propia es menos evidente, observandose

fundamentalmente células polimorfonucleares.

De forma general, este infiltrado inflamatorio es de
caracter leve, y las criptas mantienen la estructura sin presencia
de hiperplasia y con una ligera deplecién de las células
caliciformes. En la submucosa, el infiltrado esta constituido
sobre todo por células mononucleares, siendo de caracter leve a
moderado. También aparecen células polimorfonucleares, sobre
todo neutréfilos de forma leve o moderada, y un incremento
moderado de la vascularizacion. La inflamacién se extiende a la
capa muscular y a la serosa, formado sobre todo por linfocitos y
macrofagos, observandose un leve edema entre las fibras
musculares, mientras que la serosa aparece afectada de forma

leve.
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Grupo tratado con almidén resistente Grupo de animales sanos

Grupo control colitico

Fig. 18 Estudio histologico comparativo del Almidén Resistente vs los animales
sanos Y los controles instilados con TNBS
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El estudio de las muestras procedentes de los animales a
los que se les administré la combinacion de ambas fibras (Fig.
19) confirma el efecto antiinflamatorio intestinal constatado
macroscopicamente, obteniéndose una reduccion significativa
del indice de Dafio Microscépico en comparacién con el grupo
colitico sin tratamiento, que fue de 14,5 (7 - 16) (p<0,05), con
caracteristicas similares a las descritas anteriormente en el

grupo de animales que recibié FOS.

Grupo de animales tratados con la Grupo de animales sanos

Grupo de animales instilados con TNBS

Fig. 19 Estudio histolégico comparativo de la mezcla de las fibras vs los
animales sanos y los controles instilados con TNBS
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En este sentido, la ulceracion de la mucosa esta
comprendida mayoritariamente entre el 25% y el 50%, si bien
una de las muestras presenta una ulceracion que afecta a
menos del 25% de la superficie de la mucosa. La intensidad del
infiltrado inflamatorio es similar al descrito para los animales que
recibieron FOS, estando constituido en este caso de forma casi
unica por células polimorfonucleares neutrofilos, sin la presencia
de células mononucleares. La imagen histolégica de las criptas
es normal, con una ligera hiperplasia del epitelio, apareciendo
dilatacion en una de las muestras. También el infiltrado
inflamatorio de la submucosa es similar en este grupo al que
recibi6 FOS, aunque en este grupo, estd constituido
fundamentalmente por macréfagos y linfocitos, siendo éste de
caracter leve / moderado y severo. El aumento de la
vascularizacion es leve en todos los casos. En las capas
muscular y serosa también se observan células inflamatorias

aunque de forma leve .

2.2.3 Parametros Bioquimicos

El efecto antiinflamatorio intestinal se corroboré
bioquimicamente por una reduccién en la actividad MPO
colonica, que fue significativa en aquellos grupos de animales
coliticos tratados con FOS o con la mezcla de ambas fibras (Fig.
20), confirmando la menor infiltracién leucocitaria evidencias tras

la realizacion de los correspondientes estudios histolégicos.
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Asimismo, unicamente las ratas coliticas que recibieron la
combinacién de ambas fibras, mostraron una disminucién
significativa en la produccion de TNFa e IL-1B (Fig. 21 y 22), si
bien este grupo no manifestdé diferencias significativas cuando
se comparo los grupos de animales que recibieron el tratamiento

de cada una de las fibras por separado.
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Por otra parte, las ratas tratadas con el almidon resistente
0 con la mezcla mostraron menor expresion de la iINOS que en
el grupo de ratas control colitico, mientras que el grupo de
animales coliticos que recibi6 FOS no mostré ninguna

modificacion significativa. (Fig. 23)

Sano Control FOS Alm. Res. Mezcla

C-aCting e S T T
Nos——— - - —————————

Cuando se analizan otros mediadores involucrados en la
respuesta inmune alterada en el proceso inflamatorio inducido
con TNBS, la administracién de las fibras, tanto de forma aislada
como en combinacion, originG una marcada reduccién en la
expresion de la citocina IL-17 (Fig. 24), de las quimiocinas
CINC-1 y MCP-1 (Fig. 25 y 26), asi como de la molécula de
adhesion ICAM-1 (Fig. 27). Sin embargo, sélo el grupo de
animales tratados con la mezcla de fibras fue capaz de
normalizar produccidén colonica de IL-10, que se encontraba
disminuida como consecuencia del dafo intestinal generado
(Fig. 28).
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Por ultimo, el tratamiento con cualquiera de las fibras,

FOS y/o almidon resistente, origind un incremento en la
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expresion de TFF-3 en el segmento coldnico inflamado, si bien
la combinacion de las fibras mostrara una eficacia mas alta que

cada fibra por separado (Fig. 29).

2.2.4 Analisis Microbiologico

En relacién con el impacto que la administracion de las
dos fibras, bien de forma aislada o en combinacion, tiene sobre
la poblacién bacteriana del lumen intestinal, es importante
indicar que ninguno de los tratamientos fue capaz de
contrarrestar de manera significativa la disminucion de los
recuentos de lactobacilos. Sin embargo, tanto el grupo tratado
con FOS como el que recibid la mezcla de ambas fibras,
mostraron un aumento en las concentraciones de bifidobacterias
en ratas coliticas en comparaciéon con los correspondientes al

grupo control colitico. (Tabla 14).

Ademas, la ingesta de las diferentes fibras dietéticas,
solas o en combinacion, origind una disminucién significativa en
el numero de enterobacterias en comparacion con los controles
coliticos no tratados; aunque soélo la combinacion de ambas
fibras fue capaz de reducir las concentraciones de bacterias
aerobias totales (Tabla 12). El resultado de estas acciones fue
un aumento en la relacion de bacterias beneficiosas
(lactobacilos + bifidobacterias) /  potenciales patdgenos
(enterobacterias + aerobias totales), restaurandose los valores

obtenidos en el grupo de ratas sanas (Fig. 30).
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Tabla 14. Efectos de la ingesta de fructooligosacaridos (FOS) (Beneo®-P95) (2
g/dia), almidon resistente (RS) (Fibersol®-2) (2 g/dia), o de su mezcla (2 g/dia),
sobre la concentracién bacteriana en los contenidos coldnicos en la colitis
experimental inducida con TNBS en ratas

BENEFICIOSAS PATOGENOS POTENCIALES
Grupo Lactobacilos Bifidobacterias  Aerobios totales  Enterobacterias
(n=10) (log UFC) (log UFC) (log UFC) (log UFC)
No a a a,c a
colitico 937 £ 0,04 9,10 + 0,06 7,05+0,13 6,50 + 0,27
Control b b b b
TNBS 8,97 + 0,02 8,69 + 0,22 7,43 +0,16 7,08 +0,12
FOS 9,04 £0,19*° 9,19 +0,06° 747 £0,15° 6,61 + 0,39%°
RS 9,17 £0,15*° 8,95 + 0,13%° 7,35 +0,18%° 6,22 + 0,26°
Mezcla 9,06 + 0,20*° 9,23 +0,07° 6,74+ 0,17° 6,21 £ 0,21°

Los datos se expresan como media + DE. Los superindices con letras distintas
muestras diferencias significativas entre los grupos (P<0,05).
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2.2.5 Determinacion de Acidos Grasos de Cadena Corta
(AGCC)

El pretratamiento de los animales coliticos con almidén
resistente, solo o en combinacién, se tradujo en una
restauracion de la produccion AGCC, acetato, propionato y
butirato, en comparacion con las ratas coliticas, tanto del grupo
control como las tratadas con FOS, obteniendo valores
similares a los mostrados en el grupo de animales no coliticos
(Tabla 13) y( Fig. 31).

Tabla 13. Efectos de la ingesta de fructooligosacaridos (FOS) (Beneo®—P95) (2
g/dia), almidon resistente (RS) (Fibersol®-2) (2 g/dia), o su mezcla (2 g/dia), sobre la
produccioén de acidos grasos de cadena corta AGCC (acetato, propionato y butirato
en los contenidos intestinales en el modelo de colitis experimental en ratas inducida

por TNBS
Grupo Acetato Propionato Butirato Total
(n=10) (umol/g (umol/g (umol/g (umol/g
contenido) contenido) contenidot) contenido)
No colitico 204,4 +30,1%  84,2+9,1° 43,9 + 5,3° 315,4 + 47,5°

Control -TNBS 100,1 +22,5° 48,5+ 10,3" 20,2 + 3,2° 168,8 + 32,7°

FOS 108,9+17,1° 514+6,1° 17,1 +2,0° 177,4 +20,1°
RS 176,9+23,3° 70,3+7,2° 28,4 +3,1° 275,6 + 31,0°
Mezcla 164,5+8,4% 80,3 +8,6° 31,4 + 3,8%° 276,1 + 15,82

Los datos se expresan como media + DE. Los superindices con letras distintas
muestras diferencias significativas entre los grupos (P<0,05).
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Perfil de AGCC

Acetato Propion.  Butirato Total
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DISCUSION

Los alimentos funcionales, cuando se ingieren en el
contexto de una dieta equilibrada y un estilo de vida saludable,
son utilizados para mejorar el estado de salud del individuo y
para la prevencion de enfermedades. Sin embargo, su disefo y
desarrollo requieren de la validacion de su eficacia, que deberia
basarse en los conocimientos cientificos basicos. Los
prebiéticos son componentes interesantes de diferentes
alimentos funcionales, que han demostrado ser capaces de
promover cambios en la microbiota gastrointestinal y otorgar
beneficios para la salud del hospedador'*®°,

Entre los prebidticos, la fibra dietética es uno de sus
principales representantes. Se compone de los restos de
polisacaridos de las células comestibles de las plantas y de
sustancias asociadas resistentes a la hidrélisis de las enzimas
humanas del intestino; en consecuencia, llega intacta al intestino
grueso donde puede ser fermentada por la microbiota, lo que
induce a su modificacion.”’ Sin embargo, hay varios tipos de
fibra dietética en funcidn de dos de las propiedades que la

caracterizan: solubilidad y tasa de fermentacion.

Estudios previos han demostrado que estas propiedades
determinaran el grado de fermentacion y en qué porcion del
intestino grueso tendra lugar su efecto beneficioso’**'*%.Por esta

razon, la combinacion de diferentes tipos de fibra dietética
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puede ser una manera interesante de lograr una fermentacion
mas sostenida a lo largo de todo el colon, obteniendo asi un

amplio espectro de efectos beneficiosos para el individuo.

Teniendo en cuenta este enfoque innovador, lo primero
que se evaluod fueron los efectos que la combinacién de FOS
(BENEO®-P95) y almidon resistente (Fibersol®-2), dos fibras
solubles con una tasa de fermentacién diferente, sobre la

funcién intestinal en animales sanos.

La mezcla fue disefada con una menor proporcién de
FOS que de almidon resistente para reducir al minimo la
produccion de gas en el intestino, evitando asi uno de los
sintomas indeseables mas frecuente de los prebidticos en
humanos'*. Se ha demostrado que los carbohidratos con un
bajo grado de polimerizacion (inferior a 10), al igual que el FOS
incluido en Beneo®-P95, son capaces de producir mayores
cantidades de gas que los compuestos de cadena larga'®,

como el almidén resistente en Fibersol®'%®

Los resultados revelaron que la combinacion de FOS y
almidon resistente aumenté el porcentaje de agua en los
contenidos intestinales, siendo superior al observado con cada
una de las fibras administradas de forma independiente; sin
embargo, la administracion de cada fibra dietética por separado
también fue capaz de aumentar significativamente la proporcién
de agua en los contenidos del colon, en comparacion con ratas
control sin tratar.
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Ademas, la administracion de FOS a los animales de
laboratorio provocd un aumento significativo en el recuento de
lactobacilos y bifidobacterias, tanto en ciego como en colon, de
forma similar a como ha sido descrito previamente con
diferentes fructanos tanto en estudios in vitro como in vivo'>"1%8,
Los mecanismos por los cuales las bifidobacterias y lactobacilos
ejercen un efecto antagdnico frente a bacterias potencialmente
patdbgenas no estan totalmente dilucidados en la actualidad,
habiéndose propuesto la participacion de distintos factores como
la inhibicion del proceso de adhesion a las células epiteliales
coldénica, mediante la produccion de sustancias antimicrobianas
(bacteriocinas), acidos biliares desconjugados, la produccién de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), o mediante estimulacién

1"° asi como

de organos linfoides asociados al tracto intestina
por competencia de nutrientes. Se ha observado que bacterias
pertenecientes a los géneros Bifidobacterium o Lactobacillus
inhiben el crecimiento de patdégenos como Escherichia coli y
Staphylococcus choleraesuis, debido a que producen acido
lactico y acido acético que son capaces de crear un ambiente
mas acido en el intestino grueso impidiendo de esta manera el
crecimiento de patdogenos oportunistas que podrian causar
enfermedades en el hospedador, como también se comprueba
por la disminucidn en los valores de pH en los contenidos

intestinales %0 .

De este modo los lactobacilos y las
bifidobacterias ejercen un papel importante en el efecto barrera

de la mucosa intestinal frente a infecciones. (Fig. 317)
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Fig. 32 Efectos beneficios/patégenos de algunas bacterias en el intestino grueso

En relacion con la modificacion del pH de los contenidos

intestinales, se comprobd que la administracidon de la mezcla de

los dos tipos de fibras originé un descenso significativo tanto en

el ciego como en el colon, con valores similares a los obtenidos

con FOS. Dado que la incorporacion de almidon resistente no

fue capaz de modificar el recuento de

lactobacilos o

bifidobacterias en ratas sanas, los efectos observados con la

administraciéon de la mezcla de ambas fibras pueden ser
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atribuibles en su mayoria a la presencia de FOS. Es interesante
destacar que los diferentes efectos prebidticos observados en
nuestras experiencias y descritos en el presente estudio con
ambos tipos de fibras fermentables, han sido igualmente
documentados previamente con FOS y el almidon de patata
cruda cuando se han administrado a ratas sanas, aunque a

mayores dosis.'®"

Por el contario, el papel beneficioso del almidén resistente
en la combinacion de ambas fibras es evidente cuando se
evaluaron las expresiones de MUC-2 y TFF-3 en las muestras

de colon.

Las mucinas (MUC) son glicoproteinas de alta masa
molecular  (0.25-2 MDa) constituidas de  esqueletos
polipeptidicos cuya parte central esta altamente glicosilada con
O-glicanos principalmente, en grupos de secuencias repetitivas,
mientras que los extremos amino y carboxilo presentan una
menor glicosilacion. Los tipos de mucinas que se encuentran
mayormente en el intestino delgado y grueso son MUC2 y
MUCS3 producidas por las células caliciformes'®2. El MUC-2 es el
componente principal de la capa mucosa protectora colonica, y
es secretada en las superficies mucosas'®®. Alli, la MUC-2, junto
con pequefias cantidades de proteinas relacionadas con la
mucina, se polimeriza en un gel de los cuales el 80% en peso
cadenas de oligosacaridos laterales que se agregan como

modificaciones post-traduccionales de las proteinas de mucina.
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Este gel proporciona una barrera mucosa insoluble que sirve

para proteger el epitelio intestinal'®.

Mientras que los TFF-3 son proteinas secretoras estables
presentes en la mucosa intestinal constituidas por un péptido
bioactivo que interviene en la proteccion epitelial y en la
reparacion del mismo. Este péptido es producido
especificamente por las células caliciformes del intestino y
aunque sus funciones no estan claramente definidas, parece ser
que pueden estar relacionadas el mantenimiento de la integridad
del epitelio gastrointestinal y la estabilizacion de la capa
mucosa, Ejerce un efecto citoprotector local frente a factores de
agresion, limita el desarrollo de fendmenos apoptoticos vy

estimula la restitucion celular y la cicatrizacion del epitelio.

El tracto gastrointestinal esta constantemente expuesto a
una compleja mezcla de agentes potencialmente lesivos,
formada por acidos, bacterias y productos bacterianos'®®. El
epitelio gastrointestinal, una simple capa de células que
permanecen unidas por uniones semipermeables, forma una
barrera fisica contra estos agentes. Sin embargo, con frecuencia
se producen pequenas roturas de la superficie epitelial, por lo
que la rapida restitucion de la continuidad epitelial es esencial.
Aunque este proceso puede ser modulado por numerosos
factores, las investigaciones mas recientes indican que los
péptidos trébol podrian tener un papel fundamental en la

reparacion del epitelio’®. La familia de los factores trébol (TFF)
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esta compuesta por los péptidos gastricos TFF-1 y TFF-2, y el
factor trébol intestinal (TFF-3). Son pequefas proteinas
resistentes a las proteasas, secretadas en la superficie mucosa
por las células productoras de moco del tracto gastrointestinal y
cuya sintesis aumenta en las zonas lesionadas del epitelio. La
funcion principal conocida de estos péptidos es la de participar
activamente en el mantenimiento de la integridad de la mucosa
gastrointestinal, tanto en condiciones fisiolégicas como
facilitando su reparacion una vez que la inflamacién o la
ulceracion han ocurrido. Estas moléculas llevan a cabo su
accion protectora actuando como barrera fisica, al interaccionar
directamente con el moco en la superficie mucosa,
incrementando su densidad Optica, viscosidad y estabilidad
fisica'®. Otro mecanismo adicional que pueden utilizar para
desarrollar su accién es a través de su union a receptores
especificos en la superficie celular. Los péptidos trébol son
mitégenos in vitro, es decir, promueven la migracion de las
células epiteliales en cultivo y que se relacionan de manera muy

estrecha con los factores de crecimiento.

El presente estudio manifiesta que todos los tratamientos
con fibra dietética aumentaron la expresion de MUC-2 y TFF-3
en comparacion con las ratas control sin tratamiento, aunque
esto fue mas evidente con la mezcla de ambas fibras, indicando
asi las propiedades adicionales ejercidas por los FOS y el
almidon resistente. Este efecto puede estar igualmente

relacionado con las modificaciones inducidas por estos
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prebidticos en la microbiota intestinal ya que se ha demostrado
que los lactobacilos y las bifidobacterias influyen positivamente
en la funcibn de barrera intestinal, disminuyendo Ia

permeabilidad de la mucosa.'®®

Una vez demostrado el sinergismo de los efectos
prebiodticos de la combinacidon de FOS vy el almidon resistente en
animales sanos, se investigd ademas el impacto de esta
asociacion en una condicion experimental caracterizada por una
respuesta inmune intestinal alterada, asociada con una

modificacion en la microbiota'®®

y en la produccion de AGCC en
el colon'®, como es en el modelo de colitis inducida con TNBS

en ratas,

El grupo de investigacion de Farmacologia de Productos
Naturales del Departamento de Farmacologia de la Universidad
de Granada presenta una amplia experiencia en la busqueda de
nuevas terapias para el tratamiento de la Ell, que puedan
constituirse en un alternativa al arsenal terapéutico disponible
actualmente, dado que no existe un tratamiento con un perfil
totalmente adecuado de eficacia, seguridad y coste. En este
sentido, se han estudiado diferentes estrategias terapéuticas
como la administracion de flavonoides,' 'acidos grasos mono y

173174y prebidticos'”, incluyendo

176,177

poliinsaturados'’?, probiéticos

entre estos ultimos a la fibra dietética.

En la actualidad, la etiologia de la Ell es aun
desconocida. No obstante, son numerosas las evidencias
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cientificas que ponen de manifiesto que la microbiota intestinal
juega un papel clave en el desarrollo y mantenimiento de estas
enfermedades intestinales, como por ejemplo es el hecho de
que se hayan detectado niveles elevados de anticuerpos frente
a bacterias intestinales en pacientes de EIl."® De acuerdo con
esto, en los ultimos anos, la manipulacion de la flora intestinal
con probidticos y prebidticos ha suscitado un gran interés para la

prevencion y tratamiento de esta patologia.

Asi, durante los ultimos afios son numerosos los estudios
clinicos desarrollados y que han demostrado los efectos
beneficiosos que distintos probidticos pueden ejercer sobre la
inflamacion intestinal. El primer estudio que valoroé la eficacia de
los probidticos en la Ell se realiz6 en pacientes con CU, en
donde se evalué la actividad de Escherichia coli Nissle 1917 en
comparacién con bajas dosis de mesalamina. Los resultados
obtenidos revelaron que la relacion remisién/recaidas (en
porcentaje) en el caso del probidtico fue del 16/67 frente al 11/73
de la mesalamina.’”™ En el 2004'®° se ampliaron estos estudios,
valorando la efectividad de una preparacion oral de E. coli Nissle
frente a mesalamina en un estudio aleatorio a doble ciego con
327 pacientes durante 12 meses, obteniendo igualmente la
ausencia de diferencias significativas entre los dos grupos de
tratamiento, siendo el porcentaje de las recaidas del 36,4% en el
grupo de pacientes tratados con probidtico, y del 33,9% en el
grupo tratado con mesalamina. Mas recientemente, la

administracién de VSL#3, una preparacion de probidticos que
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contiene bifidobacterias, lactobacilos y wuna cepa de
Streptococcus thermophillus, ha demostrado ejercer un efecto
beneficioso en el mantenimiento de remision de la enfermedad
en pacientes con CU "' . Igualmente, la eficacia de los
probidticos se ha puesto también de manifiesto en distintos
modelos experimentales de inflamacion intestinal. Por ejemplo,
la administracion de Lactobacillus salivarius previene la
inflamacién coldnica en el modelo de colitis inducida por TNBS

en rata'®?.

Analogamente, la modulacion de la microbiota intestinal
tras la administracion de prebidticos se ha sugerido que puede
constituir una posibilidad terapéutica en el tratamiento o
prevencion de la inflamacion intestinal. En este sentido, se han
publicado diferentes estudios que evaluan el efecto que la fibra
dietética puede ejercer en el proceso inflamatorio intestinal'®*18.
Igualmente, los estudios realizados en modelos de colitis
experimental también corroboran la posibilidad de utilizar esta
estrategia terapéutica en el tratamiento de estas enfermedades.
Por ejemplo, se ha demostrado que la inulina puede mejorar la
colitis distal por el DSS en rata, y la lactulosa también disminuye

la colitis inducida por TNBS en ratas'®"%¢.

Por tanto, en esta Tesis doctoral decidimos seguir esta
ultima linea de actuacion, dado que la fibra ha demostrado tener

un papel beneficioso en pacientes de Ell.
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Como antecedente del tema, los diferentes estudios que
existen sobre fibra dietética en la Ell demuestran que estos
componentes llegan casi intactos a las porciones distales del
intestino, donde la lesion suele ser mucho mas evidente. La
fermentacion de la fibra por la microbiota intestinal del colon
distal produce AGCC y conduce al desarrollo de una microbiota
intestinal beneficiosa, contribuyendo a la resolucién de las
lesiones coldnicas. Sin embargo, no existen evidencias
cientificas de que la fermentacion en el colon distal sea un
prerrequisito para el efecto beneficios de la fibra dietética en la

inflamacion intestinal.

En realidad se ha sugerido que la fermentacion de los
FOS en las regiones mas proximales del intestino grueso, puede
llegar a tener efectos beneficiosos en todo el colon, incluyendo
las lesiones coldnicas distales'’. Uno de los planteamientos del
presente estudio fue evaluar la existencia o no de diferencias en
el perfil antiinflamatorio in vivo de distintos tipos de fibra con
caracteristicas de fermentabilidad diferentes. A diferencia de los
fructooligosacaridos de cadena corta, que son rapidamente
degradados por microbiota intestinal en el ciego y segmentos
iniciales del colon, existen otros tipos de fibra que son
fermentados de una forma mas paulatina a lo largo del colon,
como es el caso del almidon resistente. Ademas, quisimos
comprobar si la combinacion de ambos tipos de fibra con

diferentes tasas de fermentabilidad, mediante su
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suplementacion en las dietas de las ratas, podria resultar en un

sinergismo en el modelo de colitis experimental empleado.

La administracion de ambos tipos de fibras dietéticas,
FOS y almiddn resistente, ejercié una sinergia en sus efectos
preventivos en el modelo de colitis inducida con TNBS en ratas.
De hecho, todos los tratamientos fueron capaces de mitigar los
dafos en el colon, una semana después de la administracion del
agente causal. Esto se evidencidé macroscopicamente por una
reduccion significativa de la zona inflamada que se reflejé en
una menor puntuacion en el indice de dafio macroscopico, asi

como microscopicamente al evaluar el dafo histologico.

El efecto beneficioso se confirmé tras la evaluacion de los
parametros bioquimicos estudiados, como es el caso de la
actividad MPO colénica. Esta enzima fue aislada inicialmente
por Agner en 1941'® siendo la proteina mas abundante en los
neutrofilos y la unica peroxidasa que cataliza la conversion del
peréxido de hidrégeno y cloruro a acido hipocloroso. Es un
enzima ampliamente distribuido en el organismo, siendo sus
fuentes fundamentales los leucocitos (neutréfilos y monocitos) y
los macréfagos'®®. En los neutréfilos se encuentra localizado a
nivel lisosomal, en los granulos azurdfilos, constituyendo el 2-5
% de las proteinas totales de los mismos'®®. En consecuencia,
su actividad es proporcional al numero de neutrdéfilos presentes
en el tejido y, por tanto, puede utilizarse como indice de

migracion leucocitaria e infiltracion de neutrdfilos, e
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indirectamente como parametro de inflamacion''. De hecho,
esta actividad enzimatica constituye un marcador comunmente
utilizado para caracterizar y hacer un seguimiento del proceso
inflamatorio intestinal en modelos experimentales %2 '3, En
consecuencia, una disminucion en la actividad de esta enzima
en el tejido coldnico inflamado se puede interpretar como la
manifestacion de la actividad antiinflamatoria intestinal de un
determinado tratamiento. En este sentido, en los grupos de
animales sometidos a inflamacion experimental con TNBS vy
tratados con FOS o con la mezcla de ambas fibras dietéticas se
observo una disminucion de la actividad de la MPO colénica,
confirmando el efecto antiinflamatorio intestinal evidenciado
macroscopicamente. Ademas, la disminucion en esta actividad
enzimatica igualmente corrobora los resultados obtenidos de los
estudios histolégicos que revelaron que los grupos de animales
que recibieron tratamiento con las diferentes fibras dietéticas,
fundamentalmente en el caso de la asociacion, presentaban una
reduccion patente en la infiltracion leucocitaria de tipo de los

neutrofilos.

El tratamiento con ambos tipos de fibra se tradujo en una
disminucion en el tejido colonico inflamado en las
concentraciones de las citocinas TNFa e IL-13, mediadores a los
que se les ha atribuido un papel clave en la etiologia de la
enfermedad inflamatoria intestinal, tanto en la enfermedad de

Crohn como en la colitis ulcerosa.
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En este sentido, las concentraciones de IL-1B se
encuentran claramente incrementadas en el intestino de
enfermos con EC o con CU™ al igual que ocurre en modelos
experimentales de inflamacion intestinal, tal y como se ha
podido comprobar en el presente estudio, de manera que las
muestras coldnicas procedente de ratas del grupo control
colitico presentaron valores significativamente superiores a los
obtenidos en el grupo de animales sanos. Este incremento de la
citocina de caracter proinflamatorio se ha descrito se asocia con
la disminucién de su antagonista fisioldgico, IL-1ra’®. Algunos
autores han propuesto a la IL-18 como un marcador del proceso
inflamatorio intestinal’®®, debido a que induce la produccion de
otros mediadores que amplifican la respuesta inflamatoria’®’. Se
trata de una citocina producida principalmente por las células
mononucleares activadas'®, y su principal funcion, al igual que
el TNFa, es ser mediadora de la respuesta inflamatoria del
huésped en la inmunidad innata, actuando sobre las células
endoteliales y aumentando la expresion de moléculas de
superficie que propician la adhesion leucocitaria y su posterior
migracion a la mucosa intestinal inflamada. En este sentido, el
ensayo ha permitido comprobar que uUnicamente las ratas
coliticas que recibieron la combinacion de ambas fibras,
mostraron una disminucion significativa en la produccién de IL-

18 con el consiguiente beneficio que ello conlleva.

Similares resultados se obtuvieron cuando se evalué la

produccion de TNFa en el tejido colonico procedente de los
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distintos grupos de animales. Se trata de una citocina de
caracter proinflamatorio sintetizada y liberada por distintos tipos
celulares presentes en la mucosa intestinal inflamada,
principalmente macrofagos, aunque también linfocitos T,
linfocitos NK y mastocitos'®. Son numerosos los estudios que
establecen el importante papel que desempefia en la
inflamacion intestinal®®, ya que estimula e induce la produccién
de otros mediadores inflamatorios como ROS, IL-6, IL-1 y NO, al
mismo tiempo que, al comportarse como un potente agente
quimiotactico, promueve el reclutamiento y la activacion de
leucocitos, ampliando asi la respuesta inflamatoria®®'.?%2. Sus
niveles se encuentran muy elevados en el suero, en la orinay en
la mucosa intestinal de los pacientes con EC activa En los
pacientes con CU también se encuentra muy elevado en la
mucosa coldnica, que las células mononucleares de la lamina
propia producen mucho TNF-a y que los niveles de esta citocina
en heces y en orina estan muy elevados en estos enfermos®®>2%*,
El papel crucial atribuido a esta citocina ha quedado claramente
demostrado por la eficacia del tratamiento con anticuerpos frente
a TNFa, como el Infliximab y el adalimumab, en la EIll en
humanos?®2?%. E| hecho de que el infliximab haya demostrado
igualmente su efecto beneficioso en el modelo de colitis

S2%7 sustenta la utilizacion de este modelo

experimental por TNB
en la evaluacion de terapias potencialmente aplicables en la
inflamacion intestinal en humanos. Dado el importante papel que
esta citocina desempefia como potente quimiotactico en el
proceso inflamatorio intestinal, la menor produccion de TNFa
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observada en los animales sometidos a tratamiento con la
mezcla de ambas fibras dietéticas podria justificar la menor
infiltracién leucocitaria en el tejido colénico inflamado que se
evidenciaron tras los estudios histolégicos y que fueron
corroborados bioquimicamente por la menor actividad MPO

coldnica.

Ademas, los efectos inhibidores que ejercen Ia
administracion de fibras objeto de nuestro estudio sobre la
infiltracidn leucocitaria pueden ser también debidos a la
disminucién en la produccion en el tejido colonico inflamado de
otros mediadores con propiedades quimiotacticas, como CINC-1,
ICAM-1 y MCP-1 tal y como lo demuestra el analisis de su
expresion en el tejido coloncio procedente de los distintos

grupos de animales utilizados en el presente estudio.

En este sentido, y tal y como se ha venido describiendo,
uno de los componentes esenciales de la reaccién inflamatoria,
sea cual sea el contexto en el se produzca, es el reclutamiento
de leucocitos hacia el foco inflamatorio. No obstante, para que
tenga lugar la extravasacion de leucocitos hacia el area
inflamada se deben de establecer una serie de interacciones
entre los leucocitos y las células endoteliales. Estas
interacciones leucocito-endotelio constan de varias fases que
estan estrechamente reguladas por una serie de moléculas
situadas en la superficie de los leucocitos y de las células

endoteliales, denominadas MAC (Moléculas de Adhesion
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Celular). La importancia funcional de las MAC en el campo de la
Ell ha sido puesta de manifiesto tanto en modelos de colitis en
animales de experimentacion como en pacientes con Ell 2820,
Sin embargo, y a pesar del importante papel que se le atribuye,
son escasos, y muy recientes, los estudios terapéuticos
realizados en enfermos en los que se han aprovechado los

conocimientos basicos adquiridos en este campo.

Entre las diferentes familias de MAC que participan en las
interacciones  leucocito-célula  endotelial destacan las
inmunoglobulinas, a las que pertenecen las moléculas de
adhesion ICAM-1, que fueron analizadas en el presente estudio.
Esta molécula se encarga del reconocimiento de los linfocitos
CD11a/CD18 y CD11b/CD18, y se expresa de forma constitutiva
en células endoteliales, células epiteliales, leucocitos vy

fibroblastos 2" 21",

La activacion del endotelio por medio de
citocinas, lipopolisacaridos u otros estimulos proinflamatorios,
como los que se generan tras la administracion intracolénica del
TNBS, induce a un incremento en la expresion de ICAM-1 en
comparacion con el grupo sano. El tratamiento con los distintos
tipos de fibras, tanto de forma aislada como en combinacion,
origind una disminucién evidente en la expresion de esta
molécula de adhesién en comparacion con el grupo control sin
tratamiento, siendo mas marcada en el grupo que recibié la

mezcla de FOS y almidén resistente.

Con respecto al CINC-1, su expresién y produccion se

encuentra incrementada en el foco inflamatorio, donde ejerce un
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efecto quimiotactico sobre los neutrdéfilos, contribuyendo de
forma notoria a que se produzca su infiltracion en la zona

dafiada 2'? .

La menor expresion de esta quimiocina en los
animales coliticos sometidos a tratamiento con los distintas
fiboras, tanto de forma aislada como en asociacion,
probablemente también contribuya en su efecto beneficioso en
el proceso inflamatorio coldénico al traducirse en una menor

infiltracién leucocitaria, especialmente de neutrofilos.

Por otro lado, la proteina quimiotactica de monocitos
MCP-1 induce la migracion de los monocitos/macrofagos asi
como, también de basdfilos y mastocitos a las zonas con
inflamacion?'®. Las células T sensibles a la MCP-1, como son los
linfocitos CD4" y CD8", migran en respuesta a este tipo de
quimiocinas. Al ser las MCP-1 mediadores inflamatorios que
estimulan la migracion especifica de las células T, asi como los
monocitos, estas proteinas pueden jugar igualmente un papel
importante en el reclutamiento de células inmunes en sitios con
desafio antigénico. La administracion de las fibras a los
animales sometidos a inflamacion intestinal con TNBS se tradujo
en una disminucion de su expresion en el tejido coldnico en
comparacion a los animales coliticos no tratados, lo que se
traduciria en una disminucion de la infiltracion de estos tipos
celulares que participan de forma activa en la instauracion y
perpetuaciéon del proceso inflamatorio, contribuyendo de esta

manera en su efecto beneficioso.
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La posible menor actividad de los macréfagos que podria
derivarse tras la administracion de las fibras dietéticas en la
zona de inflamacion colénica también se evidencidé por una
reduccion significativa en la expresion de la iNOS,?'* lo que
evitaria asi los efectos perjudiciales que la sobreproduccion de
NO puede tener en la funcion intestinal en situaciones de
inflamacion intestinal. 2'°2'® De hecho, el éxido nitrico (NO) ha
sido considerado también como un mediador de caracter
proinflamatorio importante, y que juega un papel clave en la
patogénesis del proceso inflamatorio intestinal, probablemente
debido al incremento de la expresion de la enzima INOS?". El
NO es un mediador muy importante en la regulacién de la
homeostasis de muchos sistemas fisiolégicos, entre los que
podemos incluir el sistema cardiovascular y el tracto
gastrointestinal. Se trata de NO “bueno”, el cual es producido en
cantidades picomolares por la NOSc, de forma que un déficit se
asocia con una disfuncion tisular alli donde se produce®'®. Sin
embargo, en determinadas situaciones patoldgicas puede tener
lugar una produccion excesiva de este mediador (en cantidades
de nanomoles) como consecuencia de la induccion de la INOS
por parte de distintos estimulos, como son las endotoxinas
bacterianas y citocinas de caracter proinflamatorio (IL-1, TNF-q,
IFN-y), en numerosos tipos celulares, incluidos macréfagos,
neutréfilos, hepatocitos, células endoteliales lisas, y que
presentan un efecto deletéreo en la funcionalidad tisular,
recibiendo el calificativo de NO “malo”. Esto ultimo se ha

postulado que ocurre en el caso de la Ell, en donde se ha
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demostrado que existe un incremento en la produccion de NO
por parte de la mucosa intestinal de pacientes con EC o con
CU?"®, derivado de in incremento de la expresion de la iNOS?%°
en las zonas donde tiene lugar el proceso inflamatorio intestinal.
A pesar de esto, el papel del NO en la patogénesis de la Ell no
estd completamente dilucidado. Se han propuesto distintos
mecanismos por los que la sobreproducciéon de NO puede tener
un papel clave el proceso inflamatorio: bien por una actuacion
directa de este mediador sobre determinadas células diana, bien
por una actuacidn indirecta. Entre los primeros, se ha
comprobado que el NO puede facilitar el proceso inflamatorio
gracias a sus propiedades quimiotacticas frente a leucocitos
polimorfonucleares y monocitos®?',*?? y ejercer un efecto tdxico
sobre las células, por su capacidad de liberar hierro intracelular,
de inhibir la funcién mitocondrial o de inhibir la sintesis de
ADN??, Los mecanismos indirectos del dafio tisular mediado por
la sobreproducciéon de NO surgen probablemente como
consecuencia de su combinacidén con aniones superéxido, cuya
produccion estd igualmente incrementada en la Ell,
generandose especies quimicas muy reactivas, como el
peroxinitrito entre otros.??*,%*°. Como se ha comentado, la
excesiva produccion de NO en el proceso inflamatorio intestinal
se puede atribuir a la induccion de la enzima iNOS coldnica®?®,
tal y como se ha comprobado en el presente estudio. Entre los
numerosos tipos celulares que ven incrementada la expresion
de esta enzima destacan los macréfagos, en respuesta a
muchos agentes inflamatorios, como LPS o TNFa?’. En
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consecuencia, el descenso observado en la expresion coldnica
de iINOS en los grupos tratados con las fibras, podria contribuir a

su efecto preventivo en este modelo de colitis experimental.

Por otra parte, todos los tratamientos prebidticos
provocaron una disminucion de la expresion en el colon de las
ratas coliticas de la IL-17, siendo esto indicativo de una
disminucion de la regulacion de la via linfocitaria Th17, que se
ha demostrado recientemente también participa de forma
relevante en los procesos inflamatorios, incluidos los localizados
en el tracto gastrointestinal, como es la ElI??®, La IL-17 es una
citocina de caracter proinflamatorio, y es probable que su
incremento en las zonas de mayor inflamacion esté asociado
con una alteracion en la respuesta inmune de la mucosa
intestinal. Numerosas funciones de regulacion inmune se han
atribuido a esta citocina IL-17, destacando la participacion en la
induccidén y mediacién de respuestas proinflamatorias. La IL-17
induce la produccion de muchas otras citocinas (como la IL-6, G-
CSF, GM-CSF, IL-1B, el TGF-B, TNF-a), quimiocinas (como la
IL-8, GRO-a, y MCP-1), y las prostaglandinas (PGE2) de
muchos tipos de células (fibroblastos, células endoteliales,
células epiteliales, macréfagos...)??. La funcion IL-17 también
es esencial para un subconjunto de células CD4+ y células T
colaboradoras 17 (Th17)?*°. Como resultado de estas funciones,
la familia de la IL-17 se ha relacionado con muchas

enfermedades inmunes/autoinmunes como la artritis reumatoide,
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asma, lupus, rechazo de aloinjertos, la inmunidad antitumoral;
| 232,233,234

231 asi como en la enfermedad inflamatoria intestina

El efecto beneficioso ejercido por las fibras administradas
también se puso de manifiesto al evaluar la expresion de la
citocina anti-inflamatoria IL-10. Asi, la expresién de esta citocina
se encontré disminuid en el grupo de ratas control colitico sin
tratamiento, pero se restablecidé en aquellos grupos de animales
coliticos que recibieron el tratamiento con prebidticos.
Inicialmente, la IL-10 fue caracterizada como un factor inhibidor de

la sintesis de citocinas (CSIF)**°

, al actuar inhibiendo la produccién
de citocinas por los linfocitos T, particularmente el IFN-y por las
células Th1?*. En estos estudios se comprobd, sin embargo, que
esta inhibicidon soélo se observaba cuando los macréfagos actuaban
como células presentadoras de antigenos (CPA)*°. Trabajos
posteriores han puesto de manifiesto que la IL-10 es, de hecho,
una citocina con propiedades pleiotrépicas que actua sobre
diferentes tipos celulares, incluyendo los timocitos®’, las células T

238 239 8240

citotoxicas”™", los mastocitos™, las células y los monocitos-

macréfagos®’. Por ello, se considera como una de las citocinas

antiinflamatorias por excelencia 242+ 243

, Cuya ausencia podria
desempenar un papel fundamental en la inflamacién
incontrolada observada en la EIl.*** La IL-10 producida por
linfocitos T, B y por los monocitos activados por lipopolisacarido,
inhibe la produccion de algunas citocinas proinflamatorias como IL-
1, IL-6 o TNF-a. De esta forma, desempefia un importante papel en
el control y limitacion del proceso inflamatorio intestinal; asi,
ratones deficientes genéticamente en IL-10 (IL-10 KO) desarrollan
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de forma espontanea una enterocolitis cronica, que puede

prevenirse con la administracion exdgena de IL-10%%.

De igual
forma, en humanos se ha demostrado el efecto beneficioso de la
administracion de enemas que contienen IL-10 en pacientes con
CU?*®. Por tanto, el incremento en la expresion de esta citocina tras
el tratamiento preventivo con las fibras puede colaborar en el efecto
antiinflamatorio observado en este modelo. Es importante destacar
que la asociacion de FOS y almiddn resistente se tradujo en una
mayor incremento en la expresion coldnica de IL-10, ratificando el
efecto sinérgico que ambos prebidticos pueden ejercer cuando se

administran conjuntamente.

De forma analoga, la inflamacion coldnica inducida con el
TNBS en las ratas se asocié con una menor expresion de TFF-
3, probablemente derivado de la alteracion de la respuesta de
reparacion epitelial que tiene lugar después de la administracion
del hapteno. Esto es similar a lo que con anterioridad se ha
descrito que puede ocurrir en ratones sometidos a quimioterapia
o radioterapia en el intestino®’ o a la colitis inducida en ratones
TLR2” con el modelo del sulfato sédico de dextrano. >4
Igualmente, en humanos también se ha comprobado que existe
una sobreexpresiéon de los péptidos trébol a nivel gastrointestinal

1249280 " an glceras®!, en

en la enfermedad inflamatoria intestina
la metaplasia gastrica 2 y en algunos tumores ***. Mas
recientemente, se han podido cuantificar estos péptidos en el
suero de pacientes afectos de EIll, encontrandose

incrementados TFF-1 y TFF-3%°**. Sin embargo, han sido los
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estudios en animales de experimentacion los que han permitido
comprobar su importancia en la reparacién tisular
gastrointestinal, de forma que animales que carecen del gen que
codifica TFF-3 se caracteriza por una capacidad reparativa

deteriorada de la mucosa®®®

, lo que les hace mas vulnerables a
agentes lesivos como el DSS. La administracion en enema de la
proteina recombinante TFF-3 a estos animales deficientes en el
péptido acelerd la curacion de la colitis. Ademas, en un modelo
de colitis en rata por acido sulfénico dinitrobenceno (DNBS), se
ha comprobado que la administracién topica de TFF-2 mejora la
reparacidon mucosa 2*® . El efecto antiinflamatorio intestinal
ejercido por estos prebidticos se asocié con un incremento en la
expresion de TFF-3, lo que facilitaria la recuperacion del epitelio

y la funcion intestinal.

Es indudable que en los efectos beneficiosos que se
observaron en este modelo de colitis experimental tras la
administracion de los dos tipos de fibra dietética, tanto de forma
aislada como en asociacion, contribuye la capacidad que tienen
para estimular el crecimiento de bacterias protectoras, es decir,
el efecto prebidtico que les caracteriza, y que se puso de

manifiesto en los animales sanos.

En el presente estudio se confirma que el proceso
inflamatorio intestinal inducido experimentalmente con TNBS se
asocia con una alteracién evidente de la microbiota intestinal.
Asi, la administracion intracolénica del hapteno a las ratas

produjo una reduccion significativa en los contenidos coldnicos
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tanto de los lactobacilos como de las bifidobacterias en
comparacién con las ratas sanas. Estas modificaciones se
vieron ratificadas por un aumento de la flora aerdbica total asi
como de las enterobacterias, disminuyendo de esta forma la
relacion entre las bacterias beneficiosas y los potenciales
patdogenos. Ademas, el proceso inflamatorio intestinal se
caracterizé por una disminucion en la producciéon coldénica de los
AGCC analizados, acetato, propionato y butirato, que se han
descrito desempefian un papel clave en la homeostasis®*’ de
colon ?*® . En concreto el butirato es considerado como el
principal nutriente de los colonocitos, habiéndose sugerido que
una disminucién de la oxidacién del butirato en el lumen colénico
ocasionaria un déficit energético epitelial, y puede de estar
forma estar implicado en la patogénesis de la CU%%%%%' De
hecho, en los pacientes con CU se ha observado disminucion de
los niveles fecales de AGCC, que guarda relacion con la
gravedad de la enfermedad?®®?:?®®. La disminucion de la f-
oxidacion del butirato se ha podido demostrar recientemente en
la CU humana, incluso cuando la enfermedad esta inactiva?®*2%°,
Asimismo, estudios experimentales recientes han sugerido que
el butirato inhibe la producciéon de algunas citocinas y la
activacion del factor de transcripcion NF-kB, siendo éstas las
primeras evidencias de un efecto antiinflamatorio real del
butirato®®,%”. Los AGCC tienen ademas otros muiltiples efectos
beneficiosos incluidos la estimulacion de la secrecién mucosa, el
aumento del flujo vascular, la motilidad y la absorcion de sodio.
Se ha descrito igualmente que los AGCC tienen un efecto
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citoprotector y antiinflamatorio, reductor de la permeabilidad

paracelular e inductor de la respuesta inmune®®®.

Todos estos datos sugieren que el proceso fermentativo
en el lumen intestinal en los animales sometidos a inflamacién
colénica se encuentra comprometido. Sin embargo, en aquellos
grupos de animales que recibieron las fibras se observd una
restauracion de esta capacidad fermentativa, observando una
normalizacion tanto de la microbiota intestinal como de la
produccion de AGCC, ratificando de esta forma el importante
papel que desempefa el efecto prebidtico en la mejora del
proceso inflamatorio intestinal inducido experimentalmente. Este
efecto fue mas patente tras la administracién conjunta de ambas
fibras, FOS y almidodn resistente, confirmandose de esta forma el
efecto sinérgico que se puede obtener al combinar diferentes
tipos de fibras con diferente grado de fermentabilidad.

Los efectos preventivos de los diferentes prebidticos,

incluyendo oligosacaridos?®9270:271 272

y el almiddn resistente, e
han descrito previamente en modelos experimentales de colitis
en roedores. Sin embargo, no hay muchos estudios en los que
se establezca la eficacia del tratamiento con prebidticos en la Ell
en humanos. Los mejores resultados se han obtenido tras la
administracion de la mezcla de los prebidticos inulina y

oligofructosa, en pacientes con CU ?

o de esta mezcla junto
con Bifidobacterium longum en pacientes con EC ?*. En

consecuencia, la combinaciéon de diferentes prebidticos para

164



Discusion

estas afecciones intestinales parece ser un enfoque interesante,

que se confirma en el presente estudio.

En conclusién, los alimentos funcionales basados en la
combinacion de dos fibras dietéticas distintas, con diferente tasa
de fermentacion a lo largo del intestino grueso, puede resultar
en un efecto sinérgico y, por tanto, en un efecto prebidtico mas
evidente que puede conferir un mayor beneficio para la salud del

paciente que las ingiera.
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1. La administraciéon durante dos semanas a animales
de experimentacion, y en condiciones normales, de
dos tipos de fibras con diferente velocidad de
fermentacion en el intestino grueso,
fructooligosacaridos y almidén resistente, se traduce
en un efecto prebidtico. Esto se pone de manifiesto
por una modificacion en la composicion de la
microbiota intestinal, promoviendo el desarrollo de
bacterias potencialmente beneficiosas (lactobacilos y
bifidobacterias). La administracion conjunta de
ambos tipos de fibras genera un efecto aditivo en las
propiedades prebidticas obtenidas con cada una de

las fibras por separado.

2. Cuando se administran de forma preventiva, el efecto
prebidtico de cada una de las fibras estudiadas se
traduce en un efecto antiinflamatorio intestinal en el

modelo de colitis inducida por TNBS en rata.

3. La administracion de la mezcla de ambos tipos de
fibras en este modelo de colitis inducida con TNBS en
ratas genera una sinergia en sus efectos
antiinflamatorios intestinales, tal y como se pone de
manifiesto tras la evaluacién de los distintos

marcadores inflamatorios estudiados. Se comprueba
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Conclusiones

que la accién prebidtica sinérgica ejercida por la
combinacion puede desempefar un papel clave, y
ésta se evidencia por la restauracion en el lumen
intestinal de la relacion de bacterias beneficiosas y
potencialmente patégenas, asi como por la mayor

produccion de acidos grasos de cadena corta.

La combinacion en el contexto de una alimentaciéon
sana, basada en la ingesta de fibras dietéticas
distintas, con diferentes tasas de fermentaciéon a lo
largo del intestino grueso, puede derivar a un efecto
sinérgico que les confiera un mayor potencial

beneficioso para la salud del paciente que las ingiera.
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